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RESUMO

JUNIOR, Arlindo Sérgio Cunha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Potencial anti-tumoral de o6xidos de terras raras: citotoxicidade e
migracao celular. Orientadora: Anesia Aparecida dos Santos.

O céancer € um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento desordenado de
células com potencial de invasdao e metastase. Estima-se que, globalmente, o
namero de novos casos de cancer em 2050 aumentara 77% em relacao aos 20
milhdes estimados em 2022, com crescimento mais acentuado nos paises de baixo
e médio indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Diante disso, é fundamental que
tratamentos mais eficazes sejam desenvolvidos. Entre os fatores que podem
diminuir a eficacia quimioterapica estdo a resisténcia a multiplas drogas (MDR),
presente em cerca de 90% dos pacientes, a baixa seletividade e a ineficiente
biodistribuicdo. Tendo isso em vista, este trabalho avaliou a atividade citotoxica de
Oxidos de terras raras - 0xido de itérbio (Yb,O,), 6xido de neodimio (Nd,O,), 6xido de
érbio (Er,0O,) e dxido de eurdpio (Eu,O,) - por meio de ensaio de MTT em linhagens
humanas tumorais e linhagens normais de macaco (BGM e Vero), foram
determinados os percentuais de morte celular apdés 48 h de tratamento, as
concentragdes inibitdrias de 50% das células (IC,;) e os indices de seletividade (IS).
Os 6xidos testados induziram morte celular com valores de IS semelhantes aos de
quimioterapicos ja em uso, como doxorrubicina e cisplatina, IS ~ 1. Destacam-se os
resultados preliminares determinados para Nd,O, na linhagem de cancer de mama ,
IS = 1,88, e para Yb,O, em linhagens de cancer colorretal, SW480: IS = 1,11; HT-29:
IS = 1,64. Ja Er,0O, e Eu,0, demonstraram maior seletividade para HT-29, IS de 1,52
e 1,66, respectivamente. Ademais, Yb,O, e Nd,O, demonstraram inibigdo expressiva
da migracao celular em SW480. Assim, os resultados indicam o potencial desses
oxidos de terras raras para o desenvolvimento de formulag¢des inéditas com maior
seletividade e aplicabilidade terapéutica.

Palavras-chave: cancer; terras raras; citotoxicidade



ABSTRACT

JUNIOR, Arlindo Sérgio Cunha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2025. Antitumor potential of rare earth oxides: cytotoxicity and cell migration.
Adviser: Anesia Aparecida dos Santos.

Cancer comprises a group of diseases characterized by disordered cell growth with
the potential for invasion and metastasis. It is estimated that, globally, the number of
new cancer cases will increase by 77% in 2050 compared with the 20 million
projected for 2022, with the greatest rise occurring in countries of low and medium
Human Development Index (HDI). In this context, the development of more effective
treatments is essential. Factors that can diminish chemotherapeutic efficacy include
multidrug resistance (MDR), present in approximately 90% of patients, low drug
selectivity, and inefficient biodistribution. Accordingly, this study evaluated the
cytotoxic activity of rare earth oxides - ytterbium oxide (Yb,O,), neodymium oxide
(Nd,O,), erbium oxide (Er,O,) and europium oxide (Eu,O,) - using the MTT assay in
human tumor cell lines and normal monkey cell lines (BGM and Vero). Cell death
percentages after 48 h of treatment, the half-maximal inhibitory concentrations (IC),
and selectivity indices (Sl) were determined. All tested oxides induced cell death with
Sl values comparable to those of clinically used chemotherapeutics such as
doxorubicin and cisplatin (SI = 1). Notably, preliminary results showed that Nd,O, had
a selectivity index of 1.88 in a human breast cancer cell line, while Yb,O, showed SI
values of 1.11 (SW480) and 1.64 (HT-29) in colorectal cancer lines. Er,O, and Eu,0O,
demonstrated greater selectivity in HT-29 cells, with Sl values of 1.52 and 1.66,
respectively. Moreover, Yb,0, and Nd,O, markedly inhibited migration of SW480
cells. Together, these findings highlight the potential of these rare earth oxides for the
development of novel formulations with enhanced selectivity and therapeutic
applicability.

Keywords: cancer; rare earth; cytotoxicity
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1.  INTRODUGAO

O céncer € um conjunto de doencas caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células que podem se manter in situ ou vir a tornarem-se
metastaticas, ou seja, podem adquirir a capacidade de invadir e colonizar outros
orgaos (NCI, 2021), sendo também denominados de tumor maligno (NIH, 2007). O
cancer mais incidente no Brasil, segundo estimativa para 2023 feita pelo Instituto
Nacional do Cancer, € o cancer de pele ndo melanoma, com 31,3% dos casos em
ambos os sexos (INCA, 2022). Desconsiderando o céncer de pele ndo melanoma, o
cancer de maior incidéncia em homens no Brasil € o cancer de préstata com 30% de
novos casos para 2023 seguido do cancer colorretal com 9,2% dos casos e dos
canceres pulmonares ou traqueais com 7,5% dos casos (INCA, 2022). Ja em
mulheres, o cancer de mama foi o de maior incidéncia com 30,1% dos casos para
2023, seguido do cancer colorretal com 9,7% e do céncer de utero com 7% dos
casos (INCA, 2022).

Em 2022 foram estimados quase 20 milhdes de novos casos de cancer
globalmente, sendo o mais incidente o céancer pulmonar, com 12,4% dos casos,
seguido pelo mamario com 11,6%, e do colorretal, com 9,6% (GCO, 2022).
Segregando os dados por sexo, temos para o feminino, o cancer de mama com
23,8% como o mais incidente, seguido pelo pulmonar com 9,4% e o colorretal com
8,9%. Ja para o masculino, temos o cancer pulmonar em primeiro lugar com 15,2%,
seguido pelo cancer de prostata, com 14,2%, e o cancer colorretal com 10,4% dos
casos. Quanto a mortalidade, dos quase 10 milhdes de o6bitos, o cancer de pulmao
foi o mais mortal, com 18,7% das mortes, seguido pelo cancer colorretal com 9,3% e
pelo cancer hepatico com 7,8% e o cancer de mama feminino em quarto lugar com
6,8% das mortes por cancer (GCO, 2022). As taxas de mortalidade (0-49 anos)
refletem o desenvolvimento socioecondmico dos paises, sendo o0s mais
desenvolvidos os com menor indice de casos de morte por 100 mil habitantes com
idade padronizada (SUNG et al., 2021).

Mundialmente estima-se que ocorrerdo mais de 35 milhdes de novos casos
de cancer em 2050, um aumento de mais de 77% em relagdo a 2022 (WHO, 2024).

Esse aumento sera pronunciado em paises que atualmente se enquadram como de
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baixo a médio IDH (indice de Desenvolvimento Humano), 142% e 99%
respectivamente (WHO, 2024). O aumento pode ser explicado pelo crescimento e
envelhecimento populacional, assim como pelo aumento de fatores de risco
(sedentarismo, dieta e obesidade) associados ao desenvolvimento econdémico
(SUNG et al., 2021; WHO, 2024).

Muitos tumores podem se tornar metastaticos. A metastase ocorre quando as
células de uma massa tumoral primaria se desprendem, migram e alcangam, pela
corrente sanguinea ou pelo sistema linfatico, locais distantes onde se aderem e
crescem (GUAN, 2015), formando um tumor secundario. As reagdes bioquimicas
referentes a formacao deste processo e do microambiente tumoral sdao potenciais

alvos de prevencao e tratamento (GUAN, 2015).

Esses alvos tém sido os receptores de adeséo ou proteases envolvidos na
migracao e invasao tumoral, no entanto, terapias que os visavam nao obtiveram
diminuicdo da progresséo do tumor, devido a capacidade de utilizagdo de diferentes
mecanismos migratérios e invasivos inerentes as células tumorais, que podem ser
intercambiados. Modificagbes da forma e rigidez das membranas celulares permitem
que estas células possam interagir com a matriz extracelular e assim migrar pelos
tecidos. Essa migragdo pode ocorrer de modo individual, por movimento ameboide
ou por movimento mesenquimal; ou coletivo, em laminas ou aglomerados (FRIEDL
& WOLF, 2003).

O padrao coletivo pode ser responsavel pela invasao de tumores altamente
diferenciados que, por atuarem em conjunto, protegem as células internas da agao
do sistema imune. Além disso, as células podem trocar seu mecanismo migratorio
ao longo da progressao tumoral. Assim células atuando coletivamente podem vir a
se desdiferenciar e se converter em células de tipo mesenquimal, perdendo suas
jungdes célula-célula, o que permite a elas se destacar da massa celular e seguir de
forma individual, essas mudancgas caracterizam a transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) (FRIEDL & WOLF, 2003).

Considerando a importdncia da metastase e das transicbes tanto na
resisténcia do tumor quanto na sobrevivéncia dos pacientes, pesquisas em

tratamentos que visam esses processos sao imprescindiveis (KRAMER et al., 2013).
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Para isso, um melhor entendimento dos mecanismos e das moléculas envolvidas na
migragao/ invasao e no desenvolvimento do microambiente tumoral possibilitam que

novos alvos com fins terapéuticos sejam estudados (JANIK et al., 2010).

Além de considerar os mecanismos para a metastase, a terapia contra
tumores deve levar em conta a resisténcia a drogas, em especial a resisténcia a
multiplas drogas (multidrug resistance - MDR), essa pode se dar por diferentes
mecanismos moleculares, tais como diminuicdo do influxo da droga, aumento do
efluxo da droga, alteracdo do metabolismo e mutagdes em mediadores de vias de
sinalizagao, assim como também ativacao do sistema de reparo de DNA (YIN et al.,
2013).

