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RESUMO

O cancer de mama (CM) vem crescendo exponencialmente em todo o mundo, sendo
a principal causa de morte entre mulheres com cancer. Os tratamentos convencionais
apresentam efeitos adversos consideraveis, sendo necesséarias pesquisas para o
desenvolvimento de novas terapias. A hipertermia magnética (MHT) € uma alternativa
para a indu¢cdo de morte de células tumorais, afetando minimamente as células
saudaveis ao redor. Consiste no aumento de temperatura local ocasionado pela
exposicdo de nanoparticulas magnéticas a um campo magnético alternado externo.
Estudos sugerem que a associacdo da MHT a agentes antioxidantes pode aumentar
a eficdcia anticancer. Nanocapsulas de selol (NcSel) e éleo de pequi (OP) se
destacam por apresentar acdes antioxidantes, cicatrizantes, anti-inflamatorias e
antitumorais. Este trabalho trata-se de um recorte de um projeto de pesquisa que
investiga o efeito combinatério de MHT + NcSel + OP no tratamento do CM em
camundongos fémeas Swiss. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a
biocompatibilidade e a eficacia das nanoterapias MHT + NcSel associadas a
suplementacdo com OP em animais com adenocarcinoma mamario de Ehrlich in vivo,
por meio de (i) monitoramento clinico, (ii) avaliacdo do hemograma completo, (iii)
testes de funcdo hepatica e renal a partir das dosagens séricas de ALT, AST,
creatinina K e ureia, (iv) dosagem de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12 e (V)
pela verificagéo do desenvolvimento tumoral ao longo do tratamento. 50% dos animais
(n=6) tratados com a combinacdo de OP + MHT + NcSel sobreviveram durante a
experimentacédo e nao apresentaram alterages significativas no peso corporal, nem
outros sinais clinicos de toxicidade. Além disso, os parametros hematologicos e
bioguimicos dos animais sobreviventes ndo apresentaram alteracfes significativas,
descartando-se a ocorréncia de danos ao estado de saude geral. Com relacdo ao
tumor, os animais tratados apresentaram cicatrizacdo da area necrética tumoral e
diminuicao do volume e peso do tumor primario ao longo do tempo. Os niveis de TNF-
a e IL-12 reduziram, indicando uma diminuicdo do processo inflamatério. Portanto,
sugere-se que ha biocompatibilidade e eficiéncia na associacdo de OP + MHT +
NcSel. No entanto, mais estudos sao necessarios para a complementacéo dos dados
apresentados, antes da realizacdo de ensaios clinicos e potencial uso deste
tratamento em humanos.

Palavras-chave: Carcinoma mamario, Biocompatibilidade, Hipertermia magnética,
Tumor de Ehrlich, Oleo de pequi, Nanocapsulas de Selol, Terapias combinadas.



ABSTRACT

Breast cancer (CM) has been growing exponentially worldwide, being the leading
cause of death among women with cancer. Conventional treatments have
considerable adverse effects, requiring more research to develop new therapies.
Magnetic hyperthermia (MHT) is an alternative to induce tumor cell death, minimally
affecting the surrounding healthy cells. It consists of the local increase in temperature
caused by the exposure of magnetic nanopatrticles to an alternating external magnetic
field.Studies suggest that the association of MHT with antioxidant agents may increase
anticancer efficacy. Selol (NcSel) and pequi oil (OP) nanocapsules stand out for having
antioxidant, healing, anti-inflammatory and antitumor actions. This work is part of a
research project that investigates the combinatorial effect of MHT + NcSel + OP in the
treatment of CM in Swiss female mice. In particular, this study aimed to evaluate the
biocompatibility and efficacy of MHT + NcSel nanotherapies associated with OP
supplementation in animals with Ehrlich's mammary adenocarcinoma, through (i)
clinical monitoring, (ii) complete blood count assessment, (iii) liver and kidney function
tests based on serum levels of ALT, AST, creatinine K and urea, (iv) measurement of
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-12 and (v) checking tumor development
during treatment. 50% of the animals (n=6) treated with the combination of OP + MHT
+ NcSel survived the experiment and did not show significant changes in body weight
or other clinical signs of toxicity. In addition, the hematological and biochemical
parameters of the surviving animals did not show significant changes, ruling out the
occurrence of damage to the general state of health. Regarding the tumor, the treated
animals showed healing of the tumor necrotic area and a decrease in the volume and
weight of the primary tumor over time. The levels of TNF-a and IL-12 decreased,
indicating a decrease in the inflammatory process. Therefore, it is suggested that there
is biocompatibility and efficiency in the association of OP + MHT + NcSel. However,
more studies are needed to complement the data presented, before conducting clinical
trials and potential use of this treatment in humans.

Keywords: Breast Carcinoma, Biocompatibility, Magnetic Hyperthermia, Ehrlich
Tumor, Pequi Oil, Selol Nanocapsules, Combination Therapies.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é o que apresenta maior incidéncia em mulheres no
mundo, com cerca de 2,3 milhdes de novos casos contabilizados em 2020,
correspondendo a 24,5% dos novos casos de cancer em mulheres. Conjuntamente, é
a causa mais frequente de Obitos por cancer nessa populacdo, sendo estimadas
684.996 mortes para o ano de 2021 (15,5% dos 6bitos por cancer em mulheres)
(WHO, 2021).

Na ultima década, diversos estudos foram realizados sobre a utilizacdo de
compostos obtidos através de fontes naturais que auxiliam no tratamento do cancer
(LI etal., 2017; ANWAR et al., 2020). Dentre esses elementos naturais, podemaos citar
0 6leo do fruto Caryocar brasiliense, conhecido popularmente como pequi. O 6leo
extraido da polpa do pequi apresenta diversos beneficios para a saude, como
propriedades antioxidantes, cicatrizantes, anti-inflamatorias, antitumorais e
antimicrobianas (CASTRO, 2007; MIRANDA-VILELA, 2009). Miranda-Vilela et al.
(2011) demonstraram que a administracdo oral de 30 mg de 6leo de pequi (OP) por
10 dias antes da transplantacdo de células tumorais mamarias de Ehrlich em
camundongos saudaveis foi eficaz na inibicdo do crescimento tumoral. Também, outro
estudo de Miranda-Vilela et al. (2013) sugere que a administracédo oral preventiva de
OP (30 mg por 10 dias) seguido pelo uso da hipertermia magnética (MHT) para o
tratamento do tumor de Ehrlich pode aumentar a eficiéncia do processo de controle
do crescimento tumoral.

A MHT consiste na geracdo de calor local através da exposicdo de
nanoparticulas magnéticas a um campo magnético externo alternado, sendo uma
técnica eficaz na inducdo da morte de células tumorais, afetando minimamente as
células saudaveis ao redor (PRASAD et al.,, 2007; TABOGA et al.,, 2014).
Recentemente, foi demonstrado que a combinagdo da MHT com a administracao de
nanocapsulas de Selol (NcSel) inibe 0 aumento do volume do tumor de Ehrlich e
previne metastases regionais e distantes, com performance superior a um
quimioterapico convencional (PINHEIRO et al.,, 2020). O Selol € um composto
organico obtido a partir de selenitotriglicerideos de 6leo da semente de girassol que
atua como um doador de selénio e apresenta toxicidade inferior ao selénio IV. Assim

como o OP, o Selol tem propriedades antioxidantes e antitumorais (SOCHACKA et al.,
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2014). Até o momento, ndo existem informacdes sobre os efeitos da combinacéo de
OP + MHT + NcSel sobre o desenvolvimento de carcinomas mamarios, o que justifica

a realizacdo do nosso estudo.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer de mama

O termo “cancer” é utilizado para definir um conjunto de doengas que possuem
em comum o crescimento desorganizado e anormal de células. Essas células podem
alastrar-se para tecidos proximos a area tumoral ou invadir tecidos distantes da origem
do tumor, desenvolvendo uma metastase (BRASIL, 2019). O desenvolvimento do
cancer pode ser gerado por fatores extrinsecos, como a exposicdo a radiacao,
agentes quimicos e biolégicos e por fatores intrinsecos, como o estado imunolégico
do individuo, mutacdes genéticas e descontrole hormonal. Esses elementos podem
atuar simultaneamente ou por etapas para o inicio da formacéo do cancer (INCA,
2021).

