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RESUMO

O céancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo, sendo a
quimioterapia uma das alternativas para o tratamento dessa doenca. A cisplatina
(CDDP) é um dos agentes citotoxicos mais ativos e tem sido comumente utilizada
como quimioterapico de primeira escolha contra varios tipos de tumores. Entretanto,
a efetividade de seu uso clinico € limitada pelos efeitos adversos graves,
principalmente pela nefrotoxicidade, e sua tendéncia de promover quimioresisténcia.
Novos carreadores nanoestruturados, lipossomas pH-sensiveis de circulacido
prolongada contendo CDDP (SpHL-CDDP) foram desenvolvidos objetivando
promover uma liberacdo de CDDP mais seletiva para as células cancerosas, o que
pode contribuir para reduzir ou eliminar a toxicidade e aumentar sua eficacia
terapéutica. Este trabalho apresenta a avaliacao pré-clinica de SpHL-CDDP focando
a toxicidade aguda apds sua administracéo por via intravenosa (V) e intraperitoneal
(IP) em camundongos Swiss sadios e a eficacia antitumoral ap6s o tratamento por
via IV em camundongos Swiss portadores de tumor sélido de Ehrlich. Para o estudo
de toxicidade aguda, os animais receberam diferentes doses de CDDP livre ou
SpHL-CDDP e os parametros avaliados incluiram: variacdo do peso corporal,
determinacao da dose letal capaz de conduzir a mortalidade de 50% dos animais
(DLso) e da dose maxima tolerada (DMT), avaliacdo hematoldgica e bioquimica bem
como avaliagdo histopatolégica dos rins, figado, bagco e medula déssea. Os
resultados demonstraram maior perda de peso corporal dos camundongos tratados
com CDDP livre do que aqueles tratados com SpHL-CDDP, apés a administracao
por via IP e IV. Os valores da DLsy € DMT foram significativamente aumentados em
camundongos machos e fémeas apéds o tratamento com SpHL-CDDP comparado
com o tratamento com CDDP livre, em ambas as vias investigadas. Alteracdes nos
parametros hematolégicos foram observadas apos a administracéo de baixas doses
de CDDP livre (5 e 10 mg/kg) por via IP, enquanto por via IV essas alteragdes
ocorreram apds a administracdo de doses mais altas (20 mg/kg). Esses achados
associados as alteracdes histopatoldgicas confirmaram o potencial mielossupressor
da CDDP. Por outro lado, o tratamento com SpHL-CDDP nao provocou modificacao
dos parametros hematolégicos indicando auséncia de mielotoxicidade. Com relagao
a nefrotoxicidade, o tratamento com CDDP livre causou alterag¢des significativas nos



nives de uréia, creatinina e no indice uréia/creatinina em camundongos machos e
fémeas. Além disso, a avaliagdo microscopica dos rins revelou uma severa necrose
tubular. Em contraste, alteracbes menos pronunciadas dos paradmetros bioquimicos
e auséncia de modificacao histopatolégica foram observadas nos grupos tratados
com SpHL-CDDP. Nenhuma alteracdao morfolégica do figado e baco foi observada
apds ambos os tratamentos pelas duas vias utilizadas. Para o estudo de atividade
antitumoral, camundongos Swiss portadores de tumor sélido de Ehrlich receberam
trés doses de SpHL-CDDP (16 mg/kg) ou CDDP livre (8 mg/kg) por via IV e os
parametros avaliados incluiram a determinacdo do volume do tumor e sua
caracterizacdo histomorfométrica. O tratamento com SpHL-CDDP inibiu
significativamente o crescimento do volume do tumor em comparagdo com a CDDP
livre. Nenhuma diferenga nas caracteristicas histomorfométricas foi observada entre
ambos tratamentos. Portanto, SpHL-CDDP mostrou ser menos téxico que CDDP
livre, permitindo aumentar a dose administrada o que promoveu um maior efeito
farmacolégico em relagdo a CDDP livre. Esses resultados demonstraram que SpHL-
CDDP é um candidato promissor para a quimioterapia de tumores que respondem
ao tratamento com CDDP.

Palavras-chave: cisplatina, lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada,
toxicidade aguda, eficacia antitumoral



ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of mortality in the world, with chemotherapy being
a valuable alternative for the disease treatment. Cisplatin (CDDP) is one of the most
active cytotoxic agents and has been commonly used as first line chemotherapy
against several tumors. However, the effectiveness of its clinical use is limited by
severe side effects, mainly nephrotoxicity, and its tendency to provoke
chemoresistance. New nanostructured carriers, pH-sensitive and long-circulating
liposomes containing CDDP were developed aiming to promove a more selective
administration of CDDP to cancer cells that may contribute to a decrease in or
elimination of toxicity and enhance its therapeutic efficacy. This work presents the
pre-clinical evaluation of SpHL-CDDP focusing on acute toxicity after its
administration by intravenous (V) and intraperitoneal (IP) route in healtly Swiss mice
and antitumoral efficacy after administration by IV route in Ehrlich solid tumor-
bearing Swiss mice. For acute toxicity study, animals received different doses of free
CDDP or SpHL-CDDP and the parameters evaluated included: body weight
variation, LDsy and maximum tolerated dose (MTD) determination, hematological
and biochemical analysis as well as histopathological evaluation of kidneys, liver,
spleen and bone marrow. The results showed a greater loss of body weight in mice
treated with free CDDP than those treated with SpHL-CDDP, after administration by
IP and IV route. The LDso and MTD were significantly increased in male and female
mice after SpHL-CDDP treatment compared with free CDDP treatment, in both
routes investigated. Hematological parameters alterations were observed after
administration of low doses of free CDDP (5 and 10 mg/kg) by IP route, while by IV
route these alterations only occurred after the administration of high doses
(20 mg/kg). These findings associated to the morphological alterations confirmed the
mielossupressor effect of CDDP treatment. On the other hand, SpHL-CDDP
treatment provoked no modification over hematological parameters indicating the
absence of myelotoxicity. As regards nephrotoxicity, free CDDP treatment caused
significant alterations in the blood urea, creatinine levels and urea/creatinine index of
male and female mice. In addition, the microscopic examination of kidneys revelead
a severe toxic tubular necrosis. In contrast, slight alterations of biochemistry
parameters and absence of histopathological modifications were observed in mice



treated with SpHL-CDDP. No morphological alteration of liver and spleen was
observed after both treatments by two routes used. Concerning antitumoral activity,
Ehrlich solid tumor-bearing Swiss mice received three doses of SpHL-CDDP
(16 mg/kg) or free CDDP (8 mg/kg) by IV route and the tumor volume was evaluated
along time as well as the histomorphological characterization of tumor was
performed. The treatment with SpHL-CDDP inhibited significantly the growth of
tumor volume in comparison with free CDDP. No difference in the
histomorphometrical features has been detected. Therefore, SpHL-CDDP treatment
showed to be less toxic than free CDDP treatment allowing to increase the
administered dose, and consequently, to achieve a greater pharmacological effect
than that observed after free CDDP treatment. These results demonstrated that
SpHL-CDDP is a promising candidate for chemotherapy of tumors which are
sensitive to CDDP treatment.

