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RESUMO

Sistema de nanoparticulas a base de lipidios tém sido usados como veiculos
experimentais para agentes quimioterapicos no tratamento do céncer. Recentemente
essas preparacfes de nanoparticulas foram testadas também em modelos animais de
doencas inflamatdrias cardiovasculares cronicas, doencas reumaéticas entre outras.
Acredita-se que esses sistemas suspostamente atenuem 0s graves efeitos tdxicos de
agentes quimioterapicos antineoplasicos. Este estudo teve como objetivo investigar 0s
efeitos da associacdo do paclitaxel a um sistema de nanoparticulas a base de lipidios no
tratamento crénico em primatas ndo-humanos, da espécie Cebus apella, por meio de
extensas documentacdes e métodos detalhados da andlise toxicoldgica através de
bioquimica sérica, parametros hematoldgicos e histopatolgicos. As nanoparticulas a
base de lipidios (LDE) eram constituida por ésteres de colesterol esterificado e
colesterol, lectina e treolin, com adicdo de paclitaxel. Foram estudados dezoito Cebus
apella; sendo que trés animais foram tratados apenas com solugéo salina, administrada
por via intravenosa, a cada trés semanas, durante seis ciclos de tratamento; seis animais
foram tratados com o paclitaxel associado a LDE no mesmo regime de administracao,
com trés animais recebendo a dose mais baixa do farmaco (175 mg/m?) e trés com a
dose mais elevada (250mg/m?); seis animais foram tratados com o paclitaxel na forma
comercial, sendo que trés receberam as doses mais baixas (175 mg/m?2) e outros trés
com doses mais elevadas (250mg/m?). Trés semanas ap6s o Ultimo ciclo de tratamento
foram submetidos a eutanasia por dosagem letal de anestésico, e os fragmentos de
tecidos foram recolhidos para a analise histopatologica. Em trés animais ndo-tratados, a
cinética plasmatica da LDE foi determinada apds a injecdo intravenosa do colesterol
radioativo (*H), seguido de coleta de sangue ao longo de 24 horas. O projeto foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa com animais de experimentacdo da UFPA
(CEPAE/BIO008-11). No grupo LDE-paclitaxel, nenhuma toxicidade clinica foi
observada, o peso, assim como o consumo de alimentos foram semelhantes aos animais
pertencentes ao grupo controle. O tratamento foi interrompido ap6s o segundo ciclo em
quatro animais de grupo que recebeu o paclitaxel na forma comercial, devido a elevada
toxicidade clinica, entretanto dois animais completaram os 6 ciclos de tratamento. Esses
dois animais apresentaram perda de peso, nauseas e vomitos, diarréia, lesdo inflamatoria
descamativa, perda de 70% do pelo corpdreo e diminuicao da atividade fisica. A dose de
paclitaxel 175 mg/m? é usado em quimioterapia contra o cancer com uma toxicidade
consideravel, enquanto que a dose a 250 mg/m’ é intoleravel e mostra toxicidade
consideravel nos pacientes. O uso de LDE como transportador de farmaco, em ambos as
doses neutralizou consideravelmente a toxicidade do farmaco em primatas ndo humanos
da espécie Cebus apella, intimamente relacionadas a sujeitos humanos. Isso foi
observado ndo so devido as manifestacGes clinicas, bioquimicas e hematoldgicas, mas
também pela analise histopatolégica do estbmago, intestino delgado e grosso, eséfago,
pancreas, traqueia e da vesicula biliar. Os resultados suportam a hipdtese de que o0s
sistemas de nanoparticulas a base de lipidios utilizado como transportadores de droga
pode oferecer ferramentas valiosas na diminuicdo da toxicidade e aumentar a seguranca
dos agentes gquimioterapicos, assim como, amplia a sua utilizacdo em outras doencas
crbnicas que nao o cancer.

Palavras-chaves: Nanoparticulas. LDE. Pacliatxel. Toxicidade. Cebus apella.
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ABSTRACT

Lipid-based nanoparticle systems have been used as vehicles for chemotherapeutic
agents in experimental cancer treatments. More recently, those preparations have also
been assayed in animal models of cardiovascular, rheumatic and other chronic
inflammatory diseases. In general those systems reportedly attenuate the severe
toxicities of chemotherapeutic agents. This study was aimed to investigate the effects of
associating paclitaxel to a lipid-based nanoparticle system upon the organism of a non-
human primate, Cebus apella, by extensively documenting the toxicity by serum
biochemistry, hematological and detailed histopathological methods. The lipid
nanoparticles (LDE) were constituted of cholesterol esters and esterified cholesterol,
lecithin and triolin, with addition of paclitaxel. Eighteen Cebus apella were studied;
three animals were treated with LDE only, without paclitaxel, as ministered
intravenously every three weeks, during six treatment cycles; six animals were treated
with paclitaxel associated to LDE at the same administration scheme, three with the
lower (175mg/m?) and three with higher (250mg/m?) paclitaxel doses; six animals were
treated with commercial paclitaxel, three with the lower and three with the higher doses
levels. Three weeks after the treatment cycle the animals were euthanized by lethal
anesthetic dose, and tissues fragments were collected for histopathological analysis. In
three non-treated animals, the plasma kinetics of LDE’s labeled with radioactive
cholesterol was determined after intravenous injection and blood sampling over 24
hours. The ethics committee in research with experimental animals UFPA (B1O008-11)
approved the project. In the LDE-paclitaxel group, no clinical toxicity appeared, and the
weight food consumption curve were similar to controls. Treatment was interrupted
after the second cycle in four animals of commercial paclitaxel group for very high
clinical toxicity but the remaining two complete the 6-cycle-treatment. Those two
animals presented weight loss, nausea and vomiting, diarrhea, escame decamation, 70%
fur loss and loss of physical activity. The 175mg/m? paclitaxel dose is used in cancer
chemoterapie with considerable toxicity, while the 250 mg/m? dose shows intorable
toxicity to the patients. The use of LDE as carrier in both those levels was almost
complete neutralized the toxicity of the drug in this species more closed related to
human subjects. This was observed not only by clinical, biochemical and hematological
profiles but also by the histopathological analysis of stomach, small and large intestine,
esophagus, pancreas, trachea and gallbladder. The current results support the
assumption that lipid-based nanoparticles systems used was drug carriers can offer
valuable tools decrease the toxicity and increase the safety of the chemotherapeutic
agents, while extending the use to chronic diseases other than cancer.

Keywords: Nanoparticles. LDE. Pacliatxel. Toxicity. Cebus apella.



1. INTRODUCAO

Entre as doengas cronicas, o cancer configura-se como um problema de salde
publica e pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas, incluindo
tumores malignos de diferentes localizages. E considerado, desde 2003, importante
causa de morte no Brasil. A estimativa para o ano de 2014, valida também para o ano de
2015, aponta a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos, incluindo os casos
de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema no pais. O cancer de pele
do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacdo
brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama feminina (57 mil), célon e
reto (33 mil), pulméo (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (15 mil) (INCA,
2014).

No estado do Para estima-se para todos os tipos de neoplasias malignas no ano
de 2014 a incidéncia em homens sera de 103,19 novos casos por 100 mil habitantes e
nas mulheres esses valores comparativamente sdo ainda maiores com uma estimativa de
115,37 novos casos por 100 mil habitantes, segundo dados do Instituto Nacional do
Cancer (2014).

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan (2012), da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for
Research on Cancer), da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), houve 14,1 milhdes de
casos novos de cancer e um total de 8,2 milhGes de mortes por cancer, em todo o
mundo, em 2012. A expectativa é de que 0 numero de casos de cancer continuara
aumentando nos paises em desenvolvimento e crescera ainda mais em paises
desenvolvidos se medidas preventivas ndao forem amplamente aplicadas (FERLAY et al,
2013).

E incontestavel que o cancer é hoje, no Brasil, um problema de satde publica,
cujos controle e prevencao deverdo ser priorizados em todas as regides, desde as mais
desenvolvidas — cultural, social e economicamente — até as mais desiguais. As
abordagens orientadas para enfrentar esse problema de salde sdo, necessariamente,
multiplas, incluindo: acbes de educacdo para salde em todos os niveis da sociedade;
prevencdo orientada para individuos e grupos; geracdo de opinido publica; apoio e

estimulo a formulag&o de legislacdo especifica para o enfrentamento de fatores de risco



relacionados a doenca; e fortalecimento de acbes relacionadas a producdo e

desenvolvimento de novos medicamentos.

1.1 CANCER

O cancer é frequentemente considerado uma doenca do ciclo celular, pois a sua
desregulacdo é uma das alteracdes mais frequentes, ocorrendo principalmente ativacao
dos proto-oncogenes e inativacdo dos supressores tumorais do ciclo celular, levando a
proliferagdo celular descontrolada. (PARK & LEE, 2002).

Com o objetivo de evitar acimulos de defeitos genéticos, controles moleculares
sdo responsaveis pela decisdo de proceder ou adiar a divisdo celular. As cinases
dependentes de ciclinas (CDKSs) sdo as principais proteinas reguladoras da transicdo das
fases do ciclo celular, sendo compostas por uma familia de proteina cinase
serina/treonina que sdo ativadas ou inativadas em pontos especificos por eventos de
fosforilacdo. Os niveis de proteinas CDKs permanecem estaveis durante o ciclo celular,
ja suas proteinas de ativacdo, as ciclinas podem estar fosforiladas ou desfosforiladas,
desta forma ativando as CDKs. As CDKs tém ainda, sua atividade negativamente
regulada por inibidores denominados de CDKI (inibidor da cinase dependente de
ciclina) (VERMEULEN et al, 2003; VIALLARD et al, 2001). Outro controle molecular
presente no ciclo celular sdo pontos de restricdo ou de checagem, onde as decisdes sobre
a interrupcdo ou progressdo das fases do ciclo sdo tomadas envolvendo um mecanismo
de vigilancia que verifica se os requisitos para a progressao da proxima fase do ciclo
celular estdo satisfatorios, caso contrario, mecanismos de inativacdo de CDKs sdo
acionados para deter o processo proliferativo (FRIEDMAN et al., 2010). Assim, 0s
pontos de restricao e as ciclinas monitoram a atividade molecular entre cada estagio do
ciclo celular prosseguindo ou adiando a progressdo caso aberragdes genéticas ocorram
(MALUMBRES & BARBACID, 2009).

A diferenca entre a divisdo de células normais e tumorais esta no fato das células
normais se dividirem para suprir a necessidade do organismo, havendo um equilibrio
entre as células que nascem e morrem, enquanto as células tumorais tém um
crescimento acelerado no inicio, seguido por uma fase, em que aglomeracdo celular

passa a sofrer com a falta de nutrientes e de espaco. Nessa fase as células passam a



produzir o fator de angiogénese tumoral, possibilitando a produgdo de novos vasos
sanguineos e assim as celulas terdo novamente o suprimento para continuar o
crescimento acelerado. Este padrdo de crescimento obedece a curva de crescimento
Gompertiziano, caracterizada pelo crescimento acelerado do volume tumoral em um
curto periodo de tempo (BONASSA, 2012).

Tumores malignos sao estruturas “core-shell” (nucleo/casca), pois apresentam o
ndcleo hipdxico rodeado por tecidos e células proliferativas. O microambiente do tumor
é feito de tecidos complexos contendo matriz extracelular, fibroblastos ativados, células
do sistema imunoldgico, pericitos, adipdcitos, células epiteliais, células vasculares
endoteliais linfaticas e numerosas proteinas, por exemplo (VAN KEMPEN et al. 2003;
WEBER & KUO, 2012). As células de proliferacdo sdo muito vascularizadas,
desorganizadas e descontinuas resultando em maior permeabilidade e retencéo, efeito
amplamente explorado para o direcionamento passivo de farmacos. Os principais
fatores que contribuem para a progressdo dos tumores em metastases séo: resisténcia as
drogas, mau prognostico e resposta ineficaz aos tratamentos, incluindo as altas taxas de
mobilidade celular, potencial de sobrevivéncia, a capacidade de degradar matriz
extracelular do tecido, e a capacidade de se ajustar no ambiente o tecido novo
(OTRANTO et al., 2012; KAPSE-MISTRY et al., 2014).

Os conhecimentos acumulados ao longo dos dltimos 50 anos sobre o cancer
agregaram importantes informacdes para compreender esse mal, que afeta individuos de
ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias. Descobertas relevantes acerca da genética,
biologia molecular, vascularizacdo, proliferacdo, invasdo, respostas adaptativas do
hospedeiro, diagnostico e tratamento sdo alguns exemplos desse progresso, como citado
anteriormente, que, muito embora tenham gerado enorme gama de estratégias capazes
de reduzir os efeitos devastadores que um tumor possui sobre o organismo da pessoa
afetada, ainda se mostram insuficientes para propiciar a cura em significativa parcela
dos pacientes (HAJDU &VADMAL, 2013).

1.2 TERAPIA MEDICAMENTOSA DO CANCER

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e

quimioterapia. Na terapia contra alguns tipos de cancer o principal é Gnico método de



tratamento atualmente ¢ a medicamentosa (quimioterapia anti-neoplasica), entretanto
em muitos casos pode ser utilizado conjuntamente com a cirurgia e/ou radioterapia, para
atingir e manter a remissao. A escolha do tratamento depende do tipo de tumor e do seu
estagio de desenvolvimento. O objetivo de cada um destes tratamentos é erradicar as
células cancerosas, normalmente por meio da terapia combinada, onde é associado mais
que um tipo de tratamento. Um dos problemas com os agentes anticancer é a sua
toxicidade e janela terapéutica estreita. Outra € a resposta muito pobre de alguns tipos
de cancer, por exemplo, o cancer renal (WEINBERG, 2007).

O objetivo primario da quimioterapia é destruir as células neoplésicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma ndo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as
células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunologico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas,
perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccdes. Apesar de geralmente o corpo do
individuo tratado recuperar-se destes inconvenientes apds o tratamento, o 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 (ALMEIDA
et al, 2005).

A quimioterapia convencional utiliza-se de farmacos que tém como alvo
diversos processos fisioldgicos das células, sendo estes geralmente relacionados as
células que proliferam mais rapidamente, ou seja, aquelas que tém elevada taxa de
mitose, uma caracteristica presente na grande maioria dos diferentes tipos de neoplasias.
Para seus efeitos ocorrerem, estes medicamentos precisam atingir seus alvos bioldgicos
em quantidades suficientes, quer seja diretamente 0 DNA, a maquinaria de replicacdo
desta molécula, os microtdbulos ou qualquer outro alvo relacionado a proliferacdo
celular (FUKUMASU et al., 2008).

O tratamento do cancer através da quimioterapia inclui os chamados "regime de
inducdo" e "regime de manutencdo”, que refere-se ao tratamento inicial da doenca como
objetivo de diminuir e impedir o crescimento do tumor através principalmente da
inducdo da morte das células neoplasicas e a quimioterapia para reduzir as chances de
recorréncia do cancer ou de sobrevida de células neoplasicas ainda existentes,
respectivamente. A quimioterapia de combinacdo utiliza o efeito sinérgico de multiplos

farmacos antineoplasicos que atuam através de diferentes mecanismos, mas devido aos



seus efeitos adversos limitam as doses dadas em conjunto nos regimes de quimioterapia
(KAPSE-MISTRY et al, 2014).

O regime de quimioterapia precisa equilibrar eficicia e toxicidade através de
esquema de administracdo adequada. Regimes com doses elevadas tem efeitos mais
toxicos do que o regime padrdo, com algumas melhorias de sobrevivéncia, entretanto
podem causar atrasos no tratamento devido a toxicidade e muitas vezes interrupcao
precoce do tratamento. A abordagem da dose elevada é mais eficaz do que a abordagem
padrdo, uma vez que dificulta a formacdo de vasos sanguineos que alimentam os
tumores, com consequente reducdo do tumor apds o tratamento, promovendo a
“dorméncia” do mesmo, mantendo seu tamanho e impedindo seu crescimento (KAPSE-
MISTRY et al, 2014).

