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RESUMO

Estudo de um sistema de veiculagdo de quimioterapicos, denominado LDE, com composi¢éo
lipidica semelhantes com as lipoproteinas de baixa densidade naturais do corpo. As LDE
apresentam vantagens sobre as formas quimicas comerciais, pois sdo capazes de se concentrar
nos tecidos neoplasicos apos injecdo na corrente circulatéria, podendo assim direcionar-se aos
tumores. As LDE podem ser utilizadas como “portadoras” do quimioterapico paclitaxel (PTX)
para possivel reducdo da toxicidade e aumento da sua acao terapéutica. A utilizacdo de primatas
ndo humanos como modelos experimentais in vivo é de grande importancia em trabalhos de
aplicacdo a saide humana, devido as suas semelhancas anatémicas, bioquimicas e filogenéticas
com 0s primatas humanos, gerando resultados que podem ser interpretados de forma mais
préxima e segura para os fendmenos em seres humanos. O projeto objetivou avaliar a toxicidade
crbnica das nanoparticulas associadas com o quimioterdpico Paclitaxel (LDE-PTX) em
individuos da espécie Sapajus apella, a partir da determinacdo de parametros hematoldgicos e
bioquimicos, e suas possiveis alteracdes. Durante a pesquisa foram utilizados 15 animais,
divididos em grupos: Controle negativo (CN); Experimental (EXP1 e EXP2) onde os animais
receberam a LDE-PTX por via intravenosa em duas doses diferentes de 175 mg/m? e 250 mg/m?
respectivamente; e o Controle positivo (CP1 e CP2) onde 0s animais receberam por via
intravenosa o farmaco na forma comercial nas mesmas doses utilizadas no grupo experimental,
respectivamente. Os primatas foram acompanhados durante 6 ciclos de quimioterapia, com
intervalo de 3 semanas. A analise hematoldgica e bioquimica foi realizada a cada ciclo através
dos valores do eritrograma, leucograma, plaquetogrma, fosfatase alcalina, proteina total,
albumina e globulina, bilirrubina total e fracGes, glicemia, amilase e lipase sérica. A analise
dos eletrolitos sodio e potassio, foi realizada no soro dos animais nos dias das coletas de
materiais. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo e submetidos a anélise de
variancia ANOVA, com pds-teste de Bonferroni com significancia para p<0,05, através do
BioEstat®5.3. Os resultados obtidos demonstraram vantagens da utilizacdo de LDE-PTX, ja
que os teste hematolégicos demonstram que houve uma menor toxicidade em todos os ciclos
quimioterapicos e a ndo alteracdo da maioria dos parametros bioguimicos, demonstram que a
toxicidade do farmaco testado associado a LDE apresentam menor efeito téxico do que sua
versdo comercial. Conclui-se com as analises dos resultados que a toxicidade hematoldgica e
bioquimica foi menor no tratamento com o PTX associado a LDE do que o tratamento do PTX
na sua forma comercial.

Palavras-chave: Paclitaxel; Sapajus apella; NanoemulsGes; Perfil hematoldgico; Perfil
bioquimico; Peso; Toxicidade.



ABSTRACT

Study of a chemotherapy delivery system, called LDE, with lipid composition similar to the
natural low density lipoproteins of the body, denominated by the acronym LDL. LDEs have
advantages over commercial chemical forms, since it is able to concentrate in the neoplastic
tissues after injection into the circulatory chain, thus being able to target the tumors. LDE can
be used as a "carrier" of paclitaxel (PTX) for possible reduction of toxicity and increase of its
therapeutic action. The use of non-human primates as in vivo experimental models are of great
importance in human health applications due to their anatomical, biochemical and phylogenetic
similarities with human primates, generating results that can be interpreted more closely and
safely to The phenomena in humans. The aim of the project was to evaluate the chronic toxicity
of nanoparticles associated with to chemotherapy Paclitaxel (LDE-PTX) in individuals of the
Sapajus apella species, based on the determination of hematological and biochemical
parameters and their possible alterations. During the research 15 animals were used, divided
into groups: Negative control (CN); Experimental (EXP1 and EXP2) where the animals
received LDE-PTX intravenously two different doses of 175 mg / m? and 250 mg / m?
respectively; and positive control (CP1 and CP2) where the animals intravenously received the
drug in commercial form at the same doses used in the experimental group, respectively.
Primates were accompanied for 6 cycles of chemotherapy, with interval of 3 weeks.
Hematological and biochemical analysis was performed at each cycle through erythrogram and
leukogram, alkaline phosphatase, total protein, albumin and globulin, total bilirubin and
fractions, glycemia, amylase and serum lipase. E of the sodium and potassium eletrolytes were
carried out in the serum of the animals during the collection days. Data were expressed as mean
+ standard deviation and submitted to analysis of variance ANOVA, with Bonferroni post-test
with significance for p <0.05, through BioEstat®5.3. The obtained results demonstrated
advantages of the use of LDE-PTX, since the hematological tests demonstrate that there was a
lower toxicity in all the chemotherapeutic cycles and the non-alteration of the majority of the
biochemical parameters, demonstrate that the toxicity of the tested drug associated to LDE
present smaller Effect toxic than its commercial version. It was concluded from the analysis of
the results that hematological and biochemical toxicity was lower in treatment with PTX
associated with LDE than treatment of PTX in its commercial form.

Keywords: Paclitaxel; Sapajus apella; Nanoemulsions; Hematologic profile; Biochemical
profile; Weight; Toxicity.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma ciéncia relativamente nova, cujas aplica¢cGes possuem uma
ampla utilizacdo que se ramifica em diferentes areas, dentre elas destaca-se sua aplicabilidade
nas areas da salde, em especial na oncologia, pelo fato de nanoparticulas criadas com o auxilio
dessa nova ciéncia, atualmente serem empregadas auxiliando no tratamento do cancer. Essas
nanoparticulas possuem propriedades Unicas, que conferem significativas vantagens sobre 0s
métodos classicos de tratamento (LEARY et al., 2005).

As nanoparticulas ao serem injetadas na corrente sanguinea de pacientes com cancer
concentraram-se nos tecidos neoplésicos, o que foi observado em pacientes com leucemias
agudas, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin, mieloma multiplo, carcinoma de ovario, colo de
Utero e carcinoma mamario. Assim, foi demonstrado que é possivel utilizar esse ramo da
nanotecnologia no direcionamento de quimioterapicos aos tecidos neoplésicos através da sua
associacao as nanoparticulas de LDE. Em diferentes estudos, foram desenvolvidas preparactes
dos quimioterapicos de acdo anti-cancer como a carmustina (HUNGRIA et al., 2004), o
etoposideo (VALDUGA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2005; LO PRETE et al., 2006;
PINHEIRO et al., 2006) e paclitaxel associados as nanoemulsdes (DIAS et al., 2007; PIRES et
al., 2009).

O Paclitaxel é o farmaco precursor dos tdxons, uma classe de agentes estabilizantes de
microtibulos (CONTRERAS, 2010), foi obtido no comeco dos anos 60 a partir do extrato de
casca do teixo do Pacifico, chamado Taxusbrevifolia. Os taxanos sdo ésteres de alcaldides
complexos, compostos por um sistema de anéis e com diversas ramificagdes laterais que sdo
essenciais para a a¢do unica contra os microtubulos, por meio da ligagdo ao componente [3-
tubulina do dimero a-B-tubulina, proteinas essas que promovem e compdem a polimerizagdo
dos microtubulos, impedindo assim, a sua despolimerizacdo, através da estabilizacdo da
dindmica microtubular (ALBERT et al., 2004; SUN et al., 2009; LATASTE et al., 1984,
GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1991; RAO et al., 1994). O paclitaxel possui atividade
antineoplasica em carcinoma epitelial de ovario, cancer de mama, colo uterino, células nédo
pequenas de pulméo e sarcoma de Kaposi (CONTRERAS, 2010), sendo utilizado em varios
paises, dentre eles o Brasil, como tratamento de primeira linha em céncer refratario de ovario e
segunda linha em cancer de mama (MENDEZ, 2010).

A LDE pode ser utilizada como instrumento para diminuir, os graves efeitos toxicos
desse farmaco, como: A inibicdo da resposta imunologica, alteracdes gastrointestinais,

toxicidade (cardiaca, hepética e renal) e hemorragias entre outras, além de aumentar sua
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atividade farmacologica. Portanto, a maioria dos efeitos toxicos causados pela quimioterapia
podem ser estudados através da avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, pois
permite analisar o estado de satde do organismo, diagnosticar doencas, realizar progndésticos e
acompanhar a evolucao do tratamento e possibilita a avaliacdo da resposta terapéutica (NAVES
etal., 2006). O hemograma é um dos exames complementares de diagndstico, pois permite uma
andlise laboratorial que estabelece aspectos quantitativos e qualitativos dos eritrocitos
(eritrograma), dos leucocitos (leucograma) e das plaquetas (plaguetograma) no sangue
(FAILACE, 2009).

Em estudos farmacoldgicos/toxicoldgicos, apds exposicdo as drogas, sdo analisados
parametros que avaliam possiveis alteracdes na funcéo hepatocelular, biliar, pancreética e renal,
que incluem uma combinacdo de diversos testes bioquimicos tais como: Fosfatase alcalina,
Proteina Total, Albumina e Globulina, Bilirrubina Total e fracGes, glicemia, amilase e lipase
sérica. Os eletrolitos do sangue, em especial sédio, potéssio, também sdo alterados
frequentemente de forma reciproca nos processos patologicos, por isso eles sdo considerados
conjuntamente (BURTIS et al., 2008). Outro aspecto clinico muito evidente no tratamento
quimioterapico é a alteracdo de peso, que estd diretamente relacionada com a toxicidade
gastrointestinal causadas por inducdo medicamentosa. Portanto, é evidente a importancia da
avaliacdo desses parametros para detectar possivel toxicidade de qualquer composto analisado.

O projeto foi realizado in vivo em primatas da espécie Sapajus apella, conhecido
popularmente como macaco prego. Os espécimes utilizados no experimento sdo todos
provenientes do Centro Nacional dos Primatas (CENP). Os primatas ndo humanos sdo 0s
melhores modelos para o desenvolvimento de pesquisas biomédicas uma vez que permite uma
maior aproximagdo devido ao seu parentesco evolutivo com o ser humano, tornando-os
modelos eficazes para estudos comparativos, particularmente pertinentes para as enfermidades
humanas (TAKAYAMA et al., 2008).

Essa pesquisa se mostra pertinente, pois testes clinicos, realizados em pacientes com
cancer avancado e com resisténcia a multiplas drogas, demonstraram que tanto a carmustina
guanto o etoposideo e o paclitaxel passaram a apresentar toxicidade minima quando associados
as nanoemulsdes, como a LDE, mesmo quando administrados em doses altas. Além disso, a
incorporacdo em nanoparticulas protege o farmaco contra degradacdo quimica na corrente
circulatoria (PINHEIRO et al., 2006; HUNGRIA et al., 2004; MARANHAO et al., 2002;
AZEVEDO et al, 2005; DIAS et al., 2007; PIRES et al., 2009), fatos que apresentam possiveis

vantagens na utilizagdo das nanoparticulas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

Céncer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum 0
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para
outras regides do corpo, processo denominado metastase. Dividindo-se rapidamente, estas
células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores,
acumulo de células cancerosas ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e
se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida (FERLAY et
al., 2013).

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo,
estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos
habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural. As causas internas sdo, na
maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas. Esses fatores causais podem interagir de
varias formas, aumentando a probabilidade de transformagdes malignas nas células normais
(INCA, 2016). Basicamente o cancer surge quando uma célula normal sofre alteragdes no DNA.
E 0 que chamamos mutac&o genética. As células cujo material genético foi alterado passam a
receber instrucdes erradas para as suas atividades. As alteracfes podem ocorrer em genes,
denominados protooncogenes, que a principio tem sua atividade extremamente regulada.
Quando ocorre algum tipo de desregularizagdo, os protooncogenes transformam-se em
oncogenes, responsaveis pela malignizacdo (cancerizacao) das células normais. Essas células
diferentes sdo denominadas cancerosas (PARK & LEE, 2002). O processo de transformacéo da

célula normal em célula tumoral pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Formagao do tumor — Células neoplésicas
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Fonte: http://www.ache.com.br/Corp/oncologia-canceraz.aspx

O numero de casos de cancer continuard aumentando nos paises em desenvolvimento
e crescera ainda mais em paises desenvolvidos se medidas preventivas ndo forem amplamente
aplicadas. Em paises desenvolvidos, os tipos de cancer mais frequentes na populacdo masculina
sdo os de proéstata, pulmao e colon e reto; e mama, célon e reto e pulméao entre as mulheres. Nos
paises em desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes em homens foram pulmaéo,
estdbmago e figado; e mama, colo do Utero e pulmao nas mulheres. Em 2030, a carga global sera
de 27 milhGes de casos novos de cancer e 13,2 milhGes de mortes por cancer, em consequéncia
do crescimento e do envelhecimento da populacdo, bem como da reducdo na mortalidade
infantil e nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (BOYLE et al.,
2008).

No Brasil, a estimativa para o biénio 2016/2017, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 596 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma,
reforcando a magnitude desta patologia no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182
mil casos novos) serd o mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de
prostata (61 mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estbmago
(20 mil) e colo do utero (15 mil). Sem considerar 0s casos de cancer de pele ndo melanomas
estimam-se 395 mil casos novos de cancer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para sexo
feminino. Em homens, os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulméo, colon e

reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo do utero,
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pulméo, estbmago, corpo do Utero e glandula tireoide (INCA 2016). A estimativa e os tipos de

cancer mais incidentes para o biénio estdo demonstrados na Figura 2.