Existem diversos tipos de tumores malignos, dentre eles o0 CM que se destaca
por sua alta incidéncia e letalidade. De acordo com a Organiza¢cao Mundial da Saude
(WHO, 2021), o CM € o cancer com maior numero de diagnésticos no mundo, com
uma estimativa de cerca de 2,3 milhées de casos no ano de 2020. Além disso, é a
causa de morte mais frequente na populacdo feminina, com uma estimativa de
684.996 mil casos em 2020. No Brasil, estima-se que no triénio 2020-2022, ocorreréo
66.280 casos novos da doenca em cada ano (IARC, 2020).

O CM compreende um grupo de doencas heterogéneas, apresentando
diferentes sinais clinicos e morfoldgicos, distintas bases genéticas e uma variedade
de respostas terapéuticas. Os principais sinais e sintomas do CM s&o: o0 aparecimento
de nodulos, edemas, hiperemia, dor, descamacgao na regido da mama, inversao do
mamilo, saida de liqguido de um dos mamilos e pequenos nodulos nas axilas ou no
pescoco (INCA, 2021).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de CM relacionam-se
com idade avancada, caracteristicas reprodutivas, historia familiar e pessoal, habitos
de vida (como obesidade, alcoolismo e tabagismo) e influéncias ambientais (como
exposicdo a radiacdo ionizante) (OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2012).

Atualmente, as principais formas de diagnosticar o CM s&o por meio do exame clinico
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(palpacdo das mamas e linfonodos) e da mamografia, no entanto, diversos métodos
podem ser utilizados como a ultrassonografia, exames de ressonancia magnética,
analises sanguineas, radiografia, exames histopatologicos e por meio da pesquisa dos
genes BRCA1 e BRCA2 (BERNARDES et al., 2019).

O tratamento para o CM leva em consideracao o tipo de cancer, o estadiamento
da doenca e o estado clinico do paciente. A radioterapia e a intervencéo cirurgica séo
0s principais tratamentos locais e as principais modalidades de tratamento sistémico
sao a quimioterapia e a hormonioterapia. Essas abordagens terapéuticas, podem ser
utilizadas individualmente ou em combinacdo com outros tratamentos, no entanto,
apesar de apresentarem alguns beneficios, possuem diversas limitacdes e efeitos
Nnocivos para 0 organismo.

A radioterapia tem como propdsito causar a morte do tumor através de danos
produzidos pela radiagcédo, todavia os tecidos adjacentes podem acabar recebendo
parte dessa radiacdo, gerando danos as células saudaveis e até mesmo o
crescimento de tumores secundarios (BIGARANI, 2014). A intervencdo cirdrgica
também apresenta diversas limitacdes, em alguns casos, ndo é possivel realizar a
retirada total ou parcial do tumor. Além disso, ha a possibilidade de existirem danos
fisicos e emocionais decorrentes dessas intervencbes com resultado estético
desagradavel (XU et al., 2015). Os quimioterapicos tém como objetivo destruir as
células cancerosas, entretanto ndo sdo seletivos e ao ingressarem no sistema
circulatorio, também causam danos as células saudaveis (VIEIRA; GAMARRA, 2016;
BRITO et al.,, 2011; FREIRE, 2019). A hormonioterapia consiste na utilizacdo de
agentes que apresentam um efeito antagbnico a sintese de horménios ou que
reduzam a concentracdo dos hormonios femininos, no entanto, também apresenta
diversos efeitos colaterais como sintomas semelhantes aos da menopausa, enjoo,
constipacoes, alteracdes menstruais, diarreia, alteracdes hepaticas, ressecamento da
pele e boca entre outros (GABRIEL et al., 2017).

2.2. Oleo de pequi

Devido as limitagbes que as terapias tradicionais apresentam, inumeras
pesquisas tém sido realizadas visando o desenvolvimento de farmacos anticancer.
Nas ultimas décadas, cerca de 60% dos medicamentos oncoldgicos foram originados
a partir de um produto natural (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Dentre esses produtos
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naturais, os compostos antioxidantes fazem parte do grupo de maior interesse para
estudo do desenvolvimento de novas terapias anticancer (REDDY et al., 2003). A
carcinogénese gera um excesso de espécies reativas (ER) que danificam os tecidos.
Dessa forma, os antioxidantes possuem um papel importante na protecdo organica
através da interceptacdo contra essas ER, inibindo as atividades destrutivas desses
componentes. Além disso, a associacdo de antioxidantes com drogas antineoplésicas
pode melhorar a eficacia do tratamento (ROHENKOHL et al., 2011).

O Caryocar brasiliense é um fruto nativo do cerrado brasileiro, denominado
popularmente como pequi, que integra o grupo dos compostos naturais antioxidantes.
Esse fruto apresenta elevadas concentracbes de carotendides, grupos fendlicos e
vitamina C em sua polpa, que atuam como agentes antitumorais, por inibir o estresse
oxidativo (MIRANDA-VILELA et al., 2009). O 6leo extraido da polpa do pequi (OP)
apresenta essa propriedade inibitéria ao estresse oxidativo que ocorre durante o
periodo de proliferacdo. Além disso, o 6leo também demonstra atividades anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e cicatrizantes (NASCIMENTO-SILVA et al., 2018).

Miranda-Vilela et al. (2011) demonstraram que o OP pode atuar como
adjuvante na terapia do cancer. No estudo, observou-se que a suplementagdo com
OP antes da inducdo tumoral e do tratamento, diminui significativamente o
crescimento do tumor de Ehrlich, no entanto, as administracées de OP, ap0s a inducéo
tumoral e durante o tratamento acelerou o crescimento da massa e favoreceu a
formacdo de metastases, mostrando que deve haver um limiar entre a dose
terapéutica e a superdosagem.

Outro estudo de Miranda-Vilela et al. (2013) avaliou o efeito da suplementacgéo
com OP associada com a hipertermia magnética (MHT) para o tratamento do cancer
de mama em camundongos. As andlises mostraram que tanto a combinacgéo
terapéutica quanto a MHT individualmente foram eficazes em aumentar a necrose

tumoral e em conter a expansao do tumor.

2.3. Nanotecnologia

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda materiais que possuem dimensdes
fisicas entre 1 e 100 nanémetros (nm), onde um nandémetro (1 nm) compreende a
bilionésima parte de um metro (10° m). Essa ciéncia possui diversas aplicacdes no

cotidiano, como nas &areas de desenvolvimento de materiais, meio ambiente,
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tecnologias, medicina, entre outros (MCCLEMENTS, 2012). Algumas propriedades
dos materiais, como a reatividade quimica e o comportamento magnético podem se
alterar de acordo com o tamanho da particula, dessa forma, o uso do escalonamento
nanomeétrico pode oferecer diversos beneficios em relacdo aos sistemas
macroscopicos (GAJEWICZ et al., 2012).

Na area medicinal, a nanotecnologia vem atuando como uma importante
ferramenta para contornar limitacées e abrir novas possibilidades de tratamento para
diversas doencas. Essa area esta avancando rapidamente, principalmente na area de
diagnosticos e entrega de farmacos. Os nanomateriais devem ser desenvolvidos de
acordo com suas aplicacdes e caracteristicas desejadas, podendo-se manipular o
tamanho, morfologia, carga superficial e a toxicidade desses materiais (CANCINO et
al., 2014). Os sistemas nanoestruturados mais utilizados na area médica podem ser
classificados em nanocapsulas, nanoesferas, nanoparticulas magnéticas, nanotubos
de carbono e lisossomos (HALEY; FRENKEL, 2008).

Os nanomateriais tém viabilizado o desenvolvimento de métodos para o
diagnéstico rapido e preciso do cancer, ainda nos periodos de estagio iniciais, através
de técnicas que permitem maior contraste em imagens de ressonancia magnética. Na
area terapéutica houve uma grande evolugédo na entrega especifica de farmacos de
forma néo invasiva, por meio da vetorizacdo de medicamentos e da utilizacdo da
hipertermia magnética (FALLEIROS et al., 2011). Os mecanismos da vetorizagédo de
farmacos podem ser divididos em ativa e passiva.