Um regime de poli quimioterapia € baseado no fato de que as mutacbes que
conferem resisténcia as drogas, ndo necessariamente irdo conferir resisténcia a todos os
agentes do esquema terapéutico e doses elevadas de regimes de quimioterapia podem
ser administrada a doentes com cancer. Esta abordagem assume que, apesar da
resisténcia padrdo das doses de farmacos anticancerigenos, existe uma relacdo dose-
resposta para os tumores e doses elevadas de quimioterapia podem ultrapassar a
resisténcia (KAPSE-MISTRY et al, 2014).

Pode-se comparar o caminho a ser percorrido pelo medicamento, desde sua
administracdo até sua chegada ao sitio neoplasico, com um labirinto, onde diversos
desvios e caminhos sem saida existem e podem atrapalhar seu efeito esperado. Dentre
estes “desvios”, citam-se 0s relacionados a farmacocinética, que sdo a ativacdo dos
sistemas de biotransformacédo e a maior conjugacdo para excre¢do dos farmacos, e 0s
desvios relacionados a possiveis alteracdes encontradas nas células neoplasicas, que sdo
a diminuicdo do influxo do farmaco para dentro da célula; o aumento da expulsdo do
farmaco de dentro da célula; o bloqueio de apoptose induzida pelos farmacos e o
aumento do reparo aos danos no DNA (LONGLEY & JOHNSTON, 2005).

A resisténcia aos quimioterapicos é relacionada a heterogeneidade celular
inerente dos tumores malignos e a alta capacidade das células neoplasicas de sofrerem
mutacdo. Embora muitos tipos de cancer sejam inicialmente suscetiveis a quimioterapia,
ao longo do tempo eles podem desenvolver resisténcia através de mecanismos como:
mutacOes no DNA, alteracdo do alvo da droga, alteragédo do efluxo de drogas, as
alteracbes metabolicas que promovem a inibicdo da droga e degradacdo com a
consequente inibigdo da morte celular (HOUSMAN et al, 2014).



1.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma ciéncia relativamente nova (FEYNMAN, 1992), cujas
aplicacdes rapidamente se expandiram para as areas da salde, em especial na oncologia,
pelo fato das nanoparticulas empregadas no combate ao cancer possuirem propriedades
Unicas, que conferem significativas vantagens sobre os metodos cléssicos de tratamento,
empregando a combinacdo de drogas administradas pela corrente sanguinea. Entre suas
vantagens associadas ao tratamento neoplasico estdo incluidos: (1) facilitagdo como
veiculos para drogas citotoxicas, (2) elevacdo da meia-vida dos agentes terapéuticos, (3)
reducdo da toxicidade do tratamento, (4) aumento na eficiéncia e melhor resposta
clinica (LEARY SP, et al. 2005).

A nanotecnologia se aplica a criagdo e manipulagdo de estruturas a partir de
atomos ou moléculas individuais, com dimensdes entre 1 e 100 nandmetros, o termo
“nano” se refere a “nandmetro” (nm), a subunidade do metro correspondente a 1x10°°
metros (um milionésimo de milimetro ou um bilionésimo de metro), isto €, a matéria em
dimensdes atbmicas e moleculares. Para se ter um parametro de comparacao, 0 atomo
possui um tamanho médio de 0,1 nm (10™?), o Mycoplasma possui cerca de 200 nm
(aproximadamente 0,1 um) de didmetro, a distancia entre dois &tomos de carbono em
uma molécula, € da ordem de 0,12-0,15 nm e a dupla hélice do DNA possui um
didmetro aproximado de 2 a5 nm (ALLHOFF, et al. 2010).

Os avancgos obtidos nesse campo inauguram uma nova era de assisténcia na
salde, por possibilitarem a formulagédo de terapias personalizadas, 0 que pressupde uma
eficacia superior aos métodos convencionais de tratamento, pois ‘“trata enfermos
individuais, ao invés de tratar enfermidades”; isso representa, sem sombra de duvida,
um grande progresso da medicina tradicional, que se fundamenta na observacdo e
analise sintomatoldgica da expressao clinica de uma doenca especifica afetando toda
uma populacdo de pessoas distintas entre si, as quais apresentam respostas
idiossincraticas frente a uma mesma doenca (SAKAMOTO et al., 2010).

O uso de nanoparticulas como agentes no combate ao cancer foi proposto ha
mais de 35 anos (MARTY et al., 1978), mas seu emprego em ensaios clinicos sO se
difundiu a partir dos anos 80. A nanotecnologia empregada na terapia contra o cancer
inclui um arsenal de materiais em dimensdo nano, variando desde um nano a algumas

centenas de nanémetros em pelo menos, uma dimensdo. O resultado sdo nanoparticulas



possuindo propriedades fisicas e quimicas Unicas, baseadas nas modificacdes de sua
forma e tamanho, sendo mais comumente desenhadas como veiculos para carregar
drogas ou agentes capazes de realcar imagens, a partir de conjugagdo quimica ou
simplesmente por encapsulacao.

Dentre os principais materiais usados no combate ao cancer, destacam-se 0sS
nanoveiculos: como nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas,
nanoparticulas magnéticas, dendrimeros, lipossomas, micelas, etc. Nos ultimos anos
tem sido amplamente explorada para tratamento e diagndstico por imagens do cancer.
Estes nanoveiculos sdo tidos também como vetores ideais para superar a resisténcia aos
medicamentos e tornar os tratamentos mais efetivos, através do transportadores de
drogas mediada principalmente por mecanismos de efluxo (AYERS & NASTI, 2012).

No caso dos materiais lipidicos, as principais formas empregadas tem sido 0s
lipossomos, vesiculas concéntricas bilamelares biodegradaveis, que possuem uma
membrana fosfolipidica na sua porcdo mais externa, podendo ser utilizadas para
transportar drogas hidrofilicas em seu interior ou drogas hidrofobicas em sua camada
fosfolipidica (FARAJI & WIPF, 2009). Esses compostos conseguem alcancar
concentragbes muito mais elevadas nos tecidos tumorais que em tecidos normais,
reduzindo efeitos toxicos e elevando a eficacia do tratamento. Essa eficicia esta
relacionada a alta necessidade de LDL, pelas células malignas, devido ao répido
crescimento e divisdo celular. A primeira documentacdo do fato ocorreu em 1978,
quando se observou que células de leucemia aguda captavam de 3-100 vezes mais LDL
do que células normais (KRITCHEVSKY et al.,1991). Ja alguns tumores solidos, como
cancer epidermdide cervical, captam 15 vezes mais LDL do que tecidos adrenais e 50
vezes mais do que o tecido ginecoldgico normal (FIRESTONE, 1994).

Os lipossomas foram descritos pela primeira vez na década de 1960
(BANGHAM et al. 1965) e logo gerou consideraveis pesquisas como carreadores de
drogas para formulacfes antimicrobianas e anticancerigenos. Os lipossomas consistem
de nanoparticulas que sdo de forma esférica, e composto por uma camada dupla de
fosfolipidio que tem a capacidade de sintetizar e libertar moléculas hidrofilicas e
lipofilicas. Uma vez que se assemelham a membranas celulares, eles ndo sédo
imunogénicos (CATTEL et al. 2004). Uma das primeiras formulacdes antimicrobianas
de lipossomas foi a anfotericina B. Os estudos clinicos demonstraram que a anfotericina
B lipossomal tiveram uma eficicia semelhante, mas um melhor perfil de seguranga em

comparacdo com anfotericina B. convencional A incidéncia de efeitos adversos



relacionados com a perfusdo bem como nefrotoxicidade foram significativamente
menores no grupo de anfotericina lipossomal. A dosagem para a anfotericina B
lipossomal variou de 3 a 6 mg/kg, em comparacdo com a anfotericina B convencional
de 0,6 mg/kg (WALSH et al., 1999; LEENDERS et al., 1997).

Tal natureza anfifilica e excelente biocompatibilidade dos materiais lipidicos
fizeram dessas nanoparticulas os primeiros carreadores de drogas citostaticas aprovados
para emprego em terapia humana, pela agencia americana reguladora de terapéuticas, a
FDA (U.S. Food and Drug Administration), que se trata da formacdo lipossomal
contendo o agente terapéutico doxorrubicina (Doxil®), utilizado no tratamento de AIDS
(LO et al, 2009).

A forma lipossomal da doxorrubicina teve eficacia semelhante, mas com
aparente reducgdo da toxicidade cardiaca associada com antraciclinas (O'BRIEN, 2004).
Quando doxorrubicina lipossomal foi comparada com a doxorrubicina comercial no
tratamento de Leucemia Linfoblastica Aguda com cromossomo Filadélfia negativo
(LLA-Ph-negativo), ndo foram observadas diferencas na sobrevivéncia entre os dois
tratamentos. Houve entretanto, a sugestdo de uma maior probabilidade de falha de
inducdo com doenca refrataria (17% contra 3%, p = 0,10) e uma maior incidéncia de
recaidas cumulativa (52% contra 32% aos 2 anos, p = 0,20) no tratamento com a
doxorrubicina lipossomal. Mas o fato de maior destaque foi a toxicidade reduzida da
doxorrubicina lipossomal em comparagdo com o tratamento convencional. No entanto, a
atividade antileucémica inferior tem limitado o seu uso nesta doenca HUNAULT-
BERGER et al., 2011). Esta falha de doxorrubicina lipossomal é um lembrete para a
importancia dos testes farmacoldgicos de novas drogas associadas a nanotecnologia e
principalmente do valor do desenvolvimento de estruturas diferentes do encapsulamento
lipossomal usado na doxorrubicina (PATHAK et al., 2014).

A relevancia de tais nanoparticulas lipidicas tem se refletido no grande nimero
de publicacbes referentes a pesquisa envolvendo nanoparticulas e drogas citostaticas,
ficando evidente a importancia das mesmas como metodologias promissoras tanto no
diagnostico quanto no combate ao cancer humano, com efeitos colaterais sensivelmente
inferiores aqueles, observados em terapéutica quimioterapica sistémica classica por via
endovenosa (BHOJANI, et al. 2010).



1.4 PACLIATAXEL

A descoberta do éster de alcaldide paclitaxel (Figura 1) foi através de um
programa do Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos, onde extratos de
milhares de plantas foram avaliados para possiveis atividades anticancer (ROWINSKY
et al., 1994). Em 1963, um extrato bruto com atividade antitumoral foi isolado a partir
da casca do tronco de Taxus brevifolia, uma planta encontrada no Noroeste dos Estados
Unidos, que apresenta como uma de suas caracteristicas um demorado crescimento, e 0
paclitaxel foi identificado como o constituinte ativo do extrato obtido desta planta
(WANI et al., 1971). J& em 1979, aumentaram os interesses no agente apds a descricao
de seu mecanismo de acdo em microtibulos. Atualmente, o paclitaxel é obtido através
da semi-sintese do produto originado das folhas de Taxus baccata, denominado de 10-
deacetilbaccatin 111 conhecida como 10-DAB, que pode ser convertida em dois
importantes farmacos o paclitaxel, como dito anteriormente, e o docetaxel (MANN,
2002).

>—

Figura 1 — Estrutura quimica do Paclitaxel. Fonte: Wikipedia, 2014.

Os taxanos sdo esteres de alcaldides complexos, compostos por um sistema de
anéis e com diversas ramificacOes laterais que sdo essenciais para a a¢éo Unica contra 0s

microtubulos, por meio da ligacdo do paclitaxel a0 componente B-tubulina do dimero -
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B-tubulina, proteinas essas que promovem e compdem a polimerizacdo dos
microtbulos, impedindo assim, a sua despolimerizacdo, através da estabilizacdo da
dindmica microtubular (Figura 2). Como os microtibulos sdo essenciais para a
manuten¢do da forma, sendo um dos componentes do fuso mitético e do transporte de
organelas dentro da célula, a estabilizacdo dos microtubulos resulta em inibicdo da
reorganizacdo dindmica normal, que constitui funcdo essencial para a mitose celular.
Em adicdo, a estabilizacdo microtubular provocada pela droga pode levar a distor¢éo da
cadeia mit6tica, resultando consequentemente na quebra dos cromossomos, bloqueando
o ciclo celular no final da fase G2 e na Mitose, impedindo a proliferacdo das células
neoplasica e consequentemente a morte das mesmas (ALBERT et al, 2004; SUN et al,
2009; LATASTE et al. 1984; GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1991; RAO et al.,
1994).

__ Paciitaxel

Heterodimeros
de tubulina

microtibulo

Figura 2 — Mecanismo de acdo do paclitaxel. (A) Ligacdo de farmacos antimitéticos em
diferentes locais dos microttbulos. (B) Representagdo estrutural da a-tubulina (verde) e
B-tubulina (azul) ligada ao paclitaxel (vermelho). Adaptado de BRANDAO et al., 2010.

A atividade clinica mais importante dos taxanos ocorre em pacientes com cancer
de ovario e mama. Entretanto sua utilizacdo é mais ampla, sendo descrito sua aplicacao
em diversos tipos de neoplasias como: de colo uterino, colon, cérebro, os canceres do
pulmdo de ndo pequenas células e Sarcoma de Kaposi associados com a
AIDS(CORTES & PAZDUR 1995; RAO et al., 1995; MCGUIRE et al., 1996;
KATSUMATA 2003; NOWAK et al., 2004).
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O paclitaxel, devido a sua significante hidrofobicidade, tem na sua formulacdo
comercial (Taxol ®), o surfactante Cremophor EL e o etanol, que sdo utilizados como
veiculos para reter o farmaco nas micelas e manté-lo em solucdo; estes solventes,
entretanto, em especial o Cremophor EL, é considerado como a causa dos principais
efeitos adversos reportados a utilizacdo do Taxol®, assim formulagdes alternativas do
PTX, sem o solvente sdo procuradas. O Cremophor EL afeta a distribui¢do do paclitaxel
e é responsavel pela farmacocinética ndo linear da droga, especialmente em doses mais
elevadas (MA & MUMPER, 2013)

O metabolismo hepético e excrecdo biliar foram determinados como as
principais vias de eliminagdo paclitaxel sisttmico (ROWINSKY et al, 1994), e
metabolitos de paclitaxel foram identificados como 6a-hidroxi-paclitaxel, 3'-p-hydroxy-
paclitaxel e dihydroxypaclitaxel (DAILY & AQUILANTE, 2009).

Os principais efeitos adversos encontrados na utilizacdo do Taxol® foram
reacOes graves de hipersensibilidade, atribuido principalmente ao Cremophor EL,;
aparecendo principalmente na forma de toxicidade hematolédgica, neutropenia grave, e
neurotoxicidade, vistos principalmente como neuropatia periférica sensorial cumulativa.
A seguranca do Paclitaxel foi muito melhorada, com a utilizacdo de pré-medicacédo de
corticdides e anti-histaminicos H1 e H2, diminuindo as reacdes de hipersensibilidade e
reduzindo a incidéncia em 3/4 de neutropenia, com a administracdo de fatores
estimuladores de col6nias de granulécitos e encurtando o tempo de infusdo do paclitaxel
de 24 para 3 horas. Por outro lado, a neurotoxicidade, a qual se acredita ser causada pelo
paclitaxel ou Cremophor EL, ndo pode ser controlada e tornou a toxicidade um fator
limitante da dose do medicamento (RODRIGUEZ-ANTONA, 2010).

1.5 NANOEMULSOES E QUIMIOTERAPICOS

Em experiéncias pioneiras no campo da Nanotecnologia aplicada as Ciéncias
Médicas, realizadas no Laboratério no Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sdo Paulo foi demonstrado, a partir de 1992, que nanoparticulas
solidas, nao-lipossomais, manufaturadas em laboratério podem concentrar-se nas
celulas malignas de pacientes com leucemia mielocitica aguda, apds injecdo na corrente
sanguinea (MARANHAO et al., 1992; MARANHAO et al.,1994).
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As particulas das nanoemulsfes sdo parecidas com as particulas da lipoproteina
de baixa densidade LDL (Low Density Lipoprotein), que é um constituinte normal do
sangue, além de ser a principal transportadora de colesterol para todos os tecidos. O
colesterol, um dos principais constituintes da membrana celular, é obtido pela célula por
sintese celular ou via captacdo de LDL. Ha evidéncias que varios tipos de células
neoplasicas possuem maior captacdo de LDL: medida da captacdo de LDL pelos
tumores; diminuicdo da LDL plasméatica em pacientes com cancer; aumento do nimero
de receptores para LDL (LDL-r) em células tumorais. Devido a estes aspectos, ha mais
de trés décadas estuda-se a possibilidade de veicular drogas através da LDL ou de
substancias que atuem similarmente a ela (FIRESTONE, 1993; FAVERO &
BYDLOWSKI, 2008).