Key-words: cisplatin, pH-sensitive and long-circulating liposomes, acute toxicity,

antitumoral efficacy



LISTA DE FIGURAS

1 FOrmula estrutural da CDDP..........ccccccvoeeercererrersesesssssessssesesssssssssessesssssssssssssssssassssssssssssassessssnss 29
2 Formacdo dos aductos da CDDP..........ccceerrcrernrsenesssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssasaes 30
3 Reacdes de hidrolise da CDDP..........uuieeereresessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 31

4 Representacdo esquematica do mecanismo de toxicidade da CDDP via
gamaglutamiltranspeptidase (GGT)....cccucerrrramrrrrsrisssmmrssnsisssssssassssssssssnsssssssssassmsssssnssassmssassnssas 33

5 Representacdo esquematica de 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 cabeca polar (regiao hidrofilica) e a
cauda apolar (regiao hidrofobica) dos lipides (B)........ccurrmrmssmrssssmrsssamssssmsssssssssssssssssssssnssssses 35

6 Estruturas quimicas do hemisuccinato de colesterila (A) e dioleoilfosfatidiletanolamina
(= 38

7 Representacdo esquematica da organizacédo estrutural de derivados da PE na auséncia
e na presenca de CHEMS...........ccciiiiiiir s s s s e m s s mme s 39

1.1 Variacdo do peso corporal de camundongos Swiss machos (A e B) e fémeas (C e D)
observada durante 14 dias apds a administracao IP de CDDP livre ou SpHL-CDDP.............. 71

1.2 Taxa de sobrevida de camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) tratados com
CDDP livre, SpHL-CDDP, salina @ SpHL.........cccviiiiimrisn s s s smseas 73

1.3 Niveis de uréia (A) e creatinina (B) de camundongos Swiss machos e fémeas tratados
por via IP com diferentes doses de CDDP livre ou SpHL-CDDP..........cccccsiiimrmissnsssnnnssmsnssnns 80

1.4 Fotomicrografias da medula 6ssea de camundongos Swiss fémeas tratados com
solucéao salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose
Lo L= T 4T T (o N {0 ) 84

1.5 Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss fémeas tratados com
solucéo salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose
Lo L= L0 I 1T (o X () T 84

1.6 Fotomicrografias do figado de camundongos Swiss fémeas tratados com solucéo
salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose de
B0 4T (o () T 85

1.7 Fotomicrografias do baco de camundongos Swiss fémeas tratados com solugédo
salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose de
BT e 7 (e () N 85

1.8 Variacdo do peso corporal de camundongos Swiss machos (A e B) e fémeas (C e D)
monitorado durante 14 dias apds a administracao IV de CDDP livre, SpHL-CDDP, salina e
£ o | 92

1.9 Taxa de sobrevida de camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) tratados com
CDDP livre, SpHL-CDDP, salina @ SpHL.........ccouviriinmrnss s s s 94



1.10 Niveis plasmaticos de uréia (A), creatinina (B) e indice uréia/creatinina (C) de
camundongos Swiss machos e fémeas avaliados trés dias apos o tratamento por via IV
com CDDP livre nas doses de 20 e 15 mg/kg para machos e fémeas, respectivamente;
SpHL-CDDP nas doses de 35 e 25 mg/kg para machos e fémeas, respectivamente; salina

1.11 Fotomicrografias do tecido 6sseo de camundongos Swiss machos (A,C e E) e
fémeas (B, D e F) tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre (C e D) e SpHL-CDDP
(E e F). C e D representam cortes histologicos realizados quatorze dias apos o tratamento
com CDDP livre nas doses de 20 e 10 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente.
E e F mostram cortes histologicos realizados quatorze dias apos o tratamento com SpHL-
CDDP nas doses de 35 e 25 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente........cccccceeueecnnne.

1.12 Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss machos (A,C eE) e
fémeas (B, D e F) tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre (C e D) e SpHL-CDDP (E
e F). Os animais foram sacrificados quatorze dias apos o tratamento com CDDP livre nas
doses de 20 e 10 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente e SpHL-CDDP nas doses
de 35 e 25 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente..........cccceecmrrreceerrrcssseserrssssmeeresssnnes

1.13 Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss machos (A e C) e fémeas
(B e D) tratados com solucéao CDDP livre (A e B) e SpHL-CDDP (C e D). Os animais foram
sacrificados trés dias apos o tratamento com CDDP livre nas doses de 20 e 15 mg/kg em
machos e fémeas, respectivamente e SpHL-CDDP nas doses de 35 e 25 mg/kg em machos
e fémeas, resSPectivamente........c.ccviveciircrcrinnsssnnsr s s s e e mn s

1.14 Fotomicrografias do tecido hepatico (A, C e E) e esplénico (B, D e F) de
camundongos Swiss machos tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre na dose de
20 mg/kg (C eD) e SpHL-CDDP na dose de 35mg/kg (E e F). Os animais foram
sacrificados quatorze dias apos 0 tratamento..........cccveecrrirrsmrrnssr s

2.1 Esquema representativo do protocolo experimental para o estudo de atividade
£= L 10 140 | O

2.2 Efeito antitumoral (A) de CDDP livre na dose de 8 mg/kg (¢), SpHL-CDDP na dose de
16 mg/kg (A), NSpHL-CDDP na dose de 16 mg/kg (m), SpHL (A) e NSpHL (o) administrados
em camundongos Swiss portadores de tumor sélido de Ehrlich. Em B, os valores foram
calculados usando as equacdes obtidas na analise de regressao para os diferentes
L= L= T LT 0T o L

2.3 Fotomicrografias do tumor sélido de Ehrlich representativas das diferentes variaveis
avaliadas no estudo histomorfométrico: neoplasia (A), necrose (B) e inflamacao (C)...........

