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“E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo busca-las.
Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucgéo.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de um oasis e
cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.
Naquele dia descobri que meu Unico rival ndo era mais que minhas préprias limitacdes e que
enfrenta-las era a Unica e melhor forma de supera-las.

Naquele dia, percebi que eu ndo era o melhor e que talvez nunca tivesse sido.
Deixei de me importar com quem ganha ou perde.

Agora me importa simplesmente saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar 14 em cima, e sim deixar de subir;

e que o melhor triunfo é poder chamar alguém de amigo.

Descobri que o amor é mais do que um simples estado de enamoramento,

o amor e uma filosofia de vida.

Naquele dia deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados
e passei a ser uma ténue luz no presente.

Aprendi que de nada vale ser luz e n&o iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia, aprendi que os sonhos existem para tornar-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar...

agora simplesmente durmo para sonhar.”

(Walter Elias Disney)
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Resumo

Cisplatina (CDDP) ¢ um dos agentes ativos citotoxicos mais comumente usados no
tratamento da carcinomatose peritoneal. A inconveniéncia de seu uso clinico sdo os efeitos
colaterais sistémicos, como nefrotoxicidade e mielotoxicidade. Lipossomas pH-sensiveis de
circula¢do prolongada contendo CDDP (SpHL-CDDP) foram desenvolvidos por nosso grupo
de pesquisa com o objetivo de promover a liberagdo de CDDP mais proximo do tumor, bem
como diminuir a toxicidade. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficdcia antitumoral e
toxicidade de SpHL-CDDP, apos a administracdo intraperitoneal em camundongos portadores
de tumor nas fases inicial ou avancada, com uma dose de 12 mg/Kg. A sobrevida foi
monitorada e amostras de sangue foram coletadas para analises bioquimicas e hematologicas.
Rins, figado e baco foram removidos para exame histopatolégico. As células tumorais foram
avaliadas, segundo sua viabilidade e ciclo celular. Os resultados demonstraram que a
sobrevida de animais tratados com SpHL-CDDP foi maior do que aqueles tratados com
CDDP livre. A morte celular causada pelo tratamento com SpHL-CDDP ocorreu através da
indugdo de apoptose com a parada do ciclo celular na fase GO/Gl. O tratamento de
camundongos que apresentam cancer inicial com ambas as formula¢des provocou a supressao
de granulécitos. Camundongos tratados com CDDP livre apresentaram também diminuigao da
contagem de plaquetas, o que sugere alta mielotoxicidade. No modelo de cancer avangado, o
tratamento com SpHL-CDDP permitiu melhoria da resposta imune. Camundongos portadores
de cancer em estdgio inicial e tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP apresentaram menor
indice de uréia/creatinina, em comparacdo ao grupo controle salina. Esses achados indicam
que ambos os tratamentos foram capazes de reduzir o dano renal causado por carcinomatose
peritoneal. A andlise microscopica dos rins de camundongos tratados com SpHL-CDDP
mostrou alteracdo morfologica discreta, enquanto necrose tubular foi observada para animais

tratados com CDDP livre. Em relagdo a hepatotoxicidade, nenhuma alteragdo nos parametros
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de quimica clinica foi observada. Estes achados revelam que SpHL-CDDP pode melhorar a
eficacia antitumoral e diminuir a toxicidade renal e da medula 6ssea. A dosagem de VEGF no
liquido ascitico mostrou que ambas as formulagdes contendo CDDP, em ambos os estagios de
tratamento, diminuiram a capacidade angiogénica do tumor de Ehrlich, apresentando efeito
antitumoral. O estudo imunolégico mostrou que o tratamento com CDDP livre ou SpHL-
CDDP apresenta um perfil modulado de resposta imune, com diminui¢do das citocinas pro-
inflamatorias e de citocinas reguladoras. Portanto, estes resultados abrem a possibilidade de

uso futuro de SpHL-CDDP para o tratamento da carcinomatose peritoneal.

XXIII



Abstract

Cisplatin (CDDP) is one of the most active cytotoxic agents commonly used on treatment of
peritoneal carcinomatosis. The inconvenience of its clinical use is systemic side effects, such
as nephrotoxicity and myelotoxicity. Long-circulating and pH-sensitive liposomes containing
CDDP (SpHL-CDDP) were developed by our research group in order to promote the release
of CDDP near the tumor as well decrease of its toxicity. The aim of this study was to evaluate
the antitumor efficacy and toxicity of SpHL-CDDP after intraperitoneal administration in
initial or disseminated tumor bearing mice, at a dose of 12 mg/Kg. The survival was
monitored and blood samples were collected for biochemical and hematological analysis.
Kidney, liver and spleen were removed to histopathological examination. Tumor cells were
evaluated according to their viability and cell cycle. The survival of animals treated with SpH-
CDDP was higher than those treated with free CDDP. The cell death caused by treatment with
SpHL-CDDP occurred through induction of apoptosis with a cell cycle arrest at GO/G1 phase.
The treatment of mice presenting initial cancer with both formulations provoked a
suppression of granulocytes. Mice treated with free CDDP showed also a decrease of platelets
count, which suggests a high myelotoxicity. Mice affected by cancer at an early stage and
treated with free CDDP or SpHL-CDDP showed lower urea/creatinine index as compared to
the saline control group. These findings indicate that both treatments were able to reduce the
renal damage caused by peritoneal carcinomatosis. Microscopic analysis of kidneys from
mice treated with SpHL-CDDP showed a discrete morphological alteration, while tubular
necrosis was observed for free CDDP treated mice. Concerning hepatotoxicity, no alteration
in clinical chemistry parameters was observed. These findings reveal that SpHL-CDDP can
improve the antitumor efficacy and decrease renal and bone marrow toxicity. VEGF levels in
ascitic fluid showed that both formulations containing CDDP administered in both

development stages, decreased angiogenic capacity of Ehrlich tumor, showing their antitumor
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effect. The immunological study showed that treatment with free CDDP or SpHL-CDDP
presents an immune response modulated profile, with reduction of pro-inflammatory and
regulatory cytokines. Overall, the results presented in this thesis indicate a promising future

application of SpHL-CDDP to peritoneal carcinomatosis treatment.
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1 INTRODUCAO
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O cancer ¢ considerado uma doenca cronico-degenerativa caracterizada por um desvio
nos mecanismos de controle da proliferacao e diferenciacao celular. No Brasil, as estimativas,
para o ano de 2012, serdo validas também para o ano de 2013, e apontam para a ocorréncia de
518.510 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes serdo o cancer de pele do tipo nao
melanoma, préstata, pulmao, colon e reto e estbmago para o sexo masculino e os canceres de
pele ndo melanoma, mama, colo do utero, colon e reto e glandula tiredide para o sexo

feminino (1).

Uma das principais formas de intervencdo médica no tratamento do céancer ¢ a
quimioterapia, cuja tendéncia atual ¢ a utilizacdo de farmacos cada vez mais seletivos e com
menor niumero ou isentos de efeitos adversos. A cisplatina (CDDP) ¢ um dos farmacos
amplamente utilizado no tratamento quimioterapico. Ela vem sendo frequentemente utilizada
como tratamento de primeira escolha contra varios tipos de tumores solidos incluindo cancer
testicular, carcinoma de ovario, cancer de cabega e pescoco e cincer de pulmdo (2-5) e tem
sido utilizada também no tratamento da carcinomatose peritoneal (6). A cisplatina apresenta,
entretanto, uso clinico restrito em fungdo dos efeitos toxicos produzidos pelo farmaco, os
quais incluem, principalmente, nefrotoxicidade aguda e neurotoxicidade cronica (7). O
desenvolvimento de firmacos analogos e de novas formulacdes sdo estratégias atualmente
utilizadas para aumentar a eficacia e seguranga de utilizacdo deste farmaco. Uma forma de
reduzir os efeitos colaterais e toxicos, assim como aumentar o indice terapéutico da cisplatina,

¢ a sua encapsulagdo em lipossomas (8).

Em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, os lipossomas pH-
sensiveis de circulagdo prolongada contendo cisplatina (SpHL-CDDP) foram desenvolvidos e
avaliados quanto a sua toxicidade, citotoxicidade e biodistribuicdo em modelo experimental
de camundongos acometidos pelo tumor de Ehrlich (9,10). Esses lipossomas de CDDP
permitiram um aumento da concentragao do farmaco na regido tumoral da ordem de duas
vezes, quando comparado com a CDDP livre em modelo animal experimental de tumor solido
(11). Além disso, foi observada uma maior captacio da CDDP pelo tecido renal quando
administrada sob a forma livre do que sob a forma encapsulada em lipossomas pH-sensiveis
de circulacdo prolongada, apds sua administragdo por via endovenosa, assim como
intraperitoneal, o que refletiu na redugdo da toxicidade renal. No momento atual, como etapa
complementar da avalia¢do pré-clinica dessa nova formulagdo de CDDP, faz-se necessario
avaliar a sua eficdcia antitumoral e toxicidade no caso do tratamento da carcinomatose

peritoneal por via intraperitoneal em modelo animal experimental.
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Cabe ressaltar que existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolugdo de
uma célula normal para uma célula potencialmente maligna, mas a maior parte deles interfere
na divisdo celular e, assim, o conhecimento do ciclo celular ¢ importante para que haja a
compreensdo da etiologia do cancer. A associa¢do deste conhecimento a nanotecnologia pode

levar a contribui¢des importantes no desenvolvimento de novas terapias antitumorais.

Nesse contexto, aspirando possiveis aplicagdes clinicas de SpHL-CDDP, a hipétese
desta tese de doutorado foi de que este sistema de entrega seja mais eficaz e menos toxico do

que a droga livre (CDDP), utilizada atualmente no tratamento do cancer.
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2 OBJETIVOS

29



2.1 Objetivo geral
Verificar a eficicia e a toxicidade do tratamento da carcinomatose peritoneal inicial e

avancada, simulada em modelo experimental de tumor ascitico de Ehrlich, utilizando SpHL-

CDDP intraperitoneal.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a eficacia dos tratamentos, tendo como parametros principais: a sobrevida, a variagdo

da circunferéncia adbominal dos animais e a presenga de ascite;

Avaliar o perfil das células tumorais retiradas da cavidade abdominal dos animais por meio de

estudos de viabilidade, apoptose e ciclo celular;
Avaliar a toxicidade de SpHL-CDDP, acompanhando o peso dos animais, alteragdes

histologicas (bago, figado e rins), hematologicas e bioquimicas (indicativas de

mielotoxicidade, toxicidade renal, toxicidade hepatica);

Avaliar a resposta ao tratamento com lipossomas de cisplatina, caracterizando fatores soluveis

associados a angiogénese ¢ inflamagao no liquido ascitico dos animais.
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3.1 Aspectos gerais do cancer

A multiplicacdo e a diferenciacdo morfologica e funcional sdo processos essenciais
para os seres vivos. Esses dois processos recebem influéncias de um grande numero de
agentes internos e externos as células, porém estdo sob o controle de um sistema integrado e
complexo que mantém a populagdo celular dentro de limites fisioldgicos. Nao ¢ surpresa que,
com certa frequéncia, surjam transtornos nos mecanismos que os controlam. Alteragdes nesse
sistema regulador resultam em distlrbios do crescimento e da diferenciagdo ou distirbios de

ambos a0 mesmo tempo, e uma das consequéncias sdo as chamadas neoplasias (12).

Do ponto de vista clinico, evolutivo e comportamental, as neoplasias sdo divididas em
duas categorias: benignas ¢ malignas. As neoplasias benignas caracterizam-se pela presenga
de células bem diferenciadas, com atipias celulares e arquiteturais discretas, baixo indice
mitotico, crescimento lento e expansivo, com tumor bem delimitado e geralmente nao
recidivam apo6s cirurgia. Por outro lado, as neoplasias malignas, também denominadas cancer,
apresentam alteragdes na expressao génica com tendéncias a sintese de isoformas das enzimas
predominantes na fase embrionaria, suas células captam aminoacidos com maior velocidade
do que as células normais, sdo mais resistentes a hipdxia, mais indiferenciadas, tem menor

adesdo entre si, motilidade consideravel e geralmente originam metastase (12).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais
de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e orgdos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores malignos, que podem espalhar-se para
outras regides do corpo. As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas
ao organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e
aos habitos ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas sao, na maioria das
vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se

defender das agressodes externas (13).

O cancer pode acometer Orgaos de origem histopatologica distinta e apresentar
diferentes comportamentos biologicos, dependendo do tipo de célula acometida, da sua
velocidade de proliferacdo, bem como da sua capacidade de invadir tecidos vizinhos. Esse
processo de invasdo e alastramento, conhecido como metastase, pode atingir o sistema

circulatorio, permitindo que as células malignas alcancem vias de disseminag¢do, como por
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exemplo, vasos sanguineos e linfaticos, e atinjam outros sitios distantes do local original, e

neles iniciem novas colonias de células neoplasicas (14).

Pode-se dizer que o cancer ¢ uma doenga essencialmente genética, contendo ainda,
varios fatores que favorecem o seu desenvolvimento: a a¢do de substancias quimicas
presentes no meio ambiente ou na alimentagdo, a transformagdo por virus ou mutagdes € a
influéncia de agentes fisicos como a radiagdo. Todos esses fatores desencadeiam a
transformagao de uma célula normal em célula cancerosa, a partir de alteragdes do seu DNA
(15). Do ponto de vista molecular, os processos de iniciacao e progressao do cancer envolvem
etapas nas quais o DNA acumula uma série de mutacdes decorrentes de alteracdes de
sequéncia, perdas, ganhos e rearranjos cromossdmicos. Essas alteragdes, estruturais e/ou
funcionais, levam a ativagdo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor,

além de comprometer também genes de reparo e de apoptose (16).

Outra caracteristica importante dos tecidos patoldgicos (tumores, inflamacdes e
infecgdes) ¢ a presenca de um pH extracelular menor que o pH dos tecidos normais (17). O
pH intracelular de ambos os tecidos ¢ relativamente similar, devido a necessidade de se
manter um ambiente favoravel para as varias atividades citoplasmaticas. Segundo Stubbs e
colaboradores (18), a principal explicagdo para essa diferenga de gradiente de pH entre
tecidos normais e tumorais esta relacionada com o clareamento ineficiente dos metabdlitos

acidos produzidos durante a glicolise aerdbica intensa da célula cancerosa.

3.2 Carcinomatose peritoneal

A metastase € o aspecto do cancer mais temido e menos compreendido. Ao
disseminar-se pelo corpo, o cancer torna-se mais dificil de ser erradicado por cirurgia ou por
irradiacdo localizada, sendo, assim, letal. A metastase também ¢ um processo de muitas
etapas: as células devem despregar-se do tumor primario, invadir o tecido vizinho e os vasos e
estabelecer colonias em locais distantes do tumor primario, conseguindo um suprimento de

sangue, por meio da angiogénese (Figura 1) (19).
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Figura 1. Biologia das metastases (adaptado de ALBERTS, 2004).

A carcinomatose peritoneal (CP) ¢ um estagio metastatico de varios tipos de cancer e
ocorre quando o cancer primario — de pulmdo (20), coloretal (21), ginecologico (22) — se
metastatiza para a cavidade abdominal, alcancando o peritonio. Embora ela possa ser
diagnosticada por procedimentos cirurgicos, tais como, bidpsia peritoneal laparoscopica, €
diagnosticada, em muitos pacientes, por técnicas de imagem ou pela presenga de células
malignas no liquido ascitico. Os sintomas mais especificos relacionados a carcinomatose
peritoneal sdo distensdo abdominal, edema na parte baixa da perna, constipagdo e dor

abdominal (20).

A carcinomatose peritoneal ¢ causa frequente de morte de pacientes com cancer
ovariano avanc¢ado (23). A cavidade peritoneal ¢ o principal local de doenga no cancer de
ovario e a justificativa para o tratamento intraperitoneal neste tipo de cancer € que o peritdnio,
o local predominante do tumor, recebe altas concentracdes de agentes antitumorais, enquanto

tecidos normais, tais como a medula dssea, tendem a ser relativamente poupados (24).
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3.3 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna,
espécie-especifico e corresponde ao adenocarcinoma mamario de camundongos fémeas e foi
transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906 (25). Este tumor cresce em varias
linhagens dessa espécie animal na forma ascitica, quando inoculado na cavidade peritoneal e
na forma soélida, quando inoculado por via subcutanea. O tumor de Ehrlich apresenta células
intensamente pleomorficas e anapldsicas, com relacdo nucleo-citoplasma elevada e nucleo
com cromatina frouxa e nucléolos multiplos e proeminentes. O indice mitdtico ¢ alto, com
varias figuras de mitose atipicas. O estroma ¢ constituido por fibras colagenas e delicados

capilares. No tumor s6lido, observam-se extensas areas de necrose ¢ hemorragia.

Segundo Kodama (26), a agressividade do tumor de Ehrlich nao depende do grau de
hemorragia e ndo ¢ alterada pela linhagem do camundongo onde ¢ feito o repique, porém cada
linhagem reage de maneira especifica, podendo apresentar maior ou menor tempo de
sobrevida. Estudos realizados em camundongos Sui¢cos demonstraram que o tumor de Ehrlich,
quando inoculado na cavidade peritoneal, desencadeia discreta resposta inflamatoria:
praticamente ndo ha infiltragdo de macréfagos e o influxo de células polimorfonucleares para

a cavidade ¢ tardio, s6 ocorrendo a partir do sexto dia ap6s a inoculagdo (27).

Estudos confirmaram ainda que o desenvolvimento do tumor de Ehrlich sélido e
ascitico € marcado por neutrofilia, trombocitopenia, esplenomegalia, hematopoese esplénica e
pela presenca de grande quantidade de macrofagos supressores (28,29). O mecanismo que
desencadeia essas alteragdes ndo ¢ conhecido, contudo existem fortes indicios de que o fator
estimulador de col6nia (CSF) e o fator estimulador de colonia de granulocitos (G-CSF)

produzido pelas células tumorais estejam envolvidos (30).

Liquido ascitico ou fluido ascitico consiste num liquido presente em quantidade
anormalmente aumentada na cavidade abdominal. Normalmente, existe uma quantidade
minima de fluido na cavidade peritoneal. Este fluido tem a fun¢ao de lubrificar a cavidade
abdominal, permitindo um movimento de deslize das alcas intestinais entre si a medida que se
faz necessario em virtude da progressao dos alimentos durante a digestdo e produ¢do do bolo
fecal. O fluido peritoneal ou liquido peritoneal normalmente ¢ um liquido claro, estéril e

viscoso produzido sob a forma de ultrafiltrado do plasma, sob influéncia da permeabilidade
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vascular e das forcas hidrostaticas e oncoticas. Seu volume nao ultrapassa os 50 mL em

individuos normais e seu aumento ¢ designado ascite (31).

Apesar de estar, na maior parte das vezes, relacionado ao cancer, como no caso do
cancer ovariano (32), o aumento do liquido ascitico pode ocorrer em varias outras situagdes €
doengas, tais como: peritonite tuberculosa (33) e pacientes com hepatite B transplantados

(34).

O tumor de Ehrlich ascitico cresce produzindo, nos primeiros dias, um liquido
bastante fluidico com baixa populacao celular, que progride até o sétimo ou nono dias. Neste
periodo ocorre diminuigao do numero de células e o liquido torna-se hemorragico e fibrinoso,
coagulando-se de forma relativamente rapida. Normalmente, dependendo do nimero de
células inoculadas, o animal pode sobreviver cerca de 20 a 25 dias apds a inoculagdo

intraperitoneal, o que depende da linhagem dos camundongos (35).

O tumor de Ehrlich ¢ muito utilizado como modelo para verificar a influéncia do
estresse sobre o cancer (36,37) e no estudo da resposta imunoldgica do hospedeiro ao tumor
(28,29). O crescimento do tumor de Ehrlich ainda sofre influéncia de toxinas ofidicas como o
veneno da Echis coloratus (38), de drogas neurolépticas (39) e de agentes quimicos como
fluoracil (40).