As lipoproteinas (LDL) que transportam colesterol no sangue, séo esféricas, tém
didmetro na faixa de 25-50 nandmetros e consistem em um ndcleo formado de ésteres
de colesterol com pequena proporc¢éo de triglicérides envolto por uma monocamada de
fosfolipides e colesterol livre, (ALMEIDA et al., 2010) contendo apenas uma
apolipoproteina, a apoB-100 (Figura 3), que € uma das maiores proteinas monomericas
conhecidas, contendo aproximadamente 4536 aminoacidos. As apolipoproteinas
possuem distribuicdo dindmica entre diferentes lipoproteinas, isto €, uma mesma
molécula pode ser translocada para diferentes complexos lipoprotéicos na circulacao
sanguinea (HEVONOJA, 2010).

Apoproteina8100

Fosfolipides
Esteres de \\ . Esteresde

Ceolesterol\ « Colesterol

Fosfolipides

/ , Colesterol ndc esterificade
/

% Colesterol ndo esterificado

LDL LDE

Figura 3: Estrutura das particulas da LDL e LDE (tamanho entre 25 e 50 nandmetros).
Na figura A é demonstrado a estrutura da particula de LDL com a presenca da
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Apoliproteina B100. Figura B estrutura da LDE sem a presenca de Apoliproteina.
Fonte: Raul Maranh&o.

As nanoemulsdes, que foram denominadas de LDE, sdo manufaturadas sem
proteina, mas apds inje¢do na corrente sanguinea, adquirem a apolipoproteina E (apo E).
A apo E adere a superficie das particulas da nanoemulsdo e faz a ligacdo das particulas
aos receptores da LDL, na membrana celular. Dessa maneira, as nanoemulsdes sao
captadas para o interior da célula, através da endocitose mediada por receptores
(ALMEIDA et al., 2010; GONCALVES et al., 2005; HIRATA et al., 1999).

As células das neoplasias malignas tém como caracteristica apresentarem uma
superexpressdo dos receptores da LDL (GAL et al., 1981; HO et al., 1978; VITOLS et
al., 1992). O aumento desses receptores € necessario para que as celulas aumentem a
captacdo de colesterol e fosfolipides, presentes na LDL, para sintese de membranas
constituidas por esses lipides, sendo requerida para a aceleragdo na taxa de mitose
caracteristica do processo proliferativo neoplasico. Os estudos de biodistribuicdo em
modelos murinos de neoplasias mostraram o tropismo das nanoparticulas pelos tecidos
neoplasicos (TEIXEIRA et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2008).

As nanoemulsdes ao serem injetadas em pacientes com cancer concentraram nos
tecidos neoplasicos, o que foi demonstrado em pacientes com leucemias agudas,
linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin, mieloma multiplo, carcinoma de ovario, de colo de
Gtero e carcinoma mamario. Assim, foi demonstrado que € possivel direcionar
quimioterapicos aos tecidos neoplasicos através da sua associacdo as nanoparticulas da
LDE (AZEVEDO et al, 2005; DIAS et al., 2007; HUNGRIA et al, 2004;
MARANHAGO et al., 2002; PINHEIRO et al., 2006).

Em diferentes estudos, foram desenvolvidas preparacdes dos quimioterapicos de
acdo anticancer como a carmustina (HUNGRIA et al., 2004; HUNGRIA et al., 2004), o
etoposideo (AZEVEDO et al, 2005; LO PRETE et al., 2006; PINHEIRO et al., 2006;
VALDUGA et al., 2003) e paclitaxel (DIAS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2005; PIRES et al., 2009) associados as nanoemulsbes. Para a
obtencdo de associacOes estaveis da LDE com os quimioterapicos, sendo necessario a
sua prévia derivatizacdo por meio da esterificacdo dos farmacos com acido oléico (LO
PRETE et al., 2006; RODRIGUES et al., 2002; RODRIGUES et al., 2005).
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Esta estratégia resultou em moléculas mais lipofilicas com excelente rendimento
de incorporagdo ao nucleo das nanoparticulas. Em camundongos e ratos com
implantacdo de tumores, as associacdes de nanoemulsdes com carmustina, oleato de
paclitaxel e oleato de etoposideo reduziram drasticamente a toxicidade dos
quimioterapicos e aumentaram a acao antitumoral e a sobrevida dos animais (TEXEIRA
et al., 2004; LO PRETE et al., 2006).

Em testes clinicos, realizados em pacientes com cancer avangado e resisténcia a
maltiplas drogas, demonstraram que tanto a carmustina quanto o etoposideo e o
paclitaxel passaram a apresentar toxicidade minima quando associados as
nanoemulsdes, mesmo quando administrados em doses altas, superiores as utilizadas no
tratamento convencional (PINHEIRO et al., 2006; HUNGRIA et al, 2004;
MARANHAO et al., 2002; AZEVEDO et al, 2005; DIAS et al., 2007; PIRES et al.,
2009).

Mais recentemente, foi iniciado o desenvolvimento de preparacdes de oleato de
daunorrubicina e oleato de metotrexato associados a LDE. As preparaces LDE-oleato
de daunorrubicina e LDE-oleato de metotrexato obtidas mostram um 6timo rendimento
de incorporacdo e os conjugados LDE-quimioterapico também sdo estaveis por tempo
prolongado, até pelo menos 6 meses. A daunorrubicina pertence a classe das
antraciclinas, quimioterapicos utilizados no tratamento dos carcinomas de mama,
vesicula, mama, endométrio, ovario, pulméo, estbmago e tiredide, bem como sarcoma
0sseo e de partes moles, tumores pediatricos, linfoides e mielociticos (PRATT et al.,
1994). O metotrexato tem amplo espectro de aplicagdes na terapéutica combinada de
neoplasias, como carcinoma de cabeca e pescoco, leucemia linfocitica, osteossarcoma,
cancer de mama, linfoma Burkitt, carcinoma de pulmdo, epidermdide de cérvix, entre
outros (PRATT et al., 1994).

A utilizacdo da LDE como instrumento para diminuir, os graves efeitos tdxicos
desses dois farmacos, como a inibicdo da resposta imunoldgica, toxicidade cardiaca,
hepética, renal e hemorragias, entre outras, e aumentar sua atividade farmacoldgica tem,
portanto, uma importancia fundamental no aperfeicoamento do arsenal terapéutico
anticancer. Em estudos recentes, foi demonstrado que o uso do sistema LDE como
instrumento de veiculacdo de farmacos pode se estender além das aplicacdes sem
Oncologia, para o tratamento da aterosclerose (MARANHAO et al., 2008; SANTOS et
al., 2003) e outros processos inflamatorios (LOURENCO-FILHO et al., 2011).
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Em estudos utilizando a LDE- marcada com [**C] em coelhos submetidos a dieta
rica em colesterol, foi observado, que a captacdo de LDE no arco adrtico foi o dobro
daquela observada nos animais do controle negativo, com alimentagdo regular. Ja na
analise do tratamento com a LDE-oleato de paclitaxel nos animais alimentados com a
dieta rica em colesterol, observou-se a reducdo de 60% nas areas de lesdo na camada
intima-média das artérias carotidas, assim como a inibicdo da migracdo de macréfagos,
da proliferacdo de células do musculo liso e invasdo da camada intima. Além disso, o
tratamento com LDE-PTX nédo teve nenhuma toxicidade. Desta forma, a LDE-PTX
proporcionou a regressao da aterosclerose sem toxicidade e mostrou notavel potencial
na terapéutica cardiovascular (MARANHAO et al., 2008).

Em recente estudo o etoposideo associado a LDE, demonstrou sua eficécia na
reducdo das lesdes ateroscleroticas de coelho, diminuindo fortemente a proliferacdo de
VSMC (células de masculo liso vascular) na camada intima e de macrofagos, assim
como, a diminuigdo da producéo de fatores pré-inflamatorias, tais quais o IL-1p, TNF-
a, ¢ MMP9. Os marcadores de proliferagao e de lipoproteinas foram também inibidos
pelo tratamento. De tal modo, esta nova formulagdo de etoposideo pode oferecer uma
estratégia promissora para o tratamento da doenca cardiovascular aterosclerotica
(TAVARES et al., 2011).

O tropismo de LDE também foi demonstrado em tecidos sinoviais inflamados,
no qual a LDE marcada radioativamente foi 2,5 vezes mais concentrada nas articulacoes
artriticas do que na articulacdo normal. J& o tratamento intra-articular com o LDE
associado ao Metotrexato (LDE-MTX) induziu um padrdo claro de resposta a dose,
reduzindo a infiltrado sinovial de leucocitos e vazamento de proteina, quando

comparado com articulacdes artriticas ndo-tratadas (MELLO et al, 2013).

1.6 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos esta intimamente
relacionado a quimica medicinal. Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) a quimica medicinal envolve a invengdo, a descoberta, o
planejamento, a identificacdo, a preparacdo e a interpretacdo do mecanismo de agéo

molecular de compostos biologicamente ativos aplicados ao processo de pesquisa de
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desenvolvimento (P&D). Fica claro a importéncia do estabelecimento de interfaces
fundamentais entre as ciéncias quimicas, bioldgicas, farmacéuticas, médicas, fisicas e
computacionais (GUIDO et al., 2010).

A descoberta ou sintese de uma molécula com potencial farmaco e a sua
correlacdo com um alvo biolégico apropriado constitui o inicio do processo. Por lei, a
seguranga e a eficacia dos farmacos devem ser definidas antes de sua comercializacéo.
Em fase posterior, sdo realizados, aléem dos estudos in vitro, os estudos in vivo, que
caracterizardo os efeitos biolégicos da molécula em animais (testes pré-clinicos) antes
que possam ser iniciados estudos clinicos em seres humanos (BERKOWITZ, 2006 &
GUIDO et al, 2010).

Os estudos pré-clinicos tém como objetivo principal a avaliacdo farmacoldgica
em sistemas in vitro e em animais in vivo para a obtencdo do maior conhecimento
possivel acerca das propriedades e dos efeitos adversos do farmaco em
desenvolvimento. Ao mesmo tempo, a farmacocinética é testada em animais. O
composto é submetido a testes de toxicidade a curto e longo prazo em animais, para que
suas propriedades farmacologicas possam ser definidas dentro de uma relacdo dose-
resposta (FERREIRA et al., 2009).

A duracdo do teste pré-clinico toxicoldgico esta relacionada com a provavel
duracdo terapia medicamentosa. Assim, torna-se importante a avaliacdo dos possiveis
efeitos toxicos do composto, sobre as seguintes situacdes: fertilidade, reproducéo,
teratogenicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade (GRAHAME-SMITH &
ARONSON, 2004).

Também s&o realizados nesta fase testes relacionados com a estabilidade do
novo composto, possibilidade de producdo em larga escala, bem como estudos de
formulacdo. Nos ensaios pré-clinicos avalia-se tanto a toxicidade dos candidatos a
farmacos, como a cinética destes no organismo dos animais. Esses estudos sdo
realizados por meio da administracdo de doses do protétipo a farmaco e posterior
monitoracdo destes no organismo do animal, por meio de coletas programadas de
sangue e urina, para determinacdo de concentracdes plasmaticas do farmaco e
metabolitos gerados e eliminados pela urina. O material coletado €, entdo, avaliado por
métodos analiticos, como radioimunoensaio e tipos relacionados de ensaio de saturacao,
diversas técnicas de separacdo envolvendo cromatografia e/ou espectrometria de massa,
associadas a sistemas detectores de alta sensibilidade para a determinagdo quantitativa

dos componentes separados (RANG et al., 2011).
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1.7 PRIMATAS NAO HUMANOS

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

Os macacos do género Cebus s&o individuos de tamanho médio, pesam entre 2,5
e 5,0 quilogramas, apresentam o corpo robusto e exibem dimorfismos sexuais. Seu
tamanho corpdreo é de até 60 centimetros, e possui grande capacidade de adaptacéo a
diferentes habitats (FERREIRA, 2009).

A utilizacdo crescente dos primatas da espécie Cebus apella em pesquisas
cientificas tem ocorrido gracas a sua homologia com o homo sapiens, dessa forma
demonstrando sua relevancia na investigacdo de mecanismos patologicos e fisiologicos
nas areas de hematologia, imunologia, virologia e oncologia (VASCONCELOQOS, 2008).

O uso de primatas ndo humanos como modelos experimentais in vivo, por sua
vez, é de grande importancia em trabalhos de aplicacdo a satide humana, devido as suas
semelhancas anatdémicas, bioquimicas e filogenéticas com os primatas humanos,
gerando resultados que podem ser interpretados de forma mais préxima e segura para 0s
fendmenos em seres humanos. Além disso, o tamanho do animal e seus érgaos tornam
possivel a repeticdo de diagnosticos tais como exames endoscopicos, coleta de amostras
de sangue e biopsia de um mesmo animal por um longo periodo, e a sua longevidade
permite a exposicdo aos carcindgenos ou farmacos 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 os seres vivos (TAKAYAMA et al., 2008).
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1.8 PADRAO DE NORMALIDADE HEMATOLOGICA EM Cebus apella E
BIOMARCADORES BIOQUIMICOS DE AVALIACAO FRENTE A DROGAS.

A avaliacdo hematolégica permite analisar o estado de salde do organismo,
diagnosticar doencas, realizar progndsticos, acompanhar a evolugdo do tratamento,
possibilita a avaliacdo da resposta terapéutica e o indice de toxicidade de diversos
farmacos (NAVES et al., 2006). O hemograma é um dos exames complementares de
diagndstico, pois permite uma analise laboratorial que estabelece aspectos quantitativos
e qualitativos dos eritrdcitos (eritrograma), dos leucdcitos (leucograma), contagem e a
diferenciacgéo, e das plaquetas (plaguetograma) no sangue (FAILACE, 2009).

A tabela 1 apresenta os valores considerados normais do hemograma dos Cebus

apella adultos mantidos em cativeiros.

Tabela 1 — Valores normais dos constituintes hematologicos de Cebus apella em

cativeiro, com médias, desvio padrdo (DP) e valores maximos e minimos.

Constituintes hematoldgico Média DP Min. | Max.
Hematocrito (%0) 45,27 3,6 37,65 | 52,7
Hemaécias (x10°/mm?®) 592 | 045 | 44 | 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/dl) 32,81 | 1,78 25 38
Leucécitos(103/mmd) 772 | 1,84 | 43 | 1215
Plaguetas(10°/mm?®) 323,14 | 54,79 | 291,50 | 354,78
Basofilos (%) 0,21 0,27 0 1
Eosindfilo (%0) 0,82 1,01 0 5
Bastdes (%) 0 - - -
Segmentados (%0) 63,16 5,98 51 72
Linfocitos (%) 36,78 5,96 28 49
Mondcitos (%) 2,06 2,16 0 10

Fonte: adaptado de NEVES et al., 2006; RIVIELLO e WIRZ, 2001; WIRZ et al., 2008.
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Os valores de referéncia do hemograma completo para humanos possuem
valores muitos préximos ou semelhantes ao serem comparados com os de Cebus apella,
como por exemplo: valores de hemoglobina total de 13,5 a 17,5 g/dl em homens e de
13,8 a 16,2 em Cebus apella, ja nos leucécitos totais em humanos variam de 5.000 a
11.000 pL e em Cebus apella de 4.300 a 12.150 uL (HOFFBRAND et al, 2013)

O hematdcrito é a proporcao do volume ocupado pelas hemacias no sangue total.
Os indices hematimétricos descrevem as caracteristicas médias dos eritrocitos, que séo:
0 volume corpuscular médio (VCM) que € o volume médio dos eritrécitos; o indice de
hemoglobina corpuscular médio (HCM), caracteriza a quantidade média de
hemoglobina contida em cada célula; o indice de concentracdo de hemoglobina
corpuscular médio (CHCM), sendo a concentracdo de hemoglobina média das
hemécias. Todos estes indicadores sdo preciosos na caracterizacdo das hemécias, como
macrociticas, microciticas, normocrémicas ou hipocrémicas, contribuindo para a
caracterizacao dos diversos tipos de anemias (HOFFBRAND et al, 2013).