A vetorizagdo passiva consiste no acumulo de nanoparticulas em tumores
solidificados, pois esses tumores apresentam fendas endoteliais de 100 a 780 nm, um
didmetro maior que as fenestracdes endoteliais que possuem o tamanho entre 5 a 10
nm. Sendo assim, nanoparticulas que possuem um tamanho médio de 250 nm
conseguem permear pelos vasos tumorais e se acumular majoritariamente na massa
tumoral. Esse fenbmeno é denominado de permeabilidade e retencdo aumentada
(enhanced permeability and retention - EPR), que permite amplificar a concentracao
do farmaco em até 70 vezes (MOREIRA, 2013). A vetorizacdo ativa consiste na
utilizacao de ligantes na superficie das nanoparticulas que se relacionam de forma
especifica com as células tumorais. Um exemplo de ligante sdo os anticorpos
monoclonais que podem ser colocados estrategicamente na superficie dos

nanocarreadores para promover um direcionamento para um tipo celular especifico



20

de interesse terapéutico (DANHIER, 2010). Com isso, a vetorizacdo de farmacos
através de nanocarreadores oferece diversas vantagens como aumento da
biodisponibilidade e diminuicdo dos efeitos adversos, que fazem com que o paciente

tenha uma melhor adeséo e um aumento da eficiéncia do tratamento (PINTO, 2014).

2.4. Hipertermia magnética

A hipertermia magnética (MHT) baseia-se no aumento da temperatura,
geralmente proximo de 42 °C, de uma determinada regido corporal afetada por algum
tipo de crescimento ndo controlado. Associado a esse processo, as nanoparticulas
magneéticas (NPMs) atuam como agentes da MHT, fazendo com que a terapia seja
direcionada, preservando as regides que ndo apresentam atividade tumoral. Além
disso, a MHT aumenta o fluxo sanguineo e a entrega de farmacos no nucleo hipoxico
do tumor que, normalmente, é resistente aos tratamentos com radioterapia. Também,
as células presentes nos nucleos hipoxicos sdo mais acidoticas e sensiveis ao dano
térmico (PINHEIRO, 2017; KAUR et al. 2016). As NPMs podem ser utilizadas na forma
de fluidos magnéticos, suspensdes coloidais ou dispersas em liquidos organicos ou
inorganicos, também podem ser classificadas de acordo com o seu elemento principal
de composicéo, sendo desenvolvidas a partir de metais puros (como ouro, ferro,
manganés, prata e cobalto) ou na forma de ligas entre 6xidos metalicos.

O aguecimento das nanoparticulas ocorre quando hd uma exposicdo a um
campo magnético alternado, pois quando os dominios magnéticos da nanoparticula
se alinham com o campo existe uma mudanca da orientacdo magnética que gera
energia na forma de calor (LAURENT et al.,, 2011; SIQUEIRA, 2019). Existem
evidéncias de que a associacdo da MHT a quimioterapia ou a radioterapia apresenta
uma vantagem sobre a administracao isolada dessas modalidades terapéuticas, pois
a absorcdo de farmacos pelas células tumorais € aperfeicoada pelo aumento da
permeabilidade celular (GOFRIT et al., 2004).

Maier-Hauff et al. (2007) mostrou que a MHT apresenta seguranga no
tratamento de tumores cerebrais em humanos. Durante o estudo, nanoparticulas de
oxido de ferro revestidas com aminosilano foram administradas intratumoralmente e
0S pacientes se submeteram ao campo magnético alternado para que houvesse o

aguecimento das particulas. Como resultado observou-se que as nanoparticulas
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magnéticas foram bem toleradas pelo organismo e houve efeitos adversos minimos,
além da diminuicéo significativa do volume tumoral.

Miranda-Vilela et al. (2013) avaliou a utilizagdo de um fluido de maguemita
funcionalizado com Dextran (DexMF) com nanoparticulas de 5 -10 nm de diametro
para realizacdo da MHT no tratamento do cancer de mama em camundongos Swiss.
Os resultados mostraram que a MHT aumentou o processo de necrose tumoral,
controlou significativamente o crescimento tumoral, manteve a imunidade dependente
de linfocitos e reduziu os danos ao DNA dos leucécitos periféricos do sangue.

Siqueira (2019) introduziu intratumoralmente um fluido magnético com
nanoparticulas de ouro de aproximadamente 17 nm em murinos portadores de
adenocarcinoma mamario, que posteriormente foram submetidos a cinco exposicoes
ao campo magnético alternado, 30 minutos por dia. Neste trabalho, constatou-se que
a necrose tumoral apresentada pelos animais foi cerca de dez vezes maior em relacéo
ao grupo dos animais que nao receberam o tratamento com a MHT, além disso,
observou-se que em todos os grupos que receberam a MHT houve uma reducéo

significativa do diametro tumoral apds dois dias de tratamento.

2.5. Nanocépsulas de selol

O elemento quimico selénio (Se) é um composto presente nas selenoproteinas
e é essencial para a para protecdo celular contra o estresse oxidativo gerado pelas
espécies reativas de oxigénio (DOMINIAK et al., 2017). Segundo Fritz et al. (2011), o
selénio também possui atividade antitumoral, em seu estudo foi constatado que ele
pode atuar como um antagonista competitivo de metais pesados indutores da
carcinogénese. Entretanto, apesar de o consumo de produtos com baixas quantidades
de selénio ser benéfica, grandes quantidades podem gerar reacfes toxicas, podendo
gerar, por exemplo, o desenvolvimento de catarata (OSTADALOVA, 2012). Dessa
forma, o selénio na forma organica apresenta uma maior seguranca terapéutica, pois
consegue ser absorvido e eliminado do organismo rapidamente, gerando uma baixa
toxicidade (TAPIERO et al., 2003).

Os compostos a base de selénio (Se) tém se apresentado como uma
alternativa durante o tratamento do cancer. Dentre esses compostos organicos, o
Selol vem se destacando por estimular a morte celular e apresentar baixo efeito toxico

sistémico, quando utilizado na dose adequada. O Selol é uma mistura complexa de
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selenito triacilglicerdis, obtido do o6leo das sementes de girassol e tem como
propriedade ser um doador de selénio na forma anibnica (SOCHACKA et al.,
2014). Sochaka et al. (2014) demonstrou que a suplementacao oral de Selol 5% (17
mg/kg) durante 28 dias apresentou uma inibicdo da enzima tiorredoxina redutase,
responsavel por auxiliar no processo de inducdo da carcinogénese e da proliferacéo
tumoral, mostrando sua importancia na terapia anticancer. Entretanto, o Selol, por ser
derivado de triacilglicerdis, € um composto extremamente hidrofébico e em altas
doses apresenta toxicidade. Dessa forma, a nanotecnologia vem criando estratégias
para contornar essas limitacdes. Uma dessas estratégias € a nanoencapsulacéo do
Selol, que tem melhorado sua biocompatibilidade, biodisponibilidade e biodistribuicao
(PINHEIRO et al., 2020).

De Souza et. al (2014) demonstraram que o uso de Selol em nanocapsulas
apresentou atividade antitumoral, atuando como um agente citostatico em células de
adenocarcinoma de pulmdo humano. Além disso, Estevanato et al. (2012) constatou
gue nanocapsulas magnéticas contendo Selol atuaram como um agente
potencializador para a acdo antineoplasica. A associacdo se mostrou uma plataforma
de material magnético eficiente para promoc¢édo da MHT, contra o carcinoma mamario
murino. Recentemente, Pinheiro et al. (2022) associou a administracdo de
nanocapsulas de selol (NcSel) com a MHT no tratamento de adenocarcinoma
mamario de Ehrlich, os resultados do estudo mostraram que a associacdo das duas

terapias inibiu expressivamente o crescimento tumoral e preveniram metastases.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar um estudo piloto para avaliar a biocompatibilidade e a eficacia
terapéutica da suplementacdo com OP associada a MHT e NcSel em camundongos

fémea Swiss portadoras de adenocarcinoma mamario de Ehrlich.