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidente estimados para 2016/2017 por sexo,
exceto pele ndo melanoma*

Localizacdo Casos % Localizagcdo Casos %
primaria novos primaria novos
Prostata 61.200 28,6% Mama 57.960 28,1%

Feminina
Traqueia,

Bronquioe 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Pulmao

Célon e Reto 16.660 7,8% Colo do 16.340 7,9%

Utero
Homens Mulheres  Traqueia,
Estdmago 12.920 6,0% Bronquioe  10.890 5,3%
Pulmao
Ca"'%ardaﬁ 11140 5,2% Estomago  7.600 3.7%
Esdfago 7.950 3,7% 8"”’0 9 5950 34%
tero
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula 5 o2 5 g0
Tireoide
Leucemias 5.540 2,6% Linfomando g 3, 5 404
Hodgkin
Sistema Sistema
Nervoso 5.440 2,5% Nervoso 4.830 2,3%
Central Central

* Numeros arredondados para miltiplos de 10

Fonte: INCA, 2016.

O tratamento do cancer pode ser realizado mediante varias modalidades terapéuticas,
tais como quimioterapia, radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e imunoterapia, que podem ser
utilizadas combinadas ou ndo (BARRETO et al., 2009). A quimioterapia € um dos tratamentos
mais utilizados, e consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas ou em combinacdes,
com o objetivo de tratar as neoplasias malignas. As medicagOes utilizadas nessa terapia agem
interferindo no processo de divisdo e crescimento celular, porém ndo sdo seletivas, agindo,

também, em células sadias, como as do tecido hematopoiético, germinativo, do foliculo piloso
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e do aparelho gastrointestinal, devido apresentar répida divisdo celular (BARRETO;
AMORIM, 2009). No entanto, como as células normais apresentam um tempo de recuperago
previsivel, ao contrario das células tumorais, € possivel que a quimioterapia seja aplicada
repetidamente, desde que seja respeitado um intervalo suficiente para que as células saudaveis
possam se recuperar, por esse motivo o tratamento deve seguir rigorosamente os ciclos
periddicos pré-definidos pelo médico (INCA, 2016) caso contrério a terapéutica pode causar

inimeros efeitos colaterais, dentre eles, destacam-se 0 do Quadro 1.

Quadro 1: Efeitos colaterais mais recorrentes no tratamento quimioterapico.

PRINCIPAIS EFEITOS COLATERAIS DA QUIMIOTERAPIA

Orgaos/Sistemas Efeitos

Cefaleia, sonoléncia, confusdo mental, paralisia
Sistema Nervoso motora, dor nos membros inferiores, rigidez na
nuca, convulséo e, em casos raros, produzir um

estado de depressdo e coma.

: : Associados a faléncia do miocardio e
Sistema Cardiovascular : y :
hipotensao/ Trombose /Embolia pulmonar

_ . Fibrose pulmonar podendo causar sintomas
Sistema Respiratorio . .
como tosse seca, dispneia

: ’ Sendo a medula 6ssea 0 6rgdo mais atingido/
Sistema Sanguineo . ’ : : -
Atinge células do sistema imunoldgico

) o Afetando diretamente o endoteélio urinério,
Sistema Urinario o
podendo ocorrer sangramento urinario

Sistema Gastrointestinal Perda ou ganho de peso

Sistema Tegumentar Alopecia (Perda de pelos)

FONTE: Adaptacdo de Frias et al,2000; Massunaga et al.,2000; Massunaga et al,2000; Lourengo et
al.,2000; POLICASTRO et al., 2000; Barreto & Amorim, 2009.

Apesar de geralmente o corpo do individuo tratado recuperar-se destes inconvenientes
apos o tratamento, o0 uso clinico desses farmacos exige que seus beneficios sejam confrontados
com sua toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel. Assim, é desejavel na
quimioterapia usar doses mais altas, capazes de atingir o maior nivel de morte celular possivel,

sem que os efeitos colaterais alterem o protocolo de quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005).
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2.2 LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE (LDL)

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é um constituinte normal do sangue e a
principal transportadora de colesterol na circulacdo, carregando cerca de 2/3 do colesterol total
(ALMEIDA et al., 2010). O colesterol, um dos principais constituintes da membrana celular, é
obtido pela célula por sintese celular ou via capta¢do de LDL. Ha evidéncias que Varios tipos
de células neoplésicas possuem maior captacdo de LDL com uma maior quantidade de captacédo
de LDL pelos tumores; diminuicdo da LDL plasmaética em pacientes com cancer e aumento do
namero de receptores para LDL (LDL-r) em células tumorais. Devido a estes aspectos, hd mais
de trés décadas estuda-se a possibilidade de veicular drogas através da LDL ou de substancias
que atuem similar a ela (FIRESTONE, 1993; FAVERO & BYDLOWSKI, 2008).

As particulas de LDL possuem um diametro médio de 25-50 nandmetros e sdo
constituidas de aproximadamente 170 moléculas de triglicerideos e 1600 moléculas de
colesterol esterificado, com 700 moléculas de fosfolipidios na monocamada que a reveste,
contendo apenas uma apolipoproteina, a apoB-100 e 600 moléculas de colesterol livre, sendo
um terco no interior da vesicula e o restante no envoltério (HEVONOJA et al., 2000). A ApoB-
100 é uma das maiores proteinas monomeéricas conhecidas, contendo aproximadamente 4536
aminoécidos. As apolipoproteinas possuem distribuicdo dindmica entre diferentes
lipoproteinas, isto é, uma mesma molécula pode ser translocada para diferentes complexos
lipoprotéicos na circulacdo sanguinea. A apo B-100 e Apo B-48, devido provavelmente ao seu
grau de interacdo com os componentes lipidicos das lipoproteinas, ndo apresentam esta
propriedade de translocagdo (HEVONOJA et al., 2000).

A LDL é originada da VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), que é produzida
no figado e convertida em ILD e posteriormente em LDL, através de processo metabdlico
ocorrido na circulacdo. Possui uma meia-vida plasmatica de aproximadamente dois dias. Sua
densidade varia entre 1,019 e 1,063 g/ml, possuindo 3 subclasses bem definidas dentro desta
variacdo de densidade (RHAINDS et al., 1999). A remocdo da LDL do plasma é feita
principalmente pelo figado, mas também perifericamente, ocorre pela captacdo da LDL atraves
da interacdo com os receptores de LDL (LDL-R). Estes receptores que se encontram na
membrana das células, tém afinidade tanto por Apo B-100 como por Apo E, encontram se em
regides especificas da membrana de todos os tipos celulares do nosso organismo (GOLDSTEIN
et al., 1983). Apos a interacdo da lipoproteina com o receptor, ocorre sua internalizagdo com a
participacdo da clatrina, uma proteina de sustentacdo celular, formando vesiculas endociticas,

cuja fusdo forma os endossomos. A diminuicdo do pH local promove a liberacdo do receptor
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de LDL, que acaba por voltar a superficie da membrana (GOLDSTEIN et al., 1980). A
concentracédo de colesterol intracelular é o regulador da afinidade dos receptores B/E por LDL,

assim como da sua expressao (RALL et al.,1983).

2.3 NANOPARTICULA DE COLESTEROL OU LDE

Na area da Nanotecnologia Biomédica, o grupo comandado pelo professor Raul
Maranh&o, descreveu o primeiro sistema de nanoparticulas (ndo lipossomais) produzidas em
laboratdrio, capazes de direcionar e concentrar farmacos no sitio de agdo “drug targeting” para
tratamento de doencas proliferativas como o cancer (MARANHAO et al., 1992, 1994, 2008).
Essas nanoparticulas criadas em laboratério foram denominadas de LDE, e sdo parecidas
estruturalmente com as particulas da lipoproteina de baixa densidade LDL, que é um
constituinte normal do sangue, além de ser a principal transportadora de colesterol para todos
os tecidos. Tanto a LDL como a LDE podem ser observadas nas figuras 3 A e B,

respectivamente.

Figura 3. A. Estrutura da lipoproteina de densidade baixa (LDL) / B. Estrutura da hanoemulséo lipidica (LDE)
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Fonte Raul Maranhéo, 2011.

As LDE demonstraram que, quando injetadas na circulacéo, sdo captadas pelas células
através de endocitose mediada pelos receptores da LDL (HIRATA et al., 1999). A LDE e
produzida sem proteinas e ndo apresenta a apolipoproteina B 100; mas em contato com o
plasma, em colisbes com as diversas lipoproteinas, as apolipoproteinas (apo) como a apo Cll,
apo Al, apo E e outras aderem a superficie das articulas (figura 4). A apo E serve de ligante da
LDE aos receptores da LDL. Por isso, a LDE é removida mais rapidamente da circulagdo do

que a propria LDL natural: a apo E tem 20 a 30 vezes mais afinidade pelo receptor do que a apo
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B100, unica apolipoproteina da LDL natural e que é o ligante da LDL ao receptor
(MARANHAO et al., 1993).

Figura 4. Representacdo da aderéncia de apolipoproteinas E.

Lipids, 1993.
Cancer Res, 1994

LIPOPROTEINAS NATURAIS

Fonte: Raul Maranh&o (1999).

Um amplo espectro foi aberto com a descoberta de que a LDE, apds inje¢do na corrente
circulatoria, concentra-se nos tecidos tumorais e pode ser usada no tratamento do cancer como
veiculo para direcionar quimioterapicos para as células neoplasicas (MARANHAO et al.,
2002). As células neoplasicas malignas tém como uma das suas principais caracteristicas
apresentarem uma super expressao dos receptores da LDL (HO et al., 1978; GAL et al., 1981,
VITOLS et al., 1992). O aumento desses receptores € necessario para que as células aumentem
a captacdo de colesterol e fosfolipideos, presentes na LDL, para sintese de membranas
constituidas por esses lipideos, sendo requerida para a aceleracdo na taxa de mitose
caracteristica do processo proliferativo neoplasico (TEIXEIRA et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2008).

A semelhanca das nanoemulsdes com as lipoproteinas naturais do corpo possibilita o
uso da LDE como veiculo para o direcionamento de quimioterapicos associados as particulas
aos tecidos neoplasicos. O uso dessa associacao atribui vantagens ao tratamento, tais como, 0s
quimioterapicos serdo atraidos com mais eficacia para as células malignas, ja que essas células
possuem um numero aumentado de receptores. Com isso, pode-se aumentar a eficiéncia
terapéutica desses agentes e diminuir os efeitos colaterais que constituem umas das limitagdes
mais importantes da quimioterapia (NAOUM et al., 2004).

Nos experimentos visando o tratamento do cancer com a nanoemulsdo como veiculo,
fizeram-se progressos significativos. Foi demonstrado ndo s6 em animais de experimentacéo,

mas também em pacientes nos quais tanto a LDE quanto os farmacos a ela incorporados se
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concentram nos tumores (GRAZIANI et al., 2002; VALDUGA et al., 2003; AZEVEDO et
al.,2005; RODRIGUES et al., 2005). A incorporacao e a estabilidade de farmacos no interior
da LDE foram otimizadas com a modificacdo destes sem que houvesse perda do seu efeito
farmacologico. Dessa forma foi possivel com a modificacdo desses farmacos, prosseguir com
a montagem de um arsenal terapéutico associado as nanoemulsdes.

Preparacfes da LDE, associada a formas modificadas dos agentes quimioterapicos
etoposideo (VALDUGA et al.,, 2003), paclitaxel (RODRIGUES et al., 2005) e, mais
recentemente, daunorrubicina e metotrexato estdo prontas e com eficiéncia testada in vitro e in
vivo. Em todos os casos, comparando-se essas associagbes com nanoemulsbes com as
respectivas prepara¢des comerciais, mostrou-se em cultura de células neoplasicas e modelos de
tumores implantados em animais (tumor de Walker e melanoma B-16), a¢do terapéutica maior
em doses mais baixas, melhor eficiéncia na regressdo tumoral e maior sobrevida dos animais
(TEIXEIRA et al., 2004; RODRIGUES et al., 2005; LO PRETE et al., 2006). Em ensaios
clinicos com a carmustina, etoposideo e paclitaxel (MARANHAO et al., 2002; PINHEIRO et
al., 2006; PIRES et al., 2009) verificou-se que o uso desses farmacos associados a LDE, mesmo
em doses mais altas do que as usualmente empregadas na clinica, apresentou toxicidade
reduzida (MARANHAO et al., 2002).

2.4 - PACLITAXEL

Paclitaxel é o farmaco precursor de uma classe de agentes estabilizantes de
microtubulos, os taxanos. Sua descoberta foi fruto de trabalho laborioso em que foram
investigados pelo Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA)
aproximadamente 12000 compostos naturais, os quais foram testados contra um painel de
tumores experimentais e, no final, apenas aqueles que apresentaram alguma atividade foram
selecionados (ROWINSKY et al., 1990). O paclitaxel foi extraido primariamente no comeco
dos anos 60 a partir do extrato de casca do teixo do Pacifico, chamado Taxus brevifolia. Sua
forma pura somente foi obtida em 1969 e sua estrutura quimica (Figura 5), descrita pela
primeira vez em 1971 (WANI et al., 1971).
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Figura 5. Estrutura tridimensional e bioquimica do Paclitaxel
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Fonte: Pan et al., 2009.

O Paclitaxel ndo era um agente de reconhecida importancia até o final dos anos 70,
qguando foi descoberto que possuia um mecanismo de acdo Unico. (SCHIFF E HORWITZ,
1980). O Paclitaxel é um farmaco da classe dos taxanos (ROWINSKY et al., 1990). Os taxanos
sdo ésteres de alcaldides complexos, compostos por um sistema de anéis e com diversas
ramificacdes laterais que sdo essenciais para a a¢do Unica contra 0s microttbulos, por meio da
ligacdo ao componente B-tubulina do dimero a-B-tubulina (Figura 6), proteinas essas que
promovem e compdem a polimerizacdo dos microtabulos, impedindo assim, a sua
despolimerizacdo, através da estabilizacdo da dindmica microtubular (ALBERT et al, 2004;
SUN et al, 2009).