3.4 Tratamentos utilizados no cancer

O tratamento do cancer tem como principal objetivo a erradicagdo da doenca.
Entretanto, nas situacdes onde a cura ¢ impossivel, o foco passa a ser a melhoria dos sintomas
e a preservacdo da qualidade de vida associada a um aumento de sobrevida dos pacientes (1).
Atualmente, as modalidades de tratamento do cancer incluem processos cirurgicos, terapia
radioativa, quimioterapia e terapia bioldgica (imunoterapia e terapia gé€nica). A aplicacdo
1solada ou a associacao de tais modalidades tem maximizado a chance de cura ou o controle

da doenga (16).

A cirurgia ¢ considerada a forma mais eficaz de tratamento, principalmente quando o
tumor estd em estdgio inicial e o paciente ndo apresenta metastase. A terapia radioativa ¢é
frequentemente combinada com a cirurgia, com o objetivo de aumentar a eficiéncia do

tratamento. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores grandes, diminuir a
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recorréncia e a chance de metéstase, sendo uma metodologia antineoplasica muito utilizada
(41). Entretanto, em aproximadamente dois ter¢os dos pacientes, a neoplasia se caracteriza
por micrometastases e torna-se necessario uma terapia sist€émica que pode ser efetuada com o

tratamento quimioterapico (16).

O principal objetivo da quimioterapia ¢ destruir as células neoplésicas, preservando as
normais. Na terapia antitumoral, a maioria dos agentes quimioterapicos atua
indiscriminadamente, lesando células tumorais e também as células normais, particularmente,
as c¢lulas de rapido crescimento, como as gastrintestinais, as capilares e as do sistema
imunoldgico causando, portanto, uma série de efeitos adversos altamente deletérios para o
organismo. Eo que ocorre nos tratamentos com vimblastina, vincristina, taxol, CDDP, dentre
outros (16). Nesse contexto, um dos grandes desafios enfrentados na quimioterapia do cancer
¢ o desenvolvimento de agentes antineopladsicos que apresentem baixa toxicidade e elevada

eficacia antitumoral.

Atualmente, ¢ sabido que ndo existem fdrmacos que satisfacam os critérios acima
mencionados, o que faz com que os profissionais da area da Oncologia optem por
medicamentos que apresentam certo grau de toxicidade e que, sendo assim, ndo podem ser
administrados em doses maiores, na tentativa de se obter melhores resultados. Dentre os

quimioterapicos mais utilizados, destacam-se os derivados de platina, como a CDDP.

3.5 Cisplatina

A CDDP foi reconhecida como agente antitumoral a partir de uma observagao feita
por Barnett Rosenberg e seus colegas de trabalho, ao estudar possiveis efeitos de um campo
elétrico sobre o crescimento de Escherichia coli. Rosenberg observou que as bactérias
apresentavam um crescimento totalmente irregular e filamentoso e, de forma inesperada,
paravam de se dividir. Esse fato foi atribuido ndo aos fendmenos elétricos, mas sim a presenga
de um agente quimico, a CDDP. Estudos posteriores determinaram que o isdmero cis-
Pt(NH3),Cl, era o principal responsavel pela alteragdo no padrdo de crescimento das bactérias.
Em seguida, demonstraram que esse mesmo isdmero apresentou elevada atividade antitumoral
em ratos implantados com sarcoma 180 e leucemia 1210 (42). J4 em 1978, a CDDP foi
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), Agéncia Reguladora para Drogas e

Alimentos americana, para uso clinico.
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Considerado um dos quimioterapicos mais efetivos e potentes na terapia antitumoral, a
CDDP ¢ frequentemente utilizada em combinagdo com outros farmacos como tratamento de
primeira escolha contra vérios tipos de tumores solidos, incluindo cancer testicular, carcinoma
de ovario, cancer de cabega e pescogo e cancer de pulmao (2,3,43). Atualmente, a CDDP vem
sendo também utilizada no tratamento da carcinomatose peritoneal, patologia comum em

pacientes com cancer ginecoldgico e do trato gastrintestinal (24).

Quimicamente, a CDDP ¢ o cis-diaminodicloroplatina (I), um complexo inorganico
divalente de configura¢ao planar formado por um atomo de platina ligado a dois atomos de

cloro e dois grupos aménio na posigéo Cis do plano horizontal (Figura 2).

5
ty

Cl.,  NH
Ptn‘
cl”” ““NH.

Figura 2. Formula estrutural da cisplatina

Sabe-se que o mecanismo de agdo da CDDP esta relacionado com a inibigdo seletiva
da sintese do DNA (44). O principal sitio de ligacdo da CDDP com o DNA ¢ o N7 da
guanina, embora a ligacdo com N3 da adenina também seja relatada. Ela desencadeia ligagdes
cruzadas intra- e interfilamentos, em particular com a guanina e adenina, mudando a
conformag¢ao do DNA e inibindo a sua sintese. Apds penetrar na célula, os ions cloreto de sua
molécula sdo lentamente deslocados por moléculas de dgua formando complexos de platina
carregados positivamente que interagem com sitios nucleofilicos de DNA, RNA e proteinas
(Figura 3). Boulikas e Vougiouka (44) demonstraram que as alteragdes conformacionais
ocasionadas pela ligacdo da CDDP ao DNA afetam os processos de replicagdo e transcricao,
provocando tor¢oes da fita de DNA, que dificultam a acdo das enzimas de reparo e o

remodelamento da cromatina e levam a célula tumoral a morte por apoptose.
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Figura 3. Formagédo dos aductos da CDDP. O atomo de platina se liga covalentemente a posi¢do N7
da guanina ¢ N3 da adenina, formando liga¢des cruzadas 1,2 ou 1,3 intrafilamentos ou ligagdes
cruzadas interfilamentos. Pt (platina), G (guanina), A (adenina). Adaptado de BOULIKAS, 2004 (45).

Estudos ja demonstraram também que o tratamento com este farmaco leva a ativagao
de numerosas vias de transdug¢do de sinais (46). As propriedades citotoxicas destes
compostos, assim como de numerosos andlogos, t€m sido atribuidas a sua habilidade de
formar ligagdes cruzadas do tipo interfilamentares como também intrafilamentares (47). Mais
recentemente, tem-se dado particular €nfase a capacidade da CDDP em provocar mutagdes no

DNA e alterar a ligagdo DNA-proteina (48).

Atualmente, ¢ aceitavel dizer que as tentativas para reparar o dano ao DNA causado
pela CDDP podem resultar no desencadeamento da apoptose, também conhecida como morte
celular programada. No entanto, sabe-se que a CDDP ¢ capaz de induzir dois modos
diferentes de morte celular: apoptose e necrose. A apoptose ¢ caracterizada por encolhimento

celular, condensacdo da cromatina com a ativa¢do enddgena de endonucleases, fragmentagao
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do DNA e a formagao de corpos apoptdticos, enquanto os tragos caracteristicos de células em

necrose sdo perda citosolica, inchago e perda precoce de integridade da membrana (49).

A CDDP ¢ comumente administrada por via parenteral, principalmente por via
intravenosa (i.v.) e intraperitoneal (i.p.). No entanto, a administracdo continuada deste
quimioterapico ¢ bastante limitada em fungdo de reacdes adversas graves, incluindo
toxicidade aguda como ndusea e vOmitos, além de efeitos adversos cronicos, como

nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, mielotoxicidade e ototoxicidade (43).

Embora a CDDP seja um agente quimioterapico altamente eficaz, apresenta uma
limitagdo — a resisténcia. Os mecanismos de resisténcia ainda ndo sao completamente
conhecidos, mas sabe-se que sdo influenciados por muitos fatores, afetando o actmulo
intracelular de CDDP por inativacdo de glutationa, o aumento do reparo do DNA, a alteracao
da expressdao de genes reguladores, a perda da fungdo da p53 (50), a hiper-expressdo de p73

(51) e o alto nivel de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (52).

Na tentativa de contornar esses inconvenientes ¢ melhorar o indice terapéutico da
CDDP, tem sido proposto o desenvolvimento de analogos menos toxicos que a CDDP, como
por exemplo, carboplatina e oxaliplatina. Porém, nenhum deles apresenta amplo espectro de
acdo como a CDDP (45). Outra estratégia adotada refere-se a modificagdes farmacotécnicas,
como a encapsulacao de CDDP em sistemas de liberacao de farmacos, tais como microesferas

(53,54), nanocapsulas (8,55), micelas (56,57) e lipossomas (11,45,58).

3.6 Lipossomas

Os lipossomas sdo sistemas lipidicos convenientes para o transporte de farmacos e de
agentes de diagnostico. Eles foram descritos pela primeira vez por Bangham e colaboradores
(59) como modelo de membrana biologica. Durante estudos para avaliar a difusdo de ions
através de membranas lipidicas artificiais, Bangham observou que alguns lipides se
organizavam espontaneamente em meio aquoso em bicamadas formando vesiculas esféricas,
os lipossomas (59). Essas bicamadas circundam uma cavidade aquosa interna e se encontram
dispersas coloidalmente em um meio aquoso externo. Em 1971, Gregoriadis e colaboradores
(60) propuseram a utilizagdo dos lipossomas como sistemas transportadores de farmacos. O

grande potencial terapéutico dos lipossomas deve-se a sua versatilidade estrutural em termos
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de tamanho, composig¢ao lipidica, carga superficial, fluidez da membrana e sua capacidade de

incorporar farmacos lipofilicos, hidrofilicos e anfifilicos.

Inicialmente, o desenvolvimento de sistemas vesiculares encontrou muitas limitagdes
farmacotécnicas e farmacoldgicas. As limitagcdes farmacotécnicas foram relacionadas a
instabilidade fisico-quimica e bioldgica dos lipossomas e a baixa eficiéncia de encapsulagao
dos farmacos, enquanto as limitagdes farmacologicas foram atribuidas a rapida captura dos
lipossomas pelas células do sistema fagocitario mononuclear (SFM), ap6s administragao
sistémica. Estudos sobre o comportamento in vivo dessa primeira gera¢do de lipossomas,
denominados convencionais, demonstraram que eles se acumulavam rapidamente em tecidos
ricos em macrofagos, tais como figado, bagco e medula 6ssea, e eram rapidamente eliminados

da circulagdo sanguinea, limitando sua utilizagdo para outros tecidos (61).

Diante disso, a incorporacdo de glicolipides na membrana lipidica, bem como
modificagdes quimicas na superficie dos lipossomas foram propostas com o objetivo de
preparar lipossomas capazes de escapar do SFM e que apresentassem tempo de circulagdo
sanguinea prolongado (62). Esses lipossomas modificados, conhecidos como lipossomas
furtivos ou de circulagdo prolongada, representaram um grande passo para a sua aplicagdo in
vivo. Allen e Chonn (1987) desenvolveram os primeiros lipossomas de circula¢do prolongada,
contendo monosialogangliosideos e observaram uma reducdo significativa na captagdo pelos
macrofagos do SFM (63). Em 1990, Klibanov e colaboradores mostraram que a incorporagao
de derivados lipidicos de polimeros hidrofilicos, como o polietilenoglicol (PEG), na bicamada
lipidica aumentava significativamente o tempo de circulagdo sanguinea dos lipossomas (64).
Segundo esses autores, a presenca de grupos volumosos hidrofilicos na superficie dos
lipossomas constitui um impedimento estérico a ligacdo de proteinas plasmaticas, opsoninas,

impedindo o reconhecimento e a destruicdo dos lipossomas pelas células do SFM.

Atualmente, existem mais de dez preparagdes lipossomais usadas na Medicina (Figura
4) e estdo sendo cada vez mais desenvolvidas para uma variedade de drogas (65): a
formulacdo SPI-077 (fosfatidilcolina de soja hidrogenada, diestearoilfosfatidiletanolamina
acoplada ao metoxipolietilenoglicol e colesterol) permitiu o aumento da concentracdo da
CDDP na regido tumoral, melhora da eficdcia terapéutica e reducdo da toxicidade em
camundongos acometidos com carcinoma de colon e pulmao (66); a formulagdo denominada

Lipoplatin ™ (dipalmitoilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, colesterol ¢ DSPE-MPEG2000)
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levou a uma menor nefrotoxicidade em relagdo ao tratamento com o farmaco livre em

camundongos e ratos (45,67).

CONVENCIONAL
H

CATIONICO

SITIO-ESPECIFICO FURTIVO

(LONGA-CIRCULAGAO)

Figura 4. Caracteristicas estruturais dos varios tipos de lipossomas: convencionais - (A) farmaco
hidrofilico no interior do lipossoma e (B) farmaco lipofilico adsorvido ou inserido na bicamada
lipidica; (C) catiénico; (D) de circulagdo prolongada (Stealth®) — com polimero hidrofilico na
superficie; (E, F) sitio-especificos com anticorpos ligantes e (G) com peptideos e proteinas ligantes na
superficie; (H) virossomas — com envelope viral na superficie; (I) DNA-plasmideo encapsulado em
lipossomas catidnicos. Adaptado de Batista, 2007 (68).

Por causa do seu pequeno tamanho, longo tempo de circulagdo e interagdo reduzida
com elementos do sangue, os lipossomas tendem a ficar acumulados nos tumores. Além disso,
doses mais altas de material encapsulado em lipossomas podem ser administradas com

aumento da eficacia antitumoral e toxicidade reduzida ou ausente (69).

O desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis de circulagdao prolongada foi proposto
na tentativa de aumentar a especificidade de interacdo dos lipossomas com as células-alvo e a

quantidade do fAirmaco liberado nestas células.

Os lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada sdo constituidos por fosfolipides
derivados da fosfatidiletanolamina, os quais se organizam em meio aquoso, a temperatura
ambiente, sob a forma hexagonal, ndo sendo capazes de se apresentarem na forma de
vesiculas. A formagdo de lipossomas com estes fosfolipides requer a adicdo de agentes

estabilizantes, normalmente lipides carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila
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(CHEMS), que em pH fisiologico se encontram sob a forma ionizada. Estes estabilizantes sao
capazes de se inserir entre as moléculas de fosfolipides, gerando repulsoes eletrostaticas entre
os grupamentos carboxila, presentes no CHEMS, e os grupos fosfato dos fosfolipides, o que
favorece a organizagdo lamelar e a possibilidade de formagdo de lipossomas (Figura 5). A
exposicdo dos lipossomas pH-sensiveis a um pH acido, como por exemplo, nos tecidos
tumorais, resulta na protonacao dos agentes estabilizantes, com consequente desestabilizacao

das vesiculas e a liberacdo do material encapsulado (70-72).

»~—— Bicamada lipidica ——

Regido
Hidrofilica

Fédrmaco
hidrofilico

Cavidade aquosa

Figura 5. Representagdo esquematica do lipossoma demonstrando uma cavidade aquosa, com material
hidrofilico em seu interior, envolvida por uma bicamada lipidica (A). Bicamada lipidica, visualizada
em maior aumento, mostrando a cabega polar (regido hidrofilica) e a cauda apolar (regido hidrofobica)
dos lipides (B).

3.7 Lipossomas contendo CDDP

Especificamente para os lipossomas contendo CDDP, alguns estudos t€ém demonstrado
que esses lipossomas podem modificar a distribui¢do tecidual do firmaco encapsulado, sendo
esse comportamento dependente das caracteristicas fisico-quimicas das vesiculas e nao do
conteudo encapsulado (72,73). Nosso grupo de pesquisa desenvolveu lipossomas SpHL-
CDDP que foram capazes de promover uma maior concentracdo do farmaco na regido
peritoneal de camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich, em relagio ao tratamento
com o farmaco livre (74). Ainda, como esperado, foi observada uma menor concentragdo de

CDDP no sangue, apos tratamento com estes lipossomas, quando comparado com o
43



tratamento feito utilizando a droga livre. Esses achados explicam a reducdo de efeitos
colaterais sist€émicos apos administragdo i.p. de SpHL-CDDP, como demonstrado por Leite e
colaboradores (10).

Diante disso, a utilizacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulagcdo prolongada como
carreadores de agente antineoplésicos, especificamente de CDDP, pode também ser uma
alternativa para a reducdo da toxicidade do farmaco, bem como para o aumento de sua

eficacia antitumoral, devido a uma liberagao preferencial na regido tumoral.

3.7.1 Administracao intraperitoneal

A justificativa para a terapia intraperitoneal no cancer de ovario, por exemplo, € que o
peritdnio, local predominante de tumor, recebe a exposi¢do continua de altas concentragdes de
agentes antitumorais, enquanto os tecidos normais, tais como a medula Odssea, sdo

relativamente poupados.

Armstrong e colaboradores (2006) descreveram um passo notavel no tratamento de
cancer ovariano avancgado, usando a quimioterapia i.p.. A carcinomatose proveniente do
carcinoma ovariano apresenta uma condi¢do de tratamento extremamente complicada, e a
maioria das pacientes apresenta recidiva e morte. Nessas situagdes, elevar simplesmente as
doses do quimioterapico administrado por via i.v. parece ndo ser satisfatorio. No entanto, um
estudo no qual foi realizada a administragcdo loco-regional de CDDP na cavidade abdominal
levou a redugdo de 25% de mortalidade em comparagdo com o grupo cuja administracdo foi

realizada por via i.v. (24).

Embora existam evidéncias de efeitos superiores da CDDP administrada por via i.p.
em relacdo a via i.v. apés cirurgia citoredutora, o problema de sua toxicidade ainda permanece
e parece ser um grande obstaculo para implementacdo efetiva da via i.p. (24,75). Além disso,
a administragdo i.p. da CDDP ¢ limitada a pacientes que apds cirurgia citoredutora
apresentam nodulos residuais com didmetro inferior a 0,5 cm (76). Porém, a penetracdo de
CDDP nas doses usuais ndo ¢ suficiente para destruir as células tumorais localizadas no
centro de grandes tumores. Para penetrar profundamente em um tumor, o farmaco deve estar
em contato com o mesmo por um periodo de tempo prolongado ou em uma concentragdo
consideravelmente mais alta. Entretanto, como a CDDP ¢ um composto hidrossolivel de

baixa massa molar (300 Da), ela ¢ absorvida rapidamente, através dos capilares e atinge a
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circulagdo sanguinea, o que resulta em altas concentragdes plasmaticas do farmaco e,

consequentemente, nos efeitos adversos graves mencionados anteriormente.

Uma estratégia a ser adotada visando manter o agente antineopldsico por um maior
periodo de tempo na cavidade i.p. ¢ o emprego de sistemas controladores da liberacdo, os
lipossomas, ja citados anteriormente. Como as particulas corpusculares sdo absorvidas
lentamente pelo sistema linfatico, ndo sdo capazes de atravessar diretamente para a circulagao
sanguinea mediante a passagem pela membrana peritoneal, ficando retidas na cavidade
peritoneal. Portanto, o uso dos lipossomas contendo agentes antitumorais no tratamento da
carcinomatose peritoneal poderia ter uma aplicacdo potencial no tratamento da carcinomatose

peritoneal (53).
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Material

Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e diestearoilfosfatidiletanolamina acoplado ao
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEGyg09) foram adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Alemanha). Hemisuccinato de colesterila (CHEMS) e a solugdo padrdao de fosforo foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A CDDP foi adquirida da Quiral
Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil). N-2-hidroxietilpiperazina
(HEPES) e hidréoxido de sédio foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil).

O metanol, acetato de etila e dimetilformamida, todos os solventes para HPLC, foram
adquiridos da Tedia (Fairfield, Ohio, EUA). Cloroférmio P.A. e éter etilico P.A. foram
adquiridos da Synth (Sdo Paulo, Brasil). O cloreto de sodio P.A. e o isopropanol foram
provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua utilizada em todos os experimentos
foi deionizada (deionizador marca Permution, Parand, Brasil) e destilada (destilador marca

Tecnal, Sao Paulo, Brasil).

4.2 Preparacao de SpHL-CDDP

4.2.1 Soluc¢ao de CDDP

A concentragdo da solucdo de CDDP utilizada foi de 2 mg/mL e a mesma foi

preparada em solucao de NaCl 0,9% (p/v).