3.2. Objetivos especificos

° Avaliar a biocompatibilidade das terapéuticas por meio de
monitoramento clinico, analise do hemograma completo, testes bioquimicos de

fungéo hepatica e renal e analise macroscopica de 6rgaos nao-alvo;
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) Avaliar a eficacia terapéutica mediante mensuragdo do volume tumoral
durante a experimentacéo e do peso tumoral ex vivo;

° Avaliar o processo inflamatério relacionado as terapéuticas por meio de
guantificacdo dos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina
12 (IL-12).

4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Camundongos fémeas da linhagem Swiss, com idade entre 6 a 7 meses e
massa corporal de 50 + 9¢g, foram submetidos a uma quarentena no alojamento de
animais do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Brasilia. Em seguida, foram remanejados para mini isoladores
com maravalha, para manutencdo do bem-estar e das condi¢des de higiene, racéao e
agua filtrada ad libitum para manutencéo das condi¢cfes de saude, e tubos de PVC
para evitar o estresse dos animais. Posteriormente, foram transferidos para estantes
ventiladas com controle de temperatura em torno de 24 + 2 °C e com ciclo de luz de
12 horas, simulando dia e noite. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes
recomendadas pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA-UnB, n° do processo
130/2019).

Apés o periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos em trés grupos
experimentais (n= 6 animais por grupo), sendo denominados da seguinte forma: CS -
controle sem tumor; CT - controle com tumor tratado com tampao fosfato-salino (PBS)
injetado intratumoralmente e Trat. - grupo com tumor que fez o uso da suplementacao
do OP + MHT + NcSel.

4.2. Modelo tumoral e tratamento com OP+MHT+NcSel

1 x 107 células de Ehrlich foram transplantadas ortotopicamente para a quinta
glandula mamaria esquerda dos camundongos para a obtencdo do modelo de
adenocarcinoma mamario. Esse procedimento contou com a colaborac¢ao do Dr. Willie
Oliveira Pinheiro. O OP foi administrado por via oral (30 uL/animal/dia) durante vinte
e oito dias consecutivos, iniciando onze dias antes da transplantagdo tumoral,
permanecendo por dez dias com a associacdo a MHT + NcSel e posteriormente por

seis dias. Cerca de 92 h apoés a transplantacdo tumoral, a suplementacédo com OP foi
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associada com MHT + NcSel. A MHT foi mediada por nanoparticulas de maguemita
funcionalizadas com citrato (NpCit). NpCit (80 mg.kg?) foram administradas por via
intratumoral, em dias alternados até o quinto dia de tratamento, sendo 200 uL no
primeiro dia e 50 uL nos demais dias. NcSel (75 mg.kgt) foram administradas em dias
alternados, durante um periodo de 10 dias via intraperitoneal com 100 uL. O campo
magnético alternado (330 kHz, 32 V e 7.8 A) foi aplicado diariamente por 10 dias em
sessOes de 30 minutos no equipamento nanoTherics magneTherm™. As vias de
administracdo, as dosagens e regimes de tratamento foram estabelecidas com base
nos trabalhos de MIRANDA-VILELA et al. (2011) e PINHEIRO et al. (2022).

7
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Figura 1. Panorama da linha do tempo do desenho experimental do grupo tratado montado
para o estudo da biocompatibilidade e eficicia anticAncer da suplementacdo com éleo de pequi (OP)
associada a hipertermia magnética (MHT) com nanocapsulas de selol (NcSel) em camundongos
fémeas com adenocarcinoma mamario. As doses correspondem a 80 mg.kg -1 de nanoparticulas
magnéticas revestidas com citrato (NpCit), 75 mg.kg-1 de nanocéapsulas de selol (NcSel) e 30

uL/animal/dia de 6leo de pequi (OP). DT: dia de tratamento.

Conforme mencionado anteriormente, esse trabalho € um estudo piloto e foi
desenvolvido como uma extensao de um projeto maior que estava em andamento.
N&o idealmente, a transplantacdo tumoral e a coleta dos dados dos grupos controle e

Trat. foram realizadas em dias distintos.

4.3. Monitoramento clinico

A avaliacéo clinica foi feita por meio do monitoramento do peso corporal dos

animais usando balanca semi-analitica. Ademais, parametros como modificacdo da
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deambulacéo, alopecia, piloerecéo, inapeténcia, ocorréncia de diarreia e de mortes

foram avaliados diariamente.

4.4. Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Os animais foram eutanasiados quatro semanas apés a Uultima sessdo de
tratamentos, para isso cerca de 70 pL de cetamina e 50 pL de xilazina foram
administradas intraperitonealmente. Apds a verificacdo de auséncia de reflexos,
realizou-se uma toracotomia para puncdo cardiaca. O sangue foi aspirado e
transferido para um microtubo com anticoagulante EDTA para analise do hemograma
completo utilizando o equipamento Sysmex pocH-100iV DiffTM.

Para investigacdo do estado de saude geral, especialmente das funcdes
hepaticas e renais, foram feitas analises bioquimicas em amostras de soro usando o
equipamento automatizado ChemWell-T® e kits diagnésticos padronizados (Labtest)
conforme instru¢des do fabricante. Para isso, uma aliquota do sangue coletado foi
transferida para um microtubo contendo gel separador e ativador de coagulo, onde
posteriormente foi centrifugada a 3075 RCF por 5 minutos para a obtenc&o de soro.
O soro foi armazenado a -80 °C até o momento de analise. Os analitos dosados foram:
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), albumina,

creatinina K e ureia.

4.5. Analise macroscopica dos 6rgéos

A andlise macroscopica do figado, baco, pulm&es e rins foi realizada por meio
da comparacao visual entre o grupo Trat. e os grupos controles (CT e CS) para
verificacdo de possiveis alteracées morfologicas. A analise foi registrada por meio de
fotografias ap6s a eutanasia. Os pesos dos érgdos foram mensurados utilizando-se

uma balanca semi-analitica.

4.6. Mensuracgéao tumoral

O tamanho do tumor foi mensurado a cada dois dias até a eutanasia utilizando
paquimetro digital. Para calcular o volume tumoral foi empregada a seguinte férmula:
0.5 x comprimento x (largura) 2 (ITO et al., 2003). Os pesos dos tumores ex vivo foram

mensurados usando balanca semi-analitica.
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4.7. Dosagem de citocinas

A avaliacdo dos possiveis efeitos inflamatoérios devido a presenca do tumor e
aos tratamentos foi realizada pela dosagem dos niveis de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e Interleucina 12 (IL-12) no soro pelo ensaio imunoabsorvente enzimatico
(ELISA), de acordo com as instrucdes do fabricante (eBioscience). As placas foram
lidas apoOs a adicdo da solucéo de interrupcdo a 450 nm, usando espectrofotdmetro

SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

4 .8. Estatistica

As analises dos dados foram realizadas usando o software GraphPad Prism
6.0. A normalidade foi verificada empregando o teste Shapiro-Wilk. Diferencas entre
os grupos foram avaliadas por ANOVA com pds-teste Tukey ou teste Kruskal-Wallis
com pos-teste Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo clinica

Conforme evidenciado na Figura 2, o grupo CS néo apresentou diferencas
significativas de peso corporal ao longo do periodo de avaliacdo. O grupo CT mostrou
uma tendéncia de aumento na média de peso nos dias 34, 37 e 40 se comparado ao
30° dia p6s transplantacdo tumoral. O grupo Trat. apresentou uma diminui¢cao no peso
corporal até o 14° dia, no entanto, observou-se uma recuperacao do peso apés o 21°
dia.