Figura 6. Mecanismo de a¢8o do Paclitaxel
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Heterodimeros
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Fonte: Adaptado de BRANDAO et al., 2010.

Os microtlbulos sdo essenciais no processo de mitose, necessarios durante a divisdo
celular, além de serem elementos importantes para a manutencdo da forma celular, sendo um

dos componentes do fuso mitotico e do transporte de organelas dentro da célula. A estabilizagédo
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dos microtabulos resulta em inibicdo da reorganizacdo dindmica normal, que constitui funcéo
essencial para a mitose celular. Em adicéo, a estabilizacdo microtubular provocada pela droga
pode levar a distorcdo da cadeia mitotica, resultando consequentemente na quebra dos
cromossomos, bloqueando o ciclo celular no final da fase G2 e na Mitose, impedindo a
proliferacdo das células neoplésicas, resultando consequentemente na morte das mesmas
(ALBERT et al, 2004; SUN et al, 2009; LATASTE et al. 1984; GUERITTE-VOEGELEIN et
al., 1991; RAO et al., 1994).

O paclitaxel tem atividade antineoplasica em carcinoma epitelial de ovario, cancer de
mama, colo uterino, células ndo pequenas de pulmao e sarcoma de Kaposi (ROWINSKY et al.,
1994). E utilizado em vérios paises, entre eles o Brasil, como tratamento de primeira linha em

cancer refratario de ovario e segunda linha em cancer de mama (MENDEZ, 2010).

2.5 PRIMATAS NAO HUMANOS- Sapajus apella

O primata ndo humano da espécie Sapajus apella é conhecido popularmente como
macaco prego e pertence a subordem Anthropoidea, superfamilia Platyrrhini, familia Cebidae
e género Sapajus. Essa espécie € encontrada na regido leste e sul da Colémbia, sul da VVenezuela,
Guianas, leste do Equador, grande parte do Brasil, Bolivia e Paraguai (NAVES et al., 2006).

Os macacos-prego sao individuos de médio porte cujo peso varia de 2,5 a 5,0 kg, sdo
robustos, apresentam um moderado grau de dimorfismo sexual no tamanho sendo os machos
maiores que as fémeas; possuem cauda semi-prénsil e curvada para baixo que muitas vezes é
utilizada durante o forrageio para suspender o animal durante breves periodos de tempo
(YOULATOS, 1999; FRAGASZY et al. 2004).
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Figura 7. Macaco-prego (Sapajus spp.). Notar a presenca de um tufo de pélos na regido frontal da cabeca, cuja
coloracéo e extensdo podem variar entre as espécies e entre individuos.

Sdo animais com uma longevidade em torno dos 40 anos e bastante inteligentes, sendo
0s Unicos macacos platirrinos capazes de utilizar ferramentas na natureza com o intuito de
facilitar a exploracdo de recursos (FRAGASZY et al., 2004).

Séo individuos diurnos e arboricolas que mostram uma preferéncia pela parte central
do dossel, embora possam forragear no chao (principalmente os machos com tamanho maior)
e em niveis mais altos da copa (FRAGASZY et al., 2004; FLAIBAN, 2006). Sdo animais
onivoros, cuja dieta é composta principalmente por frutos e insetos, embora possam incluir
sementes, flores, brotos e pequenos vertebrados (BICCA-MARQUES et al., 2006).

A utilizacdo crescente dos primatas da espécie Sapajus apella em pesquisas cientificas
tem ocorrido gracas a sua homologia com o Homo sapiens, dessa forma demonstrando sua
relevancia na investigacdo de mecanismos patoldgicos e fisioldgicos nas areas de hematologia,
bioquimica, imunologica e virologia (VASCONCELOS, 2008)

O uso de primatas ndo humanos como modelos experimentais in vivo, por sua vez, é
de grande importancia em trabalhos de aplicacdo a saude humana, devido as suas semelhancas
anatdmicas, bioquimicas e filogenéticas com os primatas humanos, gerando resultados que
podem ser interpretados de forma mais proxima e segura para os fendbmenos em seres humanos.
Além disso, o tamanho do animal e seus 6rgéos tornam possivel a repeticdo de diagndsticos tais

como exames endoscopicos, coleta de amostras de sangue e biopsia de um mesmo animal por
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um longo periodo, e a sua longevidade permite a exposi¢do a carcindgenos por longos intervalos
de tempo (TAKAYAMA et al., 2008).

Dessa forma, a experimentacdo animal reveste-se de importancia incomensuravel nas
pesquisas cientificas, contribuindo de maneira marcante para a ciéncia e a tecnologia. Sua vasta
contribuicdo nos diferentes campos cientificos tem promovido ao longo dos anos a descoberta
de medidas profilaticas e de tratamentos de inimeras enfermidades que acometem 0s seres
vivos (TAKAYAMA et al., 2008).

2.5.1 Padr6es de normalidade hematoldgica de Sapajus apella criado em cativeiro

A avaliacdo hematoldgica permite analisar o estado de saude do organismo,
diagnosticar doencas, realizar progndsticos e acompanhar a evolugédo do tratamento e possibilita
a avaliacdo da resposta terapéutica (NEVES et al., 2006). O hemograma é um dos exames
complementares de diagndstico, pois permite uma analise laboratorial que estabelece aspectos
guantitativos e qualitativos dos eritrocitos (eritrograma), dos leucdcitos (leucograma),
contagem e a diferenciacdo, e das plaquetas (plaguetograma) no sangue (FAILACE, 2009).
Essas analises sdo demonstradas de forma numérica, mostrando os valores de referéncia de cada
um dos parametros analisados de acordo com a idade, sexo e espécie do paciente, e alteracdes
nos padrdes de referéncias podem estar relacionadas com modificacdes hematoldgicas
importantes no diagnostico de doencgas (VERRASTRO, 2005)

Os valores de referéncia para espécie Sapajus apella estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores normais dos padrdes hematoldgicos de Sapajus apella em cativeiro, com médias, desvio
padrdo (DP) e valores maximos e minimos

rf;?:;gﬁ‘ég‘igzss Média DP Min. | Max.
Hematdcrito (%) 45,27 3,6 37,65 | 52,7
Hemacias (x10%/mm3) 5,92 0,45 4.4 7,05
Hemoglobina (g/dL) 15,01 0,78 13,8 16,2
VCM (fl) 71,63 2,26 65 79
HCM (pg) 23,47 0,8 20 26
CHCM (g/dI) 32,81 1,78 25 38
Leucdcitos (103/mm?) 7,72 1,84 43 | 12,15
Plaquetas (10%/mm?3) 323,14 54,79 291,50 | 354,78
Basofilos (%) 0,21 0,27 0 1
Eosinofilo (%) 0,82 1,01 0 5
Bastdes (%) 0 - - -
Segmentados (%) 63,16 5,98 51 72
Linfdcitos (%) 36,78 5,96 28 49
Monacitos (%) 2,06 2,16 0 10

Fonte: adaptado de RIVIELLO & WIRZ, 2001; NEVES et al., 2006; WIRZ et al., 2008.

2.5.2 Padr6es de normalidade bioquimica de Sapajus apella criado em cativeiro

A bioquimica sérica é uma ferramenta Gtil para avaliar o estado de satde de mamiferos.
Idade, sexo, estado de hidratacdo e condicdo nutricional sdo variaveis que influenciam nos
resultados. Outras fontes de variacdo estdo relacionadas aos fatores ambientais tais como:
fotoperiodo, temperatura e manejo, bem como, métodos de coleta de amostras e técnicas
laboratoriais (THRALL et al., 2007).

A avaliacdo dos potenciais efeitos hepatotdxicos de drogas terapéuticas sobre 0s varios
sistemas organicos baseia-se principalmente na avaliacdo de biomarcadores de dano hepatico.
Ensaios pre-clinicos atualmente incluem uma combinacdo da avaliagdo de enzimas no soro
como Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Gama-
glutamiltransferase (GGT) entre outras (OZER et al.,2008), servindo assim como sinalizadores
celulares de dano hepético. Outros marcadores bioquimicos sdo importantes na avaliacdo de

drogas terapéuticas, como: os marcadores da lesdo hepatobiliar, que séo as proteinas séricas, a
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proteina total, albumina e a bilirrubina total; marcadores para lesdo cardiaca - Lactato
desidrogenase (LDH); marcadores da funcdo pancreédtica — amilase; avaliacdo do perfil
eletrolitico (Sddio, Potassio e Cloro); além de outras provas bioquimicas como Glicose,
Globulina, Colesterol, Triglicerideos, Célcio e etc. (BURTIS et al., 2008).

A anélise da uréia e da de creatinina como biomarcadores de lesdo celular associado a
drogas terapéuticas continua sendo um dos marcadores mais usados na avaliagdo da funcéo
renal (SODRE et al., 2007), demonstrando a importancia dessa analise em estudos sobre
toxicidade de farmacos. Entretanto, existem poucas informacgdes sobre bioguimica sérica em
diferentes primatas, particularmente nos do Novo Mundo (RIVIELLO e WIRZ, 2001).

Os valores considerados dentro dos padrdes de normalidade para Sapajus apella de
alguns marcadores bioquimicos como: AST, ALT, GGT, ureia, creatinina, bilirrubina total,

proteina total, colesterol e albumina estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Valores normais dos padrdes bioquimicos de Sapajus apella em cativeiro, com médias, desvio padréo
(DP) e valores maximos e minimos

MARCADORES Média DP Max. Min.
BIOQUIMICOS
AST (U/L) 42,22 8,78 29,5 58
ALT (U/L) 34,38 7,97 24 48
GGT 71,06 14,32 34 94,5
Ureia 13,44 4,82 7,0 26
Creatinina 0,71 0,13 0,41 0,91
Bilirrubina Total 0,51 0,05 0,5 0,7
Proteina total 7,25 0,5 6,6 8,6
Colesterol 136 26,44 98 184
Albumina 63,85 4,91 54,1 69,7

Fonte: Adaptado de Riviello e Wirz (2011)
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3. JUSTIFICATIVA

O sistema de nanoemulsdes LDE é resultado de pesquisas realizadas inteiramente no
Pais, abrangendo estudos de fisico-quimica, farmacotécnica e farmacologia celular em modelos
animais e ensaios clinicos, oferecendo assim varias vantagens. O LDE ao reduzir
acentuadamente a toxicidade da quimioterapia, propicia, caso necessario, 0 aumento da dose do
farmaco, dilatando as possibilidades de associacdo de drogas na poliquimioterapia. Além disso,
possibilita o tratamento quimioterapico mais prolongado, ja que a toxicidade acumulada
diminui. Ao concentrar o farmaco no seu sitio de acdo, pode aumentar a efetividade do
tratamento. Além disso, a incorporacdo em nanoparticulas protege o farmaco contra degradacao
guimica na corrente circulatéria. Com essas vantagens, e manufaturado a partir de lipideos
presentes no organismo, perfeitamente integrados no metabolismo corpéreo e sem
imunogenicidade, o emprego do sistema LDE pode resultar em melhora da qualidade de vida
dos pacientes com cancer e aumentar a sua sobrevida.

Nos ultimos anos, foi desenvolvido um método baseado em homogeneizacao
recirculante sob alta pressdo que viabiliza a futura producdo em escala industrial. Obtendo
preparacfes de alto rendimento de incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas e com
estabilidade para garantir a validade do produto por tempo suficiente para viabilizar a
comercializacdo. Este novo método de manufatura da nanoemulsdo LDE para adaptacao futura
em escala industrial exige um estudo detalhado para testar a eficiéncia farmacoldgica e a
toxicidade bioquimica in situ das diversas preparacdes LDE-quimioterapico que tém sido
produzidas. O processo de formulacdo dos quimioterapicos veiculados na LDE néo encarece
apreciavelmente o tratamento, pelo custo adicional dos lipideos ou do processo de incorporagéo
as nanoparticulas. Assim, ao evitar gastos adicionais com medicamentos, como antieméticos
potentes e outros, para tratamento dos efeitos colaterais e internagdes, o uso do sistema LDE
pode também gerar grande economia para o Sistema Unico de Satde (SUS).

Sendo assim, o presente trabalho buscou avaliar a toxicidade cronica das
nanoparticulas associada com o farmaco Paclitaxel em individuos da espécie Sapajus apella, a
partir da determinagdo de parametros hematoldgicos, bioquimicos, peso e suas possiveis

alteracdes.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar de forma seriada a toxicidade cronica das nanoparticulas associadas com o
quimioterapico Paclitaxel em individuos da espécie Sapajus apella, a partir da determinagéo

dos padrdes hematoldgicos e bioguimicos, com suas possiveis alteracoes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacdo seriada da possivel toxicidade crénica da nanoemulsées LDE-Paclitaxel em
Sapajus apella, com determinacdo dos parametros hematologicos durante todo o periodo
experimental.

Avaliacdo seriada da possivel toxicidade cronica da nanoemulsées LDE-Paclitaxel em
Sapajus apella, com determinacdo dos parametros bioquimicos feitos durante todo o periodo
experimental

Comparar os padrbes do hematoldgicos da nanoemulsées LDE-Paclitaxel com a forma
comercial do quimioterapico em estudo e com o controle negativo.

Comparar os padrbes bioquimicos da nanoemulsées LDE-Paclitaxel com a forma
comercial do quimioterapico em estudo e com o controle negativo.

Acompanhar o peso dos animais durante todo o periodo experimental.
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5. METODOLOGIA

O presente trabalho faz parte do projeto “USO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS
QUE SE LIGAM A RECEPTORES CELULARES COMO INSTRUMENTO PARA A
TERAPEUTICA DO CANCER”, aprovado e financiado pelo CNPQ e coordenado pelos
pesquisadores Dr. Raul Cavalcante Maranhdo (USP-INCOR) e o Dr. Rommel Mario Rodriguez
Burbano (ICB-UFPA). O referido projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa com animais de experimentacdo da UFPA CEPAE/BIO008-11 (anexo — 01), assim
como, recebeu autorizagcdo para atividades com finalidade cientifica expedido pelo
Sisbio/ICMBIio (Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade/ Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade) com base na Instrucdo Normativa n°154/2007.