A avaliacdo dos potenciais efeitos hepatotoxicos de drogas terapéuticas sobre os
varios sistemas organicos baseia-se principalmente na avaliacdo de biomarcadores de
dano hepatico. Ensaios pré-clinicos atualmente incluem uma combinacdo da avaliacdo
de enzimas no soro como Alanina aminotransferase (TGP), Aspartato aminotransferase
(TGO), Gama-glutamil transferase (GGT) entre outros, que assim sdo utilizados como
sinalizadores celulares de dano hepatico (OZER et al., 2008).

Outros marcadores bioguimicos sdo importantes na avaliagdo de drogas
terapéuticas, como: os marcadores da lesdo hepatobiliar, que sdo as proteinas séricas, a
proteina total, aloumina e a bilirrubina total; marcadores para lesdo cardiaca - Lactato
desidrogenase (LDH); marcadores da funcdo pancreatica — amilase; avaliacdo do perfil
eletrolitico (Sddio, Potassio e Cloro); além de outras provas bioguimicas como Glicose,
Globulina, Colesterol, Triglicerideos, Calcio e etc. (BURTIS et al., 2008).

A andlise da ureia e da creatinina como biomarcadores de lesdo celular
associado a drogas terapéuticas ainda continua sendo um dos marcadores mais usados
na avaliacdo da funcéo renal (SODRE et al., 2007).

Os valores considerados dentro dos padrdes de normalidade para Cebus apella
de alguns marcadores bioquimicos como: TGO, TGP, GGT, ureia, creatinina,

bilirrubina total, proteina total, colesterol e albumina estdo na tabela 2.



20

Tabela 2 — Valores normais demarcadores bioquimicos de Cebus apella em cativeiro,

com médias, desvio padrdo (DP) e valores maximos e minimos.

Marcadores bioquimicos Media DP Min. Méx.
TGO (U/L) 42,22 8,78 29,5 58
TGP (U/L) 34,38 7,97 24 48
GGT(UIL) 71,06 | 14,32 34 94,5
Ureia (mg/dl) 13,44 4,82 7,0 26
Creatinina (mg/dl) 0,71 0,13 0,41 0,91
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,51 0,05 0,5 0,7
Proteina total (mg/dl) 7,25 0,5 6,6 8,6
Colesterol (mg/dl) 136 26,44 98 184
Albumina (mg/dl) 63,85 4,91 54,1 69,7

Fonte: Adaptado de Riviello & Wirz (2001).

Os valores de referéncia dos marcadores bioquimicos para humanos possuem
valores muitos proximos ou semelhantes ao serem comparados com os de Cebus apella,
como por exemplo: valores de Gama-glutamil transferase (GGT) de 12 a 73 U/L em
homens e de 34 a 94,51 em Cebus apella, ja& nos valores de Bilirrubina total em
humanos variam de 0,20 a 0,80 mg/dL e em Cebus apella de 0,5 a 0,7 mg/dL, os
valores de referéncia apresentados sdo os adotados para humanos no Laboratorio
Hermes Pardini (2014).

1.9 JUSTIFICATIVA

Avan¢os na pesquisa do cancer tem resultado no aumento de conhecimentos
especificos sobre alteracbes celulares e moleculares da doenca em suas diferentes
formas, proporcionando que novas estratégias para o tratamento da doenca sejam
propostos. Como o tratamento e a cura do cancer ainda sdo um desafio para a ciéncia, o
sistema de veiculacdo de drogas alvo-especifica (Drug delivery system) para o

tratamento do cancer tem ganhado destaque nas pesquisas médicas da atualidade. Alvos
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especificos e terapias direcionadas s&o hoje alternativas para o melhor desempenho de
farmacos, muitas vezes j& existentes e pouco utilizados na prética clinica por
apresentarem graves efeitos adversos. O foco principal do desenvolvimento de sistemas
veiculacdo de drogas alvo-especificas em cancer (Cancer drug delivery) ndo é mais
simplesmente o acondicionamento de farmacos em novas formulacfes para diferentes
vias de administracdo, mas sim uma terapia direcionada, para atingir um determinado
alvo, com aumento dos niveis terapéuticos e melhora da seletividade do tratamento.
Além disso, as abordagens ndo visam apenas complementar a quimioterapia tradicional
e a radioterapia, mas também evitar danos aos tecidos normais e prevenir a resisténcia a
multiplos farmacos (MDR)

O sistema de nanoemulsdes LDE é resultado de pesquisas realizadas
inteiramente no Brasil, abrangendo estudos de fisico-quimica e farmacotécnica,
farmacologia celular em modelos animais e ensaios clinicos, oferecendo assim varias
vantagens terapéuticas. O LDE, ao reduzir acentuadamente a toxicidade da
quimioterapia, propicia, caso necessario, 0 aumento da dose do farmaco, aumentando as
possibilidades de associacdo de drogas na poliquimioterapia. Além disso, ele possibilita
o0 tratamento quimioterapico mais prolongado, ja que a toxicidade acumulada diminui. E
ao concentrar o farmaco no seu sitio de acdo, pode aumentar a efetividade do
tratamento.

O paclitaxel (PTX) é uma droga terapéutica eficaz e amplamente utilizado para o
tratamento do cancer, incluindo diferentes tipos, como: o cancer do ovario, melanoma e
carcinoma hepatocelular (LIU et al.,, 2014). No entanto, cada vez mais canceres
apresentam uma resposta diminuida a monoquimioterapia do PTX, assim, é necessario
combinar a terapia com PTX a outras substancias, ou realizar a sua incorporacao a
produtos carreadoras, para alcancar assim uma combinacdo sinérgica e um melhor efeito
terapéutico.

A incorporacdo em nanoparticulas ainda protege o farmaco contra degradacéo
quimica na corrente circulatéria. Com essas vantagens, e manufaturado a partir de
lipides presentes no organismo, perfeitamente integrados no metabolismo corpdreo 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. O processo de
formulacdo dos quimioterapicos veiculados na LDE ndo encarece apreciavelmente o

tratamento, pelo custo adicional dos lipides ou pelo processo de incorporacdo as
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nanoparticulas. Assim, ao evitar gastos adicionais com medicamentos, como do sistema
LDE pode também gerar grande economia para o Sistema Unico de Sadde (SUS).

Nos ultimos trés anos, foi desenvolvido um método baseado em
homogeneizacéo recirculante sob alta pressdo que viabiliza a futura producdo em escala
industrial. Obtendo preparacdes de alto rendimento de incorporacdo do farmaco nas
nanoparticulas e com estabilidade para garantir a validade do produto por tempo
suficiente para viabilizar a comercializagdo. Este novo método de manufatura da
nanoemulsdo LDE para adaptagdo futura em escala industrial exige um estudo
detalhado para testar a eficiéncia farmacoldgica e a toxicidade bioquimica e in situ das
diversas preparacfes LDE-quimioterapico que tém sido produzidas.

Desta forma, o presente estudo a avaliou a toxicidade tecidual e celular em
primatas ndo humanos da espécie Cebus apella tratados com uma nanoemulsdo do
quimioterapico paclitaxel (LDE-oleato de Paclitaxel) e sua respectiva versdo comercial
(Taxol®), comparando os efeitos nos animais provocados pelas diferentes formas deste
quimioterapico. Os dados obtidos neste estudo representam um importante passo para a
posterior avaliacdo das formas do paclitaxel em humanos, ja que de acordo com o artigo
52 das normas do Conselho Nacional de Saude (CNS), toda pesquisa em que 0 ser
humano for submetido a estudo (ensaios clinicos), deve estar fundamentada na
experimentacdo prévia realizada em animais, tornando-se indispensaveis os estudos pré-

clinicos do farmaco em questao.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade crénica das nanoparticulas associadas com o quimioterapico
Paclitaxel (LDE-Oleato de paclitaxel) em primatas ndo humanos da espécie Cebus

apella.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a cinética, depuracéo plasmética e biodistribuicéo pela captagdo do *H-
Colesterol Ester da LDE em Cebus apella.

Verificar os efeitos da toxicidade cronica das nanoparticulas associadas com o
quimioterapico Paclitaxel através da analise das caracteristicas clinicas dos animais.

Analisar a toxicidade cronica das nanoparticulas associada com o quimioterapico
Paclitaxel a partir da determinacdo de parametros hematologicos e de bioquimica
sanguinea.

Investigar a toxicidade cronica das nanoparticulas associadas com o
quimioterapico Paclitaxel através da andlise de anatomia e histologica patoldgica dos

diversos 6rgaos do Cebus apella, por microscopia Gtica.



24

3. 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 CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) 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 autorizacdo para atividades com
finalidade cientifica expedido pelo Sisbio/ICMBI0 (Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade/Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade) com base na Instru¢gdo Normativa n°154/2007. Possuindo como niimero
de autorizacgdo 31626-1 (anexo — 02).

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Os animais utilizados no experimento sdo da espécie Cebus apella mantidos em
cativeiro no Centro Nacional de Primatas (CENP), sob as condicGes padrées, tendo sido
previamente selecionados e separados para realizacdo deste trabalho.

Os animais selecionados tiveram como critérios de incluséo: a idade, sendo
todos adultos jovens e adultos (entre 5 a 12 anos); o peso, entre 3 e 4,5 kg e 0 sexo,
todos do sexo masculino. Como critérios de exclusdo adotados ndo foram incluidos
animais que ja haviam participado de outros estudos experimentais, animais com
alteracdes clinicas como: doenca de pele, alteracdes gastricas, alteracdes pulmonares ou
qualquer outra alteracdo clinica significativa, bem com animais com alterac6es nos
padrdes de analise hematoldgico e bioquimico.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aluminio com dimensdes
de 80x90x80cm, dentro de galpBes telados, sujeitos ao fotoperiodo natural, com

alimentacdo diéria a base de frutas, verduras, legumes, tenébrios gigantes (Zophobas
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morio na fase larval), racdo peletizada (FOXY Janior Supremo, 28% de proteina bruta;
PROVIMI, Pinhais, PR, Brasil) e &gua ad libitum (figura 4). Para identificacdo e
controle os animais possuiam um codigo de trés letras tatuadas na face interna da coxa
direita e um “microchip” implantado na porgdo dorsal na regido interescapular, tornando

possivel a identificacdo do animal através de uma sequéncia de nove numeros.

Il
U

Figura 4 - (A) Recintos de alvenaria revestidos de azulejo e tela metalica, utilizados
para alojar os animais, onde se evidencia as gaiolas individuais, (B) Visdo externa do
galpdo experimental | do CENP.

Os experimentos foram realizados na Unidade de Experimentacdo do CENP, no
Laboratorio de Citogenética Humana e Genética Toxicoldgica da Universidade Federal
do Pard e no Laboratério de metabolismo de lipides (INCOR-USP). Um total de 18
Cebus apella foram avaliados.

Para a administracdo das drogas os animais foram divididos em 6 grupo, de
acordo com a disposicao abaixo:

- Grupo 1 — (CPB): trés animais que receberam a LDE-PTX marcada com
radioisotopo por via intravenosa.

- Grupo 2 — normal (CN): trés animais sem tratamento que receberam solucéo
salina por via intravenosa.

- Grupo 3 — tratados (EXP1): trés animais que receberdo a LDE-PTX por via
intravenosa na dose de 175 mg/m?.

- Grupo 4 — tratados (EXP2): trés animais que receberdo a LDE-PTX por via
intravenosa na dose de 250 mg/m?

- Grupo 5 — (CP1): trés animais que receberdo por via intravenosa o Paclitaxel

comercial nas doses de 175 mg/m?.
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- Grupo 6 — (CP2): trés animais que receberdo por via intravenosa Paclitaxel
comercial nas doses de 250 mg/m?.
A tabela abaixo, ilustra a divisdo dos seis diferentes grupos diferentes grupos,

bem como, o tipo de tratamento e nimero de animais envolvidos.

Tabela 3 - Divisdo dos diferentes grupos de animais de acordo com o tratamento.

LDE-PTX  solugdo  LDE-PTX  LDE-PTX Taxol Taxol N° de

Grupos

[°H] Salina  (175mg/m?  (250mg/m?  (175mg/m?)  (250mg/m?)  Animais

CPB X
CN X
EXP1 X
EXP2 X
CP1 X
CP2 X

W W W W w w

Os animais do grupo CPB, foram tratados com a particula de LDE-PTX marcada
com lipides radioativos (colesterol éster-[*H]) e acompanhados durante 24 horas, para a
realizacdo dos experimentos de biodistribuicao e cinética plasmatica (itens 2.8 e 2.9).

Os animais dos grupos CN, CP1, CP2, EXP1 e EXP2, apbs receberem o
tratamento inicial foram acompanhados durante 6 ciclos de administracdo do farmaco,
com intervalo de 3 semanas (21 dias) cada, totalizando 18 semanas (126 dias). Durante
0 periodo de tratamento, os padrdes fisicos e clinicos dos animais foram registrados
diariamente. Foi realizada também a mensuracdo do peso, analises bioquimicas e

hematoldgicas de cada animal sempre nos dias de aplicacdo do farmaco a cada ciclo.

3.2 AVALIACAO DA ALTERACAO DO PESO DOS ANIMAIS

Os animais de todos os grupos de estudo foram pesados antes do inicio de
qualgquer um dos tratamentos, assim como durante todo o periodo experimental

(especificamente nos dias de aplicacdo do farmaco e ap6s quatorze dias e no 21° dia
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apos o ultimo ciclo de tratamento), sendo este critério adotado como um dos parametros
de avaliagdo do estado clinico geral. A mensuracdo do peso foi realizada em balanca
eletronica de precisdo modelo BP Baby - Filizola, com os animais previamente sedados.

3.3 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

A avaliacdo clinica dos animais foi feita diariamente, no periodo de 8 as 11h da
manhd de forma visual, complementada por registros fotogréficos e videos, para
verificar qualquer manifestacdo de sinais de toxicidade, tais como: alteragdo na
locomogdo, alteracdo na pele, pelés, piloerecdo, sialorreia, convulses,
hiperexcitabilidade, contor¢cbes abdominais, movimentos estereotipados, tremores,

diarreia, letargia e coma.

3.4 ANESTESIA E EUTANASIA

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

Para o procedimento de eutanasia apos o fim do periodo experimental os animais
foram submetidos a injecdo intravenosa de pentobarbital sodico (150mg/kg), seguindo
todas as diretrizes estabelecidas em relacdo ao bem estar animal pelo CONCEA

(Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal).

3.5 COLETAS DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Para a realizacdo dos exames hematoldgicos, bioquimicos e da cinética

plasmética da LDE foram coletados 5 ml de sangue por venopuncdo da veia femoral
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direita e/ou esquerda (figura 5), o material foi dividido em vacutainers contendo EDTA
e Gel SST Il Advance. O material coletado era posteriormente encaminhado para
analise no Laboratério de Andlises Clinicas do CENP. A analise hematoldgica e
bioquimica dos animais pertencentes aos grupos CN, EXP1, EXP2, CP1 e CP2, foram
realizadas em todos os 6 ciclos de quimioterapia, ou seja, nos dias de aplicacdo do

farmaco ou da solugéo salina, assim como, no intervalo dos ciclos, sempre no 14° dia

apos o procedimento e no 21° dia ap6s o ultimo ciclo de tratamento.

Figura 5 - Procedimento de coleta sanguinea por venopuncéo da veia femoral esquerda.