2.4 Perfil de variacdo do peso corporal de camundongos Swiss acometidos pelo tumor
solido de Ehrlich e submetidos a diferentes tratamentos. Os graficos A, B, C e D
representam a variacao de peso observada nos dias 7, 14, 19 e 23, respectivamente, apds
Lo I T o3 Lo Jo Lo TR =1 =13 1 1=T 31 (o T

103

107

109

110

111

130

136

139



LISTA DE TABELAS

1.1 DLs, e DMT estabelecidas apos administracio IP de CDDP livre ou SpHL-CDDP em
CAMUNAONQYOS SWISS..oiiiiiiramrriiiisannriiisssnmssissssnsssiassamses s eassms s s esssmss s sasssmsa s assamms s sassasnsssassasnnssasssans

1.2 Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao
tratamento por via IP com CDDP livre ou SPHL-CDDP..........cccoecciiiimmmnimnrscennssasssssssssesssnsens

1.3 Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao
tratamento por via IP com CDDP livre ou SPpHL-CDDP..........cccccciriimmiiiirmrinisesnisesessssssannns

1.4 Avaliacdo da alteracdo renal detectada no periodo inicial pés-tratamento por via IP
cOom CDDP livre oU SPHL-CDDP........c.cccoiiiimriicisniimsnssms s sssssssssssssssssssssssssasassssssmssasamssnsanssnss

1.5 Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica avaliados em
camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao tratamento por via IP com CDDP
liVie OU SPHL-CDDP........ccc i s ss s s sms s sa s sms s e s amn s s en s aamn s sa s amn s ea s amnnnn s nnns

1.6 DLs, e DMT estabelecidas apos tratamento IV com CDDP livre ou SpHL-CDDP em
Loz 104 10T g o [T g T Lo =TT L=

1.7 Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas avaliados
quatorze dias apos o tratamento por via IV com CDDP ou SpHL-CDDP.........cccccseeerrnsmmrssacens

1.8 Parametros hematologicos de camundongos Swiss machos e fémeas avaliados
quatorze dias apds o tratamento por via IV com CDDP ou SpHL-CDDP..........cccceeeeecmrresccennn.

1.9 Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal avaliados em camundongos

machos e fémeas quatorze dias apos a administracao por via IV de CDDP livre ou SpHL-

1.10 Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica avaliados em
camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao tratamento por via IV com CDDP
A o TU ST o o | I 0 T

2.1 Caracteristicas fisico-quimicas de diferentes formulacdes lipossomais.........ccooveeeerurane

2.2 Variaveis Morfométricas avaliadas no tumor sélido de Ehrlich de camundongos
Swiss fémeas submetidos a diferentes tratamentos.........c.covceciiciiiiiicin s

74

77

78

81

82

95

97

98

101

105

134



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT Alanina aminotransferase

APN Diaminopeptidase

AST Aspartato aminotransferase

CDDP Cisplatina

CHEMS Hemisuccinato de colesterila

Cis Cisteina

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
DLsg Dose letal que induz a morte de 50% dos animais
DMT Dose méaxima tolerada

DNA Acido desoxirribonucléico

DOPC Dioleoilfosfatidilcolina

DOPE Dioleoilfosfatidiletanolamina

DSPE-MPEGyy Diestearoilfosfatidiletanolamina associada a
metoxipolietilenoglicol 2000

EDTA Acido etileno diamino tetracético

EMEA European Medicines Agency

EPR Efeito de permeabilidade e retengao

FA Fosfatase alcalina

FDA Food and Drug Administration

GGT v-glutamiltransferase

GHS Glutationa

GLC4 Linhagem celular de carcinoma de pulmao sensivel a cisplatina

GLC4/CDDP Linhagem celular de carcinoma de pulmé&o resistente a
cisplatina

Gli Glicina

Glu Acido glutamico

GOG Grupo de Oncologia Ginecolbgica

ICH International Conference on Harmonisation

ICT Inibicdo do crescimento do tumor

IP Intraperitoneal

v Intravenosa



LUV
MLV
NSpHL

NSpHL-CDDP

PE

PEG

SC

SFM

SpHL
SpHL-CDDP

SPI1-077
SUV

TE

TOC
VRT

Lipossoma unilamelar grandev

Lipossoma multilamelar

Lipossomas nao pH-sensiveis de circulacao prolongada sem
CDDP

Lipossomas nao pH-sensiveis de circulacao prolongada
contendo CDDP

Fosfatidiletanolamina

Polietilenoglicol

Subcutanea

Sistema fagocitario mononuclear

Lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo sem CDDP
Lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada contendo
CDDP

Lipossoma de circulagédo prolongada contendo cisplatina
Lipossoma unilamelar pequeno

Teor de encapsulacao

Transportadores organicos de cations

Volume relativo do tumor



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ......coerteererararaseseeessssssssssssssssssssssssssasasssssssssnsssssssasasassssessnsnssssasans 21
2 REVISAO DA LITERATURA.......ceeeuierernresssssseesesssssssssssasassesensnssssssssssssssssssnsssnns 24
2.1 Visao Geral do CANCEL........ccceiiiiimrirrnr s s s s s e 25
2.2 Tratamento dO CANCE........cuiiemeriirsmrrissnn s ssssss s s s s s samn s e snnn e snnan 27
2.3 Cisplating......ccceiiiiiiiirrri s 28
P2 o Yo =TT oy - L= 35
2.4.1 Lipossomas de Cisplating........ccccurruriissmmmmmmmmnniismmnsssssssssmsss s sssssssmssssssssssnns 40
2.5 EStudOs Pré-CliNiCOS. ....cuiiicieriiemnr s s sms s s am s s s s 45
2.5.1 Estudo de toXiCidade........ccccmrrrrrisssmmmmrmmnsssnnmen s sssssnssss s ssmss e snsn s 46
2.5.2 Avaliacao da atividade antitumoral.........ccccouevmmriimmnieernsennne s 52
B OBUETIVOS.......coiiiiiinisisisssss s s s s sss s sss s ms s sms s sssms s smssasmn s ssssn s nsmnsnsas 54
3.1 Objetivos ESPeCifiCOS......cuuriiiimriimninnms s 55

CAPi'[ULO 1 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE LIPOSSOMAS pH-
SENSIVEIS DE CIRCULACAO PROLONGADA CONTENDO