Durante o experimento, os animais de todos os grupos mostraram pelos
brilhantes e brancos, auséncia de alopecia, piloerecao, inapeténcia e ndo houve a
ocorréncia de diarreia. Os animais 1, 3 e 6 do grupo Trat. (50% dos animais) nao
apresentaram anormalidades clinicas durante o tratamento. Os animais 3 e 6
mostraram sinais de cicatrizacdo da area tumoral tratada ao 24° dia. O animal 2 foi a
Obito ao 10° dia ap0s o inicio das intervengfes, sem sinais prévios de qualquer tipo
de incbmodo. O animal 4 apresentou um edema na pata direita apés o 10° dia de
tratamento e ao 12° dia foi a 0bito apos a aplicacdo da anestesia. Ao 7°, 8° e 13° dia
nao houve a realizagdo da MHT no animal 5, pois ele apresentava intensa hemorragia

no tumor e sinais de estresse; no 24° dia observou-se uma protuberancia de tecido
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mole na &rea tumoral; ao 35° dia o animal apresentou extrema lentiddo ao se
movimentar e ao 47°dia foi a obito.
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Figura 2. Peso corporal dos camundongos ao longo do periodo experimental. CS - Grupo sem tumor;

CT - Grupo com tumor; Trat.- Grupo com tratamento. Todos os dados foram apresentados como média
+ desvio padrao.

5.2. Andlises bioquimicas

As investigacfes bioquimicas (Tabela 1) demonstraram que os valores dos
marcadores de funcdes hepatica e renal no grupo Trat. ndo apresentaram diferencas
significativas se comparadas ao CT e CS. O nivel de AST foi quase 3 vezes maior no
grupo CT em relacdo ao CS, ja no grupo Trat. observa-se uma tendéncia do valor de
AST se aproximar da referéncia saudavel (CS). Apesar de nao haver diferenca
estatistica para os niveis de creatinina K, é possivel observar uma tendéncia de

diminuicao para este analito para os grupos CT e Trat. em compara¢ao com o CS.

Tabela 1. Andlises Bioquimicas

ALT AST Albumina Creatinina K Ureia
(U/L) (U/L) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CS 55,33 +46,71 232,00 +£215,93 2,25+ 0,09 1,07 +£ 0,82 53,33 +10,21
CT 43,17 £ 9,77 608,33 + 2,02+0,2 0,46 £ 0,05 51,5+13,9
242,49°CS

Trat. 79,33+ 27,01 391,33+174,71 2,33+0,78 0,52 + 0,08 59,33
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P valor 0,1749 0,0296 0,2167 0,0601 0,6376

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; U/L: unidades por litro; g/dL:

gramas por decilitro; mg/dL: miligramas por decilitro. Os dados séo apresentados como média +
desvio padrao. Diferencas significativas foram detectadas pelo teste one-way ANOVA e Tukey (para
os dados da ureia) e o teste de Kruskal-Wallis e Dunn (para dos dados de ALT, AST, albumina e
creatinina K). O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Grupos: CS
- Grupo sem tumor; CT - Grupo com tumor e sem intervencéo; Trat. - Grupo com tumor e tratamento.
Unidades de medida: mg/dL - miligramas por decilitro; g/dL - gramas por decilitro; U/L: unidade de

massa atdmica por litro.

5.3. Andlises hematolégicas

O eritrograma (Tabela 2) demonstrou um aumento significativo na contagem
do parametro RDW-CV, referente a amplitude de distribuicdo de tamanho (diametro)
dos eritrécitos do grupo Trat. em comparacdo ao CS. Os demais itens do eritrograma
apresentaram valores de P > 0,05 e por isso ndo foram consideradas alteracdes

significativas.

Tabela 2. Eritrograma

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW-CV
(x10%puL)  (9/dL) (%) (fL) (P9) (grdL) (%)
CS 7,70+ 1,64 11,60 +2,3731,65 +6,1441,38 + 1,98 15,17+ 1,03 36,67 +1,1715,33 + 1,58
CT 7,62 +0,98710,65 + 1,2029,78 + 2,91 38,28 + 2,4614,02 + 0,6235,73 + 0,85 18,0 + 4,12
Trat. 8,38+ 0,97 12,27+ 1,56 33,47+ 3,95 39,97 + 0,3814,63 + 0,1536,60 + 0,75 19,10 +
0,75%¢s
P valor 0,5726 0,4441 0,5307 0,0553 0,0727 0,2536 0,0234

RBC - Contagem de células vermelhas; HGB - hemoglobina; HCT - Hematdcrito; MCV - Volume
corpuscular médio; MCH - Hemoglobina corpuscular média; MCHC - Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; RDW - Amplitude de distribuicdo dos eritrcitos. Estatistica: teste ANOVA de um
fator comum e teste de comparag8es multiplas de Tukey (para HGB, HCT, MCH, MCHC) e teste de
comparacdes miltiplas de Kruskal-Wallis e Dunn (para RBC, MCV, RDW). O asterisco indica diferenca
estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + DP
(n= 3 por grupo). Grupos: CS - Grupo sem tumor; CT - Grupo com tumor e sem intervenc¢do; Trat. -
Grupo com tumor e tratamento. Unidades de medida: puL - microlitros; g/dL - gramas por decilitro; fL-
fentolitros; pg-picogramas.
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Com relagdo a série branca (leucograma), sé houve diferenca estatisticamente
significativa no parametro W-SCR, referente ao nimero de células brancas pequenas
(linfécitos) (Tabela 3). Nos grupos CT e Trat. os valores foram cerca de 46% e 61%
menores que no CS. Além disso, observa-se uma tendéncia de aumento nos

parametros WBC e W-MCR nos grupos portadores de tumor em relagéo ao CS.

Tabela 3. Leucograma e Plaquetograma

WBC W-SCR W-MCR W-LCR PLT
(x10%/uL) (%) (%) (fL) (x10%/uL)

CS 4,00+1,37 5897+12,94 37,63+1,42 3,40%2,29 440,33+ 441,86

cT 34,43+ 75,93 31,62+ 64,98+10,93 3,40 + 3,58 1105,17 +
13,56%CS 184,32

Trat. 12,70 + 15,14 23,03 + 74,03+16,16 293+251 768,67 +62521
13,99Cs

P valor 0,8733 0,0030 0,0103 0,7024 0,3168

WBC - Contagem de células brancas; W-SCR - Células brancas pequenas (linfécitos); W-MCR -
Células Brancas Médias (mondcitos, basofilos e eosindfilos); W-LCR - Células Brancas Grandes
(Neutrdfilos); PLT — Plaquetas. Estatistica: teste ANOVA de um fator comum e teste de
comparacdes miltiplas de Tukey (para W-SCR, PLT) e teste de compara¢8es multiplas de Kruskal-
Wallis e Dunn (WBC, W-MCR, W-LCR). Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas, onde **P<0,01. Todos os dados foram apresentados como média £+ DP (n= 3 por
grupo). Grupos: CS - Grupo sem tumor; CT - Grupo com tumor e sem intervencdo; Trat. - Grupo
com tumor e tratamento. Unidades de medida: pL - microlitros; fl-fentolitros.

5.4. Andlise macroscopica e peso de 6rgédos nao-alvo

O peso do figado, baco, pulmdes e rins dos animais de todos os grupos foram
mensurados. Conforme apresentado na Figura 3, o grupo Trat. apresentou aumento
significativo no peso de todos os 6rgdos quando comparados ao grupo CS. Os
pulmbes do grupo Trat. também apresentaram um aumento estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo CT. A presenca de metastase renal no animal 6 do
grupo Trat., como mostra a Figura 4, justifica 0 aumento do peso renal. Além do peso
e tamanho, ndo foram observadas outras diferencas quanto a morfologia

macroscopica dos érgaos.
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Figura 3. Comparacéo do peso dos érgaos entre os grupos controle saudavel (CS), tumoral (CT) e 0
grupo tratado (Trat). Os valores foram expressos em média + desvio padrédo. Estatistica: teste ANOVA
de um fator comum e teste de comparacdes multiplas de Tukey (pulméo) e teste de comparacdes
multiplas de Kruskal-Wallis e Dunn (figado, bago, rim). Os asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas, onde *P<0,05, **P<0,01.
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Figura 4. Comparacao morfologica dos érgédos néo-alvo e do tumor apds a eutanasia dos animais. A
seta azul indica metastase renal e a seta vermelha indica metastase de um tumor secundario

encontrado na regido do abdémen de um animal do grupo tratado (Trat.).
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5.5. Medidas tumorais

A Figura 5 mostra o aumento progressivo do volume tumoral ao longo do tempo
para o CT e Trat.. Ao 10° dia, o grupo Trat. apresentou um aumento significativo do
volume tumoral se comparado ao 6° dia. No entanto, no decorrer do tempo, 0 grupo
Trat. apresentou uma diminuicdo do volume tumoral, ndo havendo diferenca
significativa entre o inicio e final da experimentacdo. O grupo CT apresentou um
aumento significativo ao 34° e 37° dia em comparagédo com o 6° dia. Além da reducéo
do volume tumoral, também se observou que o grupo Trat. apresentou um processo
de cicatrizacao efetivo na regido do tumor primario, enquanto o grupo CT apresentou
area de necrose central, conforme evidenciado pela Figura 6.
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Figura 5. Variagcbes do volume tumoral para o grupo controle com tumor (CT) e grupo tratado
(Trat.). O volume tumoral foi calculado através da férmula: 0.5 x comprimento x (largura) 2. Os
asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas, onde *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Animais Tratados (Trat.)