3.6 PREPARACOES E DERIVATIZACAO DAS NANOEMULSAO

As nanoemulsbes LDE foram preparadas a partir de uma sequéncia de diluicdes
de solugdes mées dos lipides constituintes da LDE dissolvidos em cloroformio: metanol
2:1, onde foi preparada uma mistura com a seguinte composi¢do de fosfolipides: éster
de colesterol: colesterol livre (66:33:1), que pode ser modificada conforme os resultados
apos incorporacdo com farmacos, visando sua utilizagdo. O processo de emulsificacéo e
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purificacdo das nanoparticulas foi realizado segundo o método descrito anteriormente
por Maranhdo e colaboradores (1993). O tamanho médio das nanoparticulas foi
monitorado pela técnica de dispersdo de feixe de LASER. A preparacdo entdo foi
centrifugada a 3700 rpm, por 20 minutos e filtrada em membrana 0,22 pum para
esterilizacdo. A preparacdo foi armazenada em tubos estéreis, apirogénicos, a 4°C.

O paclitaxel foi modificado e associado a nanoemulsao através de cossonicacao
ou irradiagcdo ultrassonica, como descrito por Rodrigues et al. (2005), o qual foi
utilizado no grupo experimental 1 e 2. O procedimento foi realizado no Laboratério de
Metabolismo de Lipides do Instituto do Coracdo (INCOR) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP e encaminhado para o Laboratério de Citogenética
Humana e Médica da UFPA em recipiente refrigerado com uma protecéo para evitar o

contato com o tubo contendo a nanoemulsao.

3.7 DETERMINACAO DA CINETICA PLASMATICA DA LDE

O estudo do comportamento cinético assim como a biodistribuicdo da LDE, foi
realizada nos trés animais pertencentes ao grupo CPB ap06s um jejum de 12 horas. Os
animais da espécie Cebus apella foram previamente sedados e posteriormente injetados
cerca de 500 ul de LDE - Oleato paclitaxel (LDE-PTX) marcado com colesterol livre-
[*H] na veia femoral (esquerda). Durante 24 horas as amostras de sangue foram colhidas
sempre com o animal em estado de sedacéo, em intervalos de tempo predeterminados,
5, 15 e 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas, da veia femoral (direita e/ou esquerda)
desses animais. ApoOs as coletas, o plasma foi separado por centrifugacdo por 10
minutos a 3000 rpm e aliquotas de 1 ml foram pipetadas em tubos de cintilacdo,
congeladas e armazenadas em recipiente de isopor com gelo seco e levadas para Sao
Paulo, por via area, para a continuacdo da analise. Foram acrescentadas posteriormente
aos tubos 5 ml da solucdo cintiladora (Ultima Gold XR, PerkinElmer). A analise da
radioatividade emitida foi realizado no Laboratério de Metabolismo de Lipides,
Instituto do Coracdo (INCOR) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
USP, medida no espectrometro de cintilacdo liquido (Liquid Scintillation Analyzer,
1600TR Tri-Carb, Packard), sob a utilizagdo do software Speed STAR Plus Vers. 5.01

da Diamond Computers.
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3.8 ANALISE COMPARTIMENTAL DOS DADOS CINETICOS

A radioatividade presente nas amostras de plasma sanguineo dos animais foi
utilizada para tracar as curvas de decaimento plasmatico e para o célculo dos parametros
cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da nanoemulsdo, por meio do software
de andlise compartimental ANACOMP® versédo 4.1 (LIMA et al., 2009).

A curva de decaimento plasméatico da LDE apresenta um perfil biexponencial
com um réapido decaimento inicial, seguido de um decaimento mais lento. Esse perfil
levou a adocdo de um modelo com dois compartimentos, a partir do qual foram
calculados os parametros cinéticos (K) para cada marcacao da nanoemulsao.

Os compartimentos e 0s parametros cinéticos desse modelo séo definidos do
seguinte modo:

e Compartimento 1: representa a LDE introduzida no espaco intravascular,

assim como foi injetada.

e Compartimento 2: representa a LDE ap0s aquisi¢do de apolipoproteinas, no

plasma.

Taxas fracionais de transferéncia (K):

e Kjo: representa a remocdo nao especifica da LDE.

e Kj,: representa a transformacao da LDE pela aquisicdo de apolipoproteinas.

e Kyo: representa a remocdo da LDE do compartimento plasmético para o

espaco extravascular, por meio da captacéo principalmente hepatica.

3.9 DETERMINACAO DA CAPTACAO TECIDUAL DO 3H-COLESTEROL
ESTER DA LDE

Para 0 estudo da captacdo tecidual da LDE os trés primatas ndo-humanos
pertencentes ao grupo experimental CPB, foram sacrificados com injecdo intravenosa,
24 horas ap6s a injecdo de LDE marcada com lipides radioativos (colesterol éster-[*H]).
Os seguintes 6rgaos e tecidos foram coletados: cérebro, pele, testiculo, vesicula seminal,

rins, glandula supra-renal, baco, medula Ossea, coragdo, musculo reto-abdominal,
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masculo psoas, musculo sartério, musculo diafragma, figado, pulmdo, estémago,
intestino delgado, intestino grosso, pancreas, esodfago, bexiga, traquéia, bile, lingua,
gordura da regido abdominal, glandula submandibular, pénis e linfonodos. As amostras
destes 6rgdos foram selecionadas, limpas e acondicionadas em solugdo fisioldgica
gelada, em seguida, os tecidos foram pesados (1000 mg) e macerados até ficarem com
aspecto pastoso. As amostras foram colocadas em tubos para extracdo acrescentando 10
ml de metanol (Merck), agitadas em vortex, sendo adicionados 20 mL de cloroformio
(Merck) e deixadas em repouso “overnight” para a extragdo do colesterol livre e
esterificado segundo o método de Folch (1957).

Posteriormente filtrou-se as amostras em papel filtro por gravidade, adicionou-se
5 ml de cloroférmio e 7 ml de 4gua destilada, mantendo-as em repouso, “overnight” a
4°C. Apds o repouso, a fase sobrenadante foi aspirada a vacuo e entdo descartada. Na
proxima etapa adicionou-se 4 ml de solugdo de Folch (Cloroférmio/Metanol/H,0) na
propor¢ao de 3:48:47, mantendo em repouso, “overnight” a 4°C. Apos o repouso a fase
sobrenadante foi aspirada a vacuo e descartada. As amostras obtidas apds estes
procedimentos foram posteriormente encaminhadas em isopor contendo gelo seco para
0 Laboratorio de Metabolismo de Lipides, onde foi dada continuidade ao procedimento
experimental. Os infranadantes foram transferidos para tubos de cintilacdo e secados
através da evaporagdo total dos solventes no equipamento Speed Vac® (Thermo
Scientific). As amostras entdo foram homogeneizadas através da adicdo de 5 ml de
solucdo cintiladora (Ultima Gold XR, Perkin Elmer). A analise da radioatividade
medida no espectrometro de cintilacdo liquido (Liquid Scintillation Analyzer, 1600TR
Tri-Carb, Packard), sob a utilizacdo Speed STAR Plus Vers. 5.01 da Diamond

Computers.

3.10 DETERMINACAO DO PERFIL BIOQUIMICO

O perfil bioquimico dos quinze primatas ndo-humanos pertencentes aos grupos
CN, EXP1, EXP2, CP1 e CP2, foi acompanhado durante todo o periodo experimental,
através da analise de alanina aminotransferase (ALT), aspartato de aminotransferase
(AST), gama-glutamiltransferase (GGT), uréia, creatinina, acido drico, glicose,
colesterol, HDL-C, triglicerideos, lipase, fosfatase alcalina, proteina total, albumina,

globulina, bilirrubina total e célcio.
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Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Andlises Clinicas do
CENP através do Sistema de quimica seca ARCHITECT 5000® (Abbot Diagnostics),
seguindo a metodologia preconizada pelos fabricantes dos Kits para cada parametro
analisado.

3.11 DETERMINACAO DO PERFIL HEMATOLOGICO

Para avaliacdo da toxicidade do tratamento, 0 hemograma dos quinze primatas
ndo-humanos pertencentes aos grupos CN, EXP1, EXP2, CP1 e CP2, foi realizado antes
e durante todo o periodo experimental. A analise hematologica ocorreu no Laboratorio
de Analises Clinicas do CENP utilizando-se o contador de células automatico para uso
veterinario Cell Dyn Ruby® (Abbott Diagnostics) para determinacdo dos seguintes
parametros hematoldgicos: hemacias, leucocitos, hematdcrito, hemoglobina, volume
corpuscular meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), diferencial leucocitario, plaquetas e volume

plaquetario medio (MPV).

3.12 ANALISE DA ANATOMIA PATOLOGICA E MORFOLOGICA

Com o término do tratamento todos os animais pertencentes aos grupos CN,
EXP1, EXP2, CP1 e CP2, foram submetidos a eutanasia e procedeu-se a coleta dos
seguintes 0Orgdos e tecidos para a realizacdo dos exames macroscopico e
histopatolégico: masculo sartorio, musculo psoas, musculo reto abdominal, diafragma,
coracdo, glandula submandibular, eséfago, lingua, pancreas, intestino delgado, intestino
grosso, traquéia, pulmao, figado, vesicula biliar, bexiga, supra-renal, rim, vesicula
seminal, testiculos, pénis, baco, linfonodos, timo, cérebro e pele. Este procedimento foi
realizado pelo Veterinario responsavel pelo setor de patologia do CENP, seguindo as
diretrizes estabelecidas pelo CONCEA.

A andlise macroscopica dos 6rgdos dos animais utilizados nesse experimento

levou em consideracdo os parametros relacionados a consisténcia, coloracao, presenca
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de hemorragias, e outras alteracbes como erosdes, ou nodulos visiveis nos diversos
orgaos.

Apos a coleta os fragmentos dos 6rgdos e tecidos foram inicialmente fixados em
formol tamponado a 10% - pH 7,2. A préxima etapa consistiu da preparacdo das
amostras em processador automatico de tecidos Leica TP 1020, onde primeiramente 0s
fragmentos sofreram o processo de desidratacdo, ou retirada da agua dos tecidos e a sua
substituicdo por alcool (Dindmica®), através de varias etapas, com banhos sequenciais
de baterias de alcool 70, 80, 90% e duas baterias de alcool 100% (absoluto), na segunda
etapa, denominada de diafanizacdo, o alcool presente nos tecidos foi substituido por
xilol (Dindmica®), em duas baterias sequenciais com duragdo de uma hora cada. Na
impregnacdo, Ultima etapa, o xilol foi substituido por parafina, em duas baterias de
parafina a 60°C por trinta minutos cada.

Uma vez impregnados, os tecidos foram colocados em férmas a temperatura
ambiente, contendo parafina fundida e deixando-a endurecer. Assim, as amostras
envoltas em parafina solida foram denominadas de blocos. Os cortes nos blocos foram
feitos em microtomo, com a espessura de 6 pum, sendo as tiras obtidas durante a
microtomia transferidas para o banho-maria mantido a 40°C. Os cortes foram
distendidos na superficie da agua e depois colocados na superficie de uma lamina
mergulhada em banho-maria.

Realizou-se também a coloracdo com hematoxilina (Biotec®) e eosina (Synth®)
(H/E), para permitir a diferenciacdo do citoplasma e do nucleo, fornecendo assim
subsidios de analise morfoldgica para sugerir o mecanismo de acdo do composto em
estudo, com todo esse procedimento tendo sido realizado no Laboratorio de
Histopatologia do CENP.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como Média = DP. A comparacdo entre os grupos foi
realizada por teste t de Student e analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacdo multipla de Bonferroni. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes para p < 0,05.
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4. RESULTADOS

A avaliacdo dos resultados dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e do
peso, foram analisados através da média de valores obtidos durante todo o periodo
experimental nos grupos de estudos CN, EXP1, EXP2, CP1 e CP2.

Os animais pertencentes aos grupos CP1 e CP2, que receberam o paclitaxel na
sua forma comercial (Taxol®), tiveram no 1° ciclo de quimioterapia grave reacdo toxica
a aplicacdo do farmaco, observada através de manifestacBes clinicas como letargia,
convulsdo, alteracbes na frequéncia cardiaca (realizado através de um
eletrocardiograma) e hiperémese. A constatacdo dessas alteracdes sugestivas de grave
reacdo toxica, levou ao veterinario responsavel pelos cuidados dos primatas néo-
humanos pertencentes ao Centro Nacional de Primatas, a sugerir a suspensdo da
continuacdo dos ciclos de aplicacdo do farmaco em 4 animais, sendo 2 animais
pertencentes ao grupo CP1 e 2 animais pertencentes ao grupo CP2. A sugestdo foi
acatada para que o experimento continuasse a seguir as diretrizes estabelecidas para o
bem estar animal do CONCEA. Desta forma os grupos CP1 e CP2 seguiram com

apenas um animal em cada grupo.

4.1 AVALIACAO DO PESO DOS ANIMAIS

Os animais que compuseram 0s grupos CN, CP2, EXP1 e EXP2 ndo tiveram
diferenca significativa comparando a média de peso presente na literatura (3,750 Kg)
(FERREIRA, 2009). Apenas o animal do grupo CP1 apresentou decréscimo no valor do
peso quando comparado ao valor considerado normal para a espécie. O animal do grupo
CP1, que recebeu o farmaco na forma comercial na dose de 175mg/m?2 apresentou uma
perda significativa do peso corporal, cerca de 28%, sendo esse valor significativamente
menor ao ser comparado ao grupo CN.

Os valore de média de peso dos animais dos grupos controle e experimental ao

final do experimento (126° dia) séo apresentados na tabela abaixo:
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Tabela 4 - Valores de média e desvio padrdo do peso dos animais dos grupos controle

(negativo e positivo) e experimentais.

PESO
GRUPOS

MEDIA + DP
CN 3,57 +0,45
EXP1 (175 mg/m?) 3,50 +0,31
EXP2 (250mg/m2) 3,43 +0,59
CP1 (175mg/m?) 2,59 + 0,10
CP2 (250mg/m?) 3,17 +0,22

1- p<0.05 em relacédo ao grupo controle negativo.

4.2 AVALIAGCAO CLINICA DOS ANIMAIS

Na avaliacdo clinica diaria que ocorreu sempre no periodo de 8 as 11 horas da
manha, nos diferentes grupos estudados, foi observado que os animais pertencentes aos
grupos CN, EXP1 e EXP2 ndo apresentaram nenhum sinal de toxidade ou alteracdo
comportamental. J& nos animais dos grupos CP1 e CP2 foram verificados sinais de
toxicidade a partir do segundo ciclo de quimioterapia, tais como: alteracdo na pele
percebidas atraves de lesdes inflamatorias descamativas (figura 6), perda progressiva
dos pel6s ao longo da quimioterapia (Figura 7), onde ao final do periodo experimental,
chegou a cerca de 70% do pelo corporal. Assim como, a presenca de diarreia e émese,

nos trés dias seguidos a aplica¢do do farmaco na versao comercial.
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Figura 6 - Lesdes inflamatdrias descamativas observadas nas regifes da mao (A) e no
pé (B), respectivamente, em animais do grupo controle positivo.

M

Na figura abaixo podemos observar comparativamente as diferengas
quantitativas de pélo em dois animais, sendo um do grupo EXP2, o qual recebeu o
paclitaxel associado & nanoemulséo e um outro animal pertencente ao grupo CP2, no
qual foi administrado o paclitaxel na versdo comercial, com uma perda significativa do

pélo corporal.

’ " < - S

Figura 7 - Caracteristica do pélo de dois diferentes animais ao final do periodo
experimental. (A) e (B) — Animal pertencente ao grupo EXP2. (C) e (D) — Animal
pertencente ao grupo CP2.
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4.3 ANALISE DA BIODISTRIBUIC,‘AO TECIDUAL DA NANOEMULSAO LDE
EM Cebus apella

Trés animais da espécie Cebus apella adultos, do sexo masculino, saudaveis,
com média de peso de 3,410kg (desvio padrdo de 0,028), foram utilizados para a analise
da biodistribuicdo tecidual da LDE (Grupo CPB), através da retirada pds-eutanasia de
diferentes 6rgaos, pesagem e extracao lipidica para quantificacdo dos diferentes lipidios
marcados radioativamente ([*H]-colesterol éster) incorporados & nanoparticula. Os
resultados estdo expressos em porcentagem de radioatividade injetada por grama de

tecido, apresentados na Figura 8.
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Figura 8 — Biodistribuicdo tecidual da LDE em Cebus apella, através da captacao
tecidual de [*H]-colesterol éter injetado pela via endovenosa ap6s 24 horas.