Possui como numero de autorizacdo 31625-1 (anexo — 02).

5.1 PREPARACOES E DERIVATIZACAO DAS NANOEMULSAO

As Nanoemulsbes LDE sdo preparadas a partir de uma bateria de solu¢bes maes dos
lipides constituintes da LDE dissolvidos em cloroférmio: metanol 2:1, onde sera preparada uma
mistura com a seguinte composicdo: fosfolipides ésteres de colesterol: colesterol livre
(66:33:1), que pode ser modificada conforme os resultados apds incorporagdo com farmacos,
visando sua utilizacdo. O processo de emulsificacdo e purificacdo das nanoparticulas sera
realizado no método descrito anteriormente por Maranhdo e cols (1993). O tamanho médio das
nanoparticulas serd monitorado pela técnica de dispersdo de feixe de laser. A preparacdo entdo
ird ser centrifugada a 3700 rpm, por 20 minutos, e filtrada em membrana 0,22 um para
esterilizacdo. A preparacdo sera armazenada em tubos estéreis, apirogénicos, a 4°C.

A derivatizacdo dos farmacos para incorporacdo na LDE no Oleato de Paclitaxel sera
di-esterificado com brometo de dodecila em presenca de carbonato de césio como catalisador,
seguindo procedimento descrito na literatura por Rosowsky e cols, 1984. Basicamente a reagdo
de esterificacdo se d& utilizando-se diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetilaminopiridina

(DMAP) como intermediario e catalisador.
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5.2 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Os animais utilizados no experimento sao da espécie Sapajus apella e foram mantidos
em cativeiro no Centro Nacional de Primatas (CENP), localizado na cidade de Ananindeua no
estado do Para. Os animais estavam sob as condi¢fes padrdes do CENP e foram previamente
selecionados e separados para realizacdo deste trabalho. Foram definidos como critérios de
incluséo os seguintes aspectos: Todos 0s animais inclusos no projeto eram machos, com pesos
equivalente que variavam de 3,00 a 3,750 Kg, sendo que nenhum dos animais previamente
selecionados poderiam ter participado de nenhum projeto anterior dentro do CENP, além de
contar com um bom estado de saude que foi analisado e comprovado pelos exames clinicos,
tais como exames laboratoriais, como a analise do hemograma e bioguimica (funcdo hepatica
e renal), além de vermifugacdo para ser atestado que 0s mesmos eram saudaveis. ApoOs essa
analise inicial realizada pelos veterinarios do CENP os animais foram escolhidos e transferidos
para o galpdo experimental.

Os animais selecionados foram mantidos em gaiolas individuais de aluminio com
dimensdes de 80x90x80cm (Figura 05), dentro de galpdes telados, sujeitos ao foto periodo
natural, luz solar durante o dia e sem luz durante a noite, com alimentagdo diéria a base de
frutas, verduras, legumes, tenébrios larvas do besouro Tenébrio molitor (Zophobasmorio),
racao peletizada (FOXY Junior Supreme, 28% proteina bruta; PROVIMI, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brasil) e dgua.

Figura 08. (A) Recintos de alvenaria revestidos de azulejo e tela metélica, utilizados para alojar os animais, onde
se evidencia as gaiolas individuais, (B) Viséo externa do galpdo experimental do CENP.
— o P T = 7 -

oyl

M

Fonte: Arquivo pessoal, 2015.
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Os experimentos foram realizados na Unidade de Experimentacdo do CENP e no
Laboratorio de Citogenética Humana da UFPA.

Um total de 15 espécimes de Sapajus apella foram incluidos no projeto e avaliados
durante todo o periodo experimental. Cada grupo era composto por trés animais, descritos de
acordo com a disposi¢édo abaixo:

- Grupo 1 - Controle (CN): animais sem tratamento. Esse grupo recebeu solucéo salina
por via intravenosa.

- Grupo 2 - tratados (EXP1): animais que receberam a LDE quimioterapico por via
intravenosa na dose de 175 mg/m?.

- Grupo 3 - tratados (EXP2): animais que receberam a LDE quimioterapico por via
intravenosa na dose de 250 mg/m?.

- Grupo 4 — Tratados comercial (CP1): animais que receberam por via intravenosa o
farmaco na forma comercial na dose de 175 mg/m?.

- Grupo 5 — Tratados comercial (CP2): animais que receberam por via intravenosa o
farmaco na forma comercial na dose de 250 mg/m?.

Os animais foram acompanhados durante seis ciclos, com intervalo de trés semanas
(Figura 9). Durante o periodo de tratamento, foram registrados diariamente os sintomas fisicos
e clinicos, assim como foi mensurado seu peso, e feito analises hematolégicas e bioquimicas

em cada ciclo.

Figura 9: Linha temporal representando os ciclos quimioterapicos

'1°'Ciclf) ) 2°Ciclo 30 Ciclo - CiClQ ) 5° Ciclo 6° Ciclo
Quimioterapico Quimioterapico Quimioterapico Quimioterapico Quimioterapico Quimioterapico

Coleta de sangue Coleta de sangue

Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue

Coleta de sangue Coleta de sangue

Antes de cada procedimento experimental (coleta de sangue periférico, aplicacdo do
LDE-PTX e PTX comercial) os animais eram previamente sedados por injecdo via
intramuscular com 0,2 mg/kg de Zoletil® 50 (Cloridrato Tiletamina e Cloridrato Zolazepam).

O delineamento experimental esta descrito no fluxograma abaixo.

7° Ciclo (Eutanasia)

Semanas
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Figura 10: Fluxograma representando o delineamento experimental

A
Ambos o0s
grupos
continham 3
espécimes
1 : 1 1
A A A
Grupo Grupo Grupo
Experimental Controle Controle
(EXP) Positivo (CP) Negativo
1 1 1
) ) ) )
EXP 1 EXP 2 CP1 CP2
(175 mg\m?) (250 mg\m2) (175 mg\m2) (250 mg\m2)

5.3 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Para coleta de sangue periférico os animais foram previamente sedados por injecédo via
intramuscular de 0,2 m/kg de Zoletil® 50 (Cloridrato Tiletamina e Cloridrato Zolazepam),
sendo coletados 5 ml de sangue por venopunc¢do da veia femoral direita e/ou esquerda. O

material foi dividido e armazenado em vacutainers contendo o anticoagulante EDTA e gel SST.

Figura 11. Coleta de sangue por venopuncdo da veia femoral

Fonte: Arquivo pessoal,2016.
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5.4 ANALISE HEMATOLOGICA

A anélise hematologica foi feita utilizando o contador de células automatico para uso
veterinario Cell Dyn Ruby para determinacdo dos seguintes parametros hematoldgicos:
Hemécias, Leucdcitos, Hematdcrito, Hemoglobina, Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média

(CHCM), diferencial leucocitario, plaquetas e volume plaquetario médio (MPV).

5.5 ANALISES BIOQUIMICAS

As analises dos testes bioquimicos de fosfatase alcalina, proteina total, albumina e
globulina, bilirrubina total e frac6es, glicemia, amilase e lipase sérica, e dos eletrélitos sodio e
potéssio, foram realizadas no soro dos animais nos dias das coletas de materiais.

Os procedimentos foram realizados através do Sistema de quimica seca ARCHITECT
5000® (Abbot Diagnostics), seguindo a metodologia preconizada pelos fabricantes dos kits

para cada parametro analisado.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como Média e Desvio Padrdo. A comparagdo entre 0s grupos
foi realizada por andlise de variancia (ANOVA), seguida do p6s-teste de comparacdo multipla
de Bonferroni. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para p < 0,05,
através do programa BioEstat® 5.3 (AYRES et al., 2011).
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6. RESULTADOS

Primeiramente determinou-se as diferentes doses a serem utilizadas que foram de 175
mg/m? que é a dose utilizada/recomendada no tratamento de cancer com o Paclitaxel na versio
comercial e 250 mg/m? que ¢ a dose acima do que se é utilizada/recomendada na terapéutica,
contudo foi uma das doses testadas em experimentos anteriores tanto in vitro quanto in vivo que
demonstraram eficacia no tratamento. Em seguida, foi estabelecido a separacdo dos grupos que
iriam receber as doses experimentais e comercial do PTX, e foi realizada a manutencéo dos
animais pertencentes ao grupo controle negativo e foi feita a administragdo do farmaco nos
demais animais do grupo tratado comercial e experimental. Vale ressaltar que os grupos
controle positivo 1 e 2, que receberam o PTX comercial, iniciou o experimento com 3 animais
em cada dose (175 e 250 mg/m?), entretanto ja no 1° ciclo da quimioterapia, varios animais
apresentaram efeitos adversos consideraveis e o veterinario responsavel pelo acompanhamento
dos animais, sugeriu a suspensao da veiculacdo do farmaco em alguns animais, para evitar ao
maximo o sofrimento dos mesmos. Assim, somente dois animais continuaram os ciclos de
guimioterapia e os grupos ficaram compostos apenas por um animal em cada dose (175 e 250
mg/m?).

Os dados de hemograma, bioquimica e peso dos animais inicialmente foram analisados
com todos os dados coletados durante todo o periodo experimental, onde os mesmos foram
expressos atraves da média e desvio padrdo. Posteriormente foi feita uma analise seriada, ou
seja, os dados utilizados foram aqueles coletados ap06s cada ciclo quimioterapico, buscando
analisar da melhor forma os efeitos da quimioterapia nos animais. Dessa forma ser& possivel
fazer a comparagdo dos resultados no fim do periodo experimental com os de cada ciclo

quimioterapico.

6.1 AVALIACAO DO PESO DOS ANIMAIS

Os animais que compuseram 0s grupos controle negativo e experimental (1 e 2) ndo
tiveram diferenga significativa comparando a média de peso presente na literatura (3,750 Kg)
(FERREIRA, 2009). Ja os animais do grupo controle positivo (1) tiveram valores de peso
significativamente menores ao serem comparados aos grupos controle negativo e experimental
(1 e 2) e os animais do grupo controle positivo 2 também mantiveram seu peso abaixo do
normal, principalmente quando comparamos aos grupos EXP (1 e 2) e CN. Vale ressaltar que

0s animais tiveram seu peso mensurado durante todo o periodo experimental e os valores foram
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tabelados e suas medias foram expressas ao fim do experimento e analisadas em cada ciclo

quimioterapico. Os valores da média de peso dos animais séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de média e desvio padréo do peso dos animais dos grupos controle (negativo
e positivo) e experimental

GRUPOS PESO
MEDIA £ DP
CONTROLE NEGATIVO 3,57 + 0,45
EXP. 1 (175 mg/m?) 3,63+0,42
EXP. 2 (250mg/m?) 3,48+0,12
CP1(175mg/m?) 2,58+0,10*
CP2 (250mg/m?) 3,14+0,31

1 <0.05 em relagdo ao grupo controle negativo e experimental (1 e 2).

Na anélise seriada € possivel observar que 0s animais que compuseram 0S grupos
controle negativo, experimental (EXP 1 e EXP 2) mantiveram seu peso equivalente em todo o
periodo experimental. Ja no grupo controle positivo 1 (CP1) houve uma acentuada diminuicao
do peso dos animais desde o primeiro ciclo quimioterdpico, e 0s animais do grupo controle
positivo 2 (CP2) também apresentaram peso reduzido durante todo o periodo experimental
(gréfico 1).

Gréfico 1: Analise seriada do peso
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6.2 AVALIACAO DE TOXICIDADE CRONICA ATRAVES DA DETERMINACAO DO
PERFIL HEMATOLOGICO.

Os animais do grupo controle negativo tiveram seus parametros hematoldgicos
considerados normais, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa ao serem
comparados aos valores de normalidade para macacos da espécie Sapajus apella mantidos em
cativeiro (NAVES et al., 2006; RIVIELLO & WIRZ, 2001; WIRZ et al., 2008).

Para analise dos parametros hematoldgicos, foi realizada a comparacao entre as médias
dos grupos Controle negativo, controle positivo e experimental utilizando anélise de variancia
(teste ANOVA - paramétrico). Com base na analise estatistica foi possivel chegar a conclusdo
do estado de satde dos animais submetidos ao experimento, onde pode se observar que houve
alteracdo significativa dos componentes do eritrograma e do leucograma, como Leucdcitos,
Linfécito, Mondcito e Neutréfilo e no plaquetograma.

Na andlise especifica do eritrograma pode-se observar que houveram as seguintes
alteracdes: Os valores da hemoglobina no grupo CP1 (12,45) apresentaram média
significativamente menor quando comparada com o grupo experimental 1 (14,46 ) e 2 (14,18);
Os valores de média do hematécrito do grupo controle positivo 1 (38,96) foram
significativamente menores quando comparado ao experimental 1(43,80); Ja os valores obtidos
do HCM dos grupos controle positivo 1 (25,13) e 2(26,75) foram significativamente maiores
ao serem comparados com a média dos valores do grupo experimental 1 (25,12) e 2 (24,98).
Em relacdo a comparacdo de médias do parametro RDW entre 0s grupos, analisou-se que 0s
grupos controle positivo 1 (13,38) e 2 (13) apresentou um valor significativamente maior em
comparagdo ao grupo controle negativo e experimental 1 (11,34) e 2 (11,50). Tabela 4

Tabela 4 - Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise do eritrograma

PARAMETROS CONTROLE EXP. 1 EXP. 2 CONTROLE | CONTROLE
HEMATOLOGICOS | NEGATIVO | 175 mg/m? 250mg/m? | POSITIVO 1 | POSITIVO?2
(175mg/m?) (250mg/m?)
MEDIA + DP | MEDIA+ DP | MEDIA + DP | MEDIA + DP | MEDIA + DP
Hematdcrito (%) 4272+169 | 43,80+2,05 | 42,80+3,11 | 38,96 + 2,261 41,21 + 0,49
Hemoglobina (G/DI) 142 +0 14,46 +0,28 | 14,18+ 1,06 | 12,45+ 0,212 13,28 + 0,35
HCM (uug) 244+169 | 2512+0,49 | 24,98+0,28 | 25,13+ 1,622 26,75 + 0,70
RDW 11,2+ 0,21 11,34+091 | 11,50+1,12 | 13,38 +1,06° 13 +1,62°

1 - p<0.05 em relacdo o grupo experimental (1).