4.2.2 Preparacao de SpHL-CDDP
4.2.2.1 Obtenc¢do de uma emulsdo agua/dleo (0/A)

A preparagao dos lipossomas foi realizada pelo método de evaporagdo em fase reversa,
como descrito anteriormente por Carvalho-Junior e colaboradores (9). Os lipossomas foram
preparados utilizando um rotavapor Buchi Labortechnik AG CH-9233, modelo R-210,
acoplado a uma bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700 (Flawil, Suica). Aliquotas
cloroféormicas de DOPE, CHEMS e DSPE-PEG;y, na concentracao lipidica total igual a
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40mM, razdo molar 5,7:3,8:0,5, respectivamente, foram transferidas para um baldo de fundo
redondo e submetidas a evaporacao para eliminacao do solvente. Em seguida, o filme lipidico
obtido foi dissolvido em éter etilico e a solugdo de CDDP (2,0 mg/mL) foi adicionada a
solucdo lipidica. A razdo entre as fases aquosa e etilica foi igual a 1:3, respectivamente. A
mistura obtida foi submetida ao vortex durante 3 minutos, produzindo uma emulsio do tipo
agua/dleo. Para obtencao dos SpHL, foi adicionada a solugdo lipidica uma solucao de NaCl

0,9% (p/v), sendo o volume utilizado igual aquele de solu¢ao de CDDP.

4.2.2.2 Obtencao de lipossomas

A emulsao O/A foi submetida a evaporagao sob vacuo a fim de se eliminar o solvente
organico, permitindo a formagdo das vesiculas lipidicas. Os lipossomas obtidos foram
calibrados, utilizando um extrusor Lipex Biomembranes modelo TO0O1 (Vancouver, Canada),
mediante sua passagem através de membranas de policarbonato de 0,4 pm e 0,2 um (5 ciclos
em cada membrana). A CDDP ndo encapsulada foi separada dos lipossomas mediante
ultracentrifugacio (ultracentrifuga Optima™ L-80XP, Beckman Coulter) a 150.000 g, a 10°C,
durante 90 minutos, para a obten¢ao dos lipossomas purificados. Os SpHL foram preparados

nas mesmas condi¢des descritas acima.

4.3 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica de SpHL-CDDP

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao didmetro, potencial zeta, teor de
encapsulacdo e eficiéncia de encapsulacdo através da determinacdo da razdo molar

CDDP:fosfolipide.

4.3.1 Determinacao do teor de encapsulacao

O método de doseamento da CDDP utilizado foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O aparato consistiu de uma bomba modelo 515, um auto-injetor modelo
717 Plus e um detector DAD modelo 2996 (Waters Instruments, Milford, EUA), conectado a
um computador apresentando o programa Empower, versdo 2.0. Para a separacdo da CDDP

foi utilizada uma pré-coluna 4 x 4 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Alemanha) conectada a uma
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coluna Lichrosper® 100 NH,, 25 cm x 4 mm, 10 pm (Merck, Darmstadt, Alemanha). O
sistema eluente utilizado foi constituido por metanol, acetato de etila, N,N-dimetilformamida
e agua, na propor¢ao 4:4:1:1, respectivamente. O volume de inje¢do foi 20 uL, em fluxo igual

a 1,0 mL.min" ¢ a CDDP eluida foi detectada em comprimento de onda igual a 310 nm.

Inicialmente, a membrana lipidica dos SpHL-CDDP foi aberta com alcool isopropilico
na propor¢do 1:2 e, em seguida, a preparagdo foi diluida 1,5 vezes com o sistema eluente e
injetada no cromatdgrafo. A quantidade de CDDP foi determinada nos lipossomas antes da
ultracentrifugacao (SpHL-CDDP nao purificado) e apds a ultracentrifugacdo (SpHL-CDDP
purificados). O teor de encapsulacdo (TE) da CDDP foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:

[CDDP] SpHL-CDDP purificados
TE= x 100

[CDDP] SpHL-CDDP nao purificados

4.3.2 Determinacao do diametro e potencial zeta

A analise do diametro das vesiculas e o indice de polidispersdo foram determinados
por espectroscopia de correlagdo de fotons, utilizando o equipamento Zetasizer 3000 HSA
(Malvern, Inglaterra). Para a realizacao das medidas, aproximadamente 50 uL de lipossomas
(brancos ou contendo CDDP) foram diluidos em 5 mL de solucdo de NaCl 0,9% (p/v), até a
obtencdo de uma contagem adequada de particulas. As medidas foram efetuadas a
temperatura de 25°C, utilizando um angulo de incidéncia do laser de 90° e andlise
monomodal. O indice de polidispersdo reflete o perfil de homogeneidade do didmetro das
vesiculas e amostras com indice de polidispersdo inferior a 0,3 foram consideradas

monodispersas.

O potencial zeta das vesiculas foi determinado por espectroscopia de correlagdo de
fotons associado @ mobilidade eletroforética, utilizando também o equipamento Zetasizer
3000 HSA. As medidas foram feitas em triplicata e os resultados foram apresentados como a

média + desvio padrao.
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4.4 Experimentacdo in vivo

4.4.1 Animais do estudo

Foram utilizados 240 camundongos Suig¢os fémeas, com 2 meses de idade e peso
corporal de aproximadamente 25-30 g, obtidos no Biotério de Produgdo do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR). Os animais foram alojados em gaiolas de plastico,
mantidos em ambiente com controle de ciclo de luz e ventilagdo e tiveram livre acesso a racao

e agua.

4.4.2 Inoculagao de células do tumor ascitico de Ehrlich

As células de tumor de Ehrlich foram gentilmente cedidas pelo Prof. Geovani Dantas
Cassali do Laboratorio de Patologia Comparada, Departamento de Patologia Geral, Instituto
de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, que também foi responsavel
pela manutencdo de todo procedimento experimental necessario para obtencdo de células
frescas do tumor ao longo dos experimentos da tese. Apos a retirada das células dos animais
era realizada a contagem e avaliagdo da viabilidade celular mediante o emprego do teste de
exclusdo com azul de tripan. A inoculacdo das células de tumor de Ehrlich foi feita por via
intraperitoneal, injetando-se 2,5 x 10° células/animal num volume igual a 0,2 mL. Todos os

animais receberam células tumorais no tempo 0 do estudo.

4.4.3 Delineamento experimental para avaliacdo da sobrevida e eficacia
antitumoral apds tratamento

Os animais do experimento foram divididos em 2 grupos e 4 subgrupos. O primeiro
grupo foi tratado no 3° dia apds a implantagdo das células de tumor de Ehrlich, quando o
tumor ainda encontrava-se em estdgio inicial de desenvolvimento (TR3) e o segundo, no 7°
dia apo6s implantacao das células de tumor de Ehrlich, quando o tumor ja encontrava-se em
estagio avancado (TR7). Os subgrupos de tratamento foram divididos nos subgrupos

seguintes: solu¢do de NaCl 0,9% (p/v), solucdo de CDDP livre, SpHL e SpHL-CDDP.

Para cada grupo dos tratamentos TR3 ou TR7, foi mantido um grupo de animais para
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avalia¢dao de sobrevida (n= 10 para cada tratamento). Estes animais destinados ao estudo de
sobrevida foram acompanhados diariamente, até completarem 30 dias de experimento. O peso

corporal destes animais foi registrado 3 vezes por semana.

Os animais utilizados no experimento de eficacia antitumoral foram tratados com dose
equivalente a 12 mg/Kg de CDDP livre, SpHL-CDDP, solugdo salina (controle 1) e
lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada brancos (controle 2, SpHL). Os animais
foram acompanhados até o dia da eutanasia, 7 dias apds o tratamento (TR3 ou TR7). O
desenvolvimento da ascite foi acompanhado mediante a mensuracdo da circunferéncia do
abdomen de cada animal, utilizando fita métrica comum. Foi feito o acompanhamento do peso

corporal, consumo hidrico e de ragdo, 3 vezes por semana.

O delineamento experimental estd demonstrado na Figura 6.

0 3 7 10 14 30 dias
>
TR3 TRY7
Inoculacdo Eutanasia Eutanésia Final da
do tumor TR3 TR7 avaliacéo da
F ¥ sobrevida

Necropsia, coleta de
sangue, células
tumorais e 6rgéos (rins,
figado e bago)

Acompanhamento de peso, consumo hidrico e de ragédo

Figura 6. Delineamento experimental para avaliagdo da sobrevida e eficacia antitumoral, apds
tratamento de camundongos Suigos com formula¢des de CDDP (SpHL-CDDP ou CDDP livre) por via
intraperitoneal. Os animais foram submetidos aos tratamentos em tempos diferentes, 3 e 7 dias apos a
inoculag@o das células tumorais (TR3 e TR7, respectivamente), ¢ foram eutanasiados 7 dias apos os
mesmos. Os animais dos grupos-controle foram submetidos a administragdo intraperitoneal de solucéo
de NaCl 0,9 % (p/v) ou SpHL. Os animais do estudo de sobrevida foram mantidos até completar 30
dias de experimento. O estudo foi realizado com dose de 12 mg/Kg.

4.4.4 Coleta de sangue e liquido ascitico

Os animais foram submetidos a eutandsia no 7° dia ap6s o tratamento. Antes da
eutanasia, os animais foram anestesiados com associacao de cloridrato de xilazina e cloridrato

de quetamina, com doses de 7,5 mg/Kg e 60 mg/Kg, respectivamente. O anestésico foi
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administrado por via intramuscular, na face posterior da coxa do animal. Apos anestesiar os
animais, o sangue foi coletado por via retro-orbital com auxilio de tubos de micro-hematdcrito
e distribuido em dois microtubos de 1,5 mL, um sem e outro com 5 pL de EDTA 10% (p/v).
Em cada animal, foi feita uma incisdo longitudinal na cavidade abdominal para coleta do
liquido ascitico. O liquido ascitico contendo as células tumorais foi armazenado para analises
posteriores (viabilidade celular, apoptose e ciclo celular). Nos casos em que nao havia liquido
ascitico, foi feita lavagem da cavidade abdominal, utilizando 1 mL de solug¢do de NaCl 0,9%

(p/v), estéril, para se recuperar as células tumorais.

4.4.5 Analise da viabilidade celular e quantificacao da apoptose

A apoptose das células presentes no liquido ascitico foi avaliada com o emprego do kit
Annexin V-FITC Apoptosis Detection (SIGMA, EUA). A fosfatidilserina ¢ um componente
fosfolipidico, normalmente mantido no folheto interno das membranas celulares. Quando uma
c¢lula morre por apoptose, a fosfatidilserina torna-se exposta na superficie da célula. Sendo
assim, ¢ comum, em protocolos laboratoriais, utilizar a anexina-V, uma proteina de liga¢ao
para fosfolipideos, para marcar as células que estdo em apoptose. As c€lulas foram lavadas
com solug@o de NaCl 0,9% (p/v) estéril e ressuspensas nesse mesmo diluente, de modo a se
obter uma concentragdo final de 1 x 107 células/mL, apos contagem em cdmara de Neubauer.
Numa aliquota contendo 1 x 10° células/mL, foram adicionados 300 pL do tampao de ligagdo
(HEPES/NaOH 100 mM, NaCl 1,4 M, CaCl, 25 mM), 2,5 uL de Anexina-V FITC e 5 pL de
solucdo iodeto de propideo- PI (100 pg/mL em 10 mM de K3;POj, contendo 150 mM NaCl).
A suspensdo foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz.
Posteriormente, foi realizada a leitura no citometro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA),

adquirindo-se 20.000 eventos/amostra.

4.4.5.1 Estratégia de analise dos dados no citometro de fluxo

A andlise de células apoptoticas foi realizada segundo estratégia proposta por
Lecoeur, Prévost ¢ Gougeon (77). Esse tipo de analise consistiu na selecdo da populagdo
celular de interesse em graficos de densidade de FSC versus SSC (Figura 7A). Apos a
selecdo da regido de interesse, a frequéncia das subpopulacdes celulares foi obtida em

graficos bidimensionais de densidade de fluorescéncia de FL1/Anexina V-FITC versus
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FL3/PI (Figura 7B). Na Figura 7B, as subpopulacdes celulares foram divididas em quatro
quadrantes, onde cé¢lulas presentes em Q1 foram consideradas mortas por necrose (marcadas
positivamente apenas por PI); em Q2, células em estidgio avancado de apoptose (células
duplamente marcadas, tanto por PI quanto por anexina-V-FITC); em Q3, células em estagio
inicial de apoptose (marcadas somente por anexina-V-FITC) e em Q4, células vivas (sem

marcacao, duplamente negativas para Anexina V-FITC e PI).
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Figura 7. Analise representativa de viabilidade celular (Anexina-V e Iodeto de propideo - PI) por
citometria de fluxo. (A) Grafico de densidade de tamanho - FSC versus granulosidade - SSC utilizado
para a selegdo da populagdo de células tumorais. (B) Grafico bidimensional de densidade de
FL1/Anexina-V-FITC versus FL3/PI utilizado para quantificar o percentual de células
apoptdticas/necroticas e células vivas na populagdo de células tumorais. As subpopulagdes celulares
foram divididas em quatro quadrantes: Q1 representa células consideradas mortas por necrose
(marcadas positivamente apenas por PI); Q2 representa células em estagio avangado de apoptose
(células duplamente marcadas, tanto por PI quanto por anexina-V-FITC); Q3 representa células em
estagio inicial de apoptose (marcadas somente por anexina-V-FITC) e Q4 representa células vivas
(sem marcagdo, duplamente negativas para anexina-V-FITC e PI).

4.4.6 Avaliacao do ciclo celular

As células retiradas do liquido ascitico foram ressuspensas em solugao de NaCl 0,9%
(p/v), de modo a se obter uma concentragio final de 1 x 107 células/mL, apds contagem em
cAmara de Neubauer. Em seguida, 3 x 10° células/mL foram transferidas para um tubo de
poliestireno e centrifugadas a 300 g, por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a
suspensdao foi homogeneizada em voértex. Foram adicionados 300 pL da solugdo

fluorocrémica hipotdnica (HFS) [citrato de sédio 0,1% (p/v) e triton X 100 0,1% (p/v)]
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(Sigma — T-8787, EUA), 50 pg/mL de PI e agua milli-Q (volume final = 50 mL).
Posteriormente, as células foram incubadas durante 4 horas, a 4°C, ao abrigo da luz. A leitura
foi realizada em citometro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), adquirindo-se 20.000

eventos/amostra.

4.4.6.1 Estratégia de analise dos dados no citometro de fluxo

A Figura 8 ilustra a sequéncia de passos para a analise de células tumorais, marcadas
com HFS para avaliagdo do ciclo celular das células tumorais retiradas dos animais. A
analise foi realizada segundo estratégia proposta por Kumar e colaboradores (78). A analise
consistiu na selecao da populacao celular de interesse em graficos de densidade de FSC
versus SSC (Figura 8A). Apods a selecdo da regido de interesse, a frequéncia de
subpopulagdes celulares foi obtida em histograma, onde foram determinadas as regides

referentes a cada fase do ciclo celular, a saber: Sub-G0/G1, G0/G1, S, G2/M (Figura 8B).
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Figura 8. Analise representativa do ciclo celular por citometria de fluxo. (A) Grafico de densidade de
tamanho - FSC versus granulosidade - SSC utilizado para a sele¢do da populagdo de células tumorais.
(B) Histograma de FL3/lodeto de propideo-PI versus nimero de células, utilizado para determinar as
fases do ciclo celular da populagéo de células tumorais.

Os perfis representativos das fases do ciclo celular obtidos apds a administragdo de
diferentes tratamentos de camundongos Suicos acometidos por tumor ascitico de Ehrlich estao
representados na Figura 9. Uma analise da exposicao de residuos de fosfatidilserina sugeriu
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que no contexto ex Vivo, na dose de 12 mg/Kg, o tratamento com SpHL-CDDP reduziu a
viabilidade celular induzindo mecanismos de apoptose. Para confirmar nossas observagoes,
foi investigado o contetido de DNA das células peritoneais apos os diferentes tratamentos. Foi
utilizado o protocolo que ¢ baseado no principio de que células apoptoticas, entre outras
caracteristicas, sdo caracterizadas pela fragmentagdo do DNA e, consequentemente, perda do
conteudo nuclear. O uso de um fluorocromo, como o PI, que é capaz de se ligar e marcar o
DNA, faz ser possivel obter uma avaliacdo rapida e precisa do conteido de DNA celular por
citometria de fluxo. Como demonstrado anteriormente (Figura 8), os tratamentos com solugao
NaCl 0,9% (p/v) e SpHL (grupos controle) mostraram que a maioria das células estdo viaveis,
com uma distribuigdo tipica em fases Sub G0/G1, GO/G1, S e G2/M na citometria de fluxo.
Ao contrdrio, apds o tratamento dos camundongos com CDDP livre ou SpHL-CDDP,

observa-se que a maioria das células estdo em fases Sub G0/G1 ou GO/G1 do ciclo celular.
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Figura 9. Analise da distribuicdo das fases do ciclo celular nas células do tumor de Ehrlich, apds
tratamento com solu¢do NaCl 0,9% (p/v) (A), CDDP livre (12 mg/Kg, B), SpHL (dose lipidica igual a
administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, C), ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg, D),
representativos do regime de tratamento TR7. Células do tumor de Ehrlich foram coletadas e
ressuspensas com solucdo fluorocromica hipotonica, contendo iodeto de propideo (PI). Histogramas
representativos de conteudo de DNA (eixo x, fluorescéncia FL3/PI) versus nimero de eventos

55



destacam os perfis de ciclo celular obtidos nos diferentes grupos avaliados. Os resultados estdo
expressos como percentual de eventos positivos para cada fase do ciclo celular nas amostras avaliadas.
Cada grafico representa a analise de somente um animal de cada grupo mencionado acima.

4.4.7 Avaliacoes hematoldgicas e bioquimicas

Todas as analise hematologicas e bioquimicas foram realizadas no Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria da UFMG sob a supervisao da Dra.

Marilia Martins Melo.

Para a realiza¢do dos exames hematoldgicos, o sangue periférico foi armazenado em
solugdo de EDTA 10% (p/v) e os parametros hematologicos avaliados foram o numero
absoluto de eritrocitos, leucocitos e subpopulagdes de granulocitos, linfocitos e mondcitos;
nimero de plaquetas; concentracdo de hemoglobina; hematocrito (volume globular). Todas
as analises foram realizadas usando um analisador automatizado (Abacus Vet Junior, Diatron

R Messtechnick GmbH, Austria).

Apos a realizacdo do hemograma, o sangue foi centrifugado a 400 g (Centrifuga
Excelsa Baby, Fanem LTDA, Sao Paulo, Brasil) para obtencdo do plasma, que foi utilizado
na determinacao do perfil protéico total e fracionado. O valor da proteina total plasmatica foi
estimado em refratometro 301 (Ningbo Utech International, Ningbo, China) e o perfil
protéico fracionado (albumina, alfa, beta e gama globulinas) foi determinado por eletroforese
em gel de agarose (Celmgel), utilizando tampao Tris (Celmgel) de acordo com o protocolo
do fabricante. A leitura foi realizada empregando-se o programa Celm SE-250. Os resultados

foram expressos em g/dL.

A amostra de sangue coletada sem adicdo de anticoagulante foi submetida a
centrifugagdo a 1900 g, por 10 minutos. O soro obtido foi congelado a -20°C e,
posteriormente, utilizado para determinagdes de alanina aminotransferase (ALT), uréia e
creatinina (kits Bioclin, Minas Gerais, Brasil). O resultado de ALT foi expresso em UI/L e os
resultados de uréia e creatinina foram expressos em mg/dL. Todos os testes bioquimicos
foram realizados com o emprego do analisador bioquimico TP Analyser (Thermoplate,

China).
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Tabela 1. Relagdo de quimicas, metodologia aplicada, tipo de rea¢do e comprimento de onda

Proteinas Totais

Proteinas
Fracionadas

Creatinina

Uréia

ALT

Refratometria: quando uma luz penetra num liquido ela
muda de diregdo; isto é chamado de refracdo. O angulo
de refracdo, medido em graus, indica a mudanga de
direcdo do feixe de luz. Um refratdbmetro obtém e
transforma os angulos de refragdo em valores de indices
de refragdo (nD).