No geral a maioria dos 6rgdos apresentou niveis de captacdo abaixo de 5%, com
excec¢do do figado (captacdo de 36,41%), bago (captacdo de 6,42%) e da glandula supra-
renal (captacdo de 7,04%).
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4.4 ANALISE DA CINETICA DA NANOEMULSAO LDE MARCADA COM [*H]-
COLESTEROL ESTER EM Cebus apella

Os resultados observados na cinéetica plasméatica ndo mostraram diferenca
estatica significativa entre os animais nos valores expressos (média + DP),
demonstrando curva de perfil bioexponencial com um rapido decaimento inicial seguido
de decaimento mais lento, a qual pode ser observada na Figura 9. Em relacdo aos
valores obtidos de TFR (0,0564 + 0,0052), e das taxas fracionais de transferéncia K
(0,429 + 0,2275); Ki2 (1,0833 + 0,33892) e 0 Ky (0,0346 + 0,01188), também ndo

houve diferenca estatica em relagdo aos animais analisados.
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Figura 9 — Curva de decaimento cinético do [*H]-colesterol livre plasmaticos de LDE em Cebus
apella.
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4.5 AVALIACAO DE TOXICIDADE CRONICA ATRAVES DA DETERMINACAO
DO PERFIL HEMATOLOGICO

Os animais do grupo CN tiveram seus parametros hematoldgicos considerados
normais, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa, considerando
sempre p < 0,05, ao serem comparados aos valores de normalidade para macacos da
espécie Cebus apella mantidos em cativeiro (NAVES et al., 2006; RIVIELLO & WIRZ,
2001; WIRZ et al., 2008).

Com base na andlise estatistica dos padres hematoldgicos foi possivel chegar a
uma avaliacdo do estado de salde dos animais submetidos ao experimento, onde pode
se observar que houve alteracdo significativa dos componentes do eritrograma e do
leucograma, como linfocitos, monocitos e neutrofilos.

Na andlise especifica do eritrograma podemos observar as seguintes alteracoes:
Os valores da hemoglobina no grupo CP1 (12,45) tiveram média significativamente
menor quando comparada com o grupo EXP1 (14,46) e EXP2 (14,18); os valores de
média do hematdcrito do grupo CP1 (38,96) foram significativamente menores quando
comparado ao EXP1 (43,80); ja os valores obtidos do HCM dos grupos CP1 (24,13) e
CP2 (23,75) foram significativamente menores ao serem comparados com a média dos
valores do grupo EXP2 (24,98). Em relacdo a comparacdo de médias do parametro
RDW entre os grupos, observou-se que os valores encontrados nos grupos CP1 (13,38)
e CP2 (13,0) apresentaram-se significativamente maiores em compara¢do aos grupos
CN (11,2) e EXP1 (11,34) e EXP2 (11,50).

Ao avaliarmos os dados observados no leucograma podemos ressaltar as
seguintes alteracoes:

Na analise da média de leucdcitos, os valores obtidos nos grupos EXP1 (5,26) e
EXP2 (4,99) foram significativamente menores quando comparados ao grupo CN
(7,91); na andlise da média de porcentagem do neutrofilo os grupos EXP1 (36,69) e
EXP2 (40,24) apresentaram médias significativamente menores quando comparadas ao
grupo CN (57,62). O grupo CP1 (57,39) também apresentou média significativamente
maior quando comparado com o grupo EXP1 e EXP2. Na comparacdo entre as médias
da porcentagem de linfocitos os grupos EXP1 (56) e EXP2 (54,84) tiveram valores
significativamente maiores quando comparados com os grupos CN (30,07) e CP1
(36,32) e CP2(40,36).



40

Ao serem comparados os valores das médias das porcentagens dos monocitos
entre os grupos, verificou-se que o CP1 (8,40) e CP2 (11,52) apresentaram valores
significativamente maiores quando comparados com os grupos CN (6,66) e EXP1
(5,12) e EXP2 (23,43). Os valores de porcentagem de basofilo no grupo EXP1 (1,85)
apresentaram diferenca significativamente maior quando comparamos o grupo CN
(0,63).

A observacdo quantitativa do plaguetograma apresentou os seguintes valores:
média das plaquetas do grupo CP2 (275,5) considerada significativamente maior ao ser
comparada ao grupo e EXP1 (218,72) e EXP2 (200,93) e os valores de VPM do grupo
CP1 (14,56) teve valores significativamente maiores em relagdo ao grupo CP2 (11,70) e
0 grupos EXP1 (12,32) e EXP2 (12,36).

Além da analise dos valores de médias dos parametros hematolédgicos citados
anteriormente foram analisados, sem apresentar diferenca significativa entre os grupos,
0s seguintes parametros: hemacias, MCV, MCHC e eosindfilo.

Os valores obtidos na analise dos padrdes hematoldgicos sdo descritos na Tabela 5.



Tabela 5 - Valores de média e desvio padréo obtidos na anélise dos parametros hematolégicos.

PARAMETROS CN EXP1 EXP2 CP1 CP2
HEMATOLOGICOS (175 mg\m?) (250mg\m2) (175mg\m3) (250mg\m3)
MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Hematocrito (%) 42,72 +1,69 43,80 + 2,05 42,80 +3,11 38,96 + 2,26" 41,21 + 0,49
Hemacias (mm®) X10° 5,89 +0,38 5,75 + 0,24 5,66 + 0,35 5,19 +0,23" 5,57 +0
Hemoglobina (G/DI) 14,2 +0 14,46 + 0,28 14,18 + 1,06 12,45 +0,21° 13,28 +0,35
VCM (U°) 73,22 2,12 76,14 + 0,21 75,91 +0,63 75,48 £ 0,84 73,9+0,70
HCM (uug) 24,4 +1,69 25,12 + 0,49 24,98 + 0,28 24,13 +1,62° 23,75 +0,70°
CHCM (%) 32,27 1,34 33,05 +0,77 33,22 £ 0,07 31,97 £ 2,47 32,18 1,27
RDW 11,2+ 0,21 11,34 +0,91 11,50 + 1,12 13,38 + 1,06° 13 +1,62°
Leucécitos 7,91 +4,22 5,26 + 1,26 4,99 +1,73° 5,12 + 3,14 5,45 + 1,56
Basofilo (%) 0,63+ 0,13 1,85 +2,01° 1,17 £1,96 1,28 £0,70 1,55 + 2,26
Eosindfilo (%) 0,010 0,11+0,13 0,17+0,16 0,02+0,02 0,10+0,05
Neutrofilo (%) 57,62 + 0,84 36,69 + 8,34" 40,24 +9,54* 57,39 + 17,39° 45,66 + 20,01
Linfécitos (%) 30,07 + 0,07 56 + 7,28° 54,84 + 4,45° 36,32 + 14,56 40,36 +13,08
Mondcito(%) 6,66+0,96 5,12+1,08 3,43+3,31 8,40+2,12° 11,52+4,78°
Plaquetas (x10°/m/mm®) 238,75+ 91,21 218,72 + 61,51 200,93 + 21,21 224,83+ 7,77" 275,5 + 26,16°
VPM(fl) 13,4+0,28 12,32 + 0,56 12,36 + 0,77 14,56 + 0,77’ 11,70 £0,91

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

2 - p<0.05 em relacdo ao grupo experimental (1 e 2).
3 - p<0.05 em relacdo ao controle negativo e grupo experimental(1 e 2).
4- p<0.05 em relacdo ao grupo controle negativo.
5- p<0.05 em relagdo aos grupos controle negativo e controle positivo (1 e 2)
6 - p<0.05 em relacdo ao grupo experimental (2)
7 - p<0.05 em relacdo aos grupos controle positivo 2 e experimental (1 e 2)

41
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4.6 AVALIACAO DE TOXICIDADE CRONICA ATRAVES DA DETERMINACAO
DO PERFIL BIOQUIMICO

Na analise dos valores das médias do perfil bioquimico foram verificados que 0s
seguintes parametros: creatinina, acido Urico, calcio, bilirrubina total, proteina total,
albumina e globulina ndo apresentarem diferenca significativa. J4& os marcadores
bioquimicos que apresentaram diferenca estatistica significativa, as alteracGes
observadas séo descritas a seguir:

Os valores de uréia encontrados no grupo EXP1 (32,61) apresentou-se
significativamente maior quando comparado ao grupo EXP2 (19,94) e CP1 (21,25),
sendo que o grupo CP2 (28,33) apresentou valor significativamente maior quando
comparado com o grupo EXP2.

Quanto a analise do controle glicémico (glicose) e a composicao plasmética dos
lipideos (colesterol total, HDL-C e triglicerideos), observou-se que:

Em relacdo aos valores da glicose, o CP2 (106,58) apresentou médias
significativamente maiores quando comparado aos grupos EXP1 (63,22), EXP2 (74,88)
e CP1 (86,41), ja o grupo EXP2 (74,88) apresentou valores significativamente maiores
ao serem comparados ao grupo EXP1 (63,22).

A concentracdo plasmatica de colesterol, no grupo EXP2 (203,08) foi maior, em
relacdo ao CN (113,00), assim como os grupos EXP1 (91,30) e EXP2 (92,25) tambem
apresentou niveis de HDL-C significativamente maiores em relacdo ao CN (59,66). O
triglicerideo teve seus valores alterados no CP2 (104,83), sendo significativamente
maior quando comparado aos grupos EXP1 (58,69) e EXP2 (67,27).

Quanto a analise do AST e ALT os valores de média destes parametros
respectivamente apresentados pelos grupos CP1 (11,41/6,75) foram significativamente
menores ao serem comparados com os valores dos grupos CN (20,32/14,33), EXP1
(18,66/11,16) e EXP2 (18,00/ 12,56). A avaliacdo do ALT revelou que o grupo CP2
(6,08) também apresentou valores menores quando comparados aos grupos CN, EXP1
(11,16) e EXP2 (12,56).

Os valores de média do parametro GGT apresentaram-se de forma
significativamente menores nos grupos CP1 (32,08) ao serem comparados com 0S
demais grupos. O grupo CP2 (67,83) também demonstrou valores discordantes maiores
guando comparado ao grupo EXP2 (51,47) e CN (38,67).
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Em relagdo a lipase, os CP1 (14,50) e CP2 (13,17) apresentaram valores
menores de forma significativa, quando comparados ao grupo CN (22,67) e EXP2
(19,28). Ja a fosfatase alcalina no grupo EXP2 (141,64) exibiu valores de média
menores em relacdo ao grupo EXP1 (277,74), CP1 (243,75) e CP2 (241,67).

Os valores obtidos na analise dos padrdes bioquimicos séo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de média e desvio padrdo obtidos na anélise dos parametros bioquimicos.

PARAMETROS CN EXP1 EXP2 CP1 CP2
BIOQUIMICOS 175 mg/m? 250mg/m? (175mg/m?) (250mg/m2)
MEDIA + DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP  MEDIA + DP
Ureia (mg/dl) 26,66 + 16,23 32,61 +9,89° 19,94 + 2,50" 21,25 +5,25 28,33 +11,31
Creatinina (mg/dl) 0,97 +0,01 0,87 +0,08 0,83 +0,02 0,76 +0,01 0,89 + 0,07
Acido Urico 2,46 + 0,49 1,90 +0,14 1,90 + 0,56 1,95 + 0,42 1,70 +£ 0,35
Glicose 66,66 + 17,67 63,22 +19,79  74,88+3535° 86,41+4525° 106,58 + 83,43"
Colesterol 113,00+28,99  181,25+2333 203,08+18,38° 166,91+76,36 152,75+ 1,41
HDL-C 59,66 + 5,65 91,30 +1,41°  92,25+21,92° 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 £ 40,30°
AST/TGO (U/L) 20,32 +9,71 18,66 + 8,65 18,00 + 8,58 11,41 + 3,20’ 14,17 + 3,95
ALT/TGP (U/L) 14,33 + 8,02 11,16 + 8,13 12,56 £ 7,71 6,75+ 1,76 6,08 + 0,29’
GGT (U/L) 38,67 + 20,55 56,50 + 26,17 51,47 + 28,54 32,08+8,67° 67,83 + 10,59
Lipase 22,67 +11,15 17,69 + 3,12 19,28 +5,09 14,50 + 4,40° 13,17 + 3,86’
Fosfatase alcalina 199,33+ 121,33 277,74+ 96,85 141,64 +53,54'° 243 75+98,75 241,67 + 60,91
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 5,10 +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 0,10+0 0,10+0 0,10+0 0,10+0 0,10+0
Calcio 9,97 +0,19 8,99 + 0,36 9,27+0 9,18 +0,13 9,24 +0,33

1 - p<0,05em relagdo ao grupo EXP1, EXP2 e CP1; 2 — p < 0,05 em relagdo ao grupo EXP1; 3 —p < 0,05 em relacdo ao grupo EXP2 e CP1; 4 —p < 0,05 em
relagdo ao grupo CP2; 5 —p < 0,05 em relagdo ao grupo CN; 6 — p < 0,05 em relagéo ao grupo EXP1 e EXP2; 7 — p < 0,05 em relagdo ao grupo CN, EXP1 e
EXP2; 8 —p < 0,05 em relagdo a todos os outros grupos; 9 — p < 0,05 em relagdo ao grupo CN e EXP2; 10 — p < 0,05 em relagéo ao grupo EXP1, CP1 e CP2.
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4.7 ANALISE DA ANATOMIA PATOLOGICA E MORFOLOGICA

Na avaliagdo macroscopica dos Orgdos ndo foram verificadas alteracGes
significativas nos 6rgdos dos grupos EXP1 e EXP2. J4 no grupo CP2, tratado com a
maior dose do farmaco comercial, o animal apresentou as seguintes alteracdes
macroscopicas: linfonodos e hemisférios cerebrais estavam com aspecto congesto.

Em relacdo aos achados histopatoldgicos, em todos os grupos foi observada
manutencdo da arquitetura dos tecidos e integridade das estruturas microscépicas de
cada um, como por exemplo, glomérulos renais, foliculos linfoides, glandulas salivares
seromucosas, células principais e parietais, substancia cinzenta e branca, epitélio
respiratorio, fibras musculares esqueléticas e cardiacas, epiderme e derme. Ndo foram
visualizadas alteragdes sugestivas de dano celular e tecidual irreversiveis na maioria dos
Orgéos analisados.

O grupo EXP1 que recebeu a menor dose da LDE-PTX (175 mg/m?),
comportou-se de forma semelhante ao grupo CN, porém alteracbes vasculares
representadas por ectasia e hemorragia foram visualizadas nos seguintes Orgdos e
tecidos: musculo sartorio, psoas, diafragma e reto abdominal (2 animais), coracéo (3
animais), esdfago, pancreas e estdbmago. Na lingua foi observada melanose basal. Foi
encontrada hiperplasia linfoide em dois animais deste grupo, enquanto que no intestino
grosso foi observada a presenca de hiperplasia, porém todos os animais de todos os
grupos estudados apresentaram esta alteracdo. No baco, a presenca de congestdo de
polpa vermelha foi verificada além da ectasia. Ja no rim, um dos animais mostrou
importante hemorragia glomerular e tubular além da presenca de cilindro-hialino.

Ao se analisar o grupo EXP2 que recebeu a maior dose da LDE-PTX (250
mg/m?), foram observadas, igualmente, alteracdes vasculares representadas por ectasia e
hemorragia em todos os tecidos musculares esqueléticos e no coracéo, lingua, esdfago,
estdmago, traqueia, vesicula biliar, pancreas e pénis (2 animais), porém estas alteracdes
apresentaram-se em maior frequéncia e com maior intensidade quando comparado ao
grupo EXP1 que recebeu a menor dose de LDE-PTX. Além dessas alteracdes foram
verificados focos inflamatdérios na mucosa e submucosa do estomago, no pulmao e no
rim (2 animais), assim como hiperplasia linfoide no intestino delgado (3 animais). No
figado, um dos animais apresentou possiveis sinais de hepatotoxicidade, observada

através da esteatose micro e macrovesicular com area de fibrose, além de hemorragia
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sinusoidal, tumefacdo celular e necrose focal de hepatdcitos. Da mesma maneira, na
lingua foi observada melanose basal e, no bago, presenca de congestdo de polpa
vermelha e ectasia. J& no rim, um dos animais mostrou hemorragia glomerular e tubular
intensa, congestéo vascular, cilindro-hialino além de necrose nefrotoxica focal.