2 - p<0.05 em relacgdo ao grupo experimental (1 e 2).
3 - p<0.05 em relacgdo ao controle negativo e grupo experimental (1 e 2).
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Na anélise seriada foi possivel identificar as alteracfes causadas pelo farmaco, tanto
na versdo comercial quanto na experimental, de uma maneira mais detalhada.

Em relacdo a hemoglobina foi observada com a analise feita com as medias no final
do experimento a diminuicao significativa dos grupos CP1 em relacdo ao grupo experimental
1 e 2, resultado que também é observado quando se analisa os dados de forma seriada,
demostrando que o grupo CP1 teve uma diminuicéo a partir do segundo ciclo quimioterapico.
Outro ponto relevante observado na analise seriada foi a diminuicdo acentuada do parametro
analisado no grupo EXP 2 apds o primeiro ciclo quimioterapico, entretanto observa-se que no
2° ciclo 0 mesmo j& se encontra estabilizado e permanece equivalente ao grupo CN até o final
do periodo experimental. (Grafico 2)

Gréfico 2: Analise seriada do parametro hemoglobina
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Na analise do parametro hematocrito observa-se que o grupo controle positivo 1 teve
uma diferenca significativamente menor quando comparado ao experimental 1, dado constatado
apos a andlise no final do experimento, essa diminuicdo se torna evidente desde o primeiro
ciclo, no 4° periodo quimioterapico observa-se um leve aumento da concentracdo de
hematocrito, entretanto no 5° e 6° ciclo quimioterapico os valores voltam a diminuir e no 7°
ciclo (eutanasia) os valores tem um aumento, porém ainda encontram-se abaixo dos valores

normais (Grafico 3).
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Gréfico 3: Analise seriada do parametro hematocrito
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Ja em relagdo ao valor obtido do HCM, observou-se que o grupo controle positivo 1 e
2 foram significativamente maiores ao serem comparados com a média dos valores do grupo
experimental, resultado que ndo e observado apos a andlise seriada, que demonstra que houve
diminuicdo dos valores de HCM, principalmente no grupo CP2, desde o primeiro ciclo
quimioterapico, no 4° ciclo houve uma diminuicdo relevante no grupo CP1. Tanto o grupo
controle positivo 1 quanto o 2 se mantiveram com valores muito abaixo até o dia do sacrificio

dos animais (Grafico 4).

Grafico 4: Analise seriada do pardmetro HCM
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Na comparacao de médias do parametro RDW entre os grupos, analisou-se que 0 grupo
controle positivo 1 e 2 apresentaram um valor significativamente maior em comparagdo aos
grupos controle negativo e experimental 1 e 2. Houve aumento nos grupos controle positivo 1
e 2 desde os primeiros ciclos quimioterapicos, com exce¢do no 6° ciclo, onde houve uma
discreta diminuicdo dos valores, porém esses ainda se encontravam acima dos valores normais

para a espécie (Grafico 5).
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Grafico 5: Analise seriada do pardmetro RDW
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Ao avaliarmos os dados observados no leucograma podemos ressaltar as seguintes
alteracgdes:

Na analise da média de leucdcitos, os valores obtidos no grupo experimental 1 (5,26)
e 2 (4,99) foram significativamente menores quando comparados ao grupo controle negativo
(7,92);

Na analise da média de porcentagem do neutréfilo o grupo experimental 1 (36,69) e 2
(40,24) apresentaram média significativamente menor quando comparado ao grupo controle
negativo (57,62). O grupo controle positivo 1 (57,39) também apresentou média
significativamente maior quando comparado com o grupo experimental 1 e 2. Na comparacao
entre as médias da porcentagem de linfécitos o grupo experimental 1 (56) e 2 (54,84) teve
valores significativamente maiores quando comparado com o0s grupos controle negativo (30,07)
e controle positivo 1 (36,32) e 2 (40,36).

Ao serem comparados os valores das médias das porcentagens dos monadcitos entre 0s
grupos, Vverificou-se que o controle positivo 1 (8,40) e 2 (11,52) apresentou valores
significativamente maiores quando comparado com 0s grupos controle negativo (6,66) e
experimental 1 (5,12) e 2 (3,43). Os valores de porcentagem de basofilo apresentaram diferenca
significativamente maior quando comparamos o0 grupo experimental 1 (1,85) com o
experimental 2 (1,17) (Tabela 5).



Tabela 5 - Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise do leucograma
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PARAMETROS CONTROLE EXP.1 EXP. 2 CONTROLE | CONTROLE
HEMATOLOGICOS | NEGATIVO 175 mg/m? 250mg/m? | POSITIVO 1 [ POSITIVO2
(175mg/m?) (250mg/m?)
MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA+ DP | MEDIA £ DP | MEDIA + DP
Leucdcitos 7,91+ 4,22 526 +1,26% | 4,99+ 1,733 512+ 3,14 5,45 + 1,561
Basofilo (%0) 0,63+ 0,13 1,85+2,01° | 1,17+1,96 1,28 £0,70 1,55+ 2,26
Neutrdfilo (%0) 57,62+ 0,84 | 36,69 +8,34% | 40,24 +9,54° | 57,39 + 17,392 45,66 + 20,01
Linfocitos (%) 30,07 £ 0,07 56 + 7,28 | 54,84 + 4,45% | 36,32 + 14,56 40,36 +13,08
Monacito (%) 6,66+0,96 5,12+1,08 3,43+3,31 8,40+2,122 11,52+4,782

1 - p<0.05 em relagdo ao grupo experimental (1 e 2).

2 - p<0.05 em relagdo ao controle negativo e grupo experimental (1 e 2).

3- p<0.05 em relacdo ao grupo controle negativo.

4- p<0.05 em relacéo aos grupos controle negativo e controle positivo (1 e 2)
5 - p<0.05 em relagdo ao grupo experimental (2)

Na analise da média de leucocitos, os valores obtidos no grupo experimental 1 e 2
foram significativamente menores quando comparados ao grupo controle negativo, resultado
observado na andlise seriada, entretanto pode ser observado que o grupo controle positivo 1,
possui suas medias menores, principalmente no 2°,3°5° e 6° ciclo quimioterapico, e tem um
aumento consideravel dos valores de sua média no Gltimo ciclo, resultados apresentados no
grafico a seguir, esses dados podem ter influenciado de maneira importante no resultado

estatistico, sem que este representasse os resultados de forma fiel.

Gréfico 6: Analise seriada do parametro Leucécitos
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Na analise da média de porcentagem do neutréfilo o grupo experimental 1 e 2 apresentou
média significativamente menor quando comparado ao grupo controle negativo. O grupo

controle positivo 1 também apresentou média significativamente maior quando comparado com
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0 grupo experimental 1 e 2. E possivel observar que houve diminuigao de nos grupos CP 1 e 2
em Varios ciclos de quimioterapia (Gréafico 7).

Gréfico 7: Analise seriada do parametro Neutrofilo
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Na andlise seriada dos linfécitos o grupo experimental 1 e 2 tiveram os valores
significativamente maiores quando comparado com 0s grupos controle negativo e controle
positivo 1 e 2. Resultados que se apresentaram aumentados desde o primeiro ciclo, com
diminuicdo consideravel a partir do 4° ciclo que se mantiveram com os valores proximos dos
normais até o ultimo ciclo de coleta. Outro ponto relevante é o nimero muito abaixo do normal

dos linfdcitos para espécie nos grupos controle positivo 1 e 2.

Gréfico 8: Analise seriada do parametro Linfocitos
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Ao serem comparados os valores das médias das porcentagens dos mondcitos entre 0s

grupos, verificou-se que o controle positivo 1 e 2 apresentou valores significativamente maiores

qguando comparado com 0s grupos controle negativo e experimental 1 e 2. Resultado observado
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desde o primeiro ciclo, no 6° houve um aumento significativo, principalmente no grupo CP 2
que posteriormente teve uma diminuicdo consideravel ap6s o Ultimo ciclo de quimioterapia
(Grafico 9).

Gréfico 9: Analise seriada do parametro Mondcito
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Quando analisamos os resultados ao fim do periodo experimental dos baséfilos observa-
se que os valores de baséfilo apresentaram diferenca significativamente maior quando
comparamos o grupo experimental 1 ao grupo experimental 2. Entretanto quando se analisa 0s
dados de forma seriada observa-se que houveram grandes alteragdes com aumentos
significativos do grupo controle positivo 2 com destaque para 0 1° e 6° ciclos quimioterapicos,
além das alteracdes dos grupos experimentais 1 e 2 que ja tinham sido constatados na analise

feita no fim do experimento (Gréfico 10).

Gréfico 10: Analise seriada do pardmetro Basofilo
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Basofilo
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A observacdo quantitativa do plaquetograma apresentou os seguintes valores: média
das plaquetas do grupo controle positivo 2 (275,5) consideradas significativamente maiores ao
serem comparados ao grupo experimental 1 (218,72) e 2 (200,93) e os valores de VPM do grupo
controle positivo 1 (14,56) tem valores significativamente maiores em relagdo ao controle
positivo 2 (11,70) e o grupo experimental 1 (12,32) e 2 (12,36) (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise do plaguetograma

PARAMETROS CONTROLE EXP. 1 EXP. 2 CONTROLE | CONTROLE
HEMATOLOGICOS | NEGATIVO 175 mg/m? 250mg/m2 | POSITIVO 1 POSITIVO2
(175mg/m?) (250mg/m?)
MEDIA+ DP | MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA + DP
Plaquetas 238,75 + 218,72 +61,51 | 200,93 + 1,21 | 224,83 + 7,77* | 275,5 + 26,162
(x103/m/mm?3) 91,21
VPM (f]) 13,4 + 0,28 12,32 +056 | 12,36 +0,77 | 14,56 +0,77° 11,70 + 0,91

1 - p<0.05 em relacéo o grupo experimental (1).
2 - p<0.05 em relacgdo ao grupo experimental (1 e 2).
3 - p<0.05 em relagdo aos grupos controle positivo 2 e experimental (1 e 2)

Na observacdo seriada das plaquetas apresentou os seguintes resultados: média das
plagquetas do grupo controle positivo 1 e 2 consideradas significativamente maiores ao serem
comparados ao grupo experimental 1 e 2 e controle negativo, resultado observado desde o
primeiro ciclo quimioterapico (Gréafico 11).
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Gréfico 11: Analise seriada do parametro Plaquetas.
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Em relacdo aos valores de VPM observou-se que o grupo controle positivo 1 obteve
valores significativamente maiores em relagdo ao controle positivo 2 e o grupo experimental 1
e 2. Resultado observado a partir do segundo ciclo quimioterapico que foi se estabilizando até
a data da ultima coleta (Gréafico 12).

Gréafico 12: Analise seriada do parametro VPM.
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Além da analise dos valores de médias dos parametros hematologicos citados
anteriormente foram analisados, sem apresentar diferenga significativa, 0s seguintes
parametros: Hemacias, MCV, MCHC e eosindfilo.
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Tabela 7: Valores de média e desvio padréo obtidos na analise dos parametros hematoldgicos

sem alteracOes estatisticamente significativas

PARAMETROS CONTROLE EXP.1 EXP. 2 CONTROLE CONTROLE
HEMATOLOGICOS | NEGATIVO 175 mg/m? 250mg/m? | POSITIVO 1 POSITIVO2
(175mg/m?) (250mg/m?)
MEDIA+ DP MEDIA+DP | MEDIA + | MEDIA+DP | MEDIA = DP
DP
Hemécias (mm?3) 10° 5,89 + 0,38 5,75+ 0,24 5,66+0,35 |5,19+0,23 55710
MCV 73,22 +2,12 76,14 £ 0,21 | 7591+0,63 | 75,48 0,84 73,9+£0,70
CHCM (%) 32,27+1,34 33,06+0,77 | 33,22+0,07 | 31,97 +2,47 32,18 +1,27
Eosindfilo (%0) 0,01+0 0,11+0,13 0,17+0,16 0,02+0,02 0,10+0,05

Entretanto quando se analisa-os de forma seriada e possivel observar que tanto o VCM

quando os eosinéfilos possuem alteracGes importantes durante o experimento.

O VCM apresenta aumento das suas médias tanto no grupo experimental 1 e 2, quanto
no controle positivo 1 e 2 em quase todos os ciclos quimioterdpicos (Gréafico 13).

Grafico 13: Analise seriada do pardmetro VCM
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Ja os eosindfilos apresentam aumento no grupo experimental 1 e 2, quando

comparamos aos demais grupos, a partir do 5° ciclo o grupo EXP 1 volta aos seus valores

normais, entretanto o grupo EXP2 que ndo tinha tido alteragdes significativas até o 4°, tem

aumento significativo dos seus valores, porem esses ndo representam uma diferenca p < 0,05

(Gréfico 14).
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Grafico 14: Analise seriada do pardmetro Eosinofilo
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Ja os resultados de hemacia e CHCM se mantiveram normais e sem grandes alteracfes

durante todo o periodo experimental, resultado que podem ser observados nos gréficos a seguir.

Gréafico 15: Analise seriada do parametro Hemacia
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Gréfico 16: Analise seriada do pardémetro CHCM
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6.4 AVALIACAO DE TOXICIDADE CRONICA ATRAVES DA DETERMINAGAO DO
PERFIL BIOQUIMICO

Para analise dos parametros bioquimicos, foi realizada a comparacao entre as méedias
dos grupos: experimental 1 e 2 com o controle negativo e comercial (controle positivo 1 e 2)
utilizando o teste estatistico de analise de variancia (ANOVA - paramétrico).