Eletroforese em gel de agarose: técnica de separagdo
de moléculas que envolve a migracdo de particulas em
um determinado gel durante a aplicagdo de uma
diferenca de potencial. As moléculas sdo separadas de
acordo com o seu tamanho, pois as de menor massa irdo
migrar mais rapidamente que as de maior massa.

Meétodo colorimétrico: a creatinina reage com o picrato
alcalino formando um complexo de cor vermelha. Cor
proporcional a concentracdo de creatinina na amostra.

Enzimatico UV: a uréia ¢é hidrolisada pela urease
produzindo aménia + CO,. A diminui¢do da absorbancia
€ proporcional a concentragdo da uréia na amostra.

ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina
para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e
piruvato que ¢ reduzido a lactato. A diminuicdo da
absorbancia ¢é proporcional a atividade da ALT na
amostra.

4.4.8 Avalia¢des microscopicas

Cinética de
dois pontos

Cinética de
dois pontos

Cinética

510 nm

340 nm

340 nm

O bago, figado e rins foram retirados de todos os animais, pesados em balanga

eletronica de precisdo, fixados em formol a 10% (v/v) e processados pela técnica rotineira de

inclusdo em parafina. Se¢des de cada tecido foram coradas pela técnica da hematoxilina-

eosina (HE) para analise histologica. As fotomicrografias foram capturadas com o emprego

de microscopio otico (Carl Zeiss Axiovert”, Alemanha) acoplado a um computador. O

software utilizado na captura das fotomicrografias foi o Carl Zeiss AxioVision 4.8".
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4.4.9 Determinacao dos niveis de VEGF no liquido ascitico

Pelo fato da expressdo do VEGF estar relacionada ao processo de angiogénese do
tumor, uma intervencao farmacologica que afete a expressao deste fator de crescimento pode
influenciar na progressao e no prognostico da doenga (79). A dosagem do VEGF no liquido
ascitico retirado dos animais foi realizada utilizando-se o kit mouse VEGF (R & D Systems,

EUA).

Placas de 96 pogos (Nunc A/S, Dinamarca) foram sensibilizadas overnight a 4°C com
100uL do anticorpo de captura, diluido em PBS, de acordo com indicac¢des do fabricante. As
placas foram lavadas com tampao de lavagem e bloqueadas por 1h a 37°C com PBS 1X
suplementado com BSA 1% (Sigma, St Louis, MO, EUA). Cem microlitros das amostras e do
padrdo (diluido de forma seriada) foram incubados por 2h a 37°C. A ligagdo de anticorpos
anti-VEGF foi revelada usando o complexo streptavidina-peroxidase por 20 minutos a 37°C.
Para finalizar, foram adicionados 100 pL da solucdo de substrato, que consistia de H,O,
acrescido do cromoégeno tetrametilbenzidina (1:1). A absorbancia resultante foi lida em dois
comprimentos de onda diferentes (450 nm e 540 nm), ap6s adigdo de 50uL de H,SO4 2N em
todos os pocos (Leitora de ELISA, Spectra Max M5, Molecular Devices, EUA). Cada amostra
foi feita em duplicata e o programa utilizado para capturar as absorbancias foi o Softmax Pro
5 (Molecular Devices, EUA). Apds as leituras, foi calculada a média entre as absorbancias e,
posteriormente, a diferenca entre o valor da leitura do comprimento de 450 nm menos o valor
da leitura do comprimento de 540 nm. Amostras que apresentavam valores dessa diferenca
acima de 3, eram diluidas até serem adequadas ao experimento. Os resultados foram
expressos em pg/mL, obtidos a partir de uma curva padrdo, que continha sete pontos, de onde
se obtinha a equagdo da reta, utilizada como referéncia para o calculo de concentracao das

amostras analisadas.

4.4.10 Caracterizacdao das citocinas e quimiocina presentes no liquido
ascitico

Foram dosadas as citocinas IL-6, IL-10, IFN-y, TNF, IL-12p70 e a quimiocina CCL-2
no liquido ascitico retirado dos animais. Os niveis dos analitos avaliados foram quantificados

utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) (BD, Pharmingen, EUA) que emprega
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uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia distintas, recobertas
com anticorpos especificos para os analitos de interesse, que sdo detectados nos canais
FL3/FL4. Essa metodologia permite a avaliagdo simultanea de até vinte analitos em um
mesmo ensaio, empregando-se um pequeno volume de amostra (80). Neste estudo, a
metodologia de CBA foi adaptada do protocolo original proposto pelo fabricante, com
algumas modificagdes: aliquotas de 25 uL de liquido ascitico, assim como aliquotas de 25 pL.
dos padrdes de citocinas/quimiocina submetidos a diluicdo seriada foram transferidas para
tubos de poliestireno de 5 mL e incubadas com 15 pL da mistura de esferas de captura,
conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas/quimiocina, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF,
IL-12p70, CCL-2 (Mouse Inflammation Kit, BD, Pharmingen, EUA) mais 18 pL do coquetel
de anticorpos monoclonais anti-citocinas/quimiocina, conjugados com ficoeritrina - PE
(reagente B). As amostras foram incubadas por 3 horas, a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. Apds a incubacgdo, as esferas de captura foram lavadas com 500 pL de solucdo tampao
fornecida pelo kit e centrifugadas a 340 g, por 7 minutos a 18° C. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e os dados imediatamente adquiridos e analisados no citometro de

fluxo (FACScalibur, BD, EUA), adquirindo-se 1800 eventos/amostra.

4.4.11 Estratégias de analise dos dados no citometro de fluxo

ApoOs as etapas de marcacdao e aquisi¢ao das amostras, a selecdo da populacao de
microesferas foi obtida em graficos de densidade de FSC versus SSC em citometro de fluxo
FACScalibur (BD, EUA). Selecionada a populagdo de interesse, para a analise dos dados, as
microesferas foram separadas em graficos de densidade FL3 x FL2, onde as seis esferas com
intensidades de fluorescéncia distintas ocuparam posigdes especificas ao longo do eixo Y
(FL3). A analise do deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL2), dada pela intensidade
média de fluorescéncia (Mean Fluorescence Intensity — MFI) foi empregada como variavel

proporcional a concentracao de cada analito presente na amostra (Figura 10).

Para a obten¢do dos resultados da andlise quantitativa dos analitos, uma curva padrao
foi construida, baseada nos dados dos padrdes de citocinas em concentragdes de 20 pg/mL a
5.000 pg/mL. Um modelo de ajustamento, por meio da constru¢ao da curva do 4° parametro

logistico, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis, foi
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utilizado. Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de

amostras fora dos limites da curva padrao. Os resultados foram expressos em pg/mL.

10 3A 1045 B > IL-6
] U ] > IL-10
3 ) N 3 -
= 103 Beads , : 10° 5 ccL-2
£ 3 o E > IFN-y
Ll ] ] R ] «
a =T - >TNF
< 8 492 I o0l IL-12
a o107 3 E 107 o
n I E .. 3
O [&]
o B
) 10 - 10
Pz 3 3
<
x 0
@) 10 10
T T T Tre T Trr T T TTI T
1 2 4 1 5
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FSC-H:: FSC-Height FL2-H:: FL2-Height
TAMANHO
60 C
cCL-2 N
40 TNF  IFNy IL-10
£ IL-12
o
o
20
0 T T T T T T T
10 I|'.|1 102 103 10

Figura 10. Representagdo esquematica da analise de citocinas € quimiocina, através do ensaio com
microesferas fluorescentes por citometria de fluxo — Cytometric Bead Array (CBA). (A) Delimita¢do
da regido de microesferas, através de graficos de densidade de tamanho - FSC versus granulosidade -
SSC. (B) Discriminagdo das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura de
citocinas/quimiocina com diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em regides
especificas ao longo do eixo Y (FL3) em graficos de densidade FL2 versus FL3. (C) Histograma das
microesferas, ao longo do eixo X (FL3) onde avalia-se a intensidade média de fluorescéncia 3 (FL3)
versus numero de eventos, capaz de discriminar as diferentes microesferas.

4.4.12 Consideragoes éticas

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo n° 165/07) e pela Comissao de Etica no Uso

de Animais, CEUA, FIOCRUZ (licenca LW-14/09) — (Anexos I e II).
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4.4.13 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas primeiramente pelo programa Minitab (versao
15.1.1, San Diego, EUA) para testar as trés hipoteses: independéncia, normalidade e
variancia dos grupos de dados. Os dados que apresentaram como verdadeiras as trés
hipdteses foram considerados paramétricos, sendo avaliados pela Andlise de Variancia -
ANOVA seguida pelo teste de Tukey. As demais amostras foram consideradas nao
paramétricas e os testes empregados foram Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparacgdes multiplas de Dunns. Para as avaliagdes de sobrevida, foi utilizado o teste de
Kaplan-Meier. Em ambos os casos, o programa estatistico utilizado para as analises foi o
Graphpad Prism (versdo 5.0, San Diego, EUA). As diferencas foram consideradas

significativas para valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1 Caracterizagdo fisico-quimica dos lipossomas

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas das diferentes formulagdes
lipossomais contendo ou nao CDDP, na dose de 12 mg/Kg. Esta dose foi escolhida apos
estudos feitos pelo nosso grupo de pesquisa, onde Leite e colaboradores (10) observaram que
a DLso da CDDP livre ¢ de 14,9 mg/Kg para camundongos Suicos fémeas. Utilizando entdo a
dose de 12 mg/Kg, poderiamos ter como controle do nosso estudo, o grupo tratado com
CDDP livre. SpHL e SpHL-CDDP apresentaram didmetro médio variando entre 157 e 207
nm e as populagdes das vesiculas foram consideradas monodispersas (IP < 0,3). A formulacao
de SpHL-CDDP apresentou teor de encapsulacdo da droga (CDDP) em torno de 25%. Todas
as formulagdes exibiram um potencial zeta proximo da neutralidade. Os dados de didmetro,
teor de encapsulacdo e potencial zeta encontrados foram similares aqueles descritos
anteriormente por Junior e colaboradores (11) e Leite e colaboradores (10), apos utilizarem

mesma formulacdo que o nosso estudo.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des de lipossomas pH-sensiveis de

circula¢do prolongada

n - e L . Porcentagem
Formulagdes Diametro médio Indice de Potencial Zeta Encapsulg(;éo
nm) = DP Polidispersao + DP mV) + DP
(nm) olidisperséao (mV) (%) + DP
SpHL 182 £ 25 0,09 £ 0,03 -2,7+£0,9
SpHL-CDDP 177 £ 16 0,08 £ 0,03 26110 25,0£5,0

*Cada valor representa média + desvio padrdo. O niimero de experimentos foi de 10 para cada formulagéo.

5.2 Estudo da eficdcia antitumoral

5.2.1 Sobrevida

Na Figura 11A, o grupo tratado com SpHL-CDDP, no regime de tratamento TR3,
apresentou sobrevida maior, quando comparado ao grupo tratado com SpHL (p=0,0034). A

mediana de sobrevida dos grupos estudados foi: solugdao de NaCl 0,9% (p/v) — 18 dias; CDDP
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livre — 26,5 dias; SpHL — 13 dias; SpHL-CDDP — superior a 30 dias. Convém destacar que no
grupo tratado com SpHL-CDDP, ¢ possivel observar que em 30 dias de experimento havia

67% de animais vivos, enquanto que no grupo tratado com CDDP livre havia somente 30% de

animais vivos.

Nos animais tratados 7 dias apds a inoculagdo das células do tumor de Ehrlich (TR7),
o grupo tratado com a solugdo de CDDP livre apresentou taxa de sobrevida menor, quando
comparado com o grupo tratado com SpHL-CDDP, com valor de p<0,0001. Além disso, o
tratamento com SpHL-CDDP apresentou maior sobrevida, quando comparado ao seu controle
(SpHL) (Figura 11B). Neste regime de tratamento, a mediana de sobrevida dos grupos
estudados foi: solu¢ao de NaCl 0,9% (p/v) — 17,5 dias; CDDP livre — 14 dias; SpHL — 16 dias;
SpHL-CDDP — 26 dias.

Em ambos os regimes de tratamento estudados (TR3 e TR7), foi possivel observar que
o tratamento com SpHL-CDDP aumentou a sobrevida dos animais acometidos pelo tumor
ascitico de Ehrlich, sendo portanto, vantajoso em relacdo aos outros tratamentos. Ainda sim, ¢
possivel observar que, mesmo aumentando a sobrevida dos animais no grupo tratado com
SpHL-CDDP no regime TR7, o regime TR3 apresentou-se mais eficaz, ja que foi capaz de

permitir a sobrevivéncia de 67% dos animais neste grupo.

A Regime de tratamento TR3 B Regime de tratamento TR7
100 100 | :
H | L‘ 7777777777777
754 ¢ ‘ 754 |
8\0, JF i S\i L A
3 | g |
'S 504 o S 504 P o— |
t ; g o 3
2 3 S |
wn = (2] = !
25 25 A
C ) ) ) &~ ) 1 C ) ) ) ~ ) i 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 11. Avalia¢do da sobrevida de camundongos Suicos fémeas tratados com dose de 12 mg/Kg, 3
(TR3) e 7 (TR7) dias apos a inoculagdo das células do tumor de Ehrlich. Os camundongos foram
tratados com solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (o), solugdo de CDDP livre (12 mg/Kg, e), lipossoma

branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg,/\)
ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg, A).
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5.2.2 Caracteristicas gerais dos animais

Os animais tratados com solucao de NaCl 0,9% (p/v) e SpHL apresentaram aumento
da circunferéncia abdominal de forma semelhante, como demonstrado na Figura 12A e 12C.
Os animais tratados com CDDP livre (Figura 12B) apresentaram, além da diminui¢do da
circunferéncia abdominal, sinais de diarréia, ataxia e fraqueza, que podem estar relacionados
com a toxicidade da droga. Em todos os casos, os animais tratados com SpHL-CDDP
apresentaram diminui¢do da circunferéncia abdominal, mas sem os sinais clinicos vistos nos

animais do grupo tratado com CDDP livre (Figura 12D).

Figura 12. Perfil do abdomen de camundongos Suigos fémeas tratados com solu¢do de NaCl 0,9%
(p/v) (A), solugdo de CDDP livre (dose igual a 12 mg/kg) (B), SpHL (C) e com SpHL-CDDP (D)

(dose igual a 12 mg/kg).
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5.2.3 Diametro da circunferéncia abdominal

Para a avaliagdo da curva de crescimento tumoral, foram feitas mensuracdes da
circunferéncia abdominal com o uso de fita métrica, conforme protocolo previamente descrito
por Da Silva (25) e Vergosa Junior e colaboradores (81). A Figura 13 mostra como foi feita

esta mensuracgao.

Figura 13. Mensuragao da circunferéncia abdominal dos animais.

Ao avaliar o didmetro da circunferéncia abdominal dos animais, foi observado que no
regime de tratamento TR3 (Figura 14A), houve diferenga a partir do 6° dia apds a inoculagao
das cé¢lulas do tumor de Ehrlich. No 6° dia, o diametro da circunferéncia abdominal dos
animais do grupo tratado com CDDP livre foi menor do que aquele do grupo tratado com
solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0340). Ainda no 6° dia, os animais do grupo tratado com
SpHL-CDDP apresentaram menor circunferéncia abdominal do que o seu controle (SpHL),
com valor de p=0,0064. No 6° dia ndo houve diferenca entre a circunferéncia abdominal dos

animais do grupo tratado com CDDP livre em relagdo aqueles do grupo SpHL-CDDP.

No 8° dia apo6s a inoculagdo das células do tumor de Ehrlich, os grupos tratados com
CDDP livre ou SpHL-CDDP apresentaram menor circunferéncia abdominal em relacdo aos

seus grupos controles, solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (p<0,0001) e SpHL (p=0,0004),
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respectivamente. No 8° dia ndo houve diferenga entre a circunferéncia abdominal dos animais

do grupo tratado com CDDP livre em relagao aqueles do grupo SpHL-CDDP.

No 10° dia, os grupos tratados com CDDP livre ou com SpHL-CDDP também
apresentaram menor circunferéncia abdominal em relagdo aos seus respectivos controles,
solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0014) e SpHL (p=0,0007), respectivamente. Ainda no 10°
dia, ndo houve diferenga entre a circunferéncia abdominal dos animais do grupo tratado com

CDDP livre em relagdo aqueles do grupo SpHL-CDDP.

A Figura 14B mostra a comparacao da circunferéncia abdominal dos animais tratados
com dose de 12 mg/Kg, no regime de tratamento TR7. Foi observado que no 11° dia, os
animais do grupo tratado com CDDP livre apresentaram menor circunferéncia abdominal que
os animais do grupo tratado com solu¢do de NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0003). No 13° dia, os
animais do grupo tratado com CDDP livre apresentaram menor circunferéncia abdominal em
relacdo aos grupos tratados com solugdao de NaCl 0,9% (p/v) (p<0,0001) e com SpHL-CDDP
(p=0,0005).

As Figuras 14C e 14D representam o volume de liquido ascitico retirado dos animais
no dia da eutandsia, nos regimes de tratamento TR3 e TR7, respectivamente. No regime de
tratamento TR3, observou-se que o volume de liquido ascitico encontrado nos animais
tratados com solu¢do de NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL foi maior do que aqueles obtidos em
animais tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP (p=0,0016 ¢ p=0,0002, respectivamente).
Na Figura 14D observou-se que os animais tratados com CDDP ou SpHL-CDDP novamente
apresentaram volume de liquido ascitico menor do que os animais nos seus respectivos grupos
controle. No entanto, observou-se também que os animais tratados com SpHL-CDDP

apresentaram maior volume de liquido ascitico do que os animais tratados com CDDP livre

(p=0,0166).
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Figura 14. Variagdo do didmetro da circunferéncia abdominal dos animais tratados 3 (TR3, em A) e 7
(TR7, em B) dias ap6s a inoculacdo das células do tumor de Ehrlich e volume de liquido ascitico
retirados dos animais tratados com 3 (TR3, em C) e 7 (TR7, em D) dias apds a inoculagdo das células
do tumor de Ehrlich. Os tratamentos utilizados foram: solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (o ou [J), solucdo
de CDDP livre (12 mg/Kg, ® ou M), lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada para
o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg, A ou L[J]), SpHL-CDDP (12 mg/Kg, A ou HM).
““Representa diferenga entre o grupo tratado com CDDP livre € o grupo tratado com solu¢do de NaCl
0,9% (p/v). "Representa diferenga entre o grupo tratado com SpHL-CDDP e o grupo tratado com
SpHL. "*Representa diferenga entre o grupo tratado com CDDP livre ¢ o grupo tratado com SpHL-
CDDP.

Quando foram comparados os grupos do regime TR3 com os grupos do regime TR7,
observou-se que o grupo de animais tratados com CDDP livre apresentou menor
circunferéncia abdominal no TR3 em relagdo ao TR7 a partir do 3° dia do inicio do
tratamento. Ja4 os animais do grupo tratado com SpHL-CDDP apresentaram menor
circunferéncia abdominal no TR3, desde o inicio do tratamento. Possivelmente estes
resultados sdo decorrentes de uma disseminagdo menor do tumor no regime TR3, o que
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conduz a uma melhor resposta antitumoral com o emprego de ambas as formulagdes contendo

CDDP.
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Figura 15. Variagdo do didmetro da circunferéncia abdominal dos camundongos Suicos fémeas
acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e submetidos aos regimes de tratamento TR3 ou TR7. No
painel A esta representada a evolu¢do do diametro da circunferéncia abdominal dos animais tratados
com solucdo de cisplatina livre (CDDP) no regime de tratamento TR3 (®) ou TR7 (®). No B esta
representada a evolugdo do diametro da circunferéncia abdominal dos animais tratados com lipossoma
de cisplatina (SpHL-CDDP) no regime de tratamento TR3 (A) ou TR7 (A).*Indica que houve
diferenca entre os regimes de tratamento TR3 e TR7.