Da mesma forma, deve-se atentar para as caracteristicas-chave do
microambiente tumoral como sua natureza acida (em torno de 4,5-6,8) e condi¢des
de hipdxia (pO, de 24-66 mmHg) (DUAN et al., 2023). Considerando que a MDR é
uma das responsaveis pela diminuicdo da eficiéncia quimioterapica e inducdo de
recidivas em mais de 90% dos pacientes (BAGULEY, 2010; YIN et al., 2013; EMRAN
et al., 2022), inibidores de MDR tém sido desenvolvidos com a ideia de combaté-la,
no entanto, eles se mostraram, até o momento, pouco eficazes, altamente téxicos e
afetaram a proépria distribuicdo e eficacia do medicamento (YIN et al., 2013). Com
isso, 0 uso de sistemas de entrega de medicamentos pode prover vantagens para
lidar com a MDR (YIN et al., 2013).

Tendo em vista a elevada mortalidade, o diagnéstico precoce e o seu devido
tratamento sdo de grande importdncia no combate as neoplasias malignas. Os
tratamentos mais utilizados costumam ser a cirurgia para ressecgao da area ou
orgao afetado, a radioterapia e a quimioterapia (INCA, 2022). Assim, devido a
elevada taxa de reincidéncia e a capacidade do tumor de se tornar metastatico, é
imprescindivel que novos medicamentos sejam estudados com o intuito de

sobrepujar a MDR e obter elevada eficiéncia e seletividade.
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2. JUSTIFICATIVA

2.1 BAIXA SELETIVIDADE E RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

Parte dos estudos em relacdo ao tratamento contra o cancer visam o
desenvolvimento de novos medicamentos quimioterapicos que apresentam menor
toxicidade e maior seletividade, ou seja, que ocasionam a morte das células
tumorais em uma taxa maior do que de células normais, minimizando efeitos

colaterais ao paciente.

A Doxorrubicina (DOX) e a Cisplatina sdo quimioterapicos amplamente
usados na saude publica que possuem baixa seletividade (NASCIMENTO et al.,
2018). O Sistema Unico de Saude (SUS), por exemplo, faz o uso extensivo do
quimioterapico Dacarbazina, entretanto esse farmaco possui uma baixa seletividade
(IS = 1), ou seja, mata as células normais e tumorais em taxas similares (BAETA et
al., 2019). Esse farmaco atua nas células dificultando a separacéo da dupla fita de
DNA, interrompendo a sintese de proteinas (BAETA et al., 2019). Esses compostos
sdo caracterizados com base em seu baixo custo e em sua citotoxicidade, avaliada
tanto pelo percentual de células mortas apds o tratamento quanto pela I1C5,, dose

necessaria para causar a morte de 50% das células tratadas.

Além da baixa seletividade, o uso de quimioterapicos enfrentam outros
desafios, como a MDR, no qual as células tornam-se resistentes a variados
farmacos e apresentam baixa retencdo (WEI et al., 2021). A MDR é responsavel
pela diminuicdo da eficiéncia quimioterapica em mais de 90% dos pacientes
(BAGULEY, 2010; YIN et al., 2013; EMRAN et al., 2022). Essa resisténcia em
tumores ocorre comumente por mais de um mecanismo, entre estes, a reducao da
biodisponibilidade do farmaco, seja por uma captagéo reduzida ou pelo aumento do
efluxo da droga, nesse caso ha um superexpressao de varias proteinas da familia de
transportadores de cassete de ligacdo de adenosina trifosfato (tipo ABC), como a
P-gp, proteina associada a MDR (MRP), e a proteina de resisténcia ao cancer de
mama (BCRP) ambos contribuindo para a MDR em cancer de mama e célon (DUAN
et al., 2023).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/abcg2
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/abcg2
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Outros mecanismos responsaveis pela MDR s&o o sistema de reparo de DNA,
que afeta a eficacia de farmacos como cisplatina e DOX, as mutagdes em alvos do
medicamento e mutagdo em mediadores de apoptose que podem levar ao seu
bloqueio e, portanto, a inibigio da morte celular (DUAN et al, 2023). A
superexpressao da proteina Bcl-2 tem sido relacionada a aquisicdo de MDR em
cancer de célon, pois ao inibir a apoptose, as células superexpressando bcl-2
demonstraram ser mais tolerantes a cisplatina (DUAN et al., 2023). Caracteristicas
do microambiente tumoral como vasculatura permeavel desorganizada podem atuar
também na MDR.

Tendo em vista a baixa seletividade destes compostos, € importante que
novos esforgos sejam feitos com o intuito de descobrir ou desenvolver compostos
inovadores  visando uma maior seletividade comparada as drogas

convencionalmente em uso.

2.2 TERRAS RARAS

Entre os esforgos por novos farmacos estdao as formulagbes baseadas em
metais, tais como complexos de ruténio, ouro, prata e novos complexos de platina
ndo classicos (NDAGI et al, 2017); além disso, os elementos terras raras (ETR)

também tém sido investigados quanto a sua atividade citotoxica.

Os ETR s&do um grupo de 17 compostos quimicos que, apesar de seu nome,
sao relativamente abundantes na crosta terrestre (HURST, 2010; HEDRICK, 1997).
Neles incluem os lantanideos (Ln), um grupo de elementos de transig¢ao interna que
vao do lantanio (La) (Z=57) ao lutécio (Lu) (Z=71), e os elementos escandio (Sc)
(Z=21) e itrio (Y) (Z=39) (IUPAC, 2005). Eles estdo presentes em baixas
concentragbes no corpo humano, tendo sido encontrados no sangue humano em
concentragdes de 1 x 10°ug x mL™" (INAGAKI & HARAGUCHI, 2000).

Esses elementos sdo agrupados juntos devido a sua elevada ocorréncia nos
minérios, principalmente em bastnasita e monazita (HURST, 2010), e por
apresentarem propriedades fisico-quimicas semelhantes. As suas configuracoes

eletrbnicas de orbitais 4f, junto ao tamanho i6nico dos atomos confere a eles uma
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maior estabilidade térmica quando na forma de éxidos, além disso seus spins de
elétrons ndao emparelhados possibilitam suas propriedades magnéticas tipicas
(ADACHI & IMANAKA, 1998).

Os ETR, no geral, sédo bastante reativos com o oxigénio do ambiente
atmosférico formando 6xidos que sdo mais estaveis termicamente. Em sua maioria
sao formados sesquiéxidos ((ETR):0s), de estado trivalente (estado de oxidagao +3),
mas alguns também podem ser encontrados como outros estados de valéncia (2+,
4+) como o caso do CeO: tetravalente (ADACHI & IMANAKA, 1998).

Essa preferéncia dos ETR pelo estado trivalente é marca dos terras raras,
diferentemente das outras séries quimicas da tabela peridédica que tem estados de
oxidagdo mais variaveis; isto se deve aos orbitais 4f em preenchimento isolados dos
lantanideos (LU et al., 2017). Exceto o elemento atdmico La, todos os demais
lantanideos preenchem os orbitais 4f total ou parcialmente. Tal configuracéo
eletrénica, no geral, é descrita como [Xe] 4f» 6s? com excegéo de Cério (Ce), [Xe] 4f'
5d' 6s?, gadolinio (Gd), [Xe] 4f" 5d" 6s? e o elemento atdémico Lu, [Xe] 4f'* 5d' 6s? (LU
etal., 2017).

Os orbitais 4f se tornam mais contraidos e, portanto, seus raios atémicos
diminuem conforme aumenta-se o0 numero de protons no nucleo na série dos
lantanideos. O aumento da carga nuclear efetiva torna estes orbitais mais estaveis
que os orbitais 5d, em consequéncia, os 4f ficam blindados pelos orbitais 5s e 5p e
se isolam do ambiente quimico externo ndo participando de modo significativo de
ligacbes quimicas e mantendo suas propriedades magnéticas e espectrais, em
grande parte, independente do ambiente (COTTON, 2006).

Ao formar ions Ln* (La-Lu), os lantanideos tém seus elétrons removidos
inicialmente dos orbitais 6s e 5d e adquirem configuracao [Xe] 4fr (n = 0-14). Todos
os Ln* possuem elétrons desemparelhados e, portanto, sdo paramagnéticos com
excecao de La* e Lu* (COTTON, 2006).

Oxidos de terras raras tem diversas aplicagdes, a maior parte do seu
consumo global (59%) é empregado em mercados tradicionais como catalisadores,
na fabricagdo de vidro e na metalurgia, os outros 41% do consumo é voltado para

mercados mais novos como a ceramica, a producao de ligas de bateria e a producéo
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de imas permanentes. Os Oxidos de lantanio e cério representam 80% dos
mercados consolidados; ja os mercados emergentes sao constituidos principalmente
dos Oxidos de disprosio, neodimio e praseodimio, respondendo com 85% destes
mercados (GOONAN, 2011).

2.2.1 Terras raras para aplicagao médica

Tendo em vista suas propriedades fisico-quimicas, os metais terras raras ja
fazem parte de tratamentos e diagndsticos em uso, tais como radioimunoterapia e
sdo utilizados como agentes de contraste em imagem de ressonancia magnética
(magnetic resonance imaging - MRI). A imagem de ressonancia magnética € uma
aplicacdo médica néo invasiva para obtengcdo de imagens de 6rgaos e tecidos por
meio de agentes de contraste, em sua maioria baseados em gadolinio, que
aumentam a taxa de relaxamento dos protons da agua presentes no tecido
(BOTTRILL, et al., 2006). Sob o efeito de um campo magnético, os protons de
hidrogénio da agua se alinham, um pulso de radiofrequéncia € emitido os
desalinhando, apds cessado o pulso estes voltam ao seu estado fundamental
liberando energia que é detectada, esse retorno € conhecido como relaxamento
(TAHA, et al., 2024; LIU, 2020).