Figura 6. Imagens representativas do tumor de Ehrlich. (A) Animal do grupo controle tumoral (CT)
com grande tumor e &rea de necrose central 37 dias apoés a transplantagdo tumoral. (B-C) Animais do
grupo tratado (Trat.) evidenciando cicatrizacdo na regido do tumor primario 41 dias apdés a
transplantacdo tumoral.

O peso tumoral dos animais sobreviventes ao tratamento foi mensurado apés
a realizacdo da eutanasia, conforme apresentado na Figura 7. O grupo Trat.
apresentou tumores aproximadamente 37% mais leves quando comparado ao CT,
porém sem significancia estatistica. Na Figura 6 também ¢é possivel verificar a
diferenca de tamanho entre o tumor do grupo CT e o tumor do grupo Trat. E importante
ressaltar que o animal 6 do grupo Trat. apresentou metastases que gerou dois tumores
secundarios, um no rim direito, o qual evidenciou um aumento visivel no tamanho e

peso do érgédo, e outro na regido do abdémen com cerca de 1,99 g.

Peso tumor(g)

CT Trat.

Figura 7. Comparac¢éo do peso tumoral entre os grupos controle tumoral (CT) e o tratado (Trat). Os

valores foram expressos em média + desvio padrdo. Estatistica: Teste T ndo pareado, P valor = 0,3063.
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5.6. Dosagem de citocinas

N&o foi possivel realizar a analise estatistica dos niveis de citocinas
inflamatorias do grupo Trat., pois obtivemos soro o suficiente apenas para analises de
IL-12 e TNF de dois animais. Os dados sdo mostrados como média + desvio padréo
dos valores obtidos (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Comparacdo entre os niveis de interleucina 12 (IL-12) entre os grupos controle saudavel (CS),

tumoral (CT) e o grupo tratado (Trat). Os valores foram expressos em média + desvio padrao.
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Figura 9. Comparacao entre os niveis de TNF-a entre os grupos controle saudavel (CS), tumoral (CT)

e o0 grupo tratado (Trat). Os valores foram expressos em média + desvio padrao.
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6. DISCUSSAO

A nanotecnologia vem mostrando um crescimento exponencial nos ultimos
anos e mostra uma grande aplicabilidade em diversas areas de estudos, como na
engenharia de materiais, ciéncia da computacdo, medicina e outros (Leopoldo et al.,
2020). Dentro da area da medicina, ela ja esta presente como uma grande adjuvante
no diagndstico e tratamento de diversas doencas (CANCINO et al., 2014). Nas ultimas
décadas, outro campo que vem se desenvolvendo dentro da medicina € a utilizagédo
de compostos naturais, dentre eles o 6leo de pequi vem ganhando notoriedade, por
sua aplicabilidade no tratamento de diversas patologias, devido a sua capacidade anti-
inflamatéria e cicatrizante (BERTOLINO et al., 2019).

Este trabalho foi desenvolvido como um estudo piloto visando avaliar os efeitos
do 6leo de pequi administrado previamente, durante e posteriormente ao uso
nanoterapias combinadas para o tratamento do cancer mamario de Ehrlich. Esta
avaliacao foi realizada por meio do monitoramento clinico, das analises bioquimicas,
hematoldgicas, mensuracdo do volume tumoral e da dosagem de citocinas pro-
inflamatdrias. O grupo CS foi utilizado como parédmetro de referéncia para os dados
desse experimento, pois variaveis como estresse, ansiedade, temperatura, genotipo,
dieta e ambiente podem influenciar nos dados obtidos para as analises clinicas e
fisiolégicas dos animais (SANTOS et al., 2010).

Os sinais clinicos se mostram essenciais para avaliacdo da tolerancia
terapéutica, pois através deles é possivel contornar possiveis problemas e oferecer
alivio e conforto para os animais que estao sendo tratados (PEDROSA et al., 2019).
Além disso, os sinais clinicos também auxiliam na analise de possiveis reacdes
adversas ao tratamento (VISACRI et al., 2014). Durante o tratamento, 0os animais do
grupo Trat. permaneceram com 0s pelos brancos e brilhantes e ndo apresentaram
ocorréncia de alopecia e diarreia. Entretanto, houve um desenvolvimento de uma
Ulcera necrdtica na regido do tumor em todos 0s animais do grupo Trat. decorrente do
uso da MHT, que acaba gerando a morte por necrose da célula tumoral. Mas, com o
avanco do tratamento, observou-se um intenso processo de cicatrizagcéo da ferida no
local. A cicatrizagdo pelo uso do 6leo de pequi é um dos fatores evidenciado por
Bezerra et al. (2015), que demonstra que o 6leo é benéfico para o reparo tecidual. A
atuacao do 6leo induz um aumento do recrutamento de fibroblastos, com isso ha uma

maior sintetizacéo de colageno e um processo de cicatrizagdo mais veloz (RABBERS,



36

2016). O grupo CT, por sua vez, apresentou grandes tumores com areas centrais de
necrose isquémica e/ou causadas pelo aumento do processo inflamatério. Diferente
do grupo Trat., os tecidos necroticos néo cicatrizaram.

O peso dos animais sofreu variacbes ao longo do tempo. Durante a
experimentagdo, os animais do grupo Trat. demonstraram uma tendéncia a uma
queda de peso até o 14° dia. Segundo Visacri et al. (2014) alguns dos principais
eventos adversos relacionados a pacientes que estdo em tratamento contra o cancer
sdo: nauseas, fadiga, mal-estar e alteracbes do paladar. Esses fatores podem ter
ocasionado essa perda de peso. ApGs o 21° dia houve a recuperacdo do peso dos
animais.

Houve a ocorréncia de 3 6bitos durante o experimento para o grupo Trat. Ao 7°
dia o animal 5 mostrava intenso sangramento na area onde houve a inoculagéao
tumoral. O processo de transplantagdo tumoral ocorreu com a inoculagéo
intraperitoneal da forma ascitica do tumor de Erlich, sendo assim, uma das hipéteses
para a ocorréncia do sangramento evidenciado é que algum vaso sanguineo pode ter
sido afetado durante a transplantacdo. Por essa razdo o tratamento precisou ser
interrompido para recuperagédo do animal. Ademais, no 8° dia e 13° dia o animal se
encontrava com sinais de estresse e debilitacdo, novamente foi interrompido qualquer
tipo de manipulacdo. Ao 24° notou-se uma regido com tecido mole no sitio tumoral,
ao 35° dia se mostrava lento e com dificuldade de movimentacéo e ao 37° dia foi a
Obito. Para esse caso, ndo foi possivel relacionar se o 6bito foi ocasionado pelo uso
das nanoterapias com a suplementacéo com 6leo de pequi, pois o tratamento precisou
ser interrompido algumas vezes devido ao estado clinico do animal. O animal 2 foi a
Obito sem quaisquer sinais prévios de debilitacdo ao 10°dia. O animal 4 apresentava
um edema na pata direita. De acordo com Gradalski (2018), um dos sintomas mais
comuns para pacientes com cancer € o edema, sendo assim, esse um possivel efeito
colateral causado pela presenca tumoral. Ao 12°dia faleceu apdés a aplicacdo
anestésica, podendo ser a propria anestesia a base de cetamina e xilasina um fator
gue o tenha levado ao obito.