5.3 Perfil das células tumorais

5.3.1 Viabilidade celular

A Figura 16 representa a porcentagem de células vidveis obtidas pela técnica de
marcacdo com anexina-V e iodeto de propideo, no regime de tratamento TR3 (16A) e no
regime de tratamento TR7 (16B). No regime de tratamento TR3, observou-se menor nimero
de células viaveis (Anexina-V/PI negativas, p=0,0277) no grupo tratado com SpHL-CDDP,
quando comparado ao grupo tratado com SpHL. No regime de tratamento TR7, a analise do
numero de células viaveis (células duplo-negativas) mostrou que os animais tratados com
CDDP livre ou SpHL-CDDP apresentaram numero menor de células vidveis, quando
comparados aos animais tratados com solucdo NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL (p=0,0004 e
p=0,0078; p=0,0411 e p=0,0496, respectivamente), confirmando seu efeito citotdxico nas

células tumorais. Estes resultados sugerem que num modelo experimental de tumor avangado
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(TR7), ambas as formula¢des contendo CDDP s3o capazes de reduzir a proliferagdo celular,

induzindo diferentes tipos de morte celular.
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Figura 16. Avalia¢dao das células de tumor de Ehrlich viaveis retiradas da cavidade abdominal de
camundongos Suicos fémeas acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e tratados 3 (TR3) e 7 (TR7)
dias apds a implantagdo do tumor, por marcagdo de anexina-V/Pl. Os animais foram tratados com
solucdo de NaCl 0,9% (p/v) (o), solugao de CDDP livre (12 mg/Kg, m), lipossoma branco (SpHL,
dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg, &) ou com SpHL-
CDDP (12 mg/Kg, m). Os dados foram expressos como a média * erro padrio da média. n.d.
Representa auséncia de células tumorais nos animais do grupo CDDP. O niimero de animais foi igual
a 4 para o tratamento com SpHL-CDDP e igual a 10 para os grupos controle no regime de tratamento
TR3. O numero de animais foi igual a 6 para o tratamento com CDDP livre, 9 para o tratamento com
solugdo NaCl 0,9% (p/v) e igual a 9 para o grupo tratado com solucdo SpHL-CDDP ¢ igual a 6 para o
grupo tratado com SpHL no regime de tratamento TR7; n.d= significa auséncia de células tumorais
nos animais do grupo tratado com CDDP livre.

5.3.2 Apoptose

O proximo passo foi investigar o impacto dos diferentes tratamentos (solugdo NaCl
0,9% (p/v), CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP) na viabilidade de células tumorais no
contexto In Vvivo, para obter indicios sobre o mecanismo de morte celular induzida pelo
tratamento com SpHL-CDDP. Para isso, foi investigada a exposi¢do de fosfatidilserina

utilizando Anexina-V fluorescente e lodeto de propideo (PI).

A Figura 17 representa o perfil destas células de Ehrlich retiradas da cavidade

abdominal dos animais, no regime de tratamento TR3 (A, B, C) e no regime de tratamento
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TR7 (D, E, F), ambos grupos com dose de 12 mg/Kg. Os animais tratados com SpHL-CDDP
apresentaram maior numero de células duplo-marcadas (Anexina-V/PI positivas, p=0,0242,

Figura 17B) em relag@o aqueles tratados apenas com SpHL.

No regime de tratamento TR7, os animais tratados com SpHL-CDDP apresentaram
maior nimero de células necréticas (PI positivas, Figura 17F) quando comparados aos grupos
tratados com solugdo NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0040) ou SpHL (p=0,0028). Por outro lado, os
animais tratados com CDDP livre apresentaram maior numero de células duplo-marcadas
(Anexina-V+/PI+), quando comparados aos animais do grupo tratado com solucdo NaCl 0,9%
(p/v) (p=0,0259), sugerindo que neste tratamento as células tumorais estdo em estagio

avancado de apoptose.
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Figura 17. Andlise de células de tumor de Ehrlich retiradas de camundongos Suigos fémeas
acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e tratados 3 ou 7 dias apds a implantacdo do tumor. Os
painéis A e D, B e E, C ¢ F representam células marcadas somente com anexina-V, anexina-V + Pl e
somente com PI, respectivamente. Os animais foram tratados com solu¢do NaCl 0,9% (p/v) (D),
solucdo de CDDP livre (12 mg/Kg, m), lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada
para o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg, ), SpHL-CDDP (12 mg/Kg, m). ‘Representa
diferenca estatistica significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com SpHL. Os dados foram
expressos como a média *+ erro padrdo da média. n.d. Significa auséncia de células tumorais nos
animais do grupo tratado com CDDP livre. O nimero de animais foi igual a 4 para o tratamento com
SpHL-CDDP e igual a 10 para os grupos controle.
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A Figura 18 representa a visualizagdo do perfil das células de cada grupo de
tratamento, nos diferentes regimes (TR3 ou TR7). Observa-se que, no regime de tratamento
TR3, a porcentagem de células em apoptose tardia e inicial ¢ maior no grupo tratado com
SpHL-CDDP do que em relacdo aos grupos controles demonstrados. Além disso, a
porcentagem de células vidveis foi menor neste grupo contendo a formulacio lipossomal da
CDDP em relagao aos grupos controles. No regime de tratamento TR7, observa-se um perfil
muito parecido entre os grupos tratados com CDDP livre e SpHL-CDDP, com uma
porcentagem um pouco maior de células em apoptose tardia no grupo tratado com CDDP

livre em relagdo ao tratado com SpHL-CDDP.
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Figura 18. Distribuigdo dos perfis de células de tumor de Ehrlich retiradas da cavidade abdominal de
camundongos Suicos fémeas acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e tratados 3 (TR3) e 7 (TR7)
dias ap6s a implantacdo do tumor, por marcacdo de anexina-V/Pl. Os animais foram tratados com
solucdo de NaCl 0,9% (p/v), solugdo de CDDP livre (12 mg/Kg), lipossoma branco (SpHL, dose
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lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg) ou SpHL-CDDP (12
mg/Kg). O numero de animais foi igual a 4 para o tratamento com SpHL-CDDP e igual a 10 para os
grupos controle no regime de tratamento TR3. O ntimero de animais foi igual a 6 para o tratamento
com CDDP livre, 9 para o tratamento com solu¢do NaCl 0,9% (p/v) e igual a 9 para o grupo tratado
com solugdo SpHL-CDDP e igual a 6 para o grupo tratado com SpHL no regime de tratamento TR7.

5.3.3 Avaliac¢ado do ciclo celular

Na Figura 19A, ¢ possivel observar que apds o regime de tratamento TR3 com SpHL-
CDDP, houve uma alteragdo significativa no ciclo celular, quando comparado com os grupos
controle, com aumento na porcentagem de células na fase GO/G1 (73,3%), e redugdo
simultidnea de células nas fases S e G2/M (1,9% e 6,2%, respectivamente). Nenhuma alteragao
foi observada no contetido de DNA sub-diploide (DNA fragmentado), quando comparado
com o grupo tratado com solugdo NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL, neste regime de tratamento. Para
o grupo tratado com CDDP livre, no regime de tratamento TR3, dos oito animais
sobreviventes, sete animais ndo apresentaram ascite e as células tumorais ndo foram
recuperadas apos lavagem da cavidade abdominal. Sendo assim, ndo foi possivel avaliar o

perfil do ciclo celular das células tumorais destes animais.

No regime de tratamento TR7, animais tratados com SpHL-CDDP também
apresentaram parada no ciclo celular, com 82,4% das células na fase G0/G1 e uma abolicao
total das fases S e G2/M (Figura 19B). Apd6s administracdo de solucdo de CDDP livre em
camundongos, foi observado que as células tumorais apresentavam-se principalmente nas
fases Sub GO/G1 (59,3%) ou GO/G1 (48,1%) do ciclo celular. Além disso, aumento
significativo no conteido de DNA sub-dipléide (DNA fragmentado, 59,3%) foi encontrado
nas células dos animais tratados com solu¢do de CDDP livre, quando comparado com os
grupos controle, tratados com solugdo NaCl 0,9% (p/v) e SpHL (4,6% e 6,7%,
respectivamente), sugerindo inducdo da apoptose. Este valor obtido no grupo tratado com
CDDP livre (59,3%) nao foi diferentemente significativo daquele encontrado no grupo tratado

com SpHL-CDDP (34,3%).
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Figura 19. Porcentagem das fases do ciclo celular das células do tumor de Ehrlich apds tratamento
com solugdo NaCl 0,9% (p/v) (), solugdo de CDDP livre (12 mg/Kg, m), lipossoma branco (SpHL,
dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, 12 mg/Kg, o) ou SpHL-CDDP
(12 mg/Kg, m), no regime de tratamento TR3 (A) e no regime de tratamento TR7 (B). “Representa
diferenca significativa entre as fases indicadas e a mesma fase no grupo de tratamento com solucao de
NaCl 0,9% (p/v). "Representa diferenca significativa entre a fase indicada e a mesma fase no grupo de
tratamento com solugdo de CDDP livre. ‘Representa diferenga significativa entre a fase indicada e a
mesma fase no grupo de tratamento com SpHL. ND indica que a porcentagem das fases do ciclo
celular ndo foi determinada para o grupo tratado com CDDP livre devido a presenca de ascite em
somente um animal. Os dados foram expressos como a média * erro padrdo da média.
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5.4 Avaliagdo toxicolégica

5.4.1 Peso corporal dos animais

A Figura 20 representa a variagdo do peso corporal dos animais tratados com
12mg/Kg, nos regimes de tratamento TR3 ou TR7. No regime de tratamento TR3 (Figura
20A) ¢ possivel observar que houve diferenca a partir do 6° dia de avaliagdo, entre os animais
do grupo tratado com solu¢ao NaCl 0,9% (p/v) e aqueles do grupo tratado com CDDP livre.
Os valores de p para o 6°, 8°. e 11° dias foram, respectivamente, p=0,0417, p<0,0001,
p=0,0004).

No regime de tratamento TR7 (Figura 20B) nota-se que houve diferenca entre os
grupos somente a partir do 11° dia de avaliacdo. Neste dia, os animais do grupo tratado com
CDDP livre apresentaram menor peso corporal em relacdo aqueles do grupo tratado com
solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0003). No 13° dia de avaliagdo, os animais do grupo tratado
com CDDP livre apresentaram menor peso corporal em relacdo aqueles animais dos grupos

tratados com solug¢do de NaCl 0,9% (p/v) (p<0,0001) e SpHL-CDDP (p=0,0001).
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Figura 20. Avaliagdo da varia¢do de peso corporal de camundongos Suicos fémeas tratados com dose
de 12 mg/Kg, 3 (TR3) e 7 (TR7) dias ap6és a inoculagdo das células do tumor de Ehrlich. Os
camundongos foram tratados com solucdo de NaCl 0,9% (p/v) (©),solugdo de CDDP livre (12 mg/Kg,
@), lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual & administrada para o tratamento com SpHL-CDDP,
12 mg/Kg,/\) ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg, A).”Representa diferenga entre o grupo tratado com
CDDP livre e o grupo tratado com solugdo de NaCl 0,9% (p/v). 'Representa diferenga entre o grupo
tratado com CDDP livre e o grupo tratado com SpHL-CDDP.
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A Tabela 3 mostra o perfil geral de animais tratados no 3° (TR3) ou no 7° (TR7) dias
ap6s a inoculagao do tumor, comparando entre os quatro diferentes grupos de tratamento:
solucdo NaCl 0,9% (p/v), CDDP livre (12 mg/Kg), SpHL (dose lipidica igual aquela
administrada no tratamento com SpHL-CDDP) ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg). E possivel
observar que o tratamento com SpHL-CDDP ndo levou nenhum animal a morte, em nenhum
dos regimes de tratamento, o que o diferencia do grupo tratado com CDDP livre, que leva 2
animais a morte no regime de tratamento TR3 e 4 animais a morte no regime de tratamento

TR7.

Tabela 3. Perfil geral de animais tratados no TR3 ou TR7, em quatro diferentes grupos de

tratamento, na dose de 12 mg/Kg

T TR3 TR7

ratamentos Com ascite ~ Sem ascite ~ Morte Com ascite  Sem ascite =~ Morte
Salina 10 0 0 8 1 1
CDDP 1 7 2 2 4 4
SpHL 10 0 0 6 1 3
SpHL-CDDP 0 10 0 8 2 0

5.4.2 Estudo histopatoldgico

5.4.2.1 Rins, figado e bago

Neste estudo, estdo representadas fotomicrografias histologicas somente do regime de
tratamento TR7, pelo fato de ambos os regimes de tratamento apresentarem o mesmo perfil
patologico. A avaliacdo histopatologica de rins, figado e baco de camundongos Suigos
tratados com diferentes tratamentos, na dose de 12 mg/Kg (solu¢do NaCl 0,9% (p/v), CDDP
livre, SpHL e SpHL-CDDP) est4 representada na Figura 21. Camundongos tratados com
12mg/Kg de CDDP livre apresentaram necrose tubular toxica grave (Figura 21A),
caracterizada por degeneracao de células tubulares com achatamento das células que revestem
o cortex renal, juntamente com proteintiria nos tibulos medulares. Estas caracteristicas estdo
de forma difusa, o que indica a agdo tdxica da droga. Ao contrario, em camundongos tratados
com SpHL-CDDP na mesma dose, foi somente observada discreta presenca de proteina
dentro do lumen tubular, indicando redugdo na toxicidade renal induzida pela CDDP na

formulagdo lipossomal (Figura 21B).
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Em relagdo a toxicidade hepatica, foi observada uma degeneracdo dos hepatocitos nas
regides periportais. A degeneracdo do figado ¢ comum em casos de caquexia neopléstica e
pode ser causada por agentes toxicos. Ela é caracterizada por vacuolizacdo citopldsmica com
um deslocamento do nucleo para a periferia. Na Figura 21C e D, somente as fotomicrografias
histologicas de camundongos tratados com solugdo de NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL-CDDP estao
representadas porque as mesmas alteragdes patoldgicas foram observadas no figado dos
animais tratados com SpHL e CDDP livre. Praticamente ndo foi observada degeneragdo no
figado dos animais tratados com solu¢do de NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL (Figura 21C) e, ao
contrario, degeneracao grave foi encontrada no figado de animais tratados com CDDP livre

ou SpHL-CDDP (Figura 21D).

Além disso, o estudo microscopico do figado de camundongos fémeas mostrou a
presenca de células tumorais aderidas a capsula do 6rgdo, comum a todos os tipos de
tratamento utilizados no estudo (Figura 21E) e que aparecem, as vezes, circundadas por
células inflamatodrias. Este resultado mostra a dissemina¢do de células tumorais da regido

peritoneal para o figado.

A avaliagdo histologica do bago também mostrou células tumorais aderidas a capsula
do o6rgdo, em camundongos tratados com solucdo NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL (dados ndo
mostrados). Ao contrario, animais tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP apresentaram
nenhuma ou poucas células tumorais aderidas. Interessantemente, vactolos foram observados
no bago de animais tratados com SpHL ou SpHL-CDDP (Figura 21F), que podem estar
relacionados a componentes lipidicos dos lipossomas. Sabe-se que nanosistemas sao

capturados pelos orgaos do sistema mononuclear fagocitario, tais como o figado e o baco.
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Figura 21. Fotomicrografias dos tecidos renal, hepatico e esplénico de camundongos Suicos
portadores de tumor ascitico de Ehrlich e tratados com solugdo de NaCl 0,9% (p/v), CDDP livre (12
mg/Kg), lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-
CDDP, 12 mg/Kg) ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg). Painéis A e B representam fotomicrografias do
tecido renal de camundongos Suigos portadores de tumor ascitico de Ehrlich e tratados com CDDP
livre (A) ou SpHL-CDDP (B). As setas indicam a presenca de proteina dentro do limen tubular.
Painéis C e D representam os perfis do figado de camundongos apds tratamento com solugdo NaCl
0,9% (p/v) (também observado em camundongos tratados com SpHL) e CDDP livre (também
observado em camundongos tratados com SpHL-CDDP), respectivamente. No painel E, as setas
indicam células tumorais aderidas a capsula do figado. Painel F indica o perfil do bago de

78



camundongos apds tratamento com SpHL-CDDP (também observado em camundongos tratados com
SpHL). As setas indicam a presenca de vactolos. Coloragdo: HE. Ampliagdo original: x 200.

5.4.3 Investigacoes hematoléogicas

Alteragdes nos parametros hematologicos de camundongos fémeas tratados com
CDDP livre ou SpHL-CDDP em duas fases de desenvolvimento do tumor (TR3 e TR7), na
dose de 12 mg/Kg estdo mostradas na Tabela 4. Primeiramente foi avaliado o efeito dos dois
tipos de tratamento (CDDP livre versus SpHL-CDDP) nos pardmetros hematologicos de
camundongos Suicos. Para ambos os regimes de tratamento (TR3 e TR7), foi demonstrado
que ndo houve diferenca significativa na contagem de eritrécitos ¢ nas medidas de
hemoglobina e hematdcrito, nos animais submetidos ao tratamento com CDDP livre ou
SpHL-CDDP, quando comparados aos seus respectivos grupos-controle. Estes resultados
mostram que nenhuma das formulagdes contendo CDDP induz alteragdes nas células
vermelhas do sangue. Ao avaliar as células brancas, observa-se que houve redugdo na
contagem de leucdcitos ao comparar o grupo tratado com SpHL-CDDP e o grupo tratado com
solucdo NaCl 0,9% (p/v), somente no regime de tratamento TR3. Esta diminui¢do pode ser
atribuida a redugdo da contagem de granuldcitos, também demonstrada na Tabela 4. O
tratamento com CDDP livre ndo levou a alteracdes na contagem de leucocitos quando
comparado com o grupo tratado com solugdo NaCl 0,9% (p/v), no entanto, diminuicdo da
contagem de granulocitos também foi observada. No esquema de tratamento TR7, a
administracdo de SpHL-CDDP induziu aumento da contagem de leucocitos e/ou linfocitos
quando comparado aos grupos controle, tratados com solu¢ao NaCl 0,9% (p/v) e SpHL. Ao
contrario, a administragdo de CDDP livre nao levou a nenhuma alteragdo nestes parametros.
A contagem de mondcitos ndo apresentou diferenca estatistica em camundongos tratados com
SpHL-CDDP ou CDDP livre, quando comparados aqueles animais dos grupos controle. Por
outro lado, o nivel de plaquetas foi reduzido em camundongos tratados com CDDP livre,
quando comparado aos animais tratados com solucao NaCl 0,9% (p/v), enquanto ndo houve
alteragcdo deste parametro em camundongos tratados com SpHL-CDDP. Vale ressaltar que
praticamente todos os parametros hematologicos foram estatisticamente semelhantes entre os

grupos-controle solu¢ao NaCl 0,9% (p/v) e SpHL.
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Tabela 4. Parametros hematologicos de camundongos Suigos fémeas acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e tratados 3 (TR3) ou 7 (TR7) dias,

apos inoculacdo do tumor com solu¢do NaCl 0,9% (p/v), CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP, com dose de 12 mg/Kg

Parametros Solucdo NaCl 0,9% (p/v) CDDRP livre SpHL SpHL-CDDP
Eritrocitos TR3 10,7 £ 0,4 11,4 +0,3° 9,4+ 0,6 10,4+ 0,3
(10°/mm?) TR7 72+1.2 9,9+ 0,3 93+ 1,0 9,0+ 0,4
Hemoglobina TR3 14,9 £ 0,6 16,3+0,5 13,4+ 1,0 143+0,2
(g/dL) TR7 10,1+ 1,7 13,9+ 0,6 12,8+ 1,3 12,8 + 0,6
Hematocrito TR3 472427 52,1 £2,6° 40,8+ 3,2 44,1 + 1,4
(%) TR7 34,7+ 6,0 42+1,6 36,2+ 5,7 42,4+2,5
Leucdcitos TR3 18,3 +2.8 13,4+2.2 18,129 10,4 £ 1,2
(10°/mm°) TR7 6,8+22 11,3+6,0 9,6 +2,3° 15,8 +1,9*°
Granulocitos TR3 128+ 1,9 49+1,1° 13,4 +2.4 2,6 +0,7*°
(10°/mm?) TR7 48+1,8 57+4,1 6,4+ 2,0 10,9 +2,1
Linfocitos TR3 51+1,1 8,1+2.1 42+0,8 7,6 £0.8
(10°/mm’) TR7 1,8+0,5 52+2,0 2,7+0,8 4,4+0,5
Monocitos TR3 0,4+0,1 0,4+0,2 0,6+0,2 0,4+0,1
(10°/mm’) TR7 0,3+0,1 0,3+0,1 0,4+0,1 0,6 0,1
Plaquetas TR3 580,0+ 78,3 234,0 + 44,7%>° 432,0 + 48,7 464,0 + 59,1
(10°/mm?) TR7 337,0 £ 66,0 255,0 +23,9 452,0 +108,0 230,0 + 32,8

*Representa diferenga significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com solugdo NaCl 0,9% (p/v). PRepresenta diferenca significativa entre o
grupo indicado e o grupo tratado com SpHL. “Representa diferenga significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com SpHL-CDDP. No
regime de tratamento TR3, o nimero de animais foi igual a 6, §, 8 e 10 para os tratamentos solugdo de NaCl 0,9% (p/v), solugdo de CDDP livre,
SpHL e SpHL-CDDP, respectivamente. No regime de tratamento TR7, o nimero de animais foi igual a 5, 4, 8 e 9 para os tratamentos solugdo de
NaCl 0,9% (p/v), solugdo de CDDP livre, SpHL e SpHL-CDDP, respectivamente. O nivel de significancia foi considerado para valores de p < 0,05.
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média.
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5.4.4 Investigacoes bioquimicas

5.4.4.1 Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal

Alteragdes nos indicadores de parametros quimicos clinicos da toxicidade renal estao
demonstradas na Tabela 5. A administragdo de CDDP livre ou SpHL-CDDP na dose de
12mg/Kg em camundongos ndo afetou os niveis de uréia e creatinina no sangue, quando
comparados ao grupo tratado com solugdo NaCl 0,9% (p/v), em ambos os regimes de
tratamento (TR3 e TR7). No regime de tratamento TR3 houve diminuicao nas dosagens de
uréia e creatinina em animais tratados com SpHL-CDDP em relagdo aqueles tratados com

SpHL.