O primeiro agente de contraste para RMI a ser aprovado em 1988 pela FDA
(U.S. Food and Drug Administration) foi o Acido gadopentético (Magnevist®),
gadolinio (Gd**) quelado a DTPA (Pentaacetato de dietilenotriamina) (FDA, 2018;
LOHRKE, et al., 2016). Esse lantanideo possui 7 elétrons 4f ndo-pareados, que
conferem seu paramagnetismo comum dentre os terras raras (TEO et al., 2016) e ao
ser administrado forma ligacdo coordenada (na esfera interna) com ao menos uma
molécula de agua presente no tecido e essa é continuamente trocada por outras
moléculas de agua circundantes (esfera externa), essas interagées com o gadolinio
aceleram o relaxamento dos prétons, esse processo € representado na Figura 1
(GHIASSI et al., 2014, WESBEY, et al. 1984).
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Figura 1 - Esquema da troca de agua com o gadolinio quelado
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Fonte: GHIASSI et al., 2014

Ligagdo coordenada na esfera interna (Inner sphere) e troca de interagdes como ligagbes de
hidrogénio das moléculas de agua na esfera externa (Outer Sphere)

O contraste proporcionado pelo gadolinio é de grande importancia para
detectar pequenas metastases (CHOURMOUZI et al., 2014), além disso, possui
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (LU et al., 2017), estrutura
altamente seletiva da microvasculatura cerebral que regula o movimento de solutos
e impede a difusdo da maioria das substancias do sangue para o tecido nervoso,
entre as quais substancias nocivas como patégenos e toxinas. E constituida de
células endoteliais capilares, caracterizadas pela auséncia de fenestras (poros na
membrana) e presengca de extensas jungdes oclusivas, de membrana basal
contendo pericitos e terminais de astrocitos que envolve os vasos firmemente
(BALLABH et al., 2004; DANEMAN & PRAT, 2015). Essa barreira € um desafio na
administracdo de farmacos ao sistema nervoso central, tornando de grande

interesse os compostos capazes de atravessar esta barreira (LARSEN et al., 2014).

2.2.1.1 Citotoxicidade

Alguns Oxidos de terras raras estudados, apresentaram inducdo de
citotoxicidade, entre eles, o Oxido de neodimio (Nd,O;) foi citotoxico para
macrofagos alveolares NR8383 de ratos, ativou a sinalizagdo de caspase-3 e de

NF-kB aumentando a sintese de quimiocinas inflamatérias, o que pode ter
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ocasionado a morte celular (HUANG et al., 2017). Em outro estudo, Nd,O; também
inibiu a viabilidade celular em linhagem de carcinoma hepatocelular humano (Hep
G2) e em linhagem de cancer de pulmao (A-549) (AHMAD et al., 2022).

Além dos 6xidos de neodimio, o elemento de neodimio também tem sido
utilizado como dopagem em certos compostos, incluindo na producdo de
nanoparticulas responsiva a pH, como em um estudo em que hidroxiapatita dopada
com Nd apresentou liberagao diferenciada de acido 4-acetilsalicilico em condi¢des
simuladas de pH 1,2 (suco gastrico) e pH 7,4 (soro fisiolégico). Houve uma liberagao
maior em pH 7,4, o que é interessante para o tratamento de cancer colorretal, tendo

em vista que seu ambiente é mais alcalino (VICTOR et al., 2016).

Oxidos de neodimio também foram testados em linhagem de cancer de mama
(MCF7), as células MCF7 foram expostas por 24 h a esses Oxidos, que foram
sintetizados na forma de nanobastdes (nanorods). Na sua maior concentragao
avaliada (100 pg/mL), a viabilidade celular caiu para 49%. No mais, houve um
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) de forma dose-dependente, bem
como um aumento da expressao de genes marcadores apoptoticos, tais como p53 e

caspase-3, em relagéo ao controle (WAHAB, et al., 2023).

As EROs sao moléculas altamente reativas que se derivam do oxigénio, entre
as quais, o anion superéxido (O.¢7), peroxido de hidrogénio (H:O:) e o radical
hidroxila (*OH) podem ser destacados. Essas moléculas em niveis altos podem
induzir estresse oxidativo em células de céncer, danificando moléculas fundamentais
como DNA, proteinas e lipidios. Consequentemente, isso pode levar a ativagao de
vias de apoptose, o que torna a geracao controlada de EROs por nanomateriais
interessante como uma estratégia promissora para aplicagdo terapéutica contra
tumores (TRACHOOTHAM et al., 2009).

Em outra linhagem de cancer hepatico humano (SMMC-7721), nanoparticulas
hexaédricas de 6xido de Cério (IV) (CeO,) (20—30 nm) induziram efeito citotdxico ao
ativar a via da cinase ativada por mitégeno (Mitogen-Activated Protein Kinase -
MAPK) e induziram estresse oxidativo como demonstrado pelo aumento da

producao de EROs e malondialdeido (MDA) e pela reducao da atividade enzimatica
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de catalase, glutationa peroxidase (GSH-px) e superédxido dismutase (CHENG et al.,
2013).

Os terras raras foram ainda avaliados como sistema de entrega para uma
liberacdo controlada de farmaco, noutro estudo foram sintetizadas nanofolhas de
oxido de samario (Sm,0;) e o6xido de gadolinio (Gd,O;) capazes de carrear
5-Fluorouracil (farmaco anti-cancer) que foram citotéxicos para Hep G2 e mostraram
serem pH-responsivos, liberando o farmaco mais lentamente em pH 7,4, enquanto
que a liberagdo em pH 4,0 foi mais rapida, o que é interessante considerando o
ambiente mais acido do tumor (ZHANG et al., 2015).

No estudo conduzido por CHEN et al., 2005, foi constatado que o 6xido de
neodimio nanométrico (Nano Nd,O;) pode induzir morte celular ndo por apoptose
mas por autofagia, processo no qual a célula captura seu proprio conteudo em
vesiculas autofagicas que sao por fim degradadas pelos lisossomos (BROKER et al.,
2005). Diante disso, indutores de autofagia, como terras raras, abrem a possibilidade

para usos no tratamento contra o cancer.

2.2.1.2 Fotodinamica e terandstica

Os ETR tém sido estudados enquanto fotossensibilizadores na terapia
fotodindmica (TFD), tratamento este que tem como base o uso de um
fotossensibilizador (photosensibilizer - PS) e uma fonte de luz num dado
comprimento de onda para o tratamento de cancer e outras doengas. De inicio, o PS
€ administrado no paciente por via intraperitoneal, intravenosa ou toépica, a luz é
entdo irradiada no local de interesse e 0 PS gera danos celulares, a atuagao in situ é
atrativa, possibilitando um tratamento mais seletivo e preciso (REZENDE et al.,
2022).

Como mostrado na Figura 2, a atividade citotéxica do PS in vivo, ocorre
inicialmente com a absor¢ao de um féton, na qual o PS passa de seu estado
fundamental (S,) para o estado excitado singleto (S;) de maior energia, de
configuragdo eletrbnica instavel, apdés isto, o PS pode retornar ao estado
fundamental por conversao interna, na qual dissipa energia na forma de calor ou por

fluorescéncia, emite luz, pode ainda sofrer um cruzamento intersistemas
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(Intersystem Crossing - ISC), no qual ocorre uma inversao de um spin quando o PS
passa para o estado excitado tripleto (T,) que participa de reacdes fotoquimicas por
dois tipos principais de mecanismos de fotossensibilizagao, tipo | e tipo || (REZENDE
et al., 2022).

No mecanismo tipo | ha a transferéncia de elétrons entre o PS e um
determinado substrato, gerando radicais livres que por vias constitutivas levam a
producdo de EROs, tais como O:, H:O: e o radical *OH. Por outro lado, no
mecanismo tipo I, o PS, por meio de reac¢des fotoquimicas transfere energia para o
oxigénio (O,) presente no ambiente que passa para um estado mais reativo
chamado oxigénio singleto ('0,) que tem a capacidade de oxidar biomoléculas como
proteinas e o DNA (REZENDE et al., 2022).

Figura 2 - Esquema representando os dois mecanismos de fotossensibilizagao

atuando na morte celular
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Na imagem mostra os mecanismos de fotossensibilizacdo que levam a formacédo de e de EROs que
induzem a morte celular.

Um dos PS atualmente em uso como tratamento é o Photofrin® (porfimero
sédico), uma mistura de até 8 oligbmeros de porfirina formados por ligagdes éter e
éster, indicado contra o cancer esofagico e o cancer endobronquial, que é

fotoativado pelo comprimento de onda de 630 + 3 nm (vermelho) (FDA, 2011).

Por meio desse processo também é possivel a formagao de imagens, pois ao
retornar ao estado fundamental, a luz é emitida (fluorescéncia), portanto a TFD

permite combinar a terapia e o diagnédstico pelo fornecimento de imagens in vivo e
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em tempo real, campo este chamado de terandstica (a partir das palavras terapia +
diagndstica) (REZENDE et al., 2022).

Apesar de ja serem usados em terapias anti-cancer, a busca por um PS ideal
ainda levanta desafios, principalmente, no que se refere a profundidade da
penetracao de luz nos tecidos. A maioria dos PS aprovados sao fotoativados por luz
ultravioleta (UV) ou visivel, que tém menor penetragdo no tecido, o que os torna
mais indicados para o tratamento de tumores menores e mais superficiais (FANG et
al., 2022). Para contornar este desafio, novos PS fotoativados no infravermelho
proximo (NIR - Near Infra-red) tém sido investigados (O'CONNOR et al., 2009).
Somado a isso, a acumulagao preferencial em tecido tumoral e o alto rendimento
quéntico de oxigénio singleto sao caracteristicas interessantes em um PS
(O’CONNOR et al., 2009).