As analises bioquimicas sao essenciais para avaliagcdo da biocompatibilidade
de qualquer tipo de tratamento, pois através dos resultados € possivel avaliar
informacdes fisiologicas e as possiveis alteragdes funcionais de 6rgdos essenciais
(BARBOSA et al., 2017). Para este trabalho analisou-se os valores de ALT, AST,
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albumina, creatinina K e ureia. Os niveis de ALT e AST tem como objetivo verificar a
funcionalidade metabdlica de diversos 6rgéos e tecidos, principalmente do figado
(THRALL, 2014). A ALT é uma enzima localizada predominantemente no citosol dos
hepatdcitos e, por isso, € mais especifica para confirmar danos hepaticos. A AST é
uma enzima presente em diversos tecidos, embora seja mais abundante que a ALT
no figado, € menos especifica. Em caso de lesdo hepética, hA um aumento da
presenca de ambas, pois elas séo liberadas pelo processo de ruptura da membrana
celular do hepatdcito causada pela lesdo (BARBOSA et al., 2005). Em comparacao
com o CS, os niveis de ALT se mostraram aumentados para o grupo Trat., no entanto,
segundo Schinoni (2008), os valores que indicam uma possivel lesdo hepatica devem
ser superiores em duas vezes ao valor de referéncia da ALT e, em comparacdo com
o CS, o grupo Trat. apresentou um aumento de cerca de 40%. Os niveis de AST, para
o CT, aumentaram em cerca de trés vezes em comparagdo com o CS. O grupo Trat.
também apresentou um aumento nos niveis de AST, mas o aumento foi 35% menor
guando comparado ao grupo CT, demonstrando uma tendéncia de se aproximar dos
valores do CS. Esse dado estd em consonancia com o estudo de Vale et al. (2018)
que demonstra que o OP pode atuar na protecdo das células hepaticas contra lesdes
resultantes do estresse oxidativo.

Além da dosagem de AST e ALT, também se verificou os niveis de albumina
para uma possivel confirmacgéo de dano hepatico. De acordo com Santos et al. (2004)
a albumina é a proteina plasmatica com maior concentragdo no sangue com diversas
atribuicées para manutencdo da homeostase do organismo, como manter o volume
plasmatico, participar do equilibrio acido-base do sangue e transportar diversos
componentes fisiologicos como horménios, ions e acidos graxos de cadeia longa. A
albumina é produzida exclusivamente pelo figado, que destina cerca de 15% de sua
capacidade para esta sintese. Dessa forma, qualquer tipo de dano hepatico impacta
diretamente nos niveis de albumina no organismo (NAOUM, 2007). Além disso,
segundo Barroso (2016), a albumina € uma proteina negativa de fase aguda, tendo
sua concentracao seérica diminuida com a inflamag&o. Assim, a albumina também
pode ser utilizada como um marcador inflamatorio. Neste trabalho, ndo foram
encontradas alteragfes significativas nos niveis de albumina, sugerindo auséncia de
danos hepaticos, para esta analise em especifico. Ademais, ndo houve relacdo com

diminuicdo ou aumento de processos inflamatorios.
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Os rins possuem func¢des essenciais para o funcionamento do organismo, pois
atraves deles ha a producéo e eliminagdo de hormdénios e enzimas e a excrec¢ao de
produtos finais do metabolismo, sendo essencial para a eliminacdo de substancias
toxicas (BEZERRA; SANTOS, 2008). Para avaliacdo da funcao renal analisou-se 0s
niveis de creatinina K e ureia. A creatinina K € um metabdlito formado a partir da
desidratacdo da creatina, que acontece durante a conversao de creatina e
fosfocreatina, sendo uma parte utilizada durante a contragdo muscular e a outra
fracdo, convertida a creatinina, fica livre no plasma. Os niveis de creatinina avaliam a
capacidade de filtracdo renal e elevacBes em sua concentracdo sanguinea sugere
uma diminuicdo da taxa de filtracdo renal (RAMOS; MARINI, 2014). Os niveis de
creatinina no sangue possuem uma relacdo proporcional a massa muscular, sendo
assim, niveis diminuidos desse metabdlito indicam perda de massa muscular e uma
possivel atrofia dos musculos (MOURAO et al., 2019). No presente estudo, observou-
se que os niveis de creatinina K mostraram-se abaixo dos valores encontrados para
o CS, dessa forma, como ndo houve elevacdo sanguinea, sugere-se que a funcao
renal permaneceu adequada ao longo do tratamento. Os niveis diminuidos de
creatinina ndo foram acompanhados de sinais de atrofia muscular como modificagao
da deambulacgéo, dificuldade respiratoria, limitacdes e paralisias em qualquer nivel
para 0s animais que sobreviveram ao tratamento.

A ureia também é um importante marcador da funcéo renal e hepética. Esse
analito € um metabdlito do dioxido de carbono e da amdnia, sendo produzido no
figado, filtrado pelos rins e excretado em maior parte pela urina (RAMOS; MARINI,
2014). A verificacdo desse analito individualmente ndo é tdo especifica para
visualizacBes de alteracdes renais, sendo necessaria a associacdo com a andlise da
creatinina como complemento. Niveis diminuidos de ureia podem indicar danos nos
ttbulos renais ou insuficiéncia hepatica (MOURAO et al., 2019). Neste trabalho, ndo
houve diferencas significativas entre os grupos em relagdo aos niveis de ureia,
indicando auséncia de danos renais e hepaticos para esta analise em especifico.

Os exames hematologicos também fornecem dados importantes sobre o
estado fisioldgico do individuo, pois permitem a identificacdo de diversas patologias
por meio das analises dos componentes do sangue (BARBOSA et al. 2017). No
eritrograma, avaliou-se a contagem de células vermelhas (RBC), a hemoglobina

(HGB), o hematocrito (HCT), o volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina
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corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC)
e a amplitude de distribuicAo de tamanho dos eritrécitos (RDW). Os resultados
mostraram um aumento significativo apenas na contagem do parametro RDW-CV do
grupo Trat. em comparacdo ao CS. Segundo Matos et al. (2008) o valor de RDW,
demonstra a heterogeneidade de distribuicdo do tamanho das hemacias. A partir
dessa analise é possivel diferenciar diversos tipos de anemias, principalmente para
diagnéstico de anemia ferropriva.

O MCV refere-se ao tamanho médio das hemacias, esse indice hematimétrico
esta diretamente relacionado ao valor de RDW que consiste no coeficiente de
distribuicdo das hemécias, indicando o grau de anisocitose (variagdo de tamanho
entre as hemécias) (LEAL et al. 2015). As anemias podem ser caracterizadas pelos
valores de VCM e HCM, em que valores diminuidos desses dois indices
hematimétricos indicam uma possivel anemia microcitica e valores aumentados
indicam anemia macrocitica (NAOUM, 2011). Segundo Leal et al. (2015), existe uma
correlacdo negativa ou inversa entre 0 VCM e o0 RDW, onde valores menores de VCM
indicam valores mais altos de RDW. O grupo Trat. apresentou valores de VCM
diminuidos em relacdo ao CS, no entanto essa diminui¢cdo nao foi acompanhada do
valor HCM, descartando a hipétese de uma possivel anemia microcitica. Os valores
de RDW aumentaram consideravelmente, no entanto, o valor alterado do RDW pode
ser relacionado a diminuicdo do valor de VCM (LEAL et al., 2015).

O leucograma também se mostra essencial para a investigacdo de diversas
patologias. Neste trabalho, verificou-se os valores de contagem de células brancas
(WBC), células brancas pequenas, os linfocitos (W-SCR), células brancas médias, os
monacitos, basofilos e eosindéfilos (W-MCR) e células brancas grandes, os neutréfilos
(W-LCR). O numero de W-SCR do grupo Trat. e CT diminuiu com significancia
estatistica em relacdo ao CS.