Tabela 5. Niveis de uréia e creatinina de camundongos Sui¢os fémeas portadores de tumor
ascitico de Ehrlich e tratados 3 (TR3) ou 7 dias (TR7), ap6s inoculag@o do tumor com solugdo

de NaCl 0,9% (p/v), solugdo de CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP (na dose de 12 mg/Kg)

Parametros
Ureéia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
Tratamento TR3 TR7 TR3 TR7
Solugao de NaCl 0,9% (p/v) 82,0+489  149,8 £379 04+02 04+0,6
CDDP 47,1 £23,1 265,8 +235,8 0,5+0,1 0,6+0,8
SpHL 157,3+55,1 183,6+87,3 0,8+03 04+04
SpHL-CDDP 60,9 +18,3* 207,3+125,2 0,4+0,1* 0,5%0,5

*Representa diferenga estatisticamente significativa entre o grupo tratado com SpHL-CDDP e aquele tratado com
SpHL. O nivel de significancia foi considerado para valores de p < 0,05. Os dados foram expressos como a
média £ desvio padrio.

Quando analisamos os valores do indice uréia/creatinina para os tratamentos com
CDDP livre e SpHL-CDDP e comparando-os com seus respectivos grupos-controle, no
regime de tratamento TR3, na dose de 12 mg/Kg, observa-se que houve um aumento
significativo neste parametro. Camundongos tratados com solug¢dao NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL
apresentaram indice uréia/creatinina sanguineo 2 e 1,5 vezes maior que aqueles submetidos
aos tratamentos com CDDP livre ou SpHL-CDDP, respectivamente (Tabela 6). Para o regime

de tratamento TR7, ndo foi possivel detectar nenhuma diferenca no indice uréia/creatinina
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entre os tratamentos realizados. Além disso, os valores deste indice foram maiores do que

aqueles obtidos no regime de tratamento TR3.

Tabela 6. Valores do indice de uréia/creatinina de camundongos Suig¢os fémeas portadores de
tumor ascitico de Ehrlich tratados 3 (TR3) ou 7 dias (TR7), apds inoculacdo do tumor com
solucdo de NaCl 0,9% (p/v), solugdo de CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP (na dose de 12
mg/Kg)

Indice Uréia/Creatinina

Tratamento TR3 TRY

Solugao de NaCl 0,9% (p/v) 206,6 £ 43,6 804.,9 + 206,3
CDDP 97,4+ 132"  824,3+5343
SpHL 217,7+33,5 8953 +222,6
SpHL-CDDP 139,7 £ 14,0  764,7 +163,2

"Representa diferenga significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-
CDDP e seus respectivos grupos controle. PRepresenta diferenca significativa entre
os tratamentos com CDDP livre, comparando TR3 com TR7. O nivel de
significancia foi considerado para valores de p < 0,05. Os dados foram expressos
como a média + erro padréo.

5.4.4.2 Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica

O resultado dos indicadores de parametros quimicos clinicos da funcdo hepatica esta
demonstrado na Tabela 7. Ao visualizar os dados obtidos na dose de 12 mg/Kg, observa-se
que nenhuma alteragdo dos pardmetros hepaticos foi identificada, apos tratamento com CDDP
livre ou SpHL-CDDP, quando comparados com seus respectivos grupos controle, indicando
auséncia de sinais de toxicidade hepatica. No entanto, houve um leve aumento de -globulina
e uma leve diminui¢do de y-globulina no grupo tratado com SpHL em relagdo aquele tratado

com SpHL-CDDP.
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Tabela 7. Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica de camundongos Suigos fémeas acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e

tratados 3 (TR3) ou 7 (TR7) dias, apds inoculagdo do tumor com solugdo NaCl 0,9% (p/v), CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP, com dose de 12

mg/Kg
) Tratamento

Parametros SO'SB%Z?; /’\\/')""C' CDDP SpHL SpHL-CDDP
ALT TR3 1417+ 1039 10004484 1168+ 67,0 91,7+ 38,9
(UI/L) TR7  189.8+656 1784774 1311467 1207+ 37,7
Proteina Total  TR3 72411 79415 79410 77407
(¢/dL) TRY 63+13 6,6+ 0.4 59406 6,4+ 0.6
Albumina'  TR3 47409 53411 49405 5.6+0.6
(¢/dL) TRY 38409 39403 33408 39408
o Globulina ~ TR3 11+03 12405 13404 0,8+0.3
(¢/dL) TRY 1,0+0,5 11405 0,840, 08402
B Globulina  TR3 12402 12403 1,3+03° 10+02
(¢/dL) TRY 0740,7 11402 13+0,7 0.8+0.5
yGlobulina ~ TR3 02+0,1 04+0,1 03402 04402
(¢/dL) TRY 0.8+0,3 0,6+ 0,4 0,5+ 0,3° 09403

"Representa diferenga estatisticamente significativa entre o grupo indicado e o tratamento com SpHL-CDDP. O nivel de
significancia foi considerado para valores de p < 0,05. Os dados foram expressos como a média + erro padrio.
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5.5 Avaliagdo da resposta do tratamento com SpHL-CDDP

5.5.1 Quantificacdo de VEGF no liquido ascitico

Sabendo-se que entre o grande numero de fatores angiogénicos, o VEGF ¢
amplamente expresso na maioria dos canceres € ¢ um componente muito importante na
angiogénese tumoral, optou-se por fazer a quantificagdo deste fator de crescimento. A Figura
22 mostra a quantificacdo do VEGF no liquido ascitico retirado dos animais do estudo,
tratados com dose de 12 mg/Kg. Na Figura 22, pode-se observar que, em animais tratados na
dose de 12 mg/Kg, tanto no regime de tratamento TR3, quanto no regime de tratamento TR7,
os grupos tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP apresentaram reducao na expressao de

VEGF em relacdo aos seus grupos controles (p=0,0286 em ambos os casos).
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Figura 22. Quantifica¢do dos niveis de VEGF no liquido ascitico retirado dos animais portadores de
tumor ascitico de Ehrlich e tratados com solucdo NaCl 0,9% (p/v) (o), solucdo de CDDP livre (12
mg/Kg, m), lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-
CDDP, 12 mg/Kg, 1) ou SpHL-CDDP (12 mg/Kg, m), nos regimes de tratamento TR3 e TR7.
“Representa diferenca significativa entre o grupo indicado ¢ o grupo tratado com NaCl 0,9% (p/v).
‘Representa diferenga significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com SpHL. Os dados
foram expressos como a média * erro padrao da média.



5.5.2 Quantificacao de citocinas e quimiocinas

A Figura 23 representa a quantificagdo das citocinas (TNF, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-10)
e quimiocina (CCL2) no liquido ascitico retirado da cavidade abdominal dos animais do
estudo, tratados com solugdo de NaCl 0,9% (p/v), CDDP livre, SpHL ou SpHL-CDDP, na
dose de 12 mg/Kg, nos regimes de tratamento TR3 e TR7.

No regime de tratamento TR3, o perfil de IL-12p70, IFN-y e IL-10 foi semelhante,
apresentando redu¢do na dosagem dessas citocinas nos grupos tratados com CDDP livre e
SpHL-CDDP, quando comparados aos seus respectivos grupos-controle. O perfil de
alteracdes da citocina TNF e da quimiocina CCL-2 foi similar: os animais tratados com
CDDP livre apresentaram valores menores de TNF e CCL-2 em relacdo ao seu controle
(p=0,0003 e p<0,0001, respectivamente) e o grupo tratado com SpHL-CDDP apresentou
valores menores em relagdo ao seu controle e ao grupo tratado com CDDP livre. A
quantifica¢do de IL-6 foi menor somente no grupo tratado com SpHL-CDDP em relagdo ao
seu grupo controle (p<0,0001) e ao grupo tratado com CDDP livre (p=0,0162). No entanto, a
quantificagdo de IL-6 nos animais do grupo tratado com SpHL foi maior do que naqueles

animais tratados com soluc¢ao de NaCl 0,9% (p/v) (p=0,0008).

No regime de tratamento TR7, o perfil de IL-12p70, TNF e IFN-y foi semelhante,
apresentando reducdo na dosagem dessas citocinas no grupo tratado com CDDP livre, quando
comparado aos seu respectivo grupo controle. A quantificagdo de IL-6 foi semelhante entre os
grupos estudados, enquanto a quantificagdo de IL-10 foi menor nos grupos tratados com
CDDP livre e SpHL-CDDP em relagao aos seus respectivos grupos-controle (p=0,0264 na
comparag¢dao CDDP livre e seu grupo controle e p=0,0358 na comparagdo SpHL-CDDP e seu
grupo controle), de forma semelhante ao perfil apresentado para TR3. A quantificagdo da
quimiocina CCL-2 foi menor no grupo tratado com CDDP livre em relagdo ao seu grupo

controle (p=0,0036) e ao grupo tratado com SpHL-CDDP (p=0,0242).
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Figura 23. Analise da producdo de citocinas/quimiocinas IL-12p70, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, CCL-2

do liquido ascitico obtido de camundongos Suicos fémeas acometidos por tumor ascitico de Ehrlich e
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submetidos aos tratamentos com solucdo de NaCl 0,9% (p/v), solu¢do de CDDP livre (12 mg/Kg),
lipossoma branco (SpHL, dose lipidica igual a administrada para o tratamento com SpHL-CDDP, 12
mg/Kg) ou com SpHL-CDDP, 3 (TR3) ou 7 dias apds a inoculagdo do tumor (TR7). *Representa
diferenca significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com NaCl 0,9% (p/v). "Representa
diferenga significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com CDDP livre. ‘Representa
diferenca significativa entre o grupo indicado ¢ o grupo tratado com SpHL. “Representa diferenca
significativa entre o grupo indicado e o grupo tratado com SpHL-CDDP. Os resultados estdo
apresentados em pg/mL, expressos como a média * erro padrdo da média.

A Figura 24 mostra o diagrama com o resumo do que ocorreu quando foram comparados os
grupos tratados com CDDP livre e SpHL-CDDP e seus respectivos grupos-controle, nos dois regimes
de tratamento estudados (TR3 e TR7). Observou-se que houve diminui¢do de TNF, IL-12p70, IFN-y,
CCL-2 e IL-10 no grupo tratado com CDDP livre, em relacdo aquele tratado com solugdo de NaCl
0,9% (p/v) nos dois regimes de tratamento. No regime de tratamento TR3, o grupo tratado com SpHL-
CDDP apresentou diminuicao de todas as citocinas (TNF, IL-6, IL-12p70, IFN-y, IL-10) e quimiocina
(CCL-2) analisadas, em relag@o ao seu controle (SpHL). Por outro lado, no regime de tratamento TR7

houve diminui¢éo apenas de IL-10 no grupo tratado com SpHL-CDDP em relag@o ao seu controle.

Regimedetratamento TR3
Salina x CDDP livre SpHL x SpHL-CDDP

TNF TNF

IL-12p70 IL-6

IFN-y 1L-12p70
ccL-2 IFN-y

CCL-2
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Regime detratamento TR7
Salina x CDDP livre SpHL x SpHL-CDDP

TNF ; IL-10

IL-12p70
IFN-y

CCL-2

PR

IL-10

Figura 24. Diagrama mostrando o resumo da expressdo das citocinas e quimiocina analisadas,
comparando os grupo tratados com CDDP livre e SpHL-CDDP e seus respectivos grupos-controle.
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6 DISCUSSAO
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A fim de elucidar os fatores envolvidos na génese do cancer, varios pesquisadores tém
utilizado os tumores experimentais transplantaveis no estudo da carcinogénese fisica,
quimica, viral e hormonal. Os tumores experimentais sdo mantidos em laboratdrio a partir do
transplante em hospedeiros susceptiveis. A vantagem do uso dessas neoplasias, em
comparag¢do as demais, recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas
iniciais das células tumorais a serem inoculadas e o desenvolvimento rapido da neoplasia que
restringe o tempo de estudo. O tumor de Ehrlich tem se mostrado um excelente modelo de
neoplasia experimental. Trata-se de neoplasia transplantdvel de origem epitelial maligna,
espécie-especifico e corresponde ao adenocarcinoma mamario de camundongo fémea,
transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich. Apresenta células intensamente
pleomorficas e anaplasicas, com relacdo nucleo-citoplasma elevada e nicleo com cromatina
frouxa e nucléolos multiplos e proeminentes. O indice mitético ¢ alto, com varias figuras de
mitose atipicas. O estroma ¢ constituido por fibras colagenas e delicados capilares (25). A
agressividade do tumor de Ehrlich ndo depende do grau de hemorragia e nao ¢ alterada pela
linhagem do camundongo onde ¢ feito o repique, porém cada linhagem reage de maneira
especifica podendo apresentar maior ou menor tempo de sobrevida (26). O tumor de Ehrlich,
quando inoculado por via intraperitoneal, cresce da forma ascitica, produzindo, nos primeiros
dias, um liquido bastante fluidico com baixa populagdo celular, que progride até o sétimo ou
nono dias. Neste periodo, ocorre diminuicdo do nimero de células e o liquido torna-se
hemorragico e fibrinoso, coagulando-se de forma relativamente rdpida. Normalmente o
animal pode sobreviver cerca de 20 a 25 dias ap6s a inoculagdo intraperitoneal, o que depende
da linhagem dos camundongos, pois apesar da malignidade do tumor ndo se alterar, cada
linhagem parece reagir de uma maneira diferente (35). A caquexia causada pelo cancer €
acusada como a maior causa de mortes em pacientes humanos e em animais portadores desta
patologia (81). O desenvolvimento do tumor de Ehrlich, tanto na forma sélida como na
ascitica, causa neutrofilia, trombocitopenia e presenca de macrofagos supressores. No entanto,
os processos causadores destas alteracdes ainda ndo foram esclarecidos (25). O tumor de
Ehrlich tem sido muito utilizado em trabalhos relacionados ao céncer por ser um tumor de
facil manipulagdo, pelo fato da manutengdo do tumor ser relativamente simples e

principalmente, por ser espécie-especifico (10,11,58,61,78,81-83).

Em 1932, Loewenthal & Jahn descreveram que células obtidas do tumor de Ehrlich
quando implantadas na cavidade peritoneal, eram capazes de crescer em suspensao no fluido

ascitico. A partir deste trabalho, varias linhagens do tumor de Ehrlich sélido foram
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transformadas em tumor ascitico, e mantidas pela passagem intraperitoneal das células
neoplasicas (84). O tumor de Ehrlich na sua forma ascitica possui, geralmente, 100% de
crescimento, ndo regredindo espontaneamente. Apos a inoculacdo intraperitoneal de fluido
ascitico fresco contendo cerca de um milhdo de células neoplasicas, os camundongos
apresentam cerca de 5 a 20 mL de liquido ascitico leitoso ou hemorragico em 7 a 14 dias,
vindo a morrer em 10 a 20 dias. Quando o liquido ascitico fresco (0,1 mL contendo cerca de
um milhdo de células neoplasicas) ¢ injetado dentro da cavidade peritoneal de camundongos,
as células proliferam nas superficies do peritonio visceral e parietal. Durante os primeiros 3
dias ndo sdo observados nem ascite ou pequenos ndédulos tumorais. Porém, ao final do 4° dia
de crescimento tumoral, ha uma pequena quantidade de liquido ascitico, cerca de 1,0 mL. Por
volta do 7° dia, os camundongos mostram dilatacdo abdominal leve a moderada, apresentando
de 2 a 7 mL de liquido branco leitoso na cavidade peritoneal e pelo 14° dia, a maioria dos
animais mostra distensdo abdominal moderada a intensa, tendo de 5 a 25 mL de liquido.
Apesar de alguns autores afirmarem a ndo ocorréncia de metastase (85), estudos observaram a
presenca de grande quantidade de células neoplasicas depositadas acima da capsula do baco,
figado e rins (81). O tumor ascitico de Ehrlich pode ser transplantado para qualquer linhagem
de camundongo, provavelmente devido a perda da expressio de MHC. Esta caracteristica
exclui o principal papel do linfocito T citotdoxico durante o desenvolvimento do tumor,
indicando que talvez a imunidade celular ndo seja o principal mecanismo de defesa do
hospedeiro contra o tumor ascitico de Ehrlich (86). A nao expressao de MHC na superficie de
células tumorais de Ehrlich ¢ considerada um mecanismo de evasdo do tumor, porque
dificulta o reconhecimento destas células por células do sistema imune, tornando o sistema
imune ineficaz no combate desta doenga (87). O tumor ascitico de Ehrlich ¢ intensamente
utilizado em sistemas experimentais, uma vez que facilita a definicdo da quantidade de células
que serdo transplantadas, o que permite certo grau de controle (88), podendo ser utilizado em
estudos experimentais de carcinomatose peritoneal. No entanto, apos trabalhar com o tumor
ascitico de Ehrlich, observamos algumas dificuldades no modelo experimental: para se fazer a
manuten¢do do tumor de Ehrlich, ¢ necessario um niimero suficiente de animais disponiveis
para serem utilizados antes que as células tumorais sejam inoculadas nos proprios animais do
experimento. Além disso, é necessario um treinamento por parte da pessoa que executara o
experimento com animais, além de um cuidado grande na hora de inocular as células na
cavidade abdominal dos mesmos, para evitar que o tumor se desenvolva na forma solida e que

ocorra perfuragdo em algum 6rgao interno dos animais. Ainda, o nimero de células a ser
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inoculado nos animais deve ser padronizado em estudo piloto para que ndo aconteca de alguns

animais desenvolverem o tumor ascitico € outros nao.