Os animais do grupo controle negativo tiveram seus pardmetros biogquimicos
considerados normais, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa ao serem
comparados aos valores de normalidade para macacos da espécie Sapajus apella mantidos em
cativeiro (NAVES et al., 2006; RIVIELLO & WIRZ, 2001; WIRZ et al., 2008). Com base na
analise estatisticas dos padrdes bioquimicos foi possivel chegar a conclusédo do estado de salde
dos animais submetidos ao experimento, onde pode se observar que ocorreram alteracoes
significativas dos componentes glicemia ,amilase, uréia, colesterol, triglicerideos, Lipase,
VLDL ,LDL e HDL-C além das trés enzimas marcadores de efeitos toxicos sobre o figado a
transaminase glutdmico oxalacética (TGO), também chamada de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) também conhecida como transaminase glutdmico
piravica (TGP) e a gama-glutamil transferase (GGT).

Além da anélise dos valores das médias do pardmetro bioquimico citados

anteriormente foram analisados, sem apresentarem diferenca significativa na comparagao entre
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0S grupos, 0s seguintes parametros: creatinina, &cido Urico, célcio, bilirrubina total, sodio,
potéssio, proteina total, aloumina e globulina.

Na avaliacdo dos marcadores bioquimicos que apresentaram diferenca estatistica
significativa podemos observar as seguintes alteragdes:

Nos parametros que analisam funcdo renal observamos que os valores de uréia no
grupo experimental 1 (32,61) apresentaram significativamente maiores quando comparado ao
grupo experimental 2 (19,94) e controle positivo 1 (21,25), sendo que o grupo controle positivo
2 (28,33) apresentou valor significativamente maior quando comparado com 0 grupo
experimental 2. Ja nos valores de média da amilase, os valores obtidos nos grupos experimental
2 (108,92) e controle positivo 1 (68,3) e 2 (87,83) tiveram suas médias significativamente
menor quando comparados ao grupo controle negativo (465,33). O grupo controle positivo
1(68,3) e 2(87,83) apresentou media significativamente menor quando comparado ao grupo
experimental 1(348,92).

Tabela 8: Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise dos marcadores bioquimicos de

lesdo renal
PARAMETROS CONTROLE EXP. 1 EXP. 2 CONTROLE CONTROLE
BIOQUIMICOS NEGATIVO 175 mg/m?2 250mg/m2 POSITIVO 1 POSITIVO 2
(175mg/m2) (250mg/m?)
MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Ureia (mg/dl) 26,66 + 16,23 32,61 + 9,891 19,94 + 2,50 21,25 +5,25 28,33 + 11,312
Amilase 465,33+66,46 348,92+96,87 108,59+7,073 68,3+ 4,943 87,83+ 28,283

1 - p>0.05 em relacéo ao grupo experimental (2) e controle positivo (1).
2 - p>0.05 em relacdo ao grupo experimental (2).

3 - p>0.05 em relacdo ao grupo experimental (1) e controle negativo.

Na analise seriada da ureia observa-se que 0s grupos EXP 1 e CP2 tiveram suas medias
significativamente maiores que os demais grupos (CN, EXP2 e CP2),entretanto o grupos CP2

se normalizou a partir do 4° ciclo. (Gréfico 17)
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Gréfico 17: Analise seriada do pardmetro Ureia
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Os resultados de forma seriada do parametro amilase comprovam que 0s animais que
compuseram os grupos EXP2, CP1 e CP2 tiveram médias significativamente menores desde o
primeiro ciclo quimioterapico, principalmente quando comparados aos grupos controle
negativo e experimental 1. Em relacdo ao grupo experimental 1 observa-se que os valores se
mantiveram préximos aos considerados normais para a espécie, valores representados pelo
grupo controle negativo (Gréafico 18).

Gréfico 18: Analise seriada do parametro Amilase
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Em relacdo aos marcadores de lesdo pancreatica observa-se que no parametro glicose
houveram as seguintes alteracdes, o controle positivo 2 (106,58) apresentou médias
significativamente maiores quando comparados aos grupos experimentais 1 (63,22) e 2 (74,8)
e controle positivo 1 (86,41), j& o controle positivo 2 (106,58) e experimental 2 (74,8)
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apresentaram valor significativamente maior ao serem comparados ao grupo experimental 1
(63,22).

Em relacéo a lipase os controles positivos 1 (14,50) e 2 (13,17) se apresentaram valores
menores de forma significativa, quando comparados ao grupo controle negativo (22,67) e
experimental 2 (19,28) e em relagcdo ao grupo controle negativo (22,67) e experimental 1
(17,69) e 2 (19,28), respectivamente.

Tabela 9: Valores de média e desvio padrao obtidos na analise dos marcadores bioquimicos de

lesdo pancreatica

PARAMETROS CONTROLE EXP. 1 EXP. 2 CONTROLE CONTROLE
BIOQUIMICOS NEGATIVO 175 mg/m2 250mg/m2 POSITIVO 1 POSITIVO 2
(175mg/m2) (250mg/m2)
MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Glicose 66,66 + 17,67 63,22 + 19,79 74,88 + 35,352 86,41 + 45,252 106,58 + 83,431
Lipase 22,67 + 11,15 17,69 £+ 3,12 19,28 + 5,09 14,50 + 4,40* 13,17 + 3,868

1 - p>0.05 em relacéo ao grupo experimental (1 e 2) e controle positivo (1).
2 - p>0.05 em relagéo ao grupo experimental (1).
3 - p>0.05 em relagdo ao grupo controle negativo e experimental (1 e 2).

4 - p>0.05 em relacéo ao grupo controle negativo e experimental (2).

O aumento na glicose nos grupos Controle positivo 1 e 2 podem ser observados também
na analise seriada, onde é possivel observar que o grupo controle positivo 2 possui uma média
muito maior que as demais, principalmente no 1° e no 7° ciclo. Ja os dados do grupo controle
positivo 1 demonstram que as alteracbes comecaram a se apresentar a partir do segundo ciclo

quimioterapico e tem leves aumentos no decorrer dos ciclos. (Gréfico 19)

Gréafico 19: Analise seriada do parametro Glicose
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Em relagdo a lipase os controles positivos 1 e 2 se apresentaram menores de forma
significativa, quando comparados ao grupo controle negativo e experimental 2 e em relagéo ao
grupo controle negativo e experimental 1 e 2, respectivamente. Dados que podem ser
observados partir do segundo ciclo quimioterapico (Grafico 20).

Gréfico 20: Analise seriada do pardmetro Lipase
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Quanto a analise da composicdo plasmatica dos lipideos (colesterol total, HDL-C,
triglicerideos e LDL), observou-se que:
A concentragdo plasmatica de colesterol, HDL-C no grupo experimental 2 (92,25) foi
maior, p>0,05, em relagéo ao controle negativo (59,66), assim como o grupo experimental 1
(91,30) também apresentou niveis de HDL-C significativamente maiores em relacdo ao
controle negativo. O triglicerideo teve seus valores alterados no controle positivo 2 (104,83),
sendo significativamente maior comparado ao grupo experimental 1 (58,69) e 2 (67,27).
Os valores das medias do pardmetro VLDL foram maiores no grupo controle positivo 2
(20,9), principalmente quando comparamos aos grupos EXP 1 (11,5) e 2 (13,4).
Em relacdo ao colesterol, observou-se que o grupo EXP 2 (203,08) apresentou uma
média significativamente maior quando comparado com os grupos CN (113) e CP 2 (152,72).
Quando analisado o padrdo LDL observa-se que os valores das médias do grupo EXP 2 (98,2)
apresentaram concentragcdes maiores se comparado com os grupos CN (41,6) e CP2 (56,7).
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Tabela 10: Valores de média e desvio padréo obtidos na anélise dos marcadores bioquimicos

do perfil lipidico.
PARAMETROS CONTROLE EXP.1 EXP. 2 CONTROLE CONTROLE
BIOQUIMICOS NEGATIVO 175 mg/m2 250mg/m? POSITIVO 1 POSITIVO 2
(175mg/m?) (250mg/m2)
MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Colesterol 113,00 * 28,99 181,25 + 23,33 203,08 + 18,38 166,91 + 76,36 152,75+ 1,41
HDL-C 59,66 + 5,65 91,30 + 1,412 92,25 + 21,922 65,66 = 19,79 75,08 £ 0,70
Triglicerideos 58,66 = 40,30 58,69 £ 7,77 67,27+ 1,41 77,00 + 34,64 104,83 + 40,303
VLDL 11,7+8 11,5%£1,5 13,4+0,2 15,4+6,9 20,9484
LDL 41,6+15,2 79+28,1 98,2+3,8! 85,8+49,6 56,7+5,9

1 - p>0.05 em relacéo ao grupo controle negativo controle positivo 2.

2- p>0.05 em relagdo ao grupo controle negativo.

3 - p>0.05 em relacdo ao grupo experimental (1 e 2).

4- p>0.05 em relacéo ao grupo experimental (1 e 2).

Em relagdo ao pardmetro HDL-C o grupo experimental 1 e 2 tem medias

significativamente maiores, em relagdo ao controle negativo. Entretanto é possivel observar que

os valores do grupo EXP 1 e 2 tendem a ficar proximos aos valores normais para a espécie

partir do 4° ciclo quimioterapico. (Grafico 21)

Gréafico 21: Analise seriada do parametro HDL-C
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O triglicerideo teve seus valores alterados no controle positivo 2, sendo

significativamente maior comparado ao grupo experimental 1 e 2. Sendo que ocorre um pico

no 4° ciclo, que permanece alto no 5° porem se estabiliza até o Gltimo ciclo quimioterapico

(Grafico

22).
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Gréfico 22: Analise seriada do pardmetro Triglicerideos
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Os valores das médias do VLDL com todos os dados demonstram que os valores do
grupo EXP 1 e 2 foram significativamente menores que os analisados no grupo CP 2. Entretanto
qguando analisamos de forma seriada observa-se que os valores do grupo EXP 2 se encontram
maiores desde o primeiro ciclo quimioterdpico, porém nota-se que que o grupo EXP 1 se

manteve sempre proximo aos valores do grupo controle negativo (Gréafico 23)

Grafico 23: Analise seriada do pardmetro VLDL
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Em relacdo ao colesterol, observou-se que o grupo EXP 2 apresentou uma maior
concentracdo de colesterol se comparado com o0s demais grupos. Observa-se também que
ocorre um aumento dos valores dos grupos EXP 1, ambos os grupos tiveram alteracdes desde
o primeiro ciclo (Grafico 24)



58

Gréfico 24: Analise seriada do parametro Colesterol

Colesterol

300
250
200

oIII IIIlll l I

10
5

12 CICLO 2°CICLO 32CICLO 49 CICLO 52CICLO 62CICLO 72 CICLO
CICLOS QUIMOTERAPICOS

mg\dl
o

o O

BCN WEXP1 mEXP2 mCP1l mCP2

Quando analisado o padrdao LDL observa-se que os valores das médias do grupo EXP
2 apresentaram concentragbes maiores se comparado com o0s grupos CN e CP2. Quando
observamos de forma seriada é possivel perceber que o aumento desse parametro ocorre desde
o0 primeiro ciclo quimioterapico, além de ser possivel analisar que os grupos EXP 1 também
tem suas médias relativamente maiores que os demais grupos (Grafico 25).

Grafico 25: Analise seriada do pardmetro LDL
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Quanto a analise dos marcadores de fungdo hepética, tais como AST, ALT, GGT e
fosfatase alcalina, observa-se que os valores de AST nos grupos controle positivo 1 (11,41)
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foram significativamente menores ao serem comparados com os valores dos grupos controle
negativo (14,33) e experimentais 1 (18,66) e 2 (11,41). A avaliagdo do ALT revelou que o grupo
controle positivo 2 (6,08) também apresentou valores menores quando comparados aos grupos
controle negativo (14,33) e experimentais 1 (11,16) e 2 (12,56).

Os valores de média do pardmetro GGT apresentaram-se de forma significativamente
menores nos grupos controle positivo 1 (32,08) ao serem comparados com 0s demais grupos.
O grupo controle positivo 2 (67,83) também demonstrou valores discordantes maiores quando
comparado ao grupo experimental 2 (51,47). Ja a fosfatase alcalina no grupo experimental 2
(141,64) exibiu valores de média menores em relagdo ao grupo experimental 1 (277,74) e
controle positivo 1 (243,75) e 2 (241,61).

Tabela 11: Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise dos marcadores bioquimicos
de lesdo hepética.

PARAMETROS CONTROLE EXP.1 EXP. 2 CONTROLE CONTROLE
BIOQUIMICOS NEGATIVO 175 mg/m? 250mg/m? POSITIVO 1 POSITIVO 2
(175mg/m?) (250mg/m2)
MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
AST/TGO (U/L) 20,32 +£9,71 18,66 + 8,65 18,00 + 8,58 11,41 + 3,202 14,17 £ 3,95
ALT/TGP (U/L) 14,33 + 8,02 11,16 + 8,13 12,56 + 7,71 6,75 + 1,762 6,08 + 0,292
GGT (U/L) 38,67 + 20,55 56,50 + 26,17 51,47 + 28,54 32,08 +8,67° 67,83 + 10,59*
Fosfatase 199,33 + 121,33 277,74 + 96,85 141,64 +53,54* | 243,75+ 98,75 241,67 + 60,91
alcalina

1- p>0.05 em relagdo ao grupo experimental (1).
2- p>0.05 em relacdo ao grupo controle negativo e experimental (1 e 2).
3 - p>0.05 em relagdo a todos 0s outros grupos.

4- p>0.05 em relagdo ao grupo experimental (1) e controle positivo (1 e 2).