L0 1] o 0 1] 56
1 INTRODUGAO. ......ceeeereerereereseesesesssssessssasssssasasssasssssessssnsnsnsssssssessasasssasasssasasaen 57
2 MATERIAL E METODOS.......ccoueuieraresssesssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssnssssssasssssaes 59
2.1 Material......cc o 60
2.2 Preparacao de SPHL-CDDP..........ccccoiirmmirrmns s ssssmss s s smss s s ssme s 60
2.3 Caracterizacao quimica e fisico-quimica de SpHL-CDDP..........cccccceririnnnnes 61
2.3.1 Determinacao do diametro e potencial zeta...........cccureeriremnsnennsnnnssnnnnnes 61
2.3.2 Determinacao do teor de CDDP encapsulada em SpHL-CDDP................ 62
2.3.3 Determinacao da relacao CDDP/foSfOlipide.......ccruaurrrrsmrrrssmmsssmrsssnnessaneeas 63
2.4 EXPerimentacao iN ViVO........ccocuiiccecmiiinsmnnisssmssssssmssssssssssssssss s ssssssasssssssnsas 64
PR IV 111 1T L 64
2.4.2 Avaliacao da Toxicidade AQUAa.........ccccumrrrrisssnmmmnmssssssnsmsnsnsssssnmssssssssssnnes 64
2.5 Analise EstatistiCa.........cccrurrsmrrinimrinsin s s 66

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......ccrrrermrererereeneeeseeseseesssssasasasssssasssssesessnens 68



PARTE1 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SpHL-CDDP

ADMINISTRADOS POR VIA INTRAPERITONEAL........ccoooeeereeeseessmeensmeas 68
B T (=T =TT ) T [ T 69
3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos SPHL-CDDP..........cccccurrnmrrrssmnnssssanens 69
3.1.2 Avaliacao do peso dOS aNIMAIS........ccrurrmerrsrsmmrrsssnsnrssssns s san s snns s sannas 69
3.1.3 Mortalidade € SinaiS CliNICOS......c.cscrrimrrmssmrrmsmsmssnnssssssssnsrssssssssssssssnssassnes 72
3.1.4 Investigacoes hematoldgiCas.......cuuuummmrrrrrssssssmmrnmssssssnmnssnsssssssmsnssssssssannns 74
3.1.5 Analise BioQUIMICA.......ccourriemrrrrrnmrrrssnmns s smmn s s s s sams s smn s e ssmmn s mneseaas 79
3.1.6 Avaliacao HistopatolOgiCa........cocmrrrrmrrrnnsmmrnsicen s 83
B0 D 1o W =T Lo 86

PARTE2 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SpHL-CDDP

ADMINISTRADOS POR VIA INTRAVENOSA.........cocirmrrnnrnmsrssnsssss s ssssns s 89
B I == ) T o 90
3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos SPHL-CDDP...........ccccusemrrnemnsnerssannnas 90
3.1.2 Avaliacao do peso dOS aNIMaiS........cceurrrmrrrrrsmmrrsssnmsrssssnn s sams s smms s sannas 90
3.1.3 Mortalidade e SinaiS CliNICOS.....cccuurrmrrrrrsmrrrsssmsssssssmssssssamssssssmss s ssanssssssas 92
3.1.4 Investigacoes hematoldgiCas.......cuurummmrrrrrmsssssmnrrmsssssssnmsssssssssssmssssssssssannns 95
3.1.5 Analise BiOQUIMICA.......ccurrsrssmsrrsssnmsrrssnmnsnsssmnn s sssssns s sssssms s ssssms s snsssmnssnssnnssenss 99
3.1.6 Avaliacao HistopatolOgiCa........ccrammrrrrsssssmmmrrsssssssmssnssssssssmss s s s ssssssmsssssnnnns 106
R0 D 1o W =T Lo 112

PARTE 3 ESTUDO COMPARATIVO DA TOXICIDADE AGUDA INDUZIDA
PELA CDDP LIVRE E SpHL-CDDP CONSIDERANDO A VIA DE

ADMINISTRAGAO UTILIZADA.........ooeeeeereeerereereeeaeesssssssasasasasasssessssssssseseans 116
CAPITULO 2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE SpHL-CDDP

EM CAMUNDONGOS PORTADORES DE TUMOR SOLIDO DE EHRLICH......... 123
1 INTRODUGAO.........coeeeeeeeereereccesesssesessssssssasasasasasesssesssensssssssssssssssasssasasssasasases 124
2 MATERIAL E METODOS.......cccruriccuraraseresssssssesssssssessssssssesessssssssssssssssssesssasns 127
2.1 Material.......cooviiiiiii 128
2.2 Preparacao e caracterizacao dos lip0SSOMas..........ccuureerrssnrmsssnsnmssnssssansnasas 128

2.3 Preparo e inoculacao das células tumorais..........cccuceerrnserrrsmemisnsnssassnssannns 129



2.4 Avaliacao da atividade antitumoral..........cccccccvirmmniismnnennnen e 129

2.5 Avaliacao histomorfometrica.........ccccocmrriiiimiinncsrr e 131
2.6 Anadlise estatistiCa.........cccecrrrrririsscmrrrrirsss e s e e e 132
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cceemrmrurmrnrerereresssssssssassesesesssesssssssasassssssensssens 133
B I == ) T o L 134
3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos lipOSSOMas........ccccservremsssnnmssnnrssannnas 134
3.1.2 Atividade antitumoral........ccccuviiemmmmmrmniisssr s 134
R 0 T o1 1 LT T T 142
CONGCLUSOES.......cceeeeecucrceresssssssassesesssssssssssssassssssssssssssssassssesssssssssssssasssssssnsnsnes 145
PERSPECTIVAS......cooeiieriseesssssssmessssssssssssssssmssssssssmssasssssmsssssssssssssssssnssanssssnssssnnss 148
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oorereeuseeaesseasesssessessssessesssessseasesanes 150
APENDICES.......cociuereseressssesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssasssssssssssasssssssssssssssasas 159

APENDICE A.....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssesessssesnsasesesessssnsesnesssesmessnsssessnsssneesnnsssessnssns 160



INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca que apresenta elevada incidéncia e alta taxa de
mortalidade no mundo, sendo a segunda maior causa de morte no Brasil. Apesar
dos inumeros avancos no conhecimento da biologia do cancer, os avancgos
terapéuticos nao seguiram a mesma dindmica (FERRARI, 2005). Uma das
principais formas de intervencdo médica no tratamento do cancer é a quimioterapia,
cuja tendéncia atual € a utilizacao de farmacos cada vez mais seletivos e isentos ou
com menor numero de efeitos adversos. Compostos de platina sdo agentes
antitumorais bem estabelecidos na pratica clinica, sendo a cisplatina (CDDP) o
composto dessa classe mais amplamente utilizado no tratamento de varios tipos de
tumores malignos (HANIGAN; DEVARAJAN, 2003; ARMSTRONG et al., 2006). Seu
uso clinico, entretanto, é restrito em fungdo dos efeitos toxicos induzidos pelo
farmaco, os quais incluem principalmente nefrotoxicidade aguda e neurotoxicidade
cronica (MATTHEOLABAKIS et al., 2009). Outras limitagcdes incluem a resisténcia
intrinseca ou adquirida em muitos tipos de tumores e a rapida inativacao do
farmaco, resultante de complexacao com proteinas plasmaticas (MONTI et al.,
2005).

Para reduzir os efeitos téxicos, contornar a resisténcia e aumentar o indice
terapéutico da CDDP, varias formulagdes nanoestruturadas tém sido desenvolvidas,
incluindo formulacdes lipossomais (BOULIKAS, 2004; CARVALHO-JUNIOR,
2007a,b; NEWMAN et al., 1999). Melhorar a eficiéncia de liberacdo de compostos
platinados, como a CDDP, pode contribuir para uma diminuicdo da toxicidade e
ainda permitir que doses mais elevadas sejam administradas, promovendo um
aumento da resposta farmacoldgica da CDDP (BOULIKAS, 2007). Em trabalhos
anteriores, uma formulacdo lipossomal denominada SpHL-CDDP foi desenvolvida
por Nnosso grupo de pesquisa e avaliada quanto a sua citotoxicidade, biodistribuicao
e eficacia antitumoral em modelo experimental de camundongos acometidos pelo
tumor sélido e ascitico de Ehrlich (ARAUJO et al., 2008; CARVALHO-JUNIOR et al.,
2007a,b; CARVALHO-JUNIOR, 2008; VIEIRA, 2003). SpHL-CDDP ¢é uma
formulacdo contendo CDDP encapsulada em lipossomas pH-sensiveis de
circulagdo prolongada. Apés a administragéao intravenosa (1V) e intraperitoneal (IP),
SpHL-CDDP exibiu um tempo de circulacdo sanguinea prolongado e alterou a



distribuicao tecidual em relagédo a CDDP livre. Uma reducao da retencéo do farmaco
no tecido renal e um aumento significativo da concentracdo de CDDP na regido
tumoral foram observados apés a administracao IV e IP de SpHL-CDDP em modelo
experimental murino (ARAUJO et al., 2008; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a).
Contudo, o efeito farmacolégico da CDDP néao foi alterado em virtude de sua
encapsulacao nas vesiculas lipossomais, uma vez que o perfil de crescimento do
tumor sélido de Ehrlich, avaliado apds a administragdo de SpHL-CDDP por via IV foi
semelhante ao observado para o tratamento com CDDP livre (CARVALHO-JUNIOR,
2008).

Nesse contexto, aspirando possiveis aplicagdes clinicas de SpHL-CDDP, a proposta
desta tese de doutorado foi explorar os aspectos pré-clinicos relacionados a
toxicidade aguda de SpHL-CDDP apés sua administracdo por via IV e IP. Além
disso, avaliar o potencial de SpHL-CDDP em proporcionar uma melhor resposta
terapéutica em relacdo ao tratamento com CDDP livre, mediante o estudo da sua
atividade antitumoral com o emprego de camundongos Swiss portadores de tumor
sélido de Ehrlich utilizando doses maiores em relacdo as empregadas em estudos
anteriores (CARVALHO-JUNIOR, 2008).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Visao Geral do Cancer

O cancer é objeto de estudo de varios centros de pesquisa em todo o mundo, sendo
o responsavel por aproximadamente 13% das mortes, cerca de sete milhdes de
pessoas a cada ano. Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2009) apontam
0 cancer como a segunda maior causa de morte por doenca no Brasil e, as
estimativas para o ano de 2010, que sao validas também para o ano de 2011,
apontam a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes,
a excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, sao os canceres de prostata e
de pulméo no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do Utero no sexo

feminino.

A multiplicacéo e a diferenciacdo morfolégica e funcional sdo processos essenciais
para 0s 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 populacao celular dentro de limites
fisiologicos. Nao é surpresa que, com certa frequéncia, surjam transtornos nos
mecanismos que os controlam. Alteracdes nesse sistema regulatério resultam em
distarbios do crescimento e da diferenciacdo ou disturbios de ambos ao mesmo
tempo, e, uma das consequéncias sdo as chamadas neoplasias (BRASILEIRO-
FILHO et al., 2006). Portanto, segundo Brasileiro-Filho e colaboradores (2006) uma
neoplasia pode ser entendida “como uma lesao constituida pela proliferacao celular
anormal, descontrolada e autébnoma, na qual as células reduzem ou perdem a
capacidade de se diferenciar, em consequéncia de alteragbes nos genes e

proteinas que regulam o crescimento e a diferenciagao celulares”.

Do ponto de vista clinico, evolutivo e comportamental, as neoplasias sdo divididas
em duas categorias: benignas e malignas. As neoplasias benignas caracterizam-se

pela presenca de células bem diferenciadas, com atipias celulares e arquiteturais



discretas, baixo indice mitético, crescimento lento e expansivo e, além disso, 0
tumor é bem delimitado e geralmente nao recidivam apds cirurgia. Por outro lado, as
neoplasias malignas, também denominadas céancer, apresentam alteragdes na
expressdao 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, tém menor adesdo entre si, tem motilidade consideravel e
geralmente originam metéstase (BRASILEIRO-FILHO et al., 2006).