Com relacdo ao grupo CP1 e CP2, as alteragdes histopatologicas nos érgaos
destes animais mostraram-se semelhantes nas duas doses estudadas, as quais se
aproximaram dos resultados vistos no grupo EXP2 que recebeu a LDE-PTX (250
mg/m?). Ectasia e hemorragia em tecidos musculares, coracdo, esofago, estdmago,
pulméo e cérebro. Destacam-se a hemorragia sinusoidal e esteatose microvesicular no
figado, e no rim, hemorragia glomerular e tubular, além de cilindro-hialino e presenca
de células inflamatérias mononucleares-intersticial. Foram visualizadas também
congestdo de polpa vermelha e ectasia no baco, e focos hemorragicos na pele.

Os resultados da andlise histopatoldgica dos tecidos e oOrgdos estudados

encontram-se descritos nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 - Analise histopatologica dos 6rgdos e tecidos do sistema digestorio, sistema
respiratério e linfatico.

Grupos CN CP1 CP2 EXP1 EXP2
Animais Al A2 A3 Al Al Al A2 A3 Al A2 A3
Glandula Submandibular
Ectasia + - + + + + + + + + +
Hemorragia - - - - - - - - - - -
Focos inflamatdrios - - - + - - - - - - -
Eso6fago
Ectasia/Hemorragia - + - + + + + - + + +
Focos inflamatérios - - - + - - - - - - -
Lingua
Melanose basal - + - - - + + - . + n
Ectasia/Hemorragia - - - - - - + - + + +
Células inflamatorias + - + + + - - - - + -
Pancreas
Ectasia/Hemorragia - - - - - + + + + + +
Estémago
Ectasia/Hemorragia + - + + - + + - + + +
Células Inflamatérias - - - ++ - + - - + + +
Intestino delgado
Hiperplasia linfoide - + - - - + - + + + +
Intestino grosso
Hiperplasia linfoide + + + + + + + + + + +
Traquéia
Ectasia/Hemorragia + - + - + + + - + + +
Pulméo
Ectasia + + + ++ + - + + + - -
Hemorragia + + + + + + - + + + -
Espessamento de paredes
- - - - - + - - + + +
alveolares
Afilamento de paredes i i i i N N ] ] ] ] ]
alveolares
Células inflamatdrias - - - ++ + - - - - + +
Baco
Hiperplasia de polpa branca + + + - + + + + + + +
Megacariécitos + + + - + + + + + + +
Congestéo de polpa vermelha + + - + + +++ A+ + - +++
Hemorragia - - - + + - - + - ++ -
Ectasia - - - + + +++ HH+ + - + o+t
Linfonodos
Hiperplasia linfoide - - - + + + - - - + +
Ectasia - - + ++ + + - + - + +
Hemorragia - - + ++ + - - + - - +
Fibrina - - - - - - - - - - +

*As alteracBes histopatoldgicas foram tiveram como critérios de graduacdo a seguinte escala: ausente (-),
leve (+), Moderada (++) e intensa (+++). Os animais pertencentes a cada grupo de estudo foram
denominados como “A”, seguido de um algoritmo ardbico.



Tabela 8 - Analise histopatologica dos 6rgdos e tecidos do sistema hepato-biliar,

sistema excretor, reprodutor, tegumentar e nervoso.
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Grupos

CN

CP1

CP2

EXP1

EXP2

Animais

Al

A2

A3

Al

Al

Al

A2

A3

Al

A2

A3

Vesicula biliar

Ectasia/Hemorragia

Figado

Desorganizagdo de corddes de
hepatécitos

Congestéo veia centro-lobular
Hiperplasia células de Kupffer
Degeneracao hidrépica
Necrose focal de hepatdcito
Hemorragia sinusoidal

Focos inflamatorios
Tumefacéo de hepatécitos
Esteatose microvesicular
Esteatose macrovesicular
Fibrose

Bexiga

Ectasia/Hemorragia
Supra-renal
Ectasia/Hemorragia

Vesicula seminal

Ectasia/Hemorragia

Rim

Tumefacdo do epitélio tubular
Hemorragia tubular e
Intersticial

Congestéo vascular
Cilindro-hialino

Hemorragia glomerular
Células inflamatdrias
mononucleares

Necrose nefrotéxica

Testiculo

Desorganizagdo da arquitetura
dos tubulos seminais
Estereocilios

Degeneracao hidrdpica
Hemorragia/Ectasia
Degeneracéo vacuolar de
células do epididimo

Pénis

Ectasia

Pele

Melanose focal
Hemorragia

Cérebro

Hemorragia
Ectasia

++

+++

+++
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As alteracBes histopatoldgicas tiveram como critérios de graduacgdo a seguinte escala: ausente (-), leve
(+), Moderada (++) e intensa (+++). Os animais pertencentes a cada grupo de estudo foram denominados
como “A”, seguido de um algoritmo arabico.
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5. DISCUSSAO

O objetivo principal na quimioterapia do cancer é destruir seletivamente as
células tumorais sem atingir prejudicialmente os tecidos e 6rgaos normais. Portanto, a
utilizacdo de veiculos capazes de transportar drogas para as células alvo vém sendo
objeto de inimeras pesquisas. Na Ultima década, varios autores sugerem a possibilidade
do uso de LDL como carreador de farmacos antitumorais, com base no aumento da
expressdo de receptores de LDL em diversos tipos de cancer. Embora sua utilizagdo
tenha sido um sucesso em ensaios experimentais, as dificuldades no isolamento de LDL
do plasma, e do manuseio da preparacdo, além do fato desta particula apresentar baixa
meia-vida, a tornam inconveniente para a utilizacdo no tratamento de rotina
(MARANHAO et al., 1994). A investigacdo do uso da LDE como um direcionador de
agentes antineoplasicos as células tumorais foram entdo propostas, apds a confirmacéao
que a mesma se concentrava em tecidos neoplasicos (MARANHAO et al., 1994). A
utilizacdo desta particula em estudos pré-clinicos busca, atualmente, pesquisar a
toxicidade associada a LDE. Desta forma o presente estudo buscou avaliar, de forma
ampla, a toxicidade da LDE em primatas ndo humanos, de forma a esclarecer os
possiveis beneficios desta particula, associada ao paclitaxel, em comparacdo com a
forma comercial deste farmaco, sendo este um passo importante para sua futura

comercializacéo.

5.1 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

Na anélise do estado corporeo dos animais, através do acompanhamento do peso
dos mesmos, observamos que somente 0s animais dos grupos CP1 e CP2, tratados com
0 PTX-Comercial, apresentaram diminuicdo de peso durante a realizacdo do tratamento.
Quando comparados com os animais do grupo CN, bem como, com os valores relatados
na literatura para a média de peso normal de macacos da espécie Cebus apella
(FERREIRA, 2009).

A perda de peso destes animais pode estar, em grande parte, associada ao

provavel processo da quimioterapia, no qual a desnutricdo, perda ponderal, nausea,
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vomito e alopecia sdo manifestacfes clinicas muito comuns, decorrente dos efeitos
colaterais do paclitaxel (EXTRA et al., 1993; SLICHENMYER & VON HOF, 1993;
WANG et al., 2011). Os animais deste grupo, que receberam o farmaco na sua forma
comercial, apresentaram além da alteragdo do peso, perda progressiva dos pelés ao
longo dos ciclos de quimioterapia, assim como, a presenga de diarreia e émese.

A terapia nutricional é de extrema importancia para manter o organismo do
paciente preparado para a agressividade do tratamento e para a reestruturacdo do
organismo p6s-quimioterapia, por isso, a reducao de efeitos colaterais gastrointestinais e
de alteracdo no peso, podem contribuir, de forma satisfatoria, para a evolugdo desses
pacientes, promovendo uma maior aceitagdo dos alimentos propostos (CUPARI, 2009).
Nos grupos experimentais 1 e 2, ndo foram observadas alteracbes gastrointestinais
significativas, sendo que os animais deste grupo mantiveram sua rotina alimentar e
consequentemente ndo houve alteracdo no peso dos mesmos.

Sinais de toxicidade cutanea foram observados, nos grupos CP1 e CP2, que
receberam a forma comercial (PTX) a partir do segundo ciclo de quimioterapia,
percebidas através de lesbes inflamatdrias descamativas. Essa sintomatologia € descrita
em estudos recentes, que afirmam que sinais de toxicidade cutanea sdo observados em
cerca de 65% dos casos de pacientes submetidos a quimioterapia antineoplasica, essas
alteracdes incluem alopecia, reacdes de hipersensibilidade e alteracdes ungueais
(SCHWARTZ et al., 2005). Entretanto, faltam dados detalhados sobre essas reacoes,
devido maioria dos casos serem tratada por oncologista, descrevendo o quadro
sucintamente como “reacdo cutanea” (DONATI & CASTRO, 2011). Além disso, a
maioria dos estudos analisam a toxicidade da poliquimioterapia, tornando dificil a
confirmacdo de qual farmaco esta causado as reacOes cutaneas. Nos grupos EXP1 e
EXP2, tratados com a LDE-PTX, estas alteracGes cutaneas ndo foram observadas em

nenhum dos animais, ficando clara a auséncia de toxicidade neste tecido.

5.2 BIODISTRIBUICAO TECIDUAL E CINETICA PLASMATICA DA
NANOEMULSAO LDE

O estudo farmacocinético analisou o perfil de depuracdo plasmética e

biodistribuicdo do LDE-PTX em Cebus apella, e demonstrou decaimento caracteristico
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dos radiotracadores de maneira semelhante quando comparada aos estudos com LDL e
LDE em outros organismos (RODRIGUES et al., 2005). A inclinagdo da curva mostrou
que nos primeiros 60 minutos ha um decaimento répido, sugerindo a sua distribuicdo
entre os tecidos, diminuindo a quantidade de nanoemulséo circulante.

Quando a LDE ¢ injetada na corrente sanguinea, ele adquire Apo E a partir das
lipoproteinas nativas e se liga aos receptores de LDL que reconhecem tanto Apo B e
Apo E (MARANHAO et al., 1993; MARANHAO et al., 1994). Pelo fato da Apo E ter
uma maior afinidade para o receptor de LDL do que apo B, o LDE é removido mais
rapidamente do compartimento do plasma de LDL nativa. Este efeito € vantajoso
porque reduz o tempo necessario de observacdo (MARANHAO et al, 1993;
MARANHAO et al, 1997; HIRATA et al., 1999), além disso os dados observados ja
foram validados em vérios experimentos em animais com a LDE (MARANHAO et al.,
1993; MARANHAO et al., 1997) e em estudos clinicos, em que 0 comportamento
cinético da nanoemulsdo foi semelhante a esperada para a LDL nativa (SANTOS et al.,
2003; COUTO et al., 2007; ADES et al., 2001; HUNGRIA et al., 2004; DANTAS et al.,
2010; BERTATO et al., 2012).

A cinética plasmatica observada também estd de acordo com o descrito em
estudos anteriores, que demonstraram que a associacéo do paclitaxel com a LDE mudou
a farmacocinética do farmaco, em comparacdo com a formulagédo a base de cremophor
EL (forma comercial). A proporcdo de Cremophor EL utilizado para solubilizar o
paclitaxel induz alteragdes farmacocinéticas, diminuindo seu tempo de meia-vida (TEM
TIJE et al., 2003; DIAS, 2007), enquanto a preparacdo do oleato de paclitaxel associado
a LDE tem maior tempo de meia vida plasmatico (T1/,) e area sob a curva (AUC). Isto
sugere que a mesma dose de paclitaxel associado a nanoemulsdo é mantida em maiores
concentragdes por um periodo mais longo de tempo. Como a acdo terapéutica do
paclitaxel é altamente tempo dependente e sua capacidade de causar morte celular é de
acordo com a duracdo da exposicdo (GOBLE & BEAR, 2003), um maior tempo de
circulacdo na corrente sanguinea atribuido ao LDE-oleato de paclitaxel pode oferecer
uma vantagem adicional a esta preparacdo. Por conseguinte, a farmacocinética
alcancada pela associacdo com a LDE pode ampliar seu espectro de ac¢do farmacologica
(WOO et al., 1996; DIAS et al., 2007)

A compreensdo clara da biodistribuicdo e farmacocinética ¢ imperativa ao se
desenvolver um sistema de “drug delivery” baseado em nanoparticulas. Tal

conhecimento é valioso para otimizar a avaliagdo do sistema de entrega no que diz
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respeito a eficacia terapéutica e principalmente a toxicidade sistematica. A
biodistribuicio do LDE-PTX, segundo pardmetros farmacocinéticos analisados,
mostrou um acumulo da radioatividade em 6rgdos que expressam maior quantidade de
receptores de LDL, em especial o figado, principal 6rgéo relacionado ao metabolismo
lipidico, confirmando sua captacdo via receptores de LDL (FAVERO et al., 2010).
Outro dado importante esta relacionado ao grande namero de érgdos analisados, 0 que
até o momento nao havia sido realizado, demonstrando dados que ainda nao tinham sido
observados, como a baixa concentracdo da LDE em medula éssea e cérebro. Estes
achados levam a inferir que a menor concentracdo da LDE-oleato de paclitaxel na
medula dssea, quando comparada a formulacdo comercial, pode levar a diminuicdo da
mielotoxicidade, que é um dos principais efeitos colaterais do paclitaxel (PING MA &
MUMPER, 2013).

5.3 PADROES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

A literatura demonstra que células do sangue circulante de mamiferos, inclusive
de primatas, constituem um Otimo sistema para testar uma substancia quanto a sua
capacidade em produzir danos no organismo. Estas células sanguineas constituem
Otimas amostras para variados sistemas de tratamento, pois pertencem a um tecido que
estd 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 pds-testes com respostas que geralmente sdo de facil e
rapida analise (BASES et al., 1979; MORALES-RAMIREZ et al., 2004; HOFFBRAND
et al., 2013). Supondo-se que haja uma correlacao 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 hematoldgicos e bioquimicos € essencial para
determinar os limites entre salde e doenca e para a compreensdo das alteracbes
produzidas pela patogenicidade de diversos agentes e/ou substancias. Estas analises de
hematologia e bioquimica auxiliam no diagndstico e prescricdo de novas terapias

clinicas contribuindo para o diagnostico diferencial em seres humanos e em animais
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utilizados como modelos de laboratorio, bem como na fisiologia comparativa e
etiologicas em estudos (RIVIELLO & WIRZ, 2001; NAVES et al., 2006).

Os resultados obtidos nas analises dos padrées hematolégicos e bioquimicos no
grupo CN ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao serem
comparados com os valores relatados na literatura como padrdes de normalidade para
estes parametros em Cebus apella (RIVIELLO & WIRZ, 2001; NAVES et al., 2006),
com excecdo para os valores de plaquetas, que estavam diminuidos em relacdo aos
valores descritos como normais na literatura, mas dentro dos padrdes de normalidade
adotados pelo CENP.

Na anélise do eritograma os grupos EXP1 e EXP2 tratados com LDE-PTX ndo
apresentaram diferenca significativa ao serem comparados ao CN. Ja o grupo CP1,
demonstrou uma diminuicdo significativa dos valores de hematocrito e hemoglobina,
com o RDW aumentado nos grupos CP1 e CP2. Esses dados caracterizam uma possivel
anemia adquirida por inducdo medicamentosa e uma discreta anisocitose relacionada
com o declinio da saude do animal pela acdo do farmaco na sua forma comercial (HAN
et al., 2014; NAKAMURA et al, 2014; HOFFBRAND et al., 2013). Estes dados estdo
de acordo com a literatura, pois os principais efeitos adversos observados no tratamento
com paclitaxel em humanos sdo: hipersensibilidade, neurotoxicidade, reducdo das
defesas e anemia induzida por danos diretos aos eritrocitos (SIAU et al, 2006; PANIS et
al., 2012), demonstrando assim uma possivel vantagem do tratamento com a LDE-PTX
em relacdo a versao atual presente no mercado.