A profundidade de penetracdo em um tecido biolégico depende das moléculas
presentes no tecido que dispersam e absorvem a luz em uma determinada faixa de
comprimento de onda. Moléculas tais como a desoxihemoglobina (HHb) e
oxihemoglobina (O,Hb) absorvem no espectro de luz visivel abaixo de 650 nm,
enquanto a agua absorve acima de 900 nm, sendo assim, resta a janela NIR, faixa
do NIR ao espectro de luz visivel que vai do comprimento de onda de ~750 nm a
~1400 nm, no qual a luz podera penetrar mais profundamente sem ser absorvida
(WEISSLEDER, 2001). Considerando isso, os terras raras sao interessantes como
fotossensibilizadores, pois particulas dopadas com eles demonstram uma absorgao
numa ampla faixa de comprimento de onda: do UV ao infravermelho médio (GAI et
al., 2014).

Nesse contexto, nanoparticulas de conversdao ascendente (Upconversion
nanoparticles - UCNPs) dopadas com ions terras raras demonstraram serem
capazes de absorver luz NIR e converté-la em luz de maior energia UV-visivel, o que
caracterizando a conversao ascendente (GUO et al., 2017). Nesse fenbmeno, um
dos ions dopantes atua como sensibilizador, absorvendo energia do NIR e
transferindo-a para o ion ativador, que emite luz UV-visivel (REZENDE et al., 2022;
CHEN et al., 2014).
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Entre os ions de terras raras dopantes, destaca-se o ion itérbio trivalente
(Yb*), que apresentou em testes absor¢do em ~976 nm e emissao em ~1040 nm,
correspondentes ao NIR (KUMI-BARIMAH et al., 2022). O Yb* portanto, € um
eficiente sensibilizador em sistemas co-dopados, ou seja, absorve eficientemente luz
e transfere a energia para outro ion (ativador) e este emite luz em outro

comprimento de onda (LI et al., 2024).

O neodimio trivalente (Nd**) apresentou em testes absor¢édo em ~808 e ~880
nm e emissao em ~880 nm, ~1060 nm e ~1330 nm, comprimentos de onda
correspondentes ao NIR (SERQUEIRA, 2005; LI et al., 2024). Esse ion assim como
o Yb* também atua em UCNPs como sensibilizador. Essas emissdes em NIR sdo
as razdes pelas quais esse elemento é aplicado em lasers como o laser Nd:YAG ,
que emite em 1064 nm (SERQUEIRA, 2005).

O érbio trivalente (Er**) € muito usado com outros terras raras para conversao
ascendente. Experimentalmente, Er** exibe fortes picos de emissdo em verde
525-545 nm (verde) e vermelho (~660 nm) (SOUSA, 2019). Por isso, esse ion de

terra rara costuma ser utilizado como ativador em UCNPs (LI et al., 2024).

O eurdpio trivalente (Eu®*) absorve eficientemente em ~394 nm (UV) e em
~466 nm (azul), ao ser excitado nesses comprimentos de onda Eu®* emite no pico
em ~612 nm (vermelho) (TANG et al., 2014). Esse ion junto ao Er** também costuma

ser empregado como ativador para emitir fluorescéncia UV-visivel (LI et al., 2024).

Um exemplo de UCNPs sao os fluoretos de itrio e sédio (NaYF,) dopados
com ions terras raras, que se destacam por sua estabilidade e baixa energia de
fonon, o que favorece a conversdo ascendente (REZENDE et al., 2022). As
dopagens mais eficientes incluem NaYF,:Yb/Er e NaYF,:Yb/Tm, nas quais o Yb*
atua como sensibilizador, absorvendo NIR, e Er** ou ion tulio (Tm) atua como
ativadores, emitindo luz (REZENDE et al., 2022; CHEN et al., 2014).

Uma investigacdo foi realizada por ZENG e colaboradores (2015), no qual
nanocompostos NaYF,:Yb/Tm-TiO, carregados com DOX foram sintetizados e sob a
excitacao de um laser (980 nm) esse composto converteu o NIR em luzes UV, EROs

foram geradas. Com isso foi demonstrado que ao combinar a quimioterapia com
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essa forma de fototerapia utilizando terras raras, houve uma reducao da viabilidade
celular na linhagem de cancer de mama MCF-7/ADR (MCF7 resistente a DOX) em
53,5% e a taxa de inibicdo desses aumentou em 90,33%, em comparagdo com a
DOX livre (ZENG et al., 2015).

2.2.2 Biorretengao de terras raras

Com o desenvolvimento de novos usos tecnologicos de terras raras, a
retencdo destes no meio ambiente e em organismos deve ser considerada em
termos de seguranga, alguns ensaios foram feitos avaliando sua bioacumulagéo.
Entre eles, um estudo demonstrou uma ampla biodistribuicdo e potencial
bioacumulativo em camundongos CD-1(ICR). Foi constatado um acumulo
significativo nos tecidos do pulmao, figado, rins, coracdo e bulbo olfatério de
nanoparticulas de oxido de itérbio (Yb,0O; NPs) dois, 10, 20 e 30 dias apds a
administracao por instilacdo intratraqueal. Além disso, nos primeiros dois e 30 dias
apods a exposicao, foi observado um aumento em relagdo ao controle do percentual
de linfécitos e neutréfilos na analise citoldgica do fluido broncoalveolar, assim como
um aumento dos niveis de MDA, mas que reduziu-se apods 30 dias. Ainda houve
uma reducao de GSH-px em relagcédo ao controle apés ambos os periodos, indicando
dano oxidativo (ADEEL et al., 2020).

Em outro estudo, inje¢des intravenosas em ratos machos (Sprague-Dawley)
de duas concentragdes diferentes, 0,3 e 1 mg/kg de peso corporal, de 6xido de
praseodimio (Pr,0O3), Nd,O,, 6xido de itrio (lll) (Y,O3) e CeO, foram feitas a fim de
avaliar a biodistribuicdo e acumulo desses compostos. No ambito do percentual de
dose injetada, depois de 21 dias, esses se acumularam mais no figado, com médias
que variaram na menor concentragédo (0,3) de 14% (itrio) a 52% (Cério), em
comparagao com o bago e o pulmao, e o acumulo nos rins foi menos de 1% para
todos os terras raras em ambas as doses. Além disso, os efeitos de dose na
retencdo em diferentes tecidos ndo foram significativos em razao da grande variagéo
nos niveis de ETR encontrados nos ratos (JOMAA et al., 2024). Tais estudos sao
essenciais para avaliar orgaos alvos de terapia e sopesar os beneficios com seus

efeitos adversos a curto e a longo prazo.
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3. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

Tendo em vista o crescimento projetado dos canceres na populagao, a baixa
seletividade e os efeitos colaterais dos tratamentos utilizados pelo sistema de saude
publico, assim como também a resisténcia a multiplas drogas (MDR) levando as
recidivas dos tratamentos atuais, se faz eminente que farmacos melhorados sejam
projetados e investigados, com isso, este trabalho teve como objetivo geral testar a
citotoxicidade de 6xidos de terras raras em diferentes linhagens celulares normais

de primatas e tumorais humanas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Testar a citotoxicidade de oxidos de terras raras: itérbio (Yb,0O3); neodimio
(Nd,0,); érbio (Er,05) e eurdpio (Eu,0,);

1) Obter diluigdes de: Yb,0O;, Nd,Os, Er,O; e Eu,0s;

2) Avaliar a atividade citotdxica in vitro dos 6xidos de terras raras em

linhagens de cancer humano, obtendo o ICs;

3) Avaliar a atividade citotoxica dos Oxidos terras raras em linhagens

normais, obtendo o I1Cs;
4) Obter o IS dos 6xidos de terras raras testados neste estudo;

5) Avaliar o efeito destes o6xidos de terras raras na migracao celular de

células tumorais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DAS DILUIGOES DE LANTANIDEOS

Diluicbes de 6xido de itérbio (lll), 6xido de neodimio (lIl), 6xido de érbio (lIl) e
oxido de eurdpio (llIl) foram feitas no Departamento de Fisica - Universidade Federal
de Vigosa (UFV), as diluigbes foram realizadas da seguinte forma, os 6xidos em po,
adquiridos do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF) foram pesados (58 mg) e receberam a adigdo de agua deionizada (200 pL),
apos isso, foram adicionadas gotas de HCI até a dissolugédo dos 6xidos. Os liquidos
entdo foram deixados sobre chapa aquecedora a 90°C, dentro da capela até sua
evaporagao, apos isso foi adicionado 50 ml de agua deionizada, em cada 6xido, e as
solugbes foram sonicadas na Cuba de Ultrassom Cristéfoli, com frequéncia
ultrassonica de 42 kHz por 180 segundos, e com isso as diluigdes foram obtidas na
concentragdo de 1,1 mg x mL". Apos isto, as diluigbes foram acondicionadas de
modo a evitar a sua exposi¢cdo com a luz, tendo em vista o conhecimento acerca da

interacao desse material com a luz encontrada na literatura.

4.2 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS COM FINS QUIMIOTERAPICOS

De modo a avaliar a citotoxicidade dos compostos, as linhagens celulares
normais, BGM (fibroblasto de rim de macaco verde africano normal) e Vero (epitélio
de rim de macaco verde africano normal), ambas cedidas pelo Laboratério de
Bioquimica Celular e Bioprodutos (LBB - UFV - MG), e tumorais, MCF7
(adenocarcinoma mamario humano), MV3 (melanoma humano) obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Hep G2 (carcinoma hepatocelular humano),
SW480 (cancer colorretal humano) e HT-29 (cancer colorretal humano), cedidas pelo
LBB foram utilizadas. Todas as linhagens foram cultivadas em garrafas de 25 cm?
contendo meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640
medium) ou DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium) acrescentados de 1% de
antibioticos (estreptomicina 0,1 mg x L™, anfotericina 0,025 ug x L™ e penicilina 100
U/m) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) e 10% de soro fetal bovino (SFB - GIBCO)

e acondicionadas em incubadora (MCO-18AC Panasonic, U.S. Canada) a 37°C com
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5% CO, e 95% de umidade atmosférica. Esse cultivo foi realizado no Laboratério de

Pesquisas Aplicadas ao Cancer (LAPAC) do Departamento de Fisica - UFV.