Pode-se dizer que o cancer é uma doenga essencialmente genética cujos
processos de iniciacdo e progressdao envolvem etapas nas quais o DNA acumula
uma série de mutacdes decorrentes de alteracbes de sequéncia, perdas, ganhos e
rearranjos cromossOmicos. Essas alteracées, estruturais e/ou funcionais, levam a
ativacao de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor, além de
comprometer também genes de reparo e genes de apoptose. Sabe-se que os
fatores ambientais possuem um importante papel na etiologia do cancer e, dentre os
principais fatores, destacam-se os carcindgenos quimicos e fisicos, agentes
infecciosos e o estilo de vida do individuo. Além disso, fatores enddgenos
relacionados com o sistema de reparo a danos do DNA e o sistema de detoxificacdo
e eliminagdo de carcindgeno também influenciam a carcinogénese. Todos esses
fatores atuam desencadeando alteragbes no DNA da célula que culminam na
transformacdo de uma célula normal em uma célula cancerosa (ALMEIDA et al.,
2005).

Do ponto de vista fisico, os tumores malignos podem ser classificados como
tumores sélidos ou cisticos. E sabido que os tumores sélidos apresentam
caracteristicas fisiopatoldgicas peculiares tais como hipervascularizacao, arquitetura
vascular incompleta, secrecao de fatores de permeabilidade vascular e auséncia de
um sistema linfatico efetivo. Alguns estudos demonstraram que essas
caracteristicas sdo a base do chamado efeito de permeabilidade e retencao
aumentados (efeito EPR) (MAEDA et al., 2000). Os tumores sélidos possuem
capilares com permeabilidade aumentada, em relacdo aos vasos normais, como

resultado do processo de angiogénese. Esses capilares possuem poros de diametro



que variam de 100 a 800 nm, permitindo a penetragdo de macromoléculas. Além
disso, os tecidos tumorais sdo caracterizados por alta pressao intersticial, que pode
retardar o extravasamento dessas macromoléculas. A falta de um sistema linfatico
para drenagem resulta em acumulo dessas particulas no interior dos tecidos
tumorais, ocasionando o efeito EPR. Outra caracteristica importante dos tecidos
patologicos (tumores, inflamacdes e infecgdes) € a presenca de um pH extracelular
menor que o pH dos tecidos normais. O pH intracelular de ambos os tecidos é
relativamente similar devido a necessidade de manter um ambiente favoravel para
as varias atividades citoplasmaticas. Segundo Stubbs e colaboradores (1999), a
principal explicagdo para essa diferenga de gradiente de pH entre tecidos normais e
tumorais estd relacionada com o clearance ineficiente dos metabdlitos acidos

produzidos durante a glicélise aerdbica intensa da célula cancerosa.

2.2 Tratamento do Cancer

O tratamento do cancer tem como principal objetivo a erradicacdo da doenca.
Entretanto, nas situacdes onde a cura é impossivel, o foco passa a ser a melhoria
dos sintomas e a preservagao da qualidade de vida associada a um aumento da
sobrevida dos pacientes. Atualmente, as modalidades de tratamento do cancer
incluem processos cirargicos, terapia radioativa, quimioterapia e terapia biolégica
(imunoterapia e terapia génica). A aplicacdo isolada ou a associacdo de tais
modalidades tem maximizado a chance de cura ou o controle da doenga (ALMEIDA
et al., 2005).

A cirurgia é considerada a forma mais eficaz de tratamento, principalmente quando
o tumor estd em estagio inicial e nado 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 recorréncia e a chance de metastase, sendo uma metodologia
antineoplasica muito utilizada. Entretanto, em aproximadamente dois tercos dos

pacientes, as neoplasias se caracterizam por micrometastases, o que torna



necessaria uma terapia sistémica que pode ser efetuada com o tratamento
quimioterapico (ALMEIDA et al., 2005).

Com relacao a quimioterapia, o foco principal dessa modalidade terapéutica envolve
a destruicdo das células neoplasicas. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma ndo-especifica, lesando tanto células malignas
quanto normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as
gastrintestinais, as capilares e as do sistema imunoldgico. Esse fato explica a
ocorréncia de uma série de efeitos adversos altamente deletérios para o organismo
em decorréncia da quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005). Nesse contexto, um dos
grandes desafios enfrentados na quimioterapia do cancer é o desenvolvimento de
agentes antineoplasicos que apresentem baixa toxicidade e elevada eficacia
antitumoral. Atualmente, ndo existem farmacos que satisfacam estes critérios, e a
utilizacdo clinica dos agentes antitumorais exige que os beneficios sejam
confrontados com a toxicidade na busca de um indice terapéutico favoravel. Dentre
0s quimioterapicos mais utilizados destacam-se os derivados de platina, como a
CDDP.

2.3 Cisplatina

O potencial da CDDP como agente antitumoral foi reconhecido a partir de uma
observacao feita por Barnett Rosenberg e colaboradores (1969), ao estudar os
possiveis efeitos de um campo elétrico sobre o crescimento de Eschericia coli. Eles
observaram que as bactérias apresentavam um crescimento totalmente irregular e
filamentoso e, de forma inesperada, paravam de se dividir. Esse fato foi atribuido
nao aos fendmenos elétricos, mas sim a presencga de um agente quimico, a CDDP.
Estudos adicionais determinaram que o isémero cis-Pt(NH3).Cl, era o principal
responsavel pela alteracdo no padrao de crescimento das bactérias. Em seguida,
demonstraram que esse mesmo isdbmero apresentou elevada atividade antitumoral
em ratos implantados com células de sarcoma 180 e de leucemia 1210. Em 1978, a
CDDP foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico.



Considerado um dos quimioterapicos mais efetivos e potentes na terapia
antitumoral, a CDDP é frequentemente utilizada em combinagcdo com outros
farmacos como tratamento de primeira escolha contra varios tipos de tumores
sélidos, incluindo cancer testicular, carcinoma de ovario, cancer de cabegca e
pescoco e cancer de pulmao (HANIGAN; DEVARAJAN, 2003; KONDAGUNTA et
al., 2005; MUGGIA; FOJO, 2004). Atualmente, a CDDP vem sendo também
utilizada no tratamento da carcinomatose peritoneal, uma doenga comum em
pacientes com cancer ginecoldgico e do trato gastrintestinal (ARMSTRONG et al.,
2006).

Quimicamente, a CDDP é o cis-diaminodicloroplatina (llI), um complexo inorganico
divalente de configuracado planar formado por um atomo de platina ligado a dois

atomos de cloro e dois grupos amonio na posicao cis do plano horizontal (Figura 1).

Figura 1 - Férmula estrutural da cisplatina.