Quando analisamos os resultados de forma seriada de AST observa-se que houve
grande variacdes neste parametro, demostrando que os valores dos grupos experimental 1 e
controle positivo 2 estavam com valores elevados na semana seguinte a quimioterapia,

entretanto esses valores se normalizaram com o decorrer do experimento (Grafico 26).
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Gréfico 26: Analise seriada do pardmetro AST/TGO
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Na avaliacédo seriada de ALT verifica-se que nos grupos EXP 1 e 2 ocorre um aumento
nos trés primeiros ciclos de inoculacdo do farmaco, entretanto o experimental 1 se normaliza
até o ultimo ciclo quimioterapico. Ja os grupos controle positivo 1 e 2 se mantiveram proximos
aos valores considerados normais para a espécies desde o 1° tratamento quimioterapico e se

mantem assim até o fim do periodo experimental (Grafico 27).

Gréfico 27: Analise seriada do parametro ALT/TGP
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A anélise seriada de GGT demonstra que houve grandes variagdes durante o periodo
experimental, onde os resultados confirmam que houve uma diminuicdo dos valores do grupo
CP 1 em relacdo aos demais (CP 1, EXP 1 e 2). Outro ponto relevante observado é que o grupo
experimental 1 e 2 se normaliza até o final do dltimo ciclo quimioterapico, ja o grupo CP 2 se

mantem com os valores altos até o ultimo ciclo (Grafico 28).
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Gréfico 28: Analise seriada do pardmetro GGT
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Jé& a fosfatase alcalina no grupo experimental 2 exibiu valores de média menores em
relacdo ao grupo experimental 1 e controle positivo 1 e 2, alteracdo observada desde o primeiro
ciclo (Gréfico 29)

Gréafico 29: Analise seriada do parametro Fosfatase Alcalina
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Além da andlise dos valores das médias dos parametros bioquimicos citados
anteriormente foram analisados, sem apresentarem diferenca significativa na comparacao entre
0s grupos durante todo o periodo experimental, 0s seguintes parametros: creatinina, acido Urico,

calcio, LDH, bilirrubina total, sédio, potassio, proteina total, albumina e globulina.
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Tabela 12: Valores de média e desvio padrdo obtidos na analise dos padroes

bioguimicos que ndo houveram alteragdes estatisticamente significativas

PARAMETROS | CONTROLE EXP. 1 EXP. 2 CONTROLE | CONTROLE
BIOQUIMICOS | NEGATIVO 175 mg/m2 250mg/m2 POSITIVO1 | POSITIVO 2
(175mg/m?) (250mg/m?)
MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA+DP | MEDIA +DP
Creatinina 0,97 + 0,01 0,87 +0,08 0,83+ 0,02 0,76 + 0,01 0,89 + 0,07
(mg/dl)
Acido Grico 2,46 + 0,49 1,90 + 0,14 1,90 + 0,56 1,95+ 0,42 1,70 £ 0,35
Proteina total 6,06 + 0,07 7,18 +0,14 7,04 £ 0,14 6,78 + 2,54 6,75 + 0,07
Albumina 5,70 + 1,97 4,77 +1,40 4,59 + 0,14 3,95+ 1,48 510+ 1,12
Globulina 1,70+ 0,70 2,49 + 0,98 2,46 + 1,06 1,85 + 0,49 1,60 + 0,90
Bilirrubina Total 0,100 0,10 +0 0,10 +0 0,100 0,10+0
Sodio 144,640 151,14+2,82 147,53+8,48 152,48+1,41 146,42+2 82
Potassio 3,8+1,13 4,1+1,34 440,07 4,1+0,49 3,78+0,35
Calcio 9,97 +0,19 8,99 + 0,36 9,27+0 9,18 + 0,13 9,24 + 0,33
LDH 63,67+32 126,13+84,5 117,67450 84,41+2 89,5+2

Entretanto quando analisamos de forma seriada verifica-se que alguns parametros

obtiveram alteracGes consideraveis, tais como:

Os valores de globulina se apresentaram alterados nos grupos EXP 1 e 2, entretanto 0s

mesmos se normalizaram até o Gltimo ciclo quimioterapico (Grafico 30).

Gréfico 30: Analise seriada do parametro Globulina
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Ja quando analisamos de forma seriada o parametro albumina, observa-se que houve

um aumento significativo, principalmente no grupo EXP 1 (Gréfico 31).
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Grafico 31: Analise seriada do pardmetro Albumina
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Em relacdo ao acido Urico, observa-se que ocorre uma leve diminuicdo das médias dos
grupos EXP (1 e 2) e CP 1 (Gréfico 32).

Grafico 32: Analise seriada do parametro Acido Urico

ACIDO URICO

4
3
3

5 2
-
oo
€2
1
1
0

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6 Ciclo 7
CICLOS QUIMIOTERAPICOS

BMCN mEXP1 WmEXP2 mCP1l mCP2

Quando analisamos a proteina total observa-se que houve um ligeiro aumento das
médias dos grupos EXP 2 e CP 1 (Gréfico 33)
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Gréfico 33: Analise seriada do parametro Proteina Total
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Na anélise feita com todos os dados ndo foi observado alteragdes no parametro LDH,
contudo quando analisamos de forma seriada e possivel observar que houve um aumento

consideravel, principalmente no grupo EXP 2 (Gréfico 34).

Grafico 34: Analise seriada do pardmetro LDH
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Os demais parametros como célcio, bilirrubina total, sodio, potassio e creatinina se

mantiveram com minimas altera¢es durante a anélise seriada.
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Gréfico 35: Analise seriada do pardmetro Calcio
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Gréfico 36: Analise seriada do pardmetro Bilirrubina Total
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Gréfico 37: Analise seriada do parametro Sadio
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Gréfico 38: Analise seriada do pardmetro Potassio
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Gréfico 39: Analise seriada do pardmetro Creatinina
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7. DISCUSSAO

A literatura demonstra que células do sangue circulante de mamiferos, inclusive de
primatas, constituem um étimo sistema para testar uma substancia quanto a sua capacidade em
produzir danos no organismo. Estas células sanguineas constituem Gtimas amostras para
variados sistemas de tratamento, pois pertencem a um tecido que esta em contato direto e
constante com quase todos 0s outros que compdem o0 organismo, e que além de amplamente
disponiveis e facilmente coletadas, possibilitam a realizacdo de varios testes e pos-testes com
respostas que geralmente sdo de facil e rapida analise (BASES et al., 1979; MORALES-
RAMIREZ et al., 2004; HOFFBRAND, et al., 2007). Supondo-se que haja uma correlacio
entre o dano induzido no sangue e em outras células somaticas, células do sistema sanguineo
serviriam como um sistema sentinela para avaliacdo de possiveis riscos (RABELLO-GAY et
al., 1991).

O conhecimento dos padrbes hematol6gicos e bioquimicos é essencial para determinar
os limites entre salde e doenca e para a compreensdo das alteracbes produzidas pela
patogenicidade de diversos agentes e/ou substancias. As analises hematoldgicas e bioguimicas
auxiliam no diagnostico e prescrigdo de novas terapias clinicas contribuindo para o diagnostico
diferencial em seres humanos e em animais utilizados como modelos de laboratério, bem como
na fisiologia comparativa e etioldgicas em estudos (RIVIELLO et al., 2001; NAVES et al.,
2006).

No presente estudo, a resposta celular de primatas ndo humanos tratados com a
nanoemulsdo LDE-Paclitaxel foi avaliada através da analise de células sanguineas por métodos
hematoldgicos, perfil metabdlico sanguineo e mensuragéo do peso.

Em relacdo a alteracdo do peso dos animais de acordo com VAN DEN BRANDT et
al., (1999) alteragdes no comportamento alimentar, fato observado nos animais que
compuseram 0s grupos controle positivo 1 e 2, associadas a presenca de aversdes alimentares
em funcdo dos efeitos colaterais do tratamento quimioterapico podem ter implicacdes
nutricionais importantes, como reducdo na ingestdo alimentar e perda de peso, o que pode
indicar deplecdo clinica, fato que foi observado mais efetivamente no grupo controle positivo
1 (175 mg\m?), nos animais do grupo controle positivo 2, grupo que recebeu a maior dose (250
mg\m?) do quimioterdpico na forma comercial também foi possivel analisar diminuicio
acentuada do peso, entretanto esta ndo foi tdo expressiva quando as que ocorreram nos animais
do grupo CP 1, contudo é relevante ressaltar que os pacientes reagem de forma distinta ao

tratamento, apresentando manifestacdes com graus diferentes de intensidade diante dos efeitos
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colaterais, neste caso prevalece a individualidade do paciente perante a resposta do seu corpo a
terapéutica (ALMEIDA et al.,2004). Os animais dos grupos experimental 1 e 2 que n&o tiveram
alteracdo do seu peso durante o periodo experimental, demonstrando um possivel beneficio da
associacdo da LDE com o paclitaxel.

Em relacdo ao estudo hematoldgico observou-se na andlise do eritograma que 0s
grupos tratados com LDE-PTX n&do apresentaram diferenca significativa importantes e
permanentes ao serem comparados ao controle negativo. Ja o controle positivo 1, demonstrou
uma diminuic&o significativa dos valores de hematocrito e hemoglobina, com o RDW, VCM e
HCM aumentados nos dois grupos controles positivos. Esses dados caracterizam uma possivel
anemia adquirida por indugdo medicamentosa e uma discreta anisocitose relacionada com o
declinio da saude do animal pela acdo do farmaco na sua forma comercial. Dados esses que
estdo de acordo com que se encontra na literatura, pois os principais efeitos adversos observados
no tratamento com paclitaxel em humanos séo: hipersensibilidade, neurotoxicidade, reducéo
das defesas e anemia induzida por danos diretos aos eritrocitos (PANIS C et al., 2007),
demonstrando assim uma possivel vantagem da droga testada em relacéo a versdo atual presente
no mercado.

O sistema imunolégico é constituido por uma complexa rede de células e moléculas
dispersas por todo o0 organismo e se caracteriza biologicamente pela capacidade de reconhecer
especificamente determinadas estruturas moleculares ou antigenos e desencadear uma resposta
efetora diante destes estimulos, provocando a sua destrui¢ao ou inativacdo. Portanto, representa
um sistema eficaz de defesa contra microrganismos que penetrem no organismo ou contra a
transformacdo maligna de células. Esta funcdo de defesa é essencial contra o desenvolvimento
de infeccOes e tumores. Esta capacidade de defesa do sistema imunoldgico se fundamenta na
ativacdo das células efetoras — que incluem os linfocitos e as apresentadoras de antigenos ou
acessorias (PRIETO et al.,, 1997) O leucograma faz parte do hemograma e representa a
avaliacdo da série leucocitaria do sangue. Os parametros que constituem o leucograma sdo: (i)
a contagem total de leucocitos ou leucometria total, expressa em milhares/ L de sangue e (ii) a
contagem diferencial, expressa em percentual e em numero absoluto (também em milhares/ L
de sangue) de cada tipo de leucdcito (FAILACE, 2009).

Na série leucocitaria, os neutrdfilos e baséfilos sofreram um decréscimo, no grupo
experimental 1 e 2 quando comparado ao controle negativo, podendo estar relacionado com a
diminuicdo da imunidade do animal associado & vinculagdo do farmaco. Tendo em vista, que

dentre as reacdes adversas, induzidas pelo quimioterapico paclitaxel podemos citar a
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diminuicdo do numero total de leucdcitos, neutrofilo e plaquetas (SOMA et al; 2009; HUANG
etal., 2010).

Apesar do possivel beneficio observado da LDE-PTX em relacdo a versdo comercial
no eritrograma, 0 mesmo ndo aconteceu em relacdo ao leocograma, ja que as alteragdes nos
pardmetros da seria leucocitéria, que sdo as células especializadas na defesa do organismo,
combatendo virus, bactérias e outros agentes invasores que penetram no corpo dentre elas estdo
o0s neutrofilos e basofilos que também foram afetados pela droga testada.

O aumento do eosindfilo nos grupos Experimental 1 e 2, pode estar relacionada com
reacOes & parasitas, ja que a elevacao significativa desse pardmetro na circulacdo é geralmente
devido a doengas parasitarias (COUISSINIER,2006). A reacéo alérgica relacionada ao farmaco
denominada de Reacéo a drogas com eosinofilia e sintomas sisttmicos (DRESS) € descartada
nesse caso ja que os animais desse grupo ndo apresentaram erupcdo cutdneomucosa extensa,
caracteristica clinica dessa patologia (ENSINA et al., 2009). Os animais foram previamente
vermifugados antes do inicio do periodo experimental, contudo o protocolo de vermifugagédo
utilizado no CENP recomenda que haja repiques das doses, ja que a grande maioria desses
medicamentos sO atingem a fase adulta ou larval do parasita (VAN WYK, 2001), entretanto
ndo houveram novas administracdes dos antiparasitarios, pois a associacdo farmacoldgica entre
0 quimioterapico e o vermifugo poderiam interferir no experimento. As alteraces do eosindfilo
podem ter ocorrido pela continuidade do ciclo dos parasitos remanescentes nos primatas que
ndo foram atingidos pelo tratamento antiparasitario.