Apos formagdo de uma monocamada subconfluente e aderida nas garrafas,
essas tiveram seu meio de cultivo removido e entdo foram lavadas em solucéo
salina tampdo fosfatada PBS (Phosphate-Buffered Saline) (2 g x L"), apds isso,
administrou-se a solugdo enzimatica de tripsina-EDTA (2,5 g x L™ - Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, USA), de modo a soltar as células do substrato da garrafa. As células
tiveram sua viabilidade celular avaliada por meio de contagem usando o corante
Azul de Tripan na camara de Neubauer. Apéds isso, foi realizada a avaliagdo da
citotoxicidade em placas de 96 pogos que, apos plaqueadas com 1 x 10* células por

poco, foram acondicionadas em estufa de cultivo.

Decorridas 24 h para estabilizagdo da cultura em placa, as linhagens SW480,
Hep G2 e MV3 foram tratadas com seis concentragdes seriadas (400 ug x mL™", 200
pug x mL™", 100 ug x mL™, 50 ug x mL™, 25 yg x mL™ e 12,5 yg x mL™") de Yb,0; e
Nd,O;. Apbs experimentos iniciais, as concentracdes utilizadas foram modificadas a
fim de elevar a confiabilidade dos resultados obtidos. Assim, os experimentos
seguintes foram desenhados para as linhagens Vero, BGM e MCF7 com a utilizagao
de sete concentragdes seriadas (1000 ug x mL™, 500 yg x mL™, 250 pg x mL™, 125
Mg x mL™, 62,5 uyg x mL™, 31,25 pg x mL™ e 15,625 pg x mL™") dos éxidos Yb,Os,
Nd,O3, Er,O; e Eu,0;. Além disso, com essas mesmas sete concentracdes, foram
testados Er,0; e Eu,0; nas linhagens SW480 e Hep G2.

Também foi realizado um protocolo de teste rapido para a linhagem HT-29, a
fim de avaliar a citotoxicidade de cancer colorretal para diferentes linhagens, onde
somente quatro concentragées (500 ug x mL™, 250 ug x mL™", 125 yg x mL™, 62,5

Mg x mL™") foram utilizadas para o tratamento com os quatro 6xidos de terras raras.

Apdés o tratamento com esses compostos, o conteudo dos pogos foi
substituido por solugdo de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de
difeniltetrazolio] (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) a 0,5 mg x L diluidos em meio
de cultivo (1:9), e as placas foram novamente incubadas em estufa de cultivo por
trés a quatro horas. Apds a dissolugcédo dos cristais de formazan pela utilizagao de

dimetilsulféxido (DMSO) puro, a placa foi lida em leitor de microplacas (SpectraMax
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M5, Molecular Devices) a 570 nm. Os valores de absorbéancia lidos para cada pogo
possibilitaram o calculo da viabilidade celular, que é os valores de absorbéancia do
tratamento divididos pelos valores do controle (meio RPMI completo) multiplicando
tudo por 100. A viabilidade celular representa a porcentagem de células viaveis
(células vivas) (KAMILOGLU et al.,, 2020). A partir desses valores, foi possivel
estimar a porcentagem de morte celular (citotoxicidade), calculada como 100 menos

a viabilidade celular, de acordo com a seguinte formula:

ra Y

Citotoxicidade = 100 - absorbancia do tratamento x 100

absorbancia do controle

Além disso, foram tratados pocos sem células com as diluigdes citadas
anteriormente dos O6xidos de terra raras com o0 meio completo nas mesmas
condi¢cbes e numero de repeticdes utilizadas nos tratamentos de modo a avaliar se
havia interferéncia nos dados obtidos pelo espectrofotbmetro por fluorescéncia
advinda dos proprios 6xidos de terras raras. Os valores de absorbancia dos 6xidos
foram descontados dos valores de absorbancia obtidos dos pogos com células

tratadas de modo a retirar a interferéncia dos 6xidos de terras raras sobre o leitor.

Quatro pocos foram usados para cada concentracdo de composto em todos
os experimentos. Cada ensaio foi realizado em triplicata, com excegdo de
experimentos com a linhagem MCF-7, HT-29 e Hep G2. Para MCF7 foi feita apenas
uma placa com Yb,0O; e Nd,O; e uma duplicata com Er,0O; e Eu,O;. Para HT-29, foi

feita apenas uma placa, enquanto o ensaio com Hep G2 foi realizado em duplicata.

A concentragao inibitéria de 50% das células (ICs) foi calculada para cada
tratamento por meio de uma regressdo nao-linear log [Dose] versus Resposta
Normalizada (porcentagens células mortas), com as médias de morte celular obtidas

e utilizando os programas GraphPad Prism® 8.0.2 e Microsoft Office Excel 2013®.

A partir dos valores da concentragdo inibitéria de 50% das células (ICs,) de
células normais e cancerosas obtidas para os 6xidos, o indice de Seletividade (IS)

foi calculado, segundo a formula abaixo:



28

IC,, da linhagem das células normais

IC,, da linhagem das células de cancer

4.3 ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR

O ensaio de cicatrizacado de feridas (wound healing assay) foi realizado para
avaliar o efeito dos Ooxidos de terras raras sobre a capacidade migratoria
nao-direcional das células de cancer colorretal (SW480). Para o desenvolvimento
destes experimentos semeou-se 1,6 x 10° células nos pogos de placas de 24 pocos.
As placas foram mantidas em condi¢ées padrdo de cultivo celular até atingirem
cerca de 80% de confluéncia. Decorrido esse periodo realizou-se, em cada poco,
uma fenda na monocamada celular por meio da delicada passagem da ponta de
uma ponteira de micropipeta. Os pocos da placa foram lavados duas vezes com
PBS e acrescidos de meio de cultivo RPMI, ndo adicionado de SFB, juntamente com
o tratamento nas respectivas concentragdes de IC,, (concentragao inibitéria de 10%
das células) e 72 IC5, , e contendo 100 pg x L™ de forbol 12-miristato13-acetato
(Phorbol 12-myristate-13-acetate - PMA) como indutor de migracéo (WU et al.,
2017). Tais concentragcbes mais baixas dos 6xidos foram utilizadas a fim de avaliar o
fechamento da ferida sem comprometer a amostra por morte celular. Também
houveram pog¢os que receberam uma solu¢ao de meio com PMA apenas, sem esses
oxidos, e pogos que receberam apenas meio de cultivo. As células foram
fotografadas com o suporte de um microscépio de luz invertido (Nikon Eclipse
TS100) em diferentes tempos apods o ferimento (0 h, 6 h, 12 h e 24 horas). A area da
lacuna de migragdo foi medida por meio do programa Imaged. Em seguida, a
porcentagem de fechamento da lacuna foi calculada segundo a equagéo abaixo, em
que A, corresponde a area da lacuna no tempo zero (0 h) e Ay, corresponde a area
da lacuna no tempo n (6 h , 12 h ou 24 h). Com estes percentuais, graficos foram

realizados no programa GraphPad Prism 8.0.2.
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”
|

Ay-A, |

Forcentagem de fechamento = | ———— | x 100
1]

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.0.2.
Foi feita uma analise de varidancia ANOVA ordinary one-way para averiguar se 0s
desvios padroes sao significativamente diferentes (p < 0,05) e as médias dos

tratamentos foram comparadas com o controle através do teste de Dunnett (5% de

significancia).
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Os valores das ICs, assim como os valores de R? obtidos nas linhagens

normais e tumorais, tratadas com os é6xidos de terras raras, s&do apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1 — Valores da concentragdo inibitoria de 50% (ICs) (Mg x mL") e do coeficiente de
determinagdo (R?) entre parénteses para os 6xidos de terras raras em linhagens normais e tumorais

Er,O,4

Eu,04

Linhagens BGM

normais
Vero

Linhagens SW480

tumorais
HT-29
MV3
Hep G2

MCF7

358,8 (0,7779)
517,2 (0,9269)
466,8 (0,7194)
315,6 (0,8070)
581,4 (0,7044)
668,5 (0,8821)

523,1 (0,7288)

342,8 (0,8543)
483,5 (0,8570)
465,7 (0,7044)
300,2 (0,9515)
546,4 (0,1842)
4475 (0,7114)

257,4 (0,8059)

523,8 (0,8285)
531 (0,9450)
569,6 (0,7874)

350,0 (0,9130)

487,5 (0,7863)

527,8 (0,883)

443,5 (0,9236)
377,9 (0,8940)
486,8 (0,7843)

267 (0,9953)

359,4 (0,9115)

4256 (0,7220)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os dados sugerem que oOxidos de terra rara apresentam atividade citotdxica
com ICs, variando de 257,4 ug x mL™" de Nd,O, para MCF-7 até maxima de 668,5 ug
x mL" de Yb,O; para Hep G2.