Os W-SCR, podem ser subdivididos em dois grupos, os linfécitos B que
participam dos processos mediados pela imunidade humoral e os linfocitos T que
participam dos processos mediados pela imunidade celular, em ambos os casos, 0s
linfécitos atuam na defesa do organismo (COELHO NETO et al., 2009). O grupo Trat.
e CT apresentaram valores diminuidos em relagdo ao CS, de acordo com Laurino
(2009), o estresse gerado por confinamento, soliddo e doencas podem levar a

diminui¢cdes nos niveis de linfocitos, o que pode ocasionar o quadro de linfopenia.
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O W-MCR se refere a trés tipos de células sanguineas, cada uma dessas
células tem caracteristicas e funcgdes distintas. O aparelho Sysmex pocH-100iV
DiffTM, utiliza como metodologia de contagem e deteccdo a impedancia, separando
as categorias celulares apenas pelo tamanho. Dessa forma, néo foi possivel averiguar
a contribuicao de cada tipo celular para a resposta ao tratamento.

O plaguetograma indica a contagem do numero de plaguetas presentes na
corrente sanguinea dos animais. As plaguetas, também chamadas de trombdcitos,
sdo fragmentos anucleados gerados na medula Ossea a partir da lise de
megacariocitos, que tem como objetivo evitar perda de sangue causadas por
processos de lesdo vascular, auxiliar na iniciagdo e amplificagdo do processo
inflamatorio e, dentro do processo neoplasico, ocasionar a angiogénese e metastase
(CASTRO, 2006). Observou-se que os niveis de plaguetas do CT em relacdo ao CS
aumentaram em cerca de 150%. Os niveis do grupo Trat. se mostraram aumentados
em relacdo ao grupo CS, porém em comparacao com o CT é nitido notar que o grupo
Trat. apresentou uma reducédo dos niveis de plaquetas, sugerindo a eficacia das
nanoterapias combinadas em reduzir processo inflamatorio e/ou prevenir metastases.

O peso do figado, baco, pulmdes e rins dos animais de todos os grupos foram
medidos e comparados. Todos os 6rgaos do grupo Trat. apresentaram um aumento
significativo em relagcdo ao CS. Segundo Zhang et al., (2022) a presenca de um
crescimento tumoral pode ocasionar hepatomegalia e esplenomegalia em
camundongos. Dessa forma, ndo é possivel relacionar o aumento do peso dos érgaos
com os tratamentos. Os pulmdes apresentaram um aumento estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo CT e CS, o que € sugestivo de uma possivel
metastase, no entanto, estudos histolégicos seriam necessarios para confirmacao
dessa hipotese. O animal 6 apresentou metastase renal, gerando um aumento
importante do peso dos rins desse animal, o que contribuiu com 0 aumento da média
e desvio padrao do peso renal no grupo Trat..

Além disso, também verificou-se o crescimento tumoral ao longo do tempo.
Durante as observacoes, o CT apresentou um crescimento progressivo e ndo houve
nenhum animal em que os niveis de medi¢&o do volume tumoral ficaram indetectaveis.
O grupo Trat. mostrou variagdes durante todo o tratamento, porém, nos ultimos dias,
os valores do diametro tumoral de dois animais diminuiram significativamente, até

chegarem em niveis que nao era possivel apalpar o tumor para medicdo com
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paquimetro. Em relagdo ao peso do tumor priméario, o grupo Trat. apresentou uma
reducao de cerca de 37% quando comparado ao CT.

Entretanto, o animal 6 do grupo Trat. apresentou duas metastases, gerando
tumores secundarios macroscopicos no abdémen e no rim. Miranda Vilela et al. (2011)
mostrou que administrages de OP por um tempo prolongado podem favorecer o
aumento de metastases e o crescimento de massas tumorais. Em consonancia com
este dado, o animal 1 do grupo Trat. ndo apresentou uma diminuicao significativa no
tamanho do tumor em relacdo ao CT, sugerindo que a eficacia limitada dos
tratamentos pode estar relacionada com o tempo de suplementacdo com o OP. O
animal 3 do grupo Trat. foi 0 Unico que apresentou sucesso com associacao de OP +
MHT + NcSel, pois apresentou uma diminui¢cdo do diametro tumoral a niveis que ndo
era possivel realizar a mensuracdo por meio do paquimetro digital, além disso, esse
animal ndo apresentou metastase.

Apesar de nao ser possivel a realizacdo da analise estatistica da dosagem
de citocinas, os valores da média com os desvios-padréo indicaram uma reducao nos
niveis de IL-12 e de TNF-a. O ambiente de proliferacdo tumoral € um local inflamatério
onde citocinas proé-inflamatérias desempenham um papel importante para o
crescimento do tumor. A inflamagcdo possui uma grande capacidade de ativagcao
tumoral, pois auxilia na proliferacdo e na promocédo de angiogénese e de metastases
(GALDIERO et al., 2018; MANTOVANI et al., 2008). A inflamacdo € mediada por
citocinas que influenciam diretamente em sua atividade, proliferacéo e intensidade,
que pode aumentar (mediada por citocinas pro-inflamatérias) ou diminuir (mediada por
citocinas anti-inflamatérias) (OLIVEIRA et al., 2011). Neste trabalho analisamos as
seguintes citocinas: IL-12 e de TNF-a.

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria que demonstra atividades antitumorais
através do recrutamento de células T CD8* e células NK. Além disso, é capaz de
reverter a supressdo imunolégica induzida pelo tumor, bloqueando o processo de
angiogénese e pelo aumento do namero de linfécitos (NGUYEN et al., 2020). O TNF-
a € uma citocina pro-inflamatoria que participa de varios processos celulares e possui
efeitos considerados contraditorios que vao desde a proliferacéo celular até a morte
celular. Em elevadas concentracdes, o TNF-a pode atuar como um agente antitumoral
contra diversos tipos de tumores, em concentracdes diminuidas pode atuar como pro-

tumorigénica (MERCOGLIANO et al., 2021). Com esse trabalho, constatou-se que o
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grupo Trat. apresentou uma diminuigdo nos valores da média tanto para os valores de
IL-12 quanto para os valores de TNF-a, essa diminuicdo pode estar em consonancia
com a ocorréncia de metastases.

Apesar de alguns resultados ndo desejados, como a ocorréncia de metastases,
0 grupo Trat. sugere que as nanoterapias combinadas com a suplementagao do OP
auxiliaram no processo de cicatrizagdo da area tratada e demostrou uma tendéncia
de diminuicdo no volume e peso do tumor primario. E possivel que ajustes na dosagem

e tempo de administracdo de OP gerem resultados mais promissores.

7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o0 uso das nanoterapias
combinadas (MHT + NcSel) associadas a suplementacdo com OP:

a) ndo causou alteracdes significativas no peso corporal, nem em outro
parametro clinico ao longo do periodo de avaliacao;

b) n&o causou danos renais e hepaticos;

c) nao causou alteracdes hematoldgicas consideraveis;

d) n&o evitou metastases e gerou aumento no peso dos 6érgéos nao-alvo;

e) auxiliou no processo de cicatrizacdo da area necrotica tumoral;

f) gerou uma diminuicdo do volume e peso do tumor primario ao longo do
tempo;

g) atuou no processo de diminuicdo dos mediadores inflamatérios TNF-a
e lL-12;

As lacunas deste estudo piloto impossibilitam embasar uma conclusdo que
pode ser generalizada. No entanto, as hip6teses aqui apresentadas poderdo ser
investigadas de forma sistematizada em trabalhos futuros. E possivel que ajustes na
dosagem e tempo de administracdo de OP gerem resultados mais promissores.
Espera-se, portanto, que este estudo seja uma referéncia inicial para revisdo e
aprimoramento de pontos necessarios, como o aumento do nimero de animais e
grupos experimentais no estudo, para um maior controle das variaveis intervenientes,

bem como o aprofundamento dos métodos de analise.
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