Embora a maioria das drogas administradas por via intraperitoneal sejam rapidamente
eliminadas do liquido peritoneal, este método de administragdo pode atingir concentragdes
méaximas muito mais elevadas no liquido peritoneal em comparagdo com o0 mesmo
medicamento administrado por via i.v., sendo que essa variagdao pode chegar a 20 vezes maior
em tratamentos com CDDP (89). No entanto, a quimioterapia i.p. ¢ considerada limitada por
ter uma absor¢do muito grande, através da membrana peritoneal. A CDDP ¢ um componente
de baixo peso molecular, que ¢ rapidamente absorvida pelos capilares na serosa i.p. e
transferida para a circulagdo sistémica (90). Consequentemente, ¢ observada uma toxicidade
sistémica, que se manifesta principalmente no tecido renal, que ¢ o fator dose-limitante da
terapia com CDDP, por reduzir a qualidade de vida dos pacientes e restringir os protocolos de
tratamento (6). Sistemas nanoestruturados tém sido desenvolvidos no intuito de reduzir a
toxicidade sistémica da CDDP e aumentar a concentra¢ao do farmaco no local do tumor (45).
Sendo assim, a idéia principal deste estudo foi avaliar a capacidade de um novo sistema
nanoestruturado (lipossomas pH-sensiveis de circulagao prolongada, contendo CDDP) em
combater ou eliminar o tumor ascitico de Ehrlich, desenvolvido nos animais do estudo. Além
disso, o presente trabalho avalia possiveis alteracdes nas células tumorais retiradas da
cavidade abdominal dos animais, bem como a toxicidade causada ou ndo por este sistema
nanoestruturado, apds tratamento dos animais com esse sistema nanoestruturado, em
compara¢do com a droga livre. No nosso trabalho, optamos por estudar diferentes fases de
desenvolvimento do tumor: estdgio inicial - tratamento TR3 e estagio avangado - tratamento

TR7.

Estudos pré-clinicos de fases I-1I realizados com lipossomas de circulagdo prolongada
de CDDP, constituido por fosfatidilcolina de soja hidrogenada,
diestearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao metoxipolietilenoglicol e colesterol mostraram
que essa formulacdo nao foi eficaz. A falta de eficacia foi atribuida a baixa disponibilidade e
cinética de liberacdo lenta de tal forma que a concentragdo da droga ndo alcangou o efeito
terapéutico esperado (58). Sendo assim, tornou-se necessario modificar a formulagdo lipidica
para melhorar sua eficacia. Os lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada foram
desenvolvidos e descritos em 1998 por De Oliveira e colaboradores (70). Esses lipossomas
sdo compostos por dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), hemisuccinato de colesterila

(CHEMS) e diestearoilfosfatidiletanolamina associada a metoxipolietilenoglicol 2000 (DSPE-
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PEG). A construgdo de lipossomas pH-sensiveis aproveita o comportamento de fase
polimorfica de fosfatidiletanolamina insaturados como DOPE, que forma uma fase hexagonal
invertida (HII), ndo sendo capaz de formar vesiculas. A obtencdo de lipossomas com estes
fosfolipides requer a adi¢ao de agentes estabilizantes, como o CHEMS, os quais encontram-se
sob a forma ionizada em pH fisiologico. O CHEMS se distribui homogeneamente entre as
moléculas de fosfatidiletanolamina e o aparecimento de repulsdes eletrostaticas entre os
grupos carboxilicos presentes no CHEMS e os grupos fosfatos presentes nos fosfolipides
favorece a organizagdo lamelar e a formagdo dos lipossomas. Enquanto em pH fisiologico
esses lipossomas sdo estaveis, sua exposi¢do a um meio acido, como ¢ o caso dos tecidos
tumorais, resulta na protonacao dos agentes estabilizantes, com consequente desestabilizacao
das vesiculas e a liberacdo do material encapsulado (70,72). Nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo importantes estudos relacionados a biodistribuicdo por via ip. (74),
biodistribui¢do por via i.v. (11), eficacia antitumoral em modelos de tumor de Ehrlich (74),

toxicidade (10) e produgao desses lipossomas em escala piloto (91).

A encapsulagdo da CDDP neste novo sistema de liberagdo para a administragao por
via 1.p. tem algumas vantagens potenciais. A rapida absor¢ao da CDDP através da membrana
peritoneal pode ser evitada, resultando, portanto, em sua retencdo na cavidade peritoneal por
um periodo maior de tempo e seu melhor influxo nas células tumorais (6,92). Essa localizacao
de SpHL-CDDP proximo ao sitio tumoral pode favorecer a liberagdo preferencial da CDDP
nessa regido devido ao baixo pH, provocado pela intensa atividade das células tumorais de
Ehrlich. Uma maior concentracdo de CDDP no sitio tumoral pode levar a uma penetragao

mais profunda dentro do tumor, melhorando, portanto, sua eficacia terapéutica.

As nanoparticulas podem ser especificamente desenvolvidas para alcancar qualquer
alvo ou para evitar interagdes com o sistema imune. Uma interagdo entre uma nanoparticula e
o sistema imunologico ¢ considerado desejavel, se considerarmos as varias aplicacdes
médicas benéficas que essa interacdo pode trazer (93). No entanto, quando nanoparticulas sdo
reconhecidas como sendo do proprio organismo ou quando ndo existe reconhecimento imune
para elas, isso representa uma importante area de interesse quando o objetivo ¢ simplesmente
a entrega de alguma droga. Atualmente ¢ bem aceito que as propriedades como tamanho das
nanoparticulas, carga superficial, hidrofobicidade / hidrofilicidade e os efeitos estéricos de
revestimento das particulas sdo responséaveis pela compatibilidade desta nanoparticula com o
sistema imunoldgico. Estudos sobre o comportamento in vivo da primeira geragdo de

lipossomas, denominados convencionais, demonstraram que 0s mesmos se acumulavam
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rapidamente em tecidos ricos em macrofagos, tais como figado, bago e medula 6ssea e eram
rapidamente eliminados da circulacdo sanguinea, limitando sua agao em outros tecidos (61).
A partir disso, foram propostas a incorpora¢cdo de glicolipides na membrana lipidica, bem
como modificagdes quimicas na superficie dos lipossomas com o objetivo de torna-los
capazes de escapar do SFM e permanecerem um tempo maior na circulagdo sanguinea (62).
Esses lipossomas modificados, conhecidos como lipossomas de circulagdo prolongada,
representaram um grande passo para a sua aplicagdo in vivo. Moghimi (94) relata que as
nanoparticulas podem ser elaboradas ligando-se a elas PEG ou outros tipos de polimeros
ideais para proporcionar um ambiente hidrofilico, protegendo-as contra o sistema
imunologico, como € o caso dos lipossomas utilizados no nosso estudo. Porém, embora esses
polimeros sirvam para esconder as nanoparticulas do sistema imune, dados sugerem a
formag¢do de anticorpos PEG-especificos numa segunda administracdo de lipossomas
revestidos de PEG (95,96). Consequentemente, esses anticorpos resultariam num
procedimento acelerado de clareamento dos lipossomas revestidos de PEG no sangue e
contribuiriam para uma mudang¢a no perfil farmacocinético de inje¢des subsequentes de
lipossomas-PEG. Embora a literatura ndo contenha dados mostrando alteragdes nos niveis de
citocinas apds administracdo desses lipossomas contendo PEG, sugerimos um efeito causado
pela formulagao lipossomal utilizada no nosso trabalho, apos observar um aumento de IL-6 ¢
CCL2 nos animais tratados com SpHL em relagdo aqueles tratados com solugdo de NaCl

0,9% (p/v).

Para que um agente terapéutico seja aceito e escolhido na prética clinica, ¢ necessaria
a realizacdo de estudos numerosos, chamados estudos pré-clinicos (97). Os estudos pré-
clinicos sdo essenciais para dar embasamento a administracdo de novos medicamentos em
seres humanos. Esses estudos devem checar os parametros de seguranga e eficacia, através da
avalia¢do da toxicidade e da atividade in vitro e in vivo, fornecendo informagdes sobre a
farmacodinamica, farmacocinética e a toxicologia de farmacos em desenvolvimento.
Informagdes de seguranca e eficacia obtidas nessa fase sdo fundamentais para estimar uma
dose inicial a ser administrada em seres humanos e identificar parametros a serem
monitorados para detectar possiveis efeitos adversos. Portanto, vale ressaltar que um grande
nimero de entidades quimicas ndo chega aos estudos clinicos, devido a riscos inaceitaveis
detectados nos estudos pré-clinicos. Nesse estudo, foram investigados pontos importantes
para uma futura validagdo de um novo agente terapéutico: avaliacdo da eficacia do

tratamento, avaliagdo do perfil das células tumorais de Ehrlich retiradas da cavidade
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abdominal dos animais, ap6és o tratamento com SpHL-CDDP, avaliacio de possiveis
alteragdes hematoldgicas e bioquimicas nos animais, ap6os tratamento i.p. com SpHL-CDDP
(indicativas de toxicidade causada pela droga), além da avaliacdo da resposta ao tratamento

frente a produgdo de citocinas, CCL2 e VEGF no liquido ascitico retirado dos animais.

No regime de tratamento TR3 foi observada a morte de dois animais, sendo que dos
sete sobreviventes, apenas um animal apresentou liquido ascitico. E possivel que a
inexisténcia de liquido ascitico ocorra pela pronta disponibilidade do farmaco na regido
peritoneal, permitindo-o atuar contra a proliferacdo das células tumorais. Este resultado se
correlaciona com a reducdo da circunferéncia abdominal observada anteriormente no
tratamento com CDDP livre, em relagdo ao seu grupo controle, tratado com solugdo de NaCl
0,9% (p/v). A morte de 20% dos animais do grupo tratado com CDDP livre, no regime de
tratamento TR3 possivelmente ¢ decorrente da toxicidade do farmaco livre, o que diferencia
do tratamento realizado com SpHL-CDDP. Para melhor esclarecer essa parte de toxicidade,
convém destacar que o tratamento com SpHL-CDDP no regime TR3 ndo induziu a morte de
nenhum animal, o que indica que a encapsulagdo de CDDP em lipossomas pH-sensiveis ¢
capaz de reduzir a toxicidade do farmaco livre. Além disso, foi possivel recuperar células
tumorais somente de quatro animais tratados com SpHL-CDDP, o que sugere que esta
formulagdo permite igualmente controlar a proliferagio do tumor ascitico, e portanto, a
encapsulacio de CDDP em lipossomas pH-sensiveis ndo compromete a sua eficacia
antitumoral. A porcentagem de células vivas no estudo de viabilidade, através da marcagao
com Anexina-V e iodeto de propideo, foi menor no grupo tratado com SpHL-CDDP em
relagdo aquele tratado com SpHL, no regime de tratamento TR3. Ainda, no regime de
tratamento TR7, os grupos tratados com as duas formula¢des contendo CDDP (CDDP livre
ou SpHL-CDDP) apresentaram menor porcentagem de células vivas em relacdo aos grupos-
controle tratados com solucdo de NaCl 0,9% (p/v) e SpHL, respectivamente. Neste caso,
podemos dizer que houve efeito citotoxico da CDDP nas células tumorais, mesmo quando

esta encontra-se encapsulada em lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada.

Quando se observa os dados obtidos na avaliagdao da apoptose, nota-se que, quando o
tratamento ¢ administrado no estagio inicial de desenvolvimento do tumor (TR3), os
lipossomas contendo CDDP sao capazes de induzir a morte das células por apoptose (o grupo
tratado com SpHL-CDDP apresentou maior porcentagem de células em apoptose tardia do
que o seu grupo controle, tratado com SpHL). No entanto, quando o tratamento ¢

administrado no estagio avangado de desenvolvimento do tumor (TR7), o grupo tratado com
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SpHL-CDDP apresentou maior porcentagem de células em necrose, enquanto o grupo tratado
com CDDP livre apresentou maior porcentagem de células em apoptose tardia. Autores
sugerem que, devido a CDDP ser uma droga inespecifica e reagir ndo apenas com o DNA,
mas também com proteinas, e, apesar de apoptose e necrose serem formas conceitualmente
distintas de morte celular, com diferentes caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, estes
dois tipos de morte podem ocorrer simultanecamente em tecidos ou culturas de células
expostas ao mesmo agente (98). Além disso, sabe-se que, em altas doses, a CDDP pode
danificar moléculas envolvidas no fornecimento de energia celular (ATP) e também proteinas
direta ou indiretamente envolvidas no processo de apoptose (p53, Bax, Bcl-2, caspases),
levando a morte celular por necrose (98). A porcentagem de células vivas foi menor nos
animais tratados com SpHL-CDDP no regime de tratamento TR3 em compara¢do com seu
grupo controle e menor nos animais tratados com CDDP livre e SpHL-CDDP no regime de
tratamento TR7, em relacdo aos seus grupos-controle. Este resultado mostra que ambas as
formulacdes contendo CDDP continuam apresentando efeito citotoxico nas células tumorais e
que a formulacdo lipossomal apresenta 0 mesmo efeito citotoxico do que a droga livre (66).
Diferente disso, Bandak e colaboradores observaram atividade citotoxica reduzida no

tratamento com CDDP lipossomal (SPI-077) em relagdo ao tratamento com CDDP livre (99).

O tratamento de camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich no estagio
inicial com SpHL-CDDP (dose 12 mg/Kg) apresentou-se mais eficaz do que o observado no
tratamento com a droga livre. Este fato pode ser demonstrado pela maior taxa de sobrevida
dos camundongos tratados com SpHL-CDDP em relagdo aqueles tratados com CDDP livre.
Além disso, o tratamento com SpHL-CDDP evitou a formacdo de ascite nos animais tratados
no regime de tratamento TR3. Provavelmente, este achado se deve a concentracdo mais alta
da droga na regido peritoneal, apds a administragdo de SpHL-CDDP em relagdo a injecdo de
CDDP livre, como demonstrado previamente em estudos de biodistribuicdo (74). Assim, a
encapsulacdo de CDDP em lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada nio influencia

a atividade antitumoral da droga livre.

A avaliacdo do perfil do ciclo celular de células tumorais de Ehrlich apos
administracdo de SpHL-CDDP confirmou a manutencdo da atividade antitumoral desta
formulacdo. A maioria das células apresentou parada na fase G0/G1, bloqueando, assim, a
progressdo do ciclo celular. Como ja publicado, a parada em GO/G1 serve para dar as células
um tempo para reparar danos importantes antes que a replicagdo do DNA ocorra, evitando

assim a propagacao de lesdes genéticas para células descendentes e ativando a via apoptdtica
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(98,100). Tem sido relatado que alteragdes conformacionais causadas pela ligagdo de CDDP a
molécula do DNA induzem um dano no DNA, que afeta a replicagdo e transcricao,
provocando uma tor¢do da fita de DNA, o que dificulta a agdo das enzimas de reparo e o
remodelamento da cromatina e leva as células tumorais a morte por apoptose (101). Sugere-se
que a intera¢do entre CDDP e DNA ocorreu no nosso estudo, uma vez que a analise do perfil
do ciclo celular revelou que o tratamento com SpHL-CDDP resultou num aumento
significativo de células em GO/G1, o que ¢ caracteristico de células que sofreram dano no
DNA. Acredita-se que os danos que causam parada na fase GO/G1 sejam processos
irreversiveis, que levam a célula a morte por apoptose (78). No caso do tratamento da
carcinomatose peritoneal disseminada com SpHL-CDDP também foi alcangada uma melhoria
da eficacia antitumoral em comparagdo com o tratamento com CDDP livre. A mediana de
sobrevida dos animais tratados com SpHL-CDDP foi de 26 dias enquanto a dos animais
tratados com CDDP livre foi de 14 dias. Além disso, SpHL-CDDP bloqueou completamente a
progressao do ciclo celular em fase GO/G1l. Quando se administra a droga livre, ela se
encontra disponivel de forma mais rdpida e portanto sera mais rapidamente eliminada do
organismo, ndo conseguindo realizar o bloqueio do ciclo celular das células tumorais de
forma tao eficiente. Nesse caso, pode ser que algumas células escapem da acdo desta droga e
continuem o ciclo celular normalmente. Quando se administra a formulagao lipossomal de
CDDP, um dos principios primordiais da encapsulacao da CDDP em lipossomas pH-sensiveis
de circulacdo prolongada ¢ o fato dele ndo ser capturado pelo sistema fagocitico mononuclear
e se desestabilizar no sitio tumoral, onde serd liberada a droga. Com isso, supde-se que esses
lipossomas sdo desestabilizados aos poucos, liberando o conteudo encapsulado de forma mais
lenta. Isto sugere um efeito de longa duragdo e de maior eficacia, ndo permitindo que algumas
células tumorais escapem da acdo da droga e continuem o ciclo celular normalmente, como
acontece apds administragdo da droga livre. Embora ndo esteja relatada na literatura a relagao
entre sistemas nanoestruturados contendo CDDP e o efeito deles nas células tumorais, estudos
revelam que quando a CDDP ¢ encapsulada em lipossomas, estes lipossomas impedem a
ligacdo entre CDDP e proteinas e a CDDP ¢ gradualmente liberada diretamente para as
células tumorais, através de adsor¢do, havendo endocitose e fusdo. Este ¢ o mecanismo pelo

qual se explica o aumento de morte celular (102).

Para avaliacdo da atividade toxicologica da formulacdo utilizada, alguns parametros
hematoldgicos foram pesquisados. Em relacdo a toxicidade de SpHL-CDDP quando

comparado com CDDP livre, na dose de 12 mg/Kg, ¢ possivel enfatizar os efeitos benéficos
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desses lipossomas como carreadores de CDDP. Vale a pena destacar a menor taxa de
mortalidade para camundongos que receberam o tratamento com SpHL-CDDP, quando
comparados com aqueles tratados com CDDP livre. A maioria dos parametros hematoldgicos
investigados ap6s administragdo de CDDP livre ou SpHL-CDDP em camundongos portadores
de tumor de Ehrlich inicial ou avangado mostrou um perfil similar. O tratamento de
camundongos apresentando cancer na fase inicial com ambas as formulagdes provocou uma
supressao de granuldcitos, sugerindo supressdo hematopoiética, que ¢ bem conhecida em
tratamentos com a administragdo de CDDP (103,104). Além disso, de acordo com dados
obtidos da literatura, o tratamento com CDDP livre parece induzir alta mielotoxicidade
(10,105), uma vez que também pode ser observada redu¢ao na contagem de plaquetas.
Camundongos portadores de tumor disseminado e tratados com solugdo de NaCl 0,9% (p/v)
apresentaram diminuicao significativa de células brancas do sangue, quando comparados com
animais portadores de tumor em estagio inicial de desenvolvimento, também tratados com a
mesma solucdo. Contudo, a administragdo de SpHL-CDDP contribuiu para a melhoria dos
parametros hematoldgicos dos camundongos, o que pode ser visto pelo aumento na contagem
de leucécitos, quando comparado ao grupo tratado com salina. Este achado pode ser explicado
pela maior eficacia antitumoral associada a provavel toxicidade menor na medula Ossea
induzida pelo tratamento com SpHL-CDDP, quando comparado com o tratamento com

CDDP livre.

No que diz respeito a toxicidade renal, dados da literatura mostram que a
administragdo i.p. de CDDP livre em doses de 5 e 10 mg/Kg em camundongos machos e
fémeas ndo afetou os niveis de uréia e creatinina no sangue, quando comparado com o grupo
tratado com solucao de NaCl 0,9% (p/v) (10). Neste mesmo estudo, os autores observaram
que at¢ mesmo quando altas doses de SpHL-CDDP foram administradas, a toxicidade renal
ainda provou ser menor do que a observada apods tratamento com CDDP livre. Além disso, o
indice uréia/creatinina em camundongos tratados com SpHL-CDDP foi semelhante ao
encontrado no grupo tratado com solugdo de NaCl 0,9% (p/v) (10). De acordo com nossos
dados, a toxicidade renal pode ser demonstrada pela determinagao do indice uréia/creatinina,
observando que somente a presenga de carcinomatose peritoneal no estdgio inicial ou
disseminado ¢ suficiente para induzir um dano renal. O alto valor sanguineo do indice
uréia/creatinina reflete a redugdo na perfusao renal, bem como a taxa de filtragdo glomerular.
No entanto, ¢ importante notar que o tratamento de camundongos com CDDP livre ou SpHL-

CDDP no modelo experimental animal de carcinomatose peritoneal no estagio inicial foi
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capaz de reduzir o dano renal. Este fato pode ser evidenciado pela redugdo do indice
uréia/creatinina no sangue destes animais tratados com essas formulagdes. Este achado
demonstra o efeito antitumoral de ambas as formulagdes contendo CDDP. Contudo, quando o
tumor encontrava-se em estagio disseminado na regido peritoneal (regime de tratamento
TR7), ndo foi possivel melhorar a fungdo renal, ap6s o tratamento dos animais com CDDP
livre ou SpHL-CDDP, j4 que valores elevados do indice uréia/creatinina foram obtidos.
Semelhante ao encontrado em outros estudos, a formulagao contendo CDDP, desenvolvida

pelo nosso grupo (SpHL-CDDP), ¢ capaz de reduzir o dano renal causado pela CDDP (10,74).