A fim de facilitar a apresentag¢ao dos resultados, apenas alguns graficos foram
incluidos no corpo do texto, os demais para outras linhagens e oxidos testados se
encontram dispostos nos Apéndices A, B, C, D e E. Na Figura 3 sado exibidos os
resultados de citotoxicidade obtidos para carcinoma colorretal (SW480), em graficos
de regresséo néo linear log [dose] vs. resposta normalizada com a porcentagem de
células mortas. Este grafico assim como os outros sugerem uma tendéncia ao

aumento de morte celular com o aumento da concentracgio.
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Figura 3 - Citotoxicidade de Yb,O; (a), citotoxicidade de Nd,O; (b), citotoxicidade de
Er,O; (c) e citotoxicidade de Eu,0O; (d) em SW480 apds 48h de tratamento
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Plot da regressao nao-linear log [Dose] x Resposta Normalizada (porcentagens de células mortas). O
valor de R? ¢ a confiabilidade do valor de IC, calculado. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Na Figura 4 sédo exibidos os resultados de citotoxicidade obtidos para a
linhagem normal de rim (Vero), em graficos de regressdo nao linear log [dose] vs.

resposta normalizada com a porcentagem de células mortas.
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Figura 4 - Citotoxicidade de Yb,O; (a), citotoxicidade de Nd,O; (b), citotoxicidade de

Er,O; (c) e citotoxicidade de Eu,O; (d) em Vero apds 48h de tratamento
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Plot da regressao néao-linear log [Dose] x Resposta Normalizada (porcentagens de células mortas). O
valor de R? ¢ a confiabilidade do valor de ICs, calculado. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Observa-se nos graficos que algumas curvas exibem uma mudanga mais

subita da viabilidade para a morte celular, sugerindo uma resposta mais sensivel ao

aumento da concentragcdo, ao passo que outras apresentam uma inclinagdo mais

gradual, indicando uma resisténcia relativa ao tratamento. Essas diferencas podem

decorrer de variagcbes nos mecanismos de acdo do composto ou nos processos de

resposta de cada linhagem, cujas células podem apresentar maior capacidade de

endocitar dependendo da linhagem (LIU et al., 2023).
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Ainda sobre os dados apresentados nos graficos, alguns dos resultados
mostraram uma proliferagdo em baixas concentracbes o0 que pode indicar uma
dose-resposta hormética, definida como um efeito estimulatério em baixas

concentragdes e um efeito inibitério em concentra¢des mais altas (MATTSON, 2008).

Na analise da linhagem MV3, o coeficiente de determinagao (R?) do Nd,O; foi
de 0,18, indicando uma alta variabilidade dos dados. Ajustes experimentais, como o
aumento do numero de repeticdes e replicagbes, podem promover uma maior
confiabilidade dos resultados. Os graficos referentes aos testes nessa linhagem se

encontram no Apéndice B.

As médias dos tratamentos foram comparadas com o controle através do
teste de Dunnett (5% de significancia) e seus resultados sao exibidos em tabelas
nos Apéndices F, G, H, |, J e K.

Estudos anteriores demonstraram que o 6xido de neodimio (Nd,O,) apresenta
citotoxicidade para diferentes tipos celulares. Em linhagem de macréfagos
alveolares de ratos (NR8383), a exposicdo ao Nd,O, ativou a sinalizagdo de
caspase-3 e NF-kB, aumentando a sintese de quimiocinas inflamatorias o que pode
ter ocasionado a morte celular (HUANG et al., 2017). Ja em Hep G2 e na linhagem
de cancer de pulmao (A-549), a exposig¢ao induziu a geragado de espécies reativas
de oxigénio (EROs), causou um aumento da fase apoptética (SubG1) e elevou a
expressao de genes pro-apoptoéticos, como Bax, Caspase-3 e 0 gene supressor de
tumor p53, a0 mesmo tempo em que reduziu a expressdo do gene anti-apoptoético
bcl-2 (AHMAD et al., 2022). Esses estudos demonstram a importéncia de investigar
as vias de sinalizacdo de morte de celular e de geracdo de ERO’s para entender
melhor as variacbes de citotoxicidade entre as diferentes linhagens celulares

humanas.

A inibicao da viabilidade celular em NR8383 foi dependente do tempo, sendo
ligeiramente maior apds 24 h e 48 h do que em 12 h, ja para as células Hep G2 e
A-549, o estudo foi realizado apenas com tratamentos de 24 h. Em ambos os
estudos, a maior concentragdo utilizada foi de 200 ug x mL™, porém, o ICs, ndo foi
determinado (HUANG et al.,, 2017; AHMAD et al., 2022). Diante disso, os
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experimentos apresentados neste trabalho utilizaram concentragdes mais elevadas

com o objetivo de determinar o 1Cs.

No estudo de HUANG et al. (2017), a taxa de inibicdo obtida para a linhagem
NR8383 apds 48 h foi de cerca de 6% para 12,5 ug x mL™, ~18% para 25 yg x mL™",
~23% para 50 pyg x mL™, ~26% para 100 pyg x mL™" e ~33% para a maior
concentracdo de Nd,O;, 200 ug x mL™". Esta linhagem mostra-se mais sensivel a
esse composto que a linhagem Hep G2 e Sw480 testadas neste trabalho, cujos
percentuais de morte celular alcancaram 25,75% e 23,64 %, respectivamente, na

concentragéo 200 pug x mL™, inferior aos 33% obtidos por HUANG et al. (2017)

Em nosso estudo a taxa de inibicdo da linhagem HepG2 apds 48 h do
tratamento com Nd,O; foi 6,88% para 25 ug/mL, 14,92% para 50 uyg x mL™", 19,12%
para 100 pyg x mL™, 25,75% para 200 ug x mL™. J& para AHMAD et al. (2022), a taxa
de inibigdo obtida para essa mesma linhagem apds 24 h foi 9% para 25 yg x mL™,
19% para 50 yg x mL™, 27% para 100 yg x mL™ e 32% para a maior concentragao
200 pug x mL™. As taxas deste trabalho, portanto, foram similares as de AHMAD et al.
(2022).

Ja os percentuais de morte de SW480 tratados com Nd,O3, no nosso trabalho,
9,13% para 100 ug x mL™ e 23,64% para 200 yg x mL™, diferiram das taxas
encontradas para Hep G2 em AHMAD et al.. Sugerindo que a linhagem SW480 é
mais resistente a esse 6xido do que Hep G2, sendo necessaria uma maior dose

para levar ao mesmo percentual de morte celular.

Para AHMAD et al. (2022), a taxa de inibigcdo obtida para a linhagem A-549 foi
4% para 25 uyg x mL™, 12% para 50 pyg x mL™, 19% para 100 uyg x mL™ e 29% para
200 pg x mL™, taxas muito similares as obtidas com o mesmo 6xido (Nd,O;) na
linhagem Hep G2 testada no presente trabalho, a exemplo, 19,12% para 100 ug x
mL™". Tal similaridade sugere que esse O6xido pode induzir morte celular por

mecanismo similar.

Em contraste, a linhagem SW480 testada no presente trabalho apresentou
uma menor morte celular sendo 23,64% para 200 ug x mL™ comparado ao obtido
em A-540 para AHMAD et al. (2022), sugerindo uma maior resisténcia dessa

linhagem.
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Tal 6xido, Nd,O; sintetizado na forma de nanobastdes, também foi testado em
MCF7 por 24 h por WAHAB et al., 2023 que obteve 38% de morte celular para 25 ug
x mL™", 46% para 50 pyg x mL™, 51% para 100 pug x mL™. Nos experimentos
apresentados neste trabalho o percentual de morte celular deste 6xido alcancou
50,80 % (MCF7) apenas na dose de 500 ug x mL™ e 53,06% apenas na dose de 400
Mg x mL™ (Hep G2) o que € um indicio de que a citotoxicidade pode ser
potencializada a depender da forma como os terras raras sao sintetizados, no caso,

os nanobastdes foram produzidos a partir de nitrato de neodimio e NaOH.

Diferencas na resposta ao tratamento em diferentes linhagens reforcam a
importancia de testes de compostos em diferentes tipos celulares a fim de avaliar
sua eficacia e aplicagdes terapéuticas. Sendo assim, variagcbes nos mecanismos do
MDR de captacgéo e efluxo de drogas nos diferentes tipos celulares podem ser um
dos fatores responsaveis pelas diferentes taxas de morte celular encontradas, para
averiguar essa conjectura a analise com microscopia confocal pode ser conduzida

em estudos futuros.

5.2 INDICE DE SELETIVIDADE

A partir dos valores das ICs, foram calculados os valores de IS, os quais séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — IS dos 6xidos terras raras dada pela propor¢ao do ICs, da linhagem normal/
ICs, da linhagem de cancer, os valores em italicos indicam IS < 1

Yb,O4 Nd,O3 Er,O; Eu,O4
Vero/SW480 1,11 1,04 0,93 0,78
BGM/HT-29 1,14 1,14 1,50 1,66
Vero/HT-29 1,64 1,61 1,52 1,42
BGM/Hep G2 0,54 0,77 1,07 1,23
Vero/Hep G2 0,77 1,08 1,09 1,05
BGM/MCF7 0,69 1,33 0,99 1,04
Vero/MCF7 0,99 1,88 1,01 0,89

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Um composto que exibe valor de IS < 1 ndo apresenta seletividade, ou seja,
induz morte celular em taxas iguais ou menores nas células tumorais que nas
células normais, ja compostos exibindo 1S>1, ha seletividade e quanto maior este

valor mais seletivo o composto.

Os Oxidos de terra rara apresentaram efeito seletivo diferencial para as
linhagens estudadas. Yb,O; apresentou seletividade para as linhagens de cancer
colorretal, SW480 e HT-29, sendo o mais seletivo para HT-29 comparado aos outros
oxidos. Ja Nd,0O; exibiu seletividade tanto para as linhagens de cancer colorretal
quanto para Hep G2 e para MCF7, na qual houve a maior seletividade, IS = 1,88.
Tanto Er,0,, quanto Eu,0; exibiram seletividade para as mesmas linhagens: HT-29,
Hep G2 e MCF7, das quais obtiveram a maior seletividade para HT-29, IS = 1,52 e

IS = 1,66, respectivamente.