O mecanismo de acao da CDDP esta relacionado com a inibicdo seletiva da sintese
do DNA. O principal sitio de ligagdo da CDDP com o DNA é o N7 da guanina,
embora também existam relatos de ligacdo com N3 da adenina. A CDDP
desencadeia ligagbes cruzadas intra e interfilamentos em particular com a guanina e

adenina mudando a conformacao do DNA e inibindo a sua sintese (Figura 2).
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Figura 2 - Formagao dos aductos da CDDP. O atomo de platina se liga covalentemente
a posicao N7 da guanina e N3 da adenina, formando ligacoes cruzadas 1,2 ou 1,3
intrafilamentos ou ligacdes cruzadas interfilamentos. Pt (platina), G (guanina), A

(adenina) (adaptado de BOULIKAS, 2007).

ApoGs penetrar na célula, os ions cloreto da molécula de CDDP s&o lentamente
deslocados por moléculas de agua formando complexos de platina carregados
positivamente, a espécie ativa da CDDP, que interagem com sitios nucleofilicos de
DNA, RNA e proteinas. Esse processo € desencadeado devido a baixa
concentragao intracelular (~3-20 mM) de ions cloreto em relagdo a concentracao
extracelular (~100 mM). A hidrélise intracelular da CDDP leva a formagao de
metaboltios ativos, diaquo-diamino-platino e mono-cloro-mono-aquo-diaminoplatino,
capazes de alquilar bases puricas e pirimidicas do DNA (Figura 3). Estudos prévios

demonstraram que as alteragcbes conformacionais ocasionadas pela ligacdo da



CDDP ao DNA afetam os processos de replicacdo e transcricdo, provocando
torcoes da fita de DNA que dificultam a acdo de enzimas de reparo € o

remodelamento da cromatina e leva a célula cancerosa a morte por apoptose
(BOULIKAS; VOUGIOUKA, 2003).

I

Figura 3 - Reacgées de hidrélise da CDDP.

A CDDP é comumente administrada por via parenteral, principalmente por via IV e
IP. Comercialmente, esta disponivel como solug¢do injetavel na concentracdo de
1 mg/mL. Os esquemas tipicos de administracao IV de CDDP, como agente Unico a
adultos ou criangas, sdo: 50-100 mg/m? como infusdo a cada 3 ou 4 semanas; ou
infusdo de 15-20 mg/m? por dia durante 5 dias consecutivos, a ser repetido a cada 3
ou 4 semanas (MARTINDALE, 2005). Por via IP, os regimes terapéuticos utilizam a

CDDP também nas doses de 50-100 mg/m? normalmente em associagdo com



outros quimioterapicos (ARMSTRONG et al, 2006, MARKMAN et al, 2006).
Entretanto, a administracdo continuada deste quimioterapico € bastante limitada em
funcdo de reacbes adversas graves, incluindo efeitos agudos como nausea e
vémitos além de efeitos adversos cronicos, como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
neurotoxicidade, mielotoxicidade e ototoxicidade. A disfungdo renal manifesta-se
como o efeito adverso mais problematico, dificultando o tratamento quimioterapico.
E sabido que os efeitos terapéuticos da CDDP sdo significativamente melhorados
com o aumento da dose administrada, no entanto, doses mais altas implicam em
maior vulnerabilidade dos rins aos efeitos deletérios, os quais se manifestam,
principalmente, por comprometimento dos tubulos renais e reducdo da taxa de
filtragcao glomerular (HANIGAN; DEVARAJAN, 2003).

Segundo revisdo feita por Yao e colaboradores (2007), o mecanismo de
nefrotoxicidade da CDDP envolve sua conversao a moléculas potencialmente
nefrotoxicas nas células dos tubulos proximais. Concentracdes elevadas de CDDP
sao encontradas no citosol, mitocéndria, nldcleo e microssomas. Sabe-se que a
captacdo de CDDP ocorre principalmente através de transportadores organicos de
cation (TOC) e, os rins acumulam CDDP em maior grau que os outros 6rgaos sendo
a sua principal fonte de excrecédo. Existem basicamente trés isoformas de TOC
conhecidas como TOC 1, TOC 2 e TOC 3, as quais sdo expressas no figado, rim e
placenta, respectivamente. Em humanos, a CDDP néo é transportada por TOC 1,
mas por TOC 2, o que explica parcialmente a maior toxicidade renal induzida pela
CDDP (YAO et al., 2007). A CDDP é conjugada a glutationa (GSH) e metabolizada,
via y-glutamiltransferase (GGT), a um composto tiol reativo, uma potente nefrotoxina
(Figura 4). A GGT é uma enzima localizada na superficie da membrana celular e é
responsavel pela clivagem de GSH extracelular em acido glutamico e cisteinil-
glicina. A cisteinil-glicina por sua vez é clivada a cisteina e glicina por uma
diaminopeptidase. Dessa forma, GGT proporciona uma elevagdo nos niveis de
cisteina intracelular, a qual pode tornar-se limitante para o crescimento celular e
para a sintese de GSH intracelular. Véarios estudos tém demonstrado que niveis
elevados de GGT nas células dos tubulos renais aumentam a sensibilidade dessas
células a toxicidade pela CDDP. Por outro lado, a expressdo aumentada nas células
cancerosas torna-as mais resistentes a CDDP (HANIGAN; DEVARAJAN, 2003).



Essa diferenca do papel de GGT na atividade antitumoral e na nefrotoxicidade
sugere que o mecanismo pelo qual a CDDP destréi as células cancerosas é distinto

do mecanismo que induz a morte celular das células do tecido renal.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do mecanismo de toxicidade da CDDP via

v-glutamiltransferase (GGT). Glutationa (GSH), acido glutamico (Glu), cisteina (Cis), glicina
(Gli), diaminopeptidase (APN), transportadores organicos de cations (TOC).

Embora, os mecanismos in vivo de nefrotoxicidade nao estejam bem elucidados,
alguns estudos sugerem uma correlacdo com 0s mecanismos de apoptose,
inflamacéo, fibrogénese e estresse oxidativo. Dependendo do tempo de exposicao e
da dose administrada, a CDDP pode ainda induzir morte das células tubulares por
necrose ou por apoptose. Estudos tém demonstrado que em altas concentragdes, a
CDDP induz morte celular por necrose enquanto em baixas concentracdes o
farmaco induz morte celular por apoptose por uma via dependente de caspase 3.
Além disso, as alteracbes mais comuns nos estudos histopatolégicos do tecido renal
incluem necrose tubular, degeneracao e edema intersticial (UEHARA et al., 2005).