Os linfocitos do grupo experimental 1 e 2 tiveram seus valores maiores em comparagédo
ao grupo controle positivo 1 e 2 mostrando que o sistema imune do grupo experimental ndo foi
afetado de forma considerdvel e permaneceu ativo sem grandes alteragdes mesmo com a
vinculacdo do quimioterapico LDE-PTX, reforcando os dados que comprovam que a
associacdo LDE-PTX é estavel e que a acdo farmacoldgica da droga ndo foi modificada e sua
toxicidade é menor do que a forma comercial, aumentando a tolerabilidade do organismo em
relacdo ao farmaco (Rodrigues et al., 2005). Quando se observa a analise seriada desse
parametro é possivel notar que a partir do 4° ciclo quimioterapico os grupos EXP 1 e 2 ficam
com valores bem proximos dos considerados normais para espécie, isso pode estar relacionado
com os linfécitos de memdria que necessitam de um periodo para reconhecer possiveis
antigenos no corpo e agir com mais eficiéncia e rapidez em infecc¢des posteriores (ABBAS et
al., 2007), inicialmente as LDE’s podem ter sido reconhecidas como possiveis ameagas e
consequentemente ativado o sistema imunologico, porém como sua constituicdo se assemelha

muito as lipoproteinas de LDL, posteriormente elas acabaram perdendo a caracteristicas de
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ameaca e passando a ser reconhecidas como constituintes naturais do corpo. Enquanto que 0s
grupos controle positivo tiveram seus indices do seu sistema imunitario diminuido. Estudos
clinicos, pacientes tratados com TAXOL® apresentaram reacOes adversas relacionadas a
medula Ossea, como alteracdes das células brancas do sangue, trombocitopenia, anemia,
infeccbes e hemorragia. (TAXOL®). Uns dos trés principais tipos de células defensoras do
corpo sdo os neutrdfilos, linfdcitos e mondcitos, sendo os neutrofilos os responsaveis por
combaterem a infeccdo bacteriana. Os neutréfilos podem diminuir muito apos a quimioterapia,
causando a neutropenia. Os doentes, cujo total de neutrofilos for inferior a 1.000 células/mm3
nédo deverdo, em nenhum caso, ser tratados com paclitaxel (TAXOL®).

O aumento dos valores de VPM e das plaquetas n6s animais do grupo CP 1 e 2 pode
estar relacionado a supressdo da medula 6ssea por agentes quimioterapicos, tais como o
paclitaxel na versdo comercial administrada nesses grupos, é refletida em um VPM baixo ou
normal tendendo para o limite inferior em face a profunda trombocitopenia (KARNAD:;
POSKITT, 1985). Assim que a producdo de plaquetas é recuperada ap6s a quimioterapia ou
septicemia, 0 VPM aumenta antes mesmo de aumentos significativos na contagem de plaquetas
(THOMPSON; JAKUBOWSKI, 1988). Dado que foi comprovado com a analise seriada que
demonstra que os valores de VPM e plaquetas se encontram aumentados nas semanas seguintes
a quimioterapia.

Em relagdo aos parametros bioquimicos até o momento ndo foi demonstrada a relacéo
entre a dose do paclitaxel e as alteracfes da funcdo hepatica, em pacientes sem alteracGes
hepética de base, onde ha apenas raros relatos de necrose hepatica e encefalopatia hepatica
(TAXOL®), entretanto no presente estudo foi observado 0 aumento na dosagem de glicose do
grupo controle positivo 1 e 2 em relacdo ao grupo experimental 1 e 2 pode estar relacionado a
pancreatite, um dos efeitos colaterais gastrointestinais deste quimioterapico (Pévoa, V. C. O.,
2005). Lipase € um marcador pancreatico, e seus niveis nos grupos EXP 1 e 2 se mantiveram
bem préximos aos do grupo controle negativo, entretanto os niveis dos grupos CP 1 e 2 estdo
bem abaixo do normal, sendo que esta alteracdo ndo possui nenhum relato na literatura,
demonstrando a importancia de estudos posteriores.

Como os principais 6rgdos de metabolizacdo e de excrecdo de substancias e
medicamentos ingeridos s@o o figado e os rins esses 6rgdos foram os que mais sofreram
alteracdes durante o experimento. Em relacdo a amilase alguns autores defendem que os agentes
quimioterapicos também levam a reducdo do fluxo salivar, da amilase e dos niveis de IgA.
(Scully; Epstein, 1996) esse efeito colateral foi observado nos grupos experimental 2 e controle

positivo 1 e 2 em comparagao aos grupos experimental 1 e controle negativo, logo se pode notar
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que os niveis baixos podem estar relacionados com o mau funcionamento da fungéo renal, ja
que os rins também sdo bastante afetados, j& que esse 6rgdo e muito requisitado no processo de
eliminacdo de substancias toxicas. Esses fatores estdo relacionados, pois um teste em conjunto
de creatina e amilase pode ajudar na avaliacdo da funcgéo renal. (Guyton AC, Hall JE .,2002)

A ureia também é um marcador de funcdo renal o aumento deste, como foi observado
nos grupos EXP 1 e CP2, pode estar relacionado com nefrotoxicidade causada pela utilizacéo
do quimioterapico paclitaxel na forma comercial e experimental, resultado que condiz com os
relatos da literatura, que afirmam que a nefrotoxicidade é um dos principais efeitos colaterais
apresentados quando se tem administragdes crénicas de farmacos (P6voa, 2005). Entretanto
este pardmetro ndo é tdo especifico quanto a creatinina, parametro bioquimico onde ndo houve
alteracdes significativas. Ja que os niveis de ureia podem ser alterados por outros fatores, tais
como, proteinas alimentares de baixa qualidade, que podem aumentar a concentracdo de uréia
plasmatica, pois aminoacidos ndo essenciais sdo deaminados na auséncia de aminoacidos
essenciais, deficiéncia de carboidratos também aumentam a concentracdo de uréia, pois 0s
estoques corporais de proteina sdo deaminados quando ndo ha energia suficiente na dieta
(KERR, 2003). A desidratacdo é causa mais comum de concentracdo aumentada de uréia, por
exemplo, com vomito, diarréia e disturbios polidricos, alteracdes que foram observadas nos
animais do grupo controle positivo 1 (BUSH,2004). A dieta néo interfere na concentragéo de
creatinina, por esse motivo resultados conjuntos de aumento de ureia e creatinina sdo mais
confiaveis (KEER, 2003). O acido Urico, também é um marcador de lesdo renal, e nos animais
dos grupos EXP (1 e 2) e CP 1 houve uma leve diminuicdo das médias, demostrando que nao
ocorreu dano renal importante e a manutencgdo dos baixos niveis desse parametro podem trazer
beneficios, pois o acido Urico é muito pouco sollvel e altas concentracdes desse composto na
circulacdo podem formar cristais e provocar obstrugdes (TALLO et al., 2013)

O termo hepatotoxicidade abrange todas as formas de reacdes hepaticas adversas, o
diagndstico de injuria hepética droga-induzia pode ser baseado na analise de alguns parametros
bioquimicos como Fosfatase alcalina, GGT, AST e principalmente ALT (BONASSA et al.,
2012). Na analise seriada é possivel observar que houve aumento dos parametros supracitados,
nos grupos EXP (1 e 2) e CP (1 e 2), ja que o figado possui atividade metabdlica conhecida por
sua capacidade de detoxificar ou excretar na bile muitos medicamentos. A lesdo hepatica
provocada por medicamentos resulta de toxicidade direta; da conversdo hepéatica de um
xenobidtico em uma toxina ativa; ou de mecanismos imunes, em geral por uma droga ou
metabolito que atua como hapteno para converter uma proteina celular em um imundgeno
(COTRAN et al.,2000). Contudo deve-se destacar que os animais do grupo EXP (1 e 2) se
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mantiveram com valores muito proximos dos valores considerados normais para a espécie,
demonstrando que houve lesdo hepatica minima nesses animais, evidenciando a vantagem
terapéutica da associagdo entre o farmaco e a nanoparticula.

Em relacdo as alteracdes do perfil lipidico, observa-se que o grupo tratado com a
nanoemulsdo LDE associada ao Paclitaxel apresentou valores médios de Triglicerideos e VLDL
préximos do grupo controle negativo, enquanto que o grupo controle positivo 2, tiveram suas
medias significativamente maiores quando comparamos aos demais grupos, dados que
condizem com o0s achados na literatura que demostraram alteraces no perfil lipidicos
ocasionados durante o tratamento com quimioterapicos em mulheres pds-menopausa nos
estagios iniciais de cancer de mama (BELL et al., 2012). A manutencdo dos valores proximo
dos normais do grupo EXP 1 e 2 mencionados pode estar relacionada ao direcionamento de
forma especifica das moléculas de nanoemulsdo aos receptores celulares de LDL, pois as
nanoemulsdes possuem constituicdo lipidica e sua administracdo possivelmente poderia alterar
a quantidade de células do perfil lipidico na circulagéo, contudo a utilizagdo da LDE ndo alterou
de forma significativa os parametros supracitados, demonstrando que houve um
direcionamento eficiente das nanoparticulas para as células . Além do que a ndo alteracdo desses
parametros contribue para manutencéo da salde do paciente, ja que de acordo com o estudo de
Masquelier et al. (2006) a diminuicdo dos triglicerideos reduz a possibilidade de desenvolver
um quadro de hipertrigliceridemia, tal anormalidade € um fator de risco para doencas
cardiovasculares, obesidade central, hipertensao, anormalidades do metabolismo da glicose e
disfuncdo hepéatica (BERGLUND et al., 2012).

A conservacao dos valores proximos dos normais das moléculas de VLDL durante o
tratamento, principalmente do grupo EXP 1, merece destaque, uma vez que estas moléculas sdo
0s principais transportadores de triglicerideos, logo a diminui¢do de VLDL esta intimamente
ligada a menor quantidade de triglicerideos na circulacdo, sendo produzido no figado, do qual
apos a metabolizacdo, seus residuos formaram particulas de IDL (Lipoproteinas de densidade
intermediaria) que ddo origem as particulas de LDL (Lipoproteinas de baixa densidade)
(TENENBAUM et al., 2014). Deste modo, podemos inferir que a utilizagdo da nanoemulséo
LDE associada ao Paclitaxel, pode contribuir para a redugéo dos efeitos colaterais, pois
apresentam um direcionamento mais especifico aos receptores celulares. Uma vez que células
tumorais apresentam uma maior absor¢do de moléculas de LDL mediadas por receptores em
comparacdo com as células normais, onde tais moléculas sdo utilizadas principalmente para o
crescimento celular (VITOLS, 1984). Portanto as nanoemulsdes seriam captadas com mais

frequéncia pelas células tumorais e assim evitariam que células saudaveis fossem afetadas
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efetivamente pelo farmaco utilizado, possibilitando assim a diminuicdo de diversos efeitos
colaterais causados pela inespecificidade do tratamento.

Em relacdo a média das moléculas HDL-C do grupo EXP 1 E 2 apresentaram uma
quantidade mais elevada do que no grupo CP1. Enquanto que, as concentracdes de colesterol e
LDL foram maiores no grupo EXP2 que nos grupos CN e CP 2. Esse dado pode ser devido a
composi¢do da nanoparticulas de LDE que apresentam éster de colesterol e colesterol livre em
sua constituicdo (MARANHAO et al., 1993), deste modo tal caracteristica pode ter contribuido
para 0 aumento na concentracdo de colesterol durante o tratamento no grupo EXP 2. Este dado
pode ser explicado pela dosagem maior administrada nesse grupo, vale ressaltar que as doses
nesses animais foram maiores do que normalmente se utiliza no tratamento quimioterapico.
Outra hipotese a ser considerada, em relacdo ao aumento do colesterol, pode estar relacionada
a competitividade pelos receptores celulares entre a nanoemulséo de LDE e a molécula de LDL
naturais, no qual acredita-se que as LDE’s por possuirem apoproteinas do tipo ApoE, aquelas
que possuem vinte vezes mais afinidade pelos receptores de membrana da LDL, tendem a se
ligar com mais eficiéncia as membranas das células, impedindo que as lipoproteinas naturais se
liguem aos seus receptores e dessa forma, consequentemente, acabam aumentando sua
concentragdo na circulagdo, tal como foi constatado nos animais do grupo EXP 2, onde tal
hipo6tese pode ser testada futuramente através de mais estudos sobre 0s receptores e competicéo
celulares de LDL e LDE, como exemplo através de estudos com PCR em tempo real. Outra
teoria seria que o aparelho de analise bioquimica estivesse lendo as nanoparticulas como se
fossem as lipoproteinas de LDL, dessa forma estava sendo contabilizado as nanoemulsdes
naturais e sintéticas, aumentando assim o numero total desse pardmetro, principalmente nos

animais que receberam a maior dose (250 mg\m?) do quimioteréapico associado as LDE’s.
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8. CONCLUSAO

A alteracdo do peso dos animais que compuseram 0 grupo controle positivo1e 2 e a
ndo diminuicdo do grupo experimental 1 e 2 comprovam os beneficios do farmaco LDE-PTX.
Um dos principais achados foram as alteracdes acentuadas no eritograma nos grupos tratados
PTX comercial, 0 que ndo ocorreu nos grupos tratados com o LDE-PTX comprovando que
toxicidade hematoldgica foi menor no tratamento com a droga associada as nanoemulsdes em
todos os ciclos de tratamento do que o tratamento do PTX na sua forma comercial. Além disso,
ando alteragdo acentuada dos pardmetros bioquimicos da funcéo hepaética, renal e perfil lipidico
dos animais que receberam as doses experimentais do LDE-PTX, dentro das faixas de
normalidade, corrobora com o fato da toxicidade do farmaco testado se apresentar menor do
que a versdao comercial, evidenciando os beneficios do farmaco LDE-PTX como potencial
agente antineoplasico em futuros ensaios clinicos. O emprego do sistema LDE pode resultar
em melhora da qualidade de vida dos pacientes com cancer e aumentar a sua sobrevida.
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Projeto: USO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS QUE SE LIGAM A
RECEPTORES CELULARES COMO INSTRUMENTO PARA A TERAPEUTICA
DO CANCER

Coordenador: Prof Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano

Area Temitica: Biologia'Oncologia Experimental

Vigeéncia: 11/2010 2 112012

Nono CEPAE-UFPA: BIO008-11

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentaio da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizagio do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulacio de animais de experimentacio. Portanto, 0 CEPAE, através de
seu presidente. no uso das atribuigdes delegadas pela portaria No 1568/2005 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR 2 utilizagio de animais de
experimentagdo nas atividades do projeto em questio, no periodo de vigéncia estabelecido.
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Belém, 05 outubro de 2010

W . |
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Com Animais de Expenmentacio da Universidade
Federal do Para
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