Para um composto ser considerado promissor na utilizacdo em ensaio
pré-clinico é indicado que ele possua o IS =2 2 (OLIVEIRA, 2019). Para MCF7,
nossos resultados preliminares demonstraram seletividade de Nd,O; com IS = 1,88,
superior a quimioterapicos em uso como doxorrubicina (DOX) e cisplatina
(OLIVEIRA, 2019), enquanto para HT-29 os éxidos exibiram IS em torno de 1,4-1,6.
Todos os Oxidos testados apresentaram seletividade para HT-29, o que pode sugerir
uma menor resisténcia a esses compostos. Mesmo os 6xidos nao exibindo IS = 2
para Vero/SW480, seus valores foram em muito superior ao de quimioterapicos
utilizados no tratamento para cancer colorretal: DOX (ISyeoswaso = 0,5) € cisplatina
(ISverorswago = 0,99) (OLIVEIRA, 2019).

5.3. ENSAIO DE MIGRAGAO

Os percentuais de fechamento da ferida (comparado ao tempo 0 h) do Ensaio
de Cicatrizagao da Ferida (Wound Healing Assay) foram representados em graficos
na figura 5, comparando tratamento com Yb,0O; e Nd,0O;, adicionados de PMA, com
o controle de meio puro (RPMI) e com o controle de meio contendo PMA nos trés
tempos 6 h, 12 h e 24 h, com exceg¢ao do tratamento de IC,, Nd,0O;, todos os

tratamentos e controles tiveram fotografias tiradas apds 24h. As fotos dos
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tratamentos sdo apresentadas nos Apéndices L, M, N, O, P e Q. Os resultados
obtidos no experimento Fence Assay mostraram que o controle contendo meio com
PMA obteve um aumento marcante do fechamento da fenda em 24h, com 56,33 %,
enquanto no meio puro o aumento foi de 19,72 % em 24h.

Figura 5 - Fechamento da ferida (%) nos tempos 6, 12 e 24 h para os tratamentos

com Yb,03, IC;, e V2 ICs, obtidas para SW480 (grafico superior), e Nd,O,, ICy, e V2
ICs, obtida para SW480 (grafico inferior), e para os controles, meio + PMA e meio
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Fechamento da ferida (%) nos tempos 0, 6, 12 e 24 h para os tratamentos com Yb,O;, IC;; e Y2 ICq
obtidas para SW480 (grafico superior), € Nd,O3, IC,, %2 ICy, obtida para SW480 (grafico inferior),
ambos os gréficos incluindo os percentuais nos respectivos tempos dos controles, meio + PMA e
meio puro, aplicados em pogos com a linhagem SW480. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Na figura 6 podemos ver mais claramente a comparagéo entre os
tratamentos e os controles no tempo de 12 h. No tratamento nesse intervalo com o
IC,;, de Yb,0O3; e Nd,O; (adicionados de PMA), houve um fechamento da fenda de
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6,62 % e 6,81 %, respectivamente, evidenciando um efeito semelhante desses dois
oxidos na linhagem de cancer colorretal. Ja o controle de PMA com meio nesse
mesmo periodo apresentou um fechamento de 8,79 %, enquanto o controle com
meio puro foi de 14,92 %.

Figura 6 - Fechamento da ferida (%) no tempo 12 h para os tratamentos com Yb,0;,

IC,, e V2 I1Cs, obtidas para SW480 (grafico superior), e Nd,Os, IC,, V2 1Cs, obtida para
SW480 (grafico inferior), e para os controles, meio + PMA e meio puro
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Fechamento da ferida (%) no tempo 12 h para os tratamentos com Yb,O;, IC,, e Y2 IC;, obtidas para
SW480 (grafico superior), e Nd,O,, IC,, V2 ICs, obtida para SW480 (grafico inferior), ambos os
graficos incluindo os percentuais nos respectivos tempos dos controles, meio + PMA e meio puro,
aplicados em pogos com a linhagem SW480. Elaborada pelo préprio autor.

Os resultados de Yb,0O; e Nd,O; indicam que estes Oxidos de terras raras
apresentaram um forte efeito inibidor na migracdo nao direcional em linhagens de
cancer colorretal tratadas com PMA (indutor de migragcdo), comparado com o
controle com PMA sem os 6xidos no qual houve um alto percentual de migragao.

Tendo em vista o comportamento migratorio das células de cancer, sua inibicdo por
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compostos é pertinente ao tratamento contra o cancer e portanto, € interessante que

uma investigagdo mais ampla seja feita com outras linhagens.

Até entdo, ndo foram encontrados na literatura estudos demonstrando efeito
direto de o6xidos de terras raras, como Yb,0O;, Nd,O,;, Er,0; e Eu,0O; sobre a
migracao celular na linhagem de cancer SW480, portanto este trabalho se destaca
pelo papel inédito na investigagdo destes compostos como inibidores de migracao

celular em células de cancer.

No ensaio de cicatrizagdo da ferida realizado por ALI e colaboradores (2024),
complexos de terras raras (Er e Eu) testados em linhagem normal de fibroblastos
(NIH/3T3) demonstraram estimular a migragao celular apos 24 horas, enquanto os
complexos de terra raras, um contendo o elemento disprdsio e o outro contendo o
térbio, demonstraram um efeito oposto ao aumentar a area da lacuna no mesmo
periodo. Ainda nesse estudo, os resultados sugerem que o complexo de térbio
aumentou a lacuna em 25% apos 48 horas. Esses resultados diferiram
significativamente do controle negativo. Portanto, é interessante que oxidos de terras
raras, o0s mesmos deste trabalho ou outros, sejam testados em novas linhagens,
tanto tumorais quanto normais, a fim de avaliar diferencas de resposta entre

diferentes tipos celulares e entre os diferentes oxidos de terras raras.
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6. CONCLUSAO

Por fim, os resultados obtidos indicam que os Oxidos de terras raras
apresentam efeito citotdxico para as linhagens tumorais humanas testadas. Destes,
0 Oxido Nd,O; exibiu a maior seletividade, com IS = 1,88, para as linhagens
Vero/MCF7, e também demonstrou efeito seletivo para as linhagens de céancer
colorretal SW480 e HT29. Enquanto Yb,O, exibiu seletividade para a linhagem
SW480 proxima de 1; para a linhagem Hep G2 foi encontrada seletividade préxima
de 1 com Nd,0O;, Er,O; e Eu,0;, ademais todos os terras raras foram seletivos para
HT29. Ja para MCF7 foi encontrada seletividade com os o6xidos Nd,O;, Er,O; €
Eu,0;. Além disso, os experimentos de migragao nao direcional demonstraram que
as células de cancer colorretal tratadas com os 6xidos Yb,0; e Nd,O; (adicionados
de PMA) exibiram alta inibicdo da migracdo comparada ao controle contendo indutor
de migragdo. Tendo em vista a importancia do comportamento migratério das células
de cancer, sua inibigcdo por compostos pode ser relevante para a terapéutica contra

o cancer.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho, em conjunto aos estudos citados, apontam para o
potencial dos terras raras na terapia fotodindmica, notavelmente pela sua absorcao
em diferentes comprimentos de onda e estabilidade térmica que permite um uso
mais direcionado e controlado no tecidos-alvos. Ademais, a TFD possui como
vantagem a prevencao de efeitos colaterais em tecidos saudaveis ao incidir luz

apenas no tecido ou 6rgao doente.

Tendo em consideragcdo que neste trabalho as dilui¢des de terras raras foram
acondicionadas de modo a se evitar a0 maximo sua exposi¢cao a luz, € interessante
que futuros experimentos explorem como a incidéncia luminosa, por diferentes
periodos de tempo e em diferentes comprimentos de onda, pode afetar o potencial
citotoxico dos 6xidos aqui estudados. Adicionalmente, a seletividade desses 6xidos
pode ser aprimorada por meio de formulagées combinadas com outros compostos

ou nanomateriais e submetidos a testes de citotoxicidade.

Dada a busca por contornar o MDR por meio de nanotecnologia e terapia
fotodindmica e as vantagens dos terras raras neste tipo de abordagem, torna-se
atraente que esses sejam explorados em diferentes combinagdes de modo a
considerar a gama de multiplos mecanismos pelos quais a MDR se desenvolve.
Diante disto, experimentos que avaliam o efeito do tratamento de terras raras nas
vias de apoptose e nas vias de producao de EROs, sobretudo comparando o efeito
entre os diferentes elementos, e possiveis sinergias, podem embasar uma melhor
compreensao da indugcdo da morte celular ocasionada pelos terras raras. Assim
como auxiliar no desenvolvimento de novas tecnologias e formulagdes para
aplicagao na clinica médica. Além disso, o potencial inibitorio de migragao celular
dos 6xidos de terras raras pode vir a ser investigado em mais linhagens de cancer a
fim de avaliar seu possivel efeito mais amplo e a diferenca de resposta entre essas

linhagens.