Na série leucocitéria, os neutrofilos sofreram um decrescimo, nos EXP1 e EXP2
comparado ao grupo CN, podendo estar relacionado com a diminuicdo da imunidade do
animal associado a vinculacdo do farmaco. O indice de neutréfilos € utilizado como um
dos parametros para a continuagdo ou suspensdo dos ciclos de quimioterapia
antineoplasica, de forma que se a contagem de neutréfilos basais estiver em valores
absolutos menores que 1.000 células/mms, o tratamento € suspenso ou adiado
(BRANDAO et al., 2010; HAMAGUCHI et al., 2005). Nos resultados encontrados nos
grupos que utilizaram a LDE-PTX apesar de ser observada diminuicdo percentual dos
neutrofilos, os valores absolutos estavam acima do minimo aceitavel (aproximadamente
1960 células/mms). Outro resultado importante relacionado ao numero relativo e
absoluto de neutréfilos foi encontrado nos grupos CP1 e CP2, onde houve uma
diminuicdo significativa do numero destas células, chegando, no 5° ciclo de

quimioterapia, aos valores de 579 e 750 células/mms, respectivamente. Estes valores
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estavam abaixo do minimo aceitavel para a continuagdo do tratamento; porém, ao final
do 6° ciclo de quimioterapia com a forma comercial (PTX), observou-se um aumento no
namero dos neutrofilos destes animais, que continuaram, porém, abaixo dos indices de
normalidade (RIVIELLO & WIRZ, 2001; NAVES et al., 2006).

A neutropenia estd dentro dos principais tipos de reacBes adversas
hematoldgicas induzidas pelo quimioterépico paclitaxel, além da diminui¢do do nimero
total de leucdcitos e plaquetas (SOMA et al., 2009; HUANG et al.,2011).

J& os basofilos tiveram um aumento no grupo EXP1 em relagdo ao controle
negativo, o que pode caracterizar uma possivel reacdo alérgica ao farmaco, ja que um
dos efeitos colaterais caracteristicos do PTX sdo reacfes de anafilaxia (reacGes
alérgicas) e reaces graves de hipersensibilidade (PRIETO GARCIA et al., 2010;
RAISCH et al., 2011; JOERGER, 2012).

Os linfocitos do grupo EXP1 e EXP2 tiveram seus valores aumentados em
comparagdo ao grupo CP1 e CP2 mostrando que o sistema imune do grupo
experimental ndo foi afetado de forma consideravel e permaneceu ativo sem grandes
alteracdes mesmo com a vinculagdo do quimioterapico LDE-PTX, reforcando os dados
gque comprovam que a associacdo LDE-PTX e estavel, sendo sua toxicidade menor do
que a forma comercial, possibilitando maior tolerabilidade do tratamento
(RODRIGUES et al., 2005). Em estudos clinicos, pacientes tratados com TAXOL®
apresentaram reacOes adversas relacionadas a medula 6ssea, como alteragdes das células
brancas do sangue, trombocitopenia, anemia, infecces e hemorragia. (NAKAMURA et
al., 2014).

Em reacdo aos parametros bioquimicos, até o0 momento ndo foi demonstrada
relacdo entre a dose de paclitaxel e alteracBes na funcdo hepética, em pacientes sem
alteracdes hepaticas de base, havendo apenas raros relatos de necrose hepética e
encefalopatia hepéatica (TAXOL, 2014). Os resultados obtidos neste estudo apos a
analise dos parametros bioquimicos da funcdo hepatica (AST, ALT e GGT),
demonstraram estar dentro dos padrfes de normalidade para a espécie, tanto nos grupos
CP1 e CP2 tratados com a forma PTX comercial quanto nos grupos EXP1 e EXP2
tratados com a LDE-PTX. Este resultado permite ainda inferir a baixa hepatotoxicidade
da LDE-PTX, pois apesar desta particula apresentar alta afinidade pelo figado, como
demonstrado nos resultados de biodistribuicdo da LDE-PTX, a mesma ndo demonstrou

causar alteracfes nas enzimas hepéticas.
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Ao analisarmos a fungdo renal (uréia e creatinina), observamos uma unica
alteracéo, que foi nos valores da ureia, onde o grupo EXP1 apresentou discreto aumento
de valor quando comparado ao grupo CN, e o grupo EXP2 demonstrou diminuigéo
neste parametro quando também comparado ao grupo CN, sendo que estas alteracdes
ndo chegaram a ser estatisticamente significativas. A uréia é um dos indices que avaliam
a filtracdo glomerular, pois a maior parte da uréia é excretada na urina através da
filtracdo nos glomérulos. Assim, a reducdo na filtragdo tem como consequéncia o
aumento da concentracdo de uréia (FETTMAN et al., 2004). Apesar de haver diferenga
nos valores de uréia nos grupos EXP1 e EXP2, estes ainda estdo dentro dos padrdes
considerados normais para primatas da espécie Cebus apella, indicando que ndo houve
alteracdo na taxa de filtracdo renal nos animais tratados com a LDE-PTX (MAHON &
SHORTEN, 1997; GABRIEL et al., 2011).

Em relacdo aos niveis séricos da glicose, verificamos que este apresentou-se
aumentado nos grupos CP1 e CP2 que receberam a versdo comercial do paclitaxel, o
que corrobora com o descrito por HOLANDA et al., (2008) que relatou um aumento
deste parametro em pacientes que realizavam poliquimioterapia contendo o paclitaxel.
A quimioterapia em pacientes com diabetes requer precaucdes, pois € demonstrado que
alguns farmacos podem interferir nos valores séricos de glicose dos pacientes,
prejudicando o controle desta doenca (KRATZ & ELSADEK, 2012; BERTATO et al,
2012; BONASSA, 2012 referencias). Desta forma, este estudo demonstrou uma
possivel vantagem da utilizacdo da quimioterapia com a LDE-PTX, j& que neste
tratamento ndo houve alteracédo significativa nos niveis de glicose sérica dos animais.

Ao observamos os resultados obtidos na composicao plasmatica dos lipideos,
verificamos aumento nos valores do colesterol nos grupos EXP1 e EXP2, em relacdo ao
grupo CN, o que pode ser explicado pela propria composicdo da preparacdo LDE-PTX,
que contém ésteres de colesterol e colesterol ndo esterificado (ALMEIDA et al., 2010).
E importante ressaltar que apesar dessas alteracbes serem significativas, os valores
encontrados estdo dentro do valor padrdo de normalidade para a espécie utilizada como
modelo experimental neste estudo (RIVIELLO & WIRZ, 2001). No grupo CP2 o valor
de triglicerideos estava significativamente maior em comparacdo ao grupo CN, porém
apesar da observacdo deste aumento os valores estavam dentro dos parametros de
normalidade adotados para os animais da espécie Cebus apella (RIVIELLO & WIRZ,
2001).
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5.4 PADROES ANATOMIA PATOLOGICA

Na andlise macroscopica dos 6rgdos dos animais utilizados nesse experimento
ndo foram verificadas alteracbes macroscopicas significativas nos 6rgéos dos grupos
CN, EXP1, EXP2, CP1 e CP2. Contudo, pequenas alteracbes macroscopicas nao
significativas identificadas sdo caracteristicas das diferencas fisioldégicas normais entre
animais pertencentes da mesma espécie (CALOSI et al., 2013).

Quanto a analise histopatdgica, o grupo EXP1 que recebeu a menor dose da
LDE-PTX (175 mg/m?), comportou-se de forma semelhante ao grupo CN, ambos
apresentando alteracbes em sua maioria consideradas de baixa intensidade,
representadas por ectasia e hemorragia em 0Orgdos e tecidos como: musculo sartorio,
coracdo, esdfago, pancreas e estomago. As alteracdes encontradas sdo consideradas
reversiveis e devem ter sido provavelmente provenientes do préprio processo de
eutanasia e coleta do material. (YAMAUCHI et al, 2013)

As alteracdes hepaticas encontradas nesta pesquisa, como hemorragia sinosoidal,
tumefacdo dos hepatdcitos, focos inflamatorios, esteatose micro e macrovesicular, que
se apresentaram em todos 0s grupos do estudo, sdo de natureza reversivel e muitas delas
podem estar associadas ao metabolismo hepatico, portanto ndo decorrentes da acao
toxica do PTX. Ja foi descrito que este farmaco ndo apresenta, em doses terapéuticas,
toxicidade hepatica, ndo comprometendo a sintese, armazenamento e distribuicdo de
ferro (TAXOL, 2014). Apesar de ter sido encontrada uma alteracdo irreversivel (necrose
focal dos hepatdcitos) em animais dos grupos EXP1 e EXP2, tratados com a LDE-PTX,
0 que nos leva a inferir que esta alteracdo possivelmente ja estava presente nestes
animais antes do inicio dos tratamentos, sendo que a mesma nao deve ser devida a
utilizacdo da LDE-PTX. Cabe ressaltar que antes do inicio deste estudo todos os
animais passaram por tratamento com o vermifugo Ivermectina (IVOMEC®),
medicamente este comprovadamente hepatotoxico (VARO et al., 2010; GROVER et al.,
2001).

Na analise histopatoldgica dos rins, foi observada intensa hemorragia glomerular
e tubular, nos animais dos grupos CP1, CP2, EXP1 e EXP2, assim como a presenca de
cilindro-hialino em todos o0s grupos estudados; estes achados microscopicos, porém nao
permitem sugerir alteracdo irreversivel na fungdo renal (MACDOUGALL & COOPER,

2002). Tambem foi observada a presenga de células inflamatorias mononucleares em
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todos os grupos; esta alteracdo, porém esta possivelmente relacionada com um possivel
processo infeccioso oportunista. Necrose nefrotoxica foi descrita em um animal do
grupo EXP2, alteracdo esta que também provavelmente ja estava presente nestes
animais antes do inicio de qualquer tratamento deste estudo e ndo provocada pelo LDE-
PTX.

No intestino delgado da maioria dos animais dos grupos EXP1 e EXP2 foi
encontrada hiperplasia linféide, também observada em um animal do grupo CN. Sendo
estd uma alteracdo reversivel. No intestino grosso também houve a presenca desta
hiperplasia em todos os animais de todos os grupos estudados. Apesar deste Gltimo
achado possivelmente estar relacionado com a sintomatologia clinica caracteristica
(diarréia) do tratamento com o Paclitaxel (SLAUGHTER et al., 2014), ndo podemos
correlacionar estes achados com o tratamento com a forma comercial ou LDE-associada
ao farmaco, pois esta alteracdo também foi encontrada no grupo CN; provavelmente
estes achados sdo recorrentes e também ja estavam presentes antes do inicio deste
estudo.

No baco, as principais alteracdes encontradas foram presenca de hiperplasia de
polpa branca, congestdo de polpa vermelha além de ectasia, na maioria dos animais de
todos os grupos do estudo. Estas alteracGes reversiveis sdo caracteristicas de processo
infeccioso neste 6rgdo (ROBBINS & COTRAN, 2006) e por esta razdo, provavelmente
ndo estdo relacionadas ao tratamento com o LDE na forma comercial ou LDE-
associada.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o tratamento com a LDE
associada ao paclitaxel pode reduzir a toxicidade deste quimioterapico, quando
comparado ao tratamento com a forma comercial deste farmaco. No grupo que recebeu
a LDE-PTX, foram observadas manifestacdes clinicas menos severas ou ausentes,
auséncia de anemia e aumento de linfocitos, sugerindo aumento da atividade imune
neste grupo, manutencdo dos padrbes bioquimicos considerados normais para a espécie
e auséncia de alteracBGes histopatoldgicas irreversiveis significativas. Ainda que na
analise individual dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e histopatologicos
encontrados neste grupo tenham demonstrado algumas vezes resultados semelhantes aos
encontrados no grupo CP1 e CP2, quando analisamos estes parametros em conjunto
com as manifestacbes clinicas, podemos sugerir uma melhor resposta clinica do
tratamento com a LDE associada ao paclitaxel, o que pode levar a menor necessidade da

utilizacdo de medicamentos associados a quimioterapia para tratar efeitos colaterais
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tipicos deste tratamento como diarréia, émese e perda de peso, consequentemente
levando a melhora da qualidade de vida do paciente, diminuindo possiveis internacfes
possibilitando a extensdo do tratamento por periodos mais prolongados e possibilitando

0 aumento da efetividade do tratamento.
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6. CONCLUSAO

Verificamos uma auséncia significativa nas manifestacdes clinicas no grupo
tratado com a LDE-PTX, quando comparado ao grupo com a forma comercial do
farmaco, que demonstrou manifestacfes como diarréia, émese, perda de peso e pélos e
alteracdes cutaneas.

Na analise do eritrograma, verificamos diferencas significativas entre os grupos
LDE-PTX e PTX-comercial, onde este Gltimo apresentou alteracdes acentuadas nesta
analise, 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.

Quanto a andlise bioquimica, ndo houve alteracdo dos parametros bioquimicos
da funcéo hepética e renal, que demonstraram-se dentro das faixas de normalidade.

Outro achado importante foi a auséncia de toxicidade significativa na analise
histopatologica dos diversos 0rgdos e tecidos, principalmente nos animais que
receberam a menor dose de LDE-PTX, ja que foram encontradas na maioria dos animais
apenas alteracdes reversiveis e ndo necessariamente relacionadas ao tratamento.

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com o fato da toxicidade do
farmaco testado associado a LDE se apresentar menor do que a versdo comercial, sendo
importante ressaltar que neste estudo foi avaliado o carater toxicolégico do tratamento
crénico com a droga em questdo, o que € condizente com o tratamento quimioterapico
antineoplasico em humanos.

A analise comparativa da toxicidade dos tratamentos com o paclitaxel associado
a LDE e o paclitaxel na sua forma comercial em primatas da espécie Cebus apella, é
inovadora e relevante para o desenvolvimento cientifico e tecnologico da analise do
tratamento antineoplasico. Acreditamos, por fim, que este estudo gerou novas
informacGes bioldgicas, que possibilitardo uma melhor compreenséo fisiopatologica de
processos que acontecem durante o tratamento quimioterdpico bem como o
desenvolvimento de novos tratamentos antineoplasicos utilizando nanoparticulas,
buscando, desta forma melhora da qualidade de vida dos pacientes com cancer, com

melhor eficécia terapéutica e aumento da sua sobrevida.
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| epae com animais de experimentagao -+

PARECER BIOWHS-11

Projeto: USQ DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS QUE SE LIGAM A
RECEPTORES CELULARES COMO DNSTREUMENTO PARA A TERAFEUTICA
DO CANCER

Coordenador: Prof Dr. Fommel Marie Rodnguez Burbano

Area Temitica: Biclogia/Oncologia Experimental

Vigéncia: 1172010 a 112012

Nono CEPAE-UFPA: BIOOS-11

O projeto acima identficado foi avaliado pelo Comits de Etca Em Pecquiza Com
Animsis ds Experimentagio dz Universidade Federal do Para (CEPAE). O tems eleito para
a investizagdo e de alto teor cientfico justificando 2 wilizagio do modelo animal proposmo.
Qs procedimentos experimentzis nilizados ssguem 25 nommas locals e intemacionzis para
trataments & manipulacio de animais de experimentacio. Portanto, o CEPAE, atraves de
seu presidents, Do nsoe das atribuigdes delegadas pela pormaria Mo 15682005 do Reitor da
Universidade Faderal do Para, resclve APROVAR 3 utlizacio de animaiz de
experimentasio nas stividades do projeto em quastio, no periodo de vigéncia estabelecide.
As atividsdes experimentis fora do periode de vigéncia devem receber nova antorizacio
deste comité

Belem 05 cutubro de 2010

W c. |

Presidente do Comité de Etica End Pesquisa
Com Armmans de Fxpenmentacdo da Universidada
Federal do Para
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