Além disso, ¢ importante notar que a andlise histoldgica revelou que o tratamento com
SpHL-CDDP reduziu a toxicidade renal em ambos os modelos animais experimentais. Muito
provavelmente, a reducdo da alteragdo do tecido renal observado para camundongos tratados
com SpHL-CDDP ¢ devido a capacidade dos lipossomas em modificar a biodistribuicao da
droga, quando encapsulada. Estudos de biodistribui¢ado, utilizando CDDP livre e SpHL-CDDP
em camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich, realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, demonstraram que o coeficiente de parti¢ao tecido renal/sangue no tratamento com
CDDP livre foi maior que no tratamento com SpHL-CDDP, de 3,8 no tratamento com CDDP
livre para 1,8 no tratamento com SpHL-CDDP (74). Este achado indica que ocorre um grande
extravasamento e captacdo da CDDP livre pelo tecido renal, que por sua vez pode induzir a
nefrotoxicidade. Embora ndo tenha ocorrido formagdo de extensas massas tumorais
metastatizadas, ¢ importante ressaltar que houve presenga de células tumorais aderidas as
capsulas do baco e do figado de todos os grupos do nosso estudo. Vercosa-Jinior e
colaboradores (81) observaram metdstases no baco, figado e rins, com grande quantidade de

células neoplésicas depositadas acima da capsula desses 6rgaos.

A captagdo de SpHL-CDDP por orgdos do sistema fagocitico mononuclear,
visualizada no estudo histopatologico esplénico ¢ confirmada em estudos anteriores, onde a
area sob a curva concentracdo-tempo de SpHL-CDDP no bago foi de 1501 %ID x h enquanto
que no tratamento com CDDP livre o valor desta area foi de 224,5 %ID x h (74). Embora
ocorra a captagdo de SpHL-CDDP por 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear e
degeneracdo severa do tecido hepatico observadas por andlise histopatologica, nao foi
detectada toxicidade hepatica no estagio inicial ou avancado do tumor ascitico de Ehrlich, a
partir da andlise dos pardmetros de quimica clinica, principalmente com a dosagem de alanina
aminotransferase (ALT). Em pequenos animais, a dosagem sérica de ALT ¢ o teste de escolha

para avaliar o comprometimento hepatico. Qualquer lesdo tissular ou doenca que afete o
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parénquima hepatico induz a liberagdo de ALT na corrente sanguinea. Dessa forma, ALT
além de ser sensivel ¢ bastante especifica para o diagnostico de lesao hepatica. O aumento
desta enzima estd relacionado com a extensdo da lesdo e ndo com a gravidade da mesma.
Portanto, mesmo que uma lesdo ndo cause morte celular, pode ser suficiente para induzir a

liberagdo de ALT na corrente sanguinea (106).

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para
descrever a vascularizagdo da placenta, mas atualmente tem sido empregado para descrever o
crescimento de brotos endoteliais a partir de vénulas pos-capilares preexistentes e para
demonstrar os processos de crescimento e remodelamento de uma rede vascular primitiva em
uma complexa (107). A angiogénese ¢ um importante processo para a sobrevivéncia e
progressdo da neoplasia. A vascularizagdo € requerida para que o tumor primario se mantenha
vivo e, principalmente, para a disseminacao das metastases. A angiogénese € necessaria no
inicio e no fim da cascata metastatica. O processo de formagao do vaso sanguineo ¢ similar a
invasdo por células tumorais e pode ser considerado como uma forma de invasao regulada,
com eventos independentes de adesdo, protedlise € migragdo, que caracterizam a propagagao
de células neoplasicas (108). Atualmente, a carcinomatose peritoneal ¢ vista como uma
doencga regional e que em 30% dos pacientes ¢ possivel fazer tratamento. Foi desenvolvida
entdo a técnica de associacdo entre cirurgia citorredutora e quimioterapia hipertérmica
intraperitoneal (109).No entanto, estudo em cdes mostra que as caracteristicas fisiologicas do
tumor em resposta a hipdxia gerada pela terapia hipertérmica podem inclusive levar a
expressdo de alguns genes que influenciam a angiogénese, metdstase e termorresisténcia
(110). A angiogénese ¢ mediada por varias moléculas que sdo langadas tanto pelo tumor
quanto pela célula do hospedeiro. Entre o grande ntimero de fatores angiogénicos, o VEGF ¢
amplamente expresso na maioria dos canceres € ¢ um componente muito importante na
angiogénese tumoral (111). Ao realizar a quantificagdo do VEGF no liquido ascitico retirado
dos animais observou-se reducdo nos niveis deste fator de crescimento nos grupos tratados
com CDDP livre e SpHL-CDDP, tanto quando o tumor encontrava-se no estagio inicial,
quanto no estagio avancado de desenvolvimento, em relagdo aos seus grupos controles. O
tratamento com ambas as formulagdes contendo CDDP, claramente diminuiu a capacidade
angiogénica do tumor de Ehrlich, apresentando assim um efeito antitumoral. Estudos
anteriores observaram que a administragdo da combinacdo de anticorpo anti-VEGF ¢ CDDP
reduziu a proliferacdo celular para 65% em 24h e 82% em 72h (82). Kumar e colaboradores

(78) observaram que a droga utilizada por eles (isotiocianato de alila — AITC) interferia na
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producdo de VEGF em camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich, in vivo, de

forma dose-dependente.

Embora nos saibamos que a fungdo principal do sistema imune dos mamiferos seja
monitorar a homeostase tecidual, proteger contra patégenos invasores ou infecciosos e
eliminar as células danosas, estudos clinicos ¢ modelos de animais experimentais de
carcinogénese ampliam nossa compreensdo da complexa relagdo entre células do sistema
imunoldgico e tumores em desenvolvimento (112). Coletivamente, alguns estudos sugerem
que as células do sistema imune facilitam a invasdo tumoral e a metastase, através de
diferentes mecanismos (113). Balkwill & Mantovani sugerem que células inflamatorias e
citocinas encontradas no tumor contribuem para o crescimento do tumor, progressdo e
imunossupressdo (114). Varios produtos de genes pré-inflamatorios foram identificados como
mediadores, exercendo papel fundamental na supressdo da apoptose, proliferacao,
angiogénese, invasdo e metastase. Dentre eles, podemos citar: TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18,
quimiocinas, VEGF. (115). Atualmente, hd evidéncias de que citocinas proé-inflamatorias
(TNF, IL-1, IL-6) e quimiocinas (CCL2, CCL3), produzidas pelas células tumorais e/ou por
leucoécitos e plaquetas associados ao tumor, podem contribuir diretamente para a progressao
maligna. Vérias citocinas e quimiocinas sdo induzidas por hipoxia, que ¢ a diminuicdo de
oxigénio presente no tecido tumoral e ausente no tecido normal (114). Nash e colaboradores
sugerem que existam pelo menos dois caminhos pelos quais as citocinas podem auxiliar no
crescimento das células tumorais: (1) Elas podem aumentar o crescimento do tumor
diretamente funcionando como fatores de crescimento, promovendo metastases a partir da
perda de adesdo entre as células e/ou aumentando a angiogénese no tumor. (2) Elas também
podem ser moduladoras importantes do sistema imunoldgico, aumentando o crescimento do
tumor e bloqueando mecanismos de identificagao e destrui¢ao do tumor mediados por células
(116). Estudos indicam que IL-1p, GM-CSF (fator estimulador de colonia de macréfagos) e
VEGF sao capazes de atrair células supressoras derivadas de células mieldides (MDSC) para
o local do tumor (117,118). Estas cé¢lulas inibem a atividade de células T intratumorais e
imunossuprime o organismo onde o tumor encontra-se instalado, o que resulta num

prognostico ruim (117).

Em organismos pluricelulares, as citocinas sdo mediadores intracelulares que regulam
a sobrevivéncia, crescimento, diferenciacao e as funcdes efetoras das células (119). Assim,
ndo ¢ surpresa que as citocinas afetem significativamente o crescimento dos tumores in Vvivo.

Entretanto, elas também sdo produzidas por células cancerigenas e representam uma rede com
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ampla variedade de constituintes funcionais e moleculares que podem agir como fatores
promotores ou inibidores do crescimento tumoral. Como elas afetam o crescimento e funcao
das células imunocompetentes, podem ativar ou modular respostas antitumorais especificas ou
inespecificas (120). O perfil de citocinas ¢, portanto, reflexo do estado imunoldgico do
hospedeiro e pode ser utilizado para caracterizar a resposta imune celular. Analisando os
resultados obtidos através da dosagem de citocinas no liquido ascitico, observamos que, de
maneira geral, os animais portadores de carcinomatose peritoneal e tratados apenas com
solugdo de NaCl 0,9% (p/v) e SpHL apresentaram maior concentragdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-12p70, IL-6, TNF, IFN-y) e da citocina reguladora (IL-10) no liquido
ascitico em relacdo aqueles animais que foram tratados com as diferentes formulacdes
contendo CDDP, principalmente no regime de tratamento TR3, o que sugere a presenga de
resposta inflamatéria associada ao tumor. Pode-se dizer ainda que o tratamento administrado
com diferentes formulagdes de CDDP apresenta-se mais eficiente no estagio inicial de
desenvolvimento do tumor, j& que, de maneira geral, ¢ onde as citocinas pro-inflamatorias
(IL-6, IL-12p70, IFN-y e TNF) estdo em menor concentragdo quando comparados aos grupos
controle (solugdo de NaCl 0,9% (p/v) e SpHL), mostrando que o tumor diminuiu apds o
tratamento. Esse dado ¢ confirmado com a diminui¢do do diametro da circunferéncia
abdominal dos animais tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP no regime de tratamento
TR3 em relagdo aos seus grupos controle e com os dados que mostram que dos dez animais de
cada grupo, sete/dez (no grupo CDDP livre) e dez/dez (no grupo SpHL-CDDP) nao
apresentaram formagao de ascite. Estudo avaliando a liberacdo de citocinas por células
endoteliais da veia umbilical humana, tratadas com componentes da platina in vitro, mostra
que esses componentes da platina induzem a liberagcdo de algumas citocinas, principalmente
IL-1 e IL-6. Em compensa¢do, a producao de IL-8 estd diminuida (121). Aparentemente, a
administracdo da formulacgao lipossomal contendo CDDP nao ¢ capaz de alterar o perfil de
citocinas apresentado pelos animais, uma vez que apresentou perfil semelhante ao do grupo
tratado com CDDP livre. Quando analisamos os dados obtidos quando o tratamento foi
realizado ja com o tumor em estagio avancado de desenvolvimento, a menor efetividade do

farmaco esta associada a reversao do perfil modulado de citocinas.

Autores sugerem que os principais mediadores responsaveis pela caquexia causada
pelo cancer, também observada em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich, sejam as
citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y. Existem suspeitas de que o metabolismo de algumas
destas citocinas ocorra no figado, o que poderia causar danos na estrutura e/ou na producao de
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enzimas deste o6rgdo (122). No entanto, essas alteragcdes nas enzimas hepaticas foram
observadas de forma bem discreta no nosso estudo. Aparentemente, a IL-10 ndo teve atuagao
no modelo experimental escolhido por nos: pelo observado, entende-se que, nos grupos
controle, como as citocinas pro-inflamatérias estdo em nivel aumentado, a IL-10 encontra-se
aumentada para tentar regular a resposta pro-induzida pelo tumor. De forma geral, pode-se
dizer que ambos tratamentos com CDDP livre ou SpHL-CDDP induzem um efeito modulador
da resposta imune, tanto em citocinas de carater inflamatério como regulador. Essa
modulacdo estd mais evidente ao tratamento com SpHL-CDDP em TR3, ja que em TR7, as
citocinas pro-inflamatorias que estavam moduladas voltam a aumentar em SpHL-CDDP, com
excecao de IL-10, que ainda permanece em niveis baixos. Apesar de ndo termos feito a
avaliacdo nos niveis de TGF- e IL-4, ¢ possivel que essas citocinas estejam atuando como

agentes moduladores, na auséncia dos efeitos reguladores advindos de IL-10.

A proteina quimiotatica de monocitos -1 ou CCL-2 ¢ considerada uma quimiocina
inflamatoria, promotora da angiogénese (123), podendo ser produzida por uma variedade de
células no microambiente do cancer, como mondécitos e macréfagos, no caso do cancer de
ovario (124). A manutengdo da integridade vascular ¢ rigidamente controlada por um
equilibrio de fatores de crescimento e citocinas de fungdes opostas para impedir ou acelerar a
neovascularizagdo e a hiperplasia (125). Deng e colaboradores (123), para determinar a
influéncia potencial de células de cancer ovariano na produ¢do de CCL-2 por macréfagos,
isolou mondcitos do sangue periférico, colocou-os em cultura e tratou as culturas com meio
contendo OVCAR3 (linhagem de cancer de ovario humano) e determinou a concentragao de
CCL-2 no meio de cultura. Os resultados mostraram que, uma vez que infiltraram no tecido
tumoral, macrofagos podem produzir uma quantidade significante de CCL-2 sob a influéncia

das células cancerosas.

Interessantemente, estes mesmos autores mostram que o VEGF ¢ altamente expresso
sob condi¢des hipoxicas de um tumor maligno. Dessa forma, ele aumenta a permeabilidade
vascular das células endoteliais, o que facilita o recrutamento de células do sistema
imunoldgico, mais visivelmente macréfagos e células T, para o entorno imediato das células
tumorais. Apesar de ndo termos feito estudo especifico para avaliar o tipo celular presente no
liquido ascitico, foi visivel a presenca de infiltrado inflamatério no local do tumor. E fato que,
sendo o VEGF o fator de crescimento necessario no suprimento de oxigénio para o
desenvolvimento do tumor e aumento da angiogénese, os grupos controle (tratados com

solugdo de NaCl 0,9% (p/v) e SpHL) deveriam e apresentaram niveis mais elevados desta
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proteina do que os grupos tratados com diferentes formulagcdes de CDDP. Os dados obtidos na
dosagem de CCL-2 mostraram que os grupos tratados com diferentes formulacdes de CDDP
apresentaram menor quantidade desta quimiocina em relacdo aos grupos controle. Esses
dados corroboram com dados da literatura que mostram que no céncer ovariano epitelial,
especificamente apo6s estudo realizado no liquido ascitico, grandes quantidades de
quimiocinas tém sido encontradas, dentre elas, CCL-2 e CCL-3, CXCL-8 e CCL-18. (126).
Do ponto de vista imunolédgico, a atracdo de macréfagos para o local do tumor representa
papel importante tanto no combate ao tumor, quanto na retirada de células ja mortas pela
droga administrada. No nosso estudo, hé indicios de que CCL-2 esteja agindo com forgas pro-
angiogénicas, como sugerem alguns autores. Deng e colaboradores (123) mostraram que a
habilidade em reduzir a expressdo de um supressor endogeno de angiogénese (TNFSF15)
sugere que CCL-2 ¢ capaz de mudar o equilibrio entre for¢as pro- e anti-angiogénese no
microambiente do cancer, em favor da inflamacdo e neovasculariza¢do, tornando o CCL-2
mais um potente promotor da progressao do cancer, do que simplesmente um direcionador na
migracdo de células endoteliais. Dados desses autores mostram que quanto maior o nivel de
VEGF na regido tumoral, maior a expressdo de CCL-2, ap6s o extravasamento de macrofagos
e células T do meio intra-vascular para o meio externo. Esses dados estdo de acordo com os
dados obtidos no nosso trabalho, onde os grupos controle, tratados com solug¢ao de NaCl 0,9%
(p/v) ou SpHL apresentaram niveis maiores de VEGF e CCL-2 em relagdo aos grupos

tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP, nos dois regimes de tratamento estudados.

Para considerar a formulacdo desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa uma
formulagdo aplicavel na pratica clinica, o processo de preparo destes lipossomas como
medicamentos deve ser reprodutivel e garantir os limites aceitdveis para a esterilidade,
presenca de endotoxinas e outros padrdes de controle de qualidade. Além disso, os lipossomas
devem ser de tamanho definido, apresentando uma distribui¢do unimodal e apresentar altos
niveis de reprodutibilidade na encapsulacdo da droga. Dados do nosso grupo de pesquisa
sugerem que o processo de produgdo piloto de SpHL-CDDP, usando trés estagios chamados
evaporacdo em fase reversa, homogeneiza¢ao sob alta pressdo e ultrafiltracdo ¢ eficiente e
economicamente praticavel e reprodutivel em larga escala (91). Vale ressaltar aqui que a
apirogenicidade e esterilidade de SpHL-CDDP podem ser alcancadas, utilizando matérias-
primas estéreis e livres de endotoxina e realizando todo o procedimento sob condigdes
assépticas. Estes autores observaram ainda que o SpHL-CDDP liofilizado foi superior em

termos de retencdo de CDDP, quando comparado a dispersdo lipossomal liquida, concluindo
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que, quando estabilizado com um crioprotetor adequado e liofilizado, o SpHL-CDDP pode ser

um carreador de CDDP adequado na terapia anti-cancer.
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7 CONCLUSAO
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O tratamento de camundongos suicos portadores de tumor ascitico de Ehrlich no
estagio inicial ou avancado de desenvolvimento com SpHL-CDDP ¢ capaz de melhorar a
eficacia antitumoral, diminuir a toxicidade renal e da medula dssea, provocadas pela terapia
baseada em CDDP e diminuir a angiogénese, um dos mecanismos responsaveis pela
promogao e desenvolvimento do tumor. Portanto, estes resultados abrem a possibilidade de

uso futuro de SpHL-CDDP para o tratamento da carcinomatose peritoneal
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8 PERSPECTIVAS
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Investigar as vias de sinalizacdo de morte celular desencadeadas no estudo ja

realizado;
Utilizar altas doses de SpHL-CDDP para o tratamento da carcinomatose peritoneal;

Estudar especificamente a interacdo entre os lipossomas pH-sensiveis e o sistema

imune do animal acometido pela carcinomatose peritoneal.

Avaliar a terapia combinada, associando tratamento i.v. € i.p. com SpHL-CDDP no

combate a carcinomatose peritoneal.
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“Avaliacdo pré-clinica de lipossomas pH-sensiveis administrados por via
intraperitoneal’, que tem como responsavel Ménica Cristina de Oliveira , estd
de acordo com os Principics Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 19/ 12/2007.

Este certificado expira-se em 19/ 12 / 2012.

CERTIFICATE

We herehy certify that the Protocol n® 165/2007, related to the project entitied
“Preciinical evaluation of pH-sensitive lipossomes administered by
intraperitoneal route’, under the supervision of Mgnica Cristina de Oliveira, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in December 19, 2007.

This certificate expires in December 19, 2012.

Belo Horizonte. 21 de Dezembro de 2007.
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Prof. Humberto Pereira Oljveira
Coordenador do CETEA/UFMG
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Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
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tratamento com lipossomas pH-sensiveis furtivos de cisplatina em camundongos portadores do
tumor ascitico de Ehrlich e seu efeito no ciclo celular e nas vias de transdugdo de sinais”,
sob a responsabilidade de ANDREA TEIXEIRA DE CARVALHO, foi aprovado de acordo com os
Principios Eticos no Uso de Animais, atendendo, inclusive, acs principios da Sociedade
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Mus musculus
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Dr° Norma Vollmer Labarthe
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Vice-presudéncia da Pasoquisa @ Labaraldnos de Ralarancia - Fundacas Oewakio Cniz
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