Somado a isso, é fundamental que mais replicacbes dos experimentos
preliminares realizados que ainda n&o foram conduzidos em ftriplicata sejam

realizados, de modo a confirmar ou reavaliar seus resultados obtidos.
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APENDICE A - GRAFICOS DE CITOTOXICIDADE DOS QUATRO OXIDOS DE
TERRAS RARAS PARA LINHAGEM DE CELULAS NORMAIS DE RIM DE MACACO
(BGM) COM 48 H DE TRATAMENTO
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APENDICE B - GRAFICOS DE CITOTOXICIDADE DO OXIDO DE ITERBIO (lll) E
DO OXIDO DE NEODIMIO (1) PARA A LINHAGEM DE MELANOMA HUMANO
(MV3) COM 48 H DE TRATAMENTO

b

ICsy” 5464

R 0,1842

Log ICsp: 2,737

a MV3
809 1, 581,4 807
—_ 60—
60-
o | 40-
E 404 Log ICsq: 2,765 20-
©
" 204 D"
o
S 0 R% 0,7044 -20+
O ' 3 -40-
-20 -60-

Log []Yb,0; ug *mL’

Log [1Nd,0; ug * mL"
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APENDICE C - GRAFICOS DE CITOTOXICIDADE DOS QUATRO OXIDOS DE
TERRAS RARAS PARA A LINHAGEM DE CANCER COLORRETAL HUMANO
(HT-29) COM 48 H DE TRATAMENTO

Citotoxicidade (%)

Citotoxicidade (%)

a HT-29 b
807 1c5y 3156 . 807 1C4, 300,2 ;
60 60—
N Togieo ey N UogiGugugy o
20 20 -
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0 1 2 0 1 2 3
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c HT-29 d
807 . .., 807 1cyy 2670
+50- I,
60 60—
40+ Log ICsy: 2,545 404 109 ICsp: 2,426
20
R% 0,9130 204
0-$ ,
1 R 0,9953
-20- 0+ T T 1
0 1 2 3

Log [1Er,0; ug *mL"

Log [1Eu,0; pg *mL”
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APENDICE D - GRAFICOS DE CITOTOXICIDADE DOS QUATRO OXIDOS DE
TERRAS RARAS PARA A LINHAGEM DE CANCER HEPATICO HUMANO (HEP
G2) COM 48 H DE TRATAMENTO

a HepG2 b
80+ 80+
IC5q: 668,5 ICsy: 4475
60— 60
| 'Lb'g'llc'ga:' '2'_,'825 ...................... j ..... .. Lo iCo 5 657

Citotoxicidade (%)
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o

20
) R 0,7114 $
R* 0,8821 0 | , | | | !
0 | | 1 -10 1 2 3
0 1 2 3 .
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o 60 60+
= e S R R R R R R Ry R
& 40d Logicy, 2,688 40 Log ICsq: 2,556
L]
% 204 204
o
- R 0,7863 R* 0,9115 ; y
= 0 T — b T T T 1 T 1
-10 1 1 2 3
-20-

* _1
Log [1Er,0; pg " mL Log [1Eu,0; pg * mL"
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APENDICE E - GRAFICOS DE CITOTOXICIDADE DOS QUATRO OXIDOS DE
TERRAS RARAS PARA A LINHAGEM DE CANCER DE MAMA HUMANO (MCF7)
COM 48 H DE TRATAMENTO

a MCF7 b
= '] ;
100 1Cs0: ~523,1 1004 ICy 257,4 *
804

= 80+ ~
E}: 6 60- {
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x 207 g2 g 8830 209 g2 07722 ; % }
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APENDICE F - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA OS

QUATRO OXIDOS DE TERRAS RARAS NAS LINHAGENS VERO E BGM

Oridoso OO

terra rara ) p-valor p-valor
(Mg x mL™) ajustado ajustado

Yb,0, 15,625 0,1478 ns 0,9969 ns

31,25 0,8462 ns 0,7714 ns

62,5 0,3278 ns 0,0203 *

125 0,034 * <0,0001 i

250 0,5059 ns 0,0001 e

500 <0,0001 o <0,0001 i

1000 <0,0001 e <0,0001 i

Nd,O; 15,625 0,1684 ns 0,8721 ns

31,25 0,9994 ns 0,1198 ns

62,5 0,9839 ns 0,8359 ns

125 0,7614 ns <0,0001 i

250 <0,0001 e <0,0001 i

500 <0,0001 i <0,0001 i

1000 <0,0001 e <0,0001 i

Er,O,4 15,625 0,9555 ns 0,6582 ns

31,25 0,9994 ns 0,0265 *

62,5 0,2518 ns 0,8166 ns

125 0,1051 ns 0,0321 *

250 <0,0001 e 0,0001 b

500 <0,0001 o <0,0001 i

1000 <0,0001 e <0,0001 i

Eu,04 15,625 0,0799 ns 0,9979 ns

31,25 0,0846 ns 0,9997 ns

62,5 0,3899 ns 0,8195 ns

125 0,0136 * 0,0031 **

250 <0,0001 e <0,0001 i

500 <0,0001 i <0,0001 i

1000 <0,0001 e <0,0001 i
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APENDICE G - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA O OXIDO
DE ITERBIO (Ill) E O OXIDO DE NEODIMIO (lIl) NA LINHAGEM DE MELANOMA
HUMANO (MV3)

Concentragao do

Oxido de terra p-valor
rara tratamen_t1o ajustado resumo
(Mg x mL™)

Yb,0, 12,5 >0,9999 ns
25 0,9999 ns

50 0,4424 ns

100 0,0452 *

200 <0,0001 i

400 <0,0001 i

Nd,O, 12,5 0,9973 ns
25 0,9048 ns

50 >0,9999 ns

100 0,9996 ns

200 0,6416 ns

400 0,0198 *




APENDICE H - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA OS
QUATRO OXIDOS DE TERRAS RARAS NA LINHAGEM DE CANCER
COLORRETAL HUMANO (SW480)

Concentragdo do

Oxido de terra p-valor
rara tratamen_t1o ajustado resumo
(Mg x mL™)
Yb,0, 12,5 0,5898 ns
25 0,7634 ns
50 0,3575 ns
100 0,0008 o
200 <0,0001 o
400 <0,0001 i
Nd,O; 12,5 0,9995 ns
25 0,8163 ns
50 0,9995 ns
100 0,1463 ns
200 <0,0001 i
400 <0,0001 i
Er,0,4 15,625 0,9996 ns
31,25 0,9474 ns
62,5 0,9996 ns
125 >0,9999 ns
250 0,4646 ns
500 0,0001 o
1000 <0,0001 i
Eu,O, 15,625 0,9052 ns
31,25 0,8447 ns
62,5 0,9735 ns
125 0,6494 ns
250 0,006 **
500 <0,0001 i

1000

<0,0001

*kkk




APENDICE | - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA OS
QUATRO OXIDOS DE TERRAS RARAS NA LINHAGEM DE CANCER
COLORRETAL HUMANO (HT-29)

Concentragao do

Oxido de terra p-valor
rara tratamenio ajustado resumo
(Mg x mL™)
Yb,0; 62,5 <0,0001 i
125 <0,0001 e
250 <0,0001 e
500 <0,0001 e
Nd,O3 62,5 <0,0001 ek
125 <0,0001 ek
250 <0,0001 e
500 <0,0001 ek
Er,0O, 62,5 0,9555 ns
125 0,3068 ns
250 0,0007 e
500 <0,0001 e
Eu,0, 62,5 <0,0001 e
125 <0,0001 ek
250 <0,0001 e

500 <0,0001 i
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APENDICE J - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA OS
QUATRO OXIDOS DE TERRAS RARAS NA LINHAGEM DE CANCER HEPATICO
HUMANO (HEP G2)

] Concentragao
Oxido de terra do p-valor
rara tratamento ajustado resumo
(Mg x mL™")

Yb,0; 12,5 <0,0001 e
25 0,0002 i
50 <0,0001 ek
100 <0,0001 e
200 <0,0001 ek
400 <0,0001 e
Nd,O; 12,5 0,0208 *
25 0,486 ns
50 0,0116 *
100 0,0005 o
200 <0,0001 e
400 <0,0001 ek
Er,0, 15,625 0,3802 ns
31,25 0,0112 *
62,5 0,0037 **
125 0,0044 **
250 0,0001 o
500 <0,0001 e
1000 <0,0001 ek
Eu,0, 15,625 0,1473 ns
31,25 0,1389 ns
62,5 0,0008 o
125 <0,0001 e
250 <0,0001 ek
500 <0,0001 e

1000 <0,0001 i




APENDICE K - TABELA DOS VALORES DO TESTE DE DUNNETT PARA OS
QUATRO OXIDOS DE TERRAS RARAS NA LINHAGEM DE CANCER MAMA
HUMANO (MCF7)

Concentragao do

OXidoradr: terra tratamenio a?:;f;%:) resumo
(Mg x mL™)
Yb,0, 15,625 0,0001 b
31,25 0,0119 *
62,5 0,0003 b
125 0,9995 ns
250 0,9997 ns
500 0,0001 b
1000 <0,0001 i
Nd,O4 15,625 0,9826 ns
31,25 0,0008 b
62,5 0,2522 ns
125 0,0003 b
250 <0,0001 i
500 <0,0001 i
1000 <0,0001 i
Er,0,4 15,625 0,6959 ns
31,25 0,8893 ns
62,5 0,8929 ns
125 0,0337 *
250 0,2995 ns
500 <0,0001 i
1000 <0,0001 i
Eu,O, 15,625 0,3731 ns
31,25 0,2645 ns
62,5 >0,9999 ns
125 0,6384 ns
250 0,0849 ns
500 <0,0001 i

1000

<0,0001

*kkk
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APENDICE L - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRAGO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM IC10 DE OXIDO DE ITERBIO (lll) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6, 12 E 24 H.
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APENDICE M - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRAGO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM 72 IC50 DE OXIDO DE ITERBIO (lll) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6, 12 E 24 H.
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APENDICE N - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRACO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM IC10 DE OXIDO DE NEODIMIO (lll) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6 E 12 H.
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APENDICE O - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRAGO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM 72 IC50 DE OXIDO DE NEODIMIO (lll) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6, 12 E 24 H.
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APENDICE P - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRAGO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM CONTROLE (MEIO + PMA) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6, 12 E 24 H.
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APENDICE Q - FOTOS DA FENDA (INDICADA PELO TRACO EM AZUL ESCURO)
DE SW480 TRATADOS COM CONTROLE (MEIO PURO) A PARTIR DA
ESQUERDA SUPERIOR NOS TEMPOS 0, 6, 12 E 24 H.