Além dos efeitos adversos graves, a CDDP apresenta outros inconvenientes como a
capacidade de interagir com outros farmacos administrados concomitantemente na
terapia antineoplasica e o desenvolvimento de resisténcia clinica. Como exemplo de
incompatibilidades da CDDP com outros farmacos ou constituintes da formulagao
pode-se citar: (i) sua precipitacdo em presenca de etoposideo dissolvido em solugéo
de cloreto de sddio 0,9 % (p/v); (ii) precipitacdo em presenca de tiotepa dissolvida
em solucao de glicose a 5 % (p/v); (iii) degradacdo da CDDP decorrente de sua
interacdo com trometamol, um excipiente utilizado na formulacdo de 5-fluouracila
(FOURNIER et al, 1992; TRISSEL et al, 1996). Com relagdo a resisténcia
adquirida, quatro alteracbes bioquimicas parecem estar envolvidas: (i) aumento dos
niveis de GSH; (i) aumento dos niveis de metalotioneina; (iii) aumento na
capacidade de reparo celular; (iv) alteracées no influxo e efluxo da CDDP nas
células (MONTI et al., 2005). A GSH é um nucledfilo potente que reage com a
CDDP antes que essa se ligue ao DNA, formando um complexo que € eliminado da
célula. A metalotioneina € uma proteina de 61-62 aminoacidos que se liga a CDDP
produzindo um composto com 10 atomos de platina por molécula. Alguns estudos
demonstraram um aumento significativo dos niveis de GSH e/ou metalotioneina em
linhagens de células resistentes a CDDP (RABIK; DOLAN, 2007). Outro fator
responsavel pela reducéo da citotoxicidade é o aumento na capacidade de reparo, o
qual pode ser determinado por uma competicdo entre as proteinas responsaveis
pelo reparo do DNA e o sinal de apoptose (CHU, 1994). Além disso, estudos tém
demonstrado que as linhagens tumorais resistentes acumulam menos CDDP que as

linhagens sensiveis (JAIN et al., 1996)

Na tentativa de contornar esses inconvenientes e melhorar o indice terapéutico da
CDDP, tem sido proposto o desenvolvimento de analogos menos tdxicos que a
CDDP, como por exemplo, carboplatina e oxaliplatina. Porém, nenhum deles
apresenta um amplo espectro de acdao como a CDDP (BOULIKAS, 2007). Outra
estratégia adotada refere-se a modificagcdes farmacotécnicas como a encapsulacao
da CDDP em sistemas de liberacdo de farmacos, tais como microesferas
(KUMAGAI et al., 1996; TAMURA et al., 2002a), nanocépsulas (BURGER et al.,
2002; VELINOVA et al., 2004), micelas (MIZUMURA et al., 2001; NISHIYAMA et al.,
2003) e lipossomas (BOULIKAS, 2004; HARRINGTON et al., 2001; CARVALHO-
JUNIOR et al., 2007a).



2.4 Lipossomas

Esses sistemas foram descritos pela primeira vez por Bangham e colaboradores
(1965) como modelo de membrana biolégica. Durante estudos para avaliar a
difusdo de ions através de membranas lipidicas artificiais, Bangham observou que
alguns lipides, em meio aquoso, se organizavam espontaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas, os lipossomas. Essas bicamadas circundam uma
cavidade aquosa interna e se encontram suspensas coloidalmente em um meio
aquoso externo (Figura 5). Em 1971, Gregoriadis e colaboradores propuseram a
utilizacdo dos lipossomas como sistemas transportadores de farmacos. O grande
potencial terapéutico dos lipossomas deve-se a sua versatilidade estrutural em
termos de tamanho, composicao lipidica, carga superficial, fluidez da membrana e

sua capacidade de incorporar farmacos lipofilicos, hidrofilicos e anfifilicos.

— Bicamada lipidica ——

) Reqia
yu\J / Hﬁigr?f(l?lica

ﬁ § Regiao
. hidrofébica

Farmaco
hidrofilico

Cavidade aquosa

Figura 5 - Representacdo 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 cabeca polar (regidao
hidrofilica) e a cauda apolar (regido hidrofobica) dos lipides (B).



Os lipossomas podem ser classificados com relagdo ao tamanho, numero de
bicamadas, composicdo e mecanismo de liberacdo intracelular. Lipossomas que
apresentam apenas um compartimento aquoso circundado por uma bicamada
lipidica sdo denominados unilamelares de pequeno tamanho (SUV, Small
Unilamellar Vesicles) com diametro médio de 25 a 100 nm ou unilamelares de
grande tamanho (LUV, Large Unilamellar Vesicles) com didametro médio superior a
100 nm. Aqueles que apresentam varios compartimentos aquosos circundados por
varias bicamadas lipidicas sdo denominados lipossomas multilamelares (MLV,
Multilamellar Vesicles) e possuem didametro médio superior a 1000 nm (LASIC,
1998). Com relagcdo a composicdo e ao mecanismo de liberacdo intracelular, as
vesiculas podem ser classificadas como convencionais, de circulacao prolongada e
polimérficas, incluindo nessa ultima classe, os lipossomas pH-sensiveis, termo-
sensives e catidnicos (BATISTA et al., 2007).

Inicialmente, o desenvolvimento de sistemas vesiculares encontrou alguns
obstaculos no ambito farmacéutico e farmacoldgico. Sob o aspecto farmacéutico, os
lipossomas apresentavam uma instabilidade fisico-quimica e bioldégica e baixa
eficiéncia de encapsulagao dos farmacos. Em relacdo ao aspecto farmacolégico, os
lipossomas eram rapidamente capturados pelas células do sistema fagocitario
mononuclear (SFM) ap6s administragao sistémica. Estudos sobre o comportamento
in vivo da primeira geracdo de lipossomas, denominados convencionais,
demonstraram que os mesmos se acumulavam rapidamente em tecidos ricos em
macréfagos tais como figado, baco e medula 6ssea e, eram rapidamente eliminados
da circulacdo sanguinea, limitando sua acao em outros tecidos (ALLEN; HANSEN,
1991). A partir disso, foram propostas a incorporacédo 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 (revisado por GABIZON; PAPAHADJOPOULOS, 1992).
Esses lipossomas modificados, conhecidos como lipossomas de circulacéao
prolongada, representaram um grande passo para a sua aplicagdo in vivo. Allen e
Chonn (1987) desenvolveram os primeiros lipossomas de circulacdo prolongada
contendo monosialogangliosideos e observaram uma redugdo significativa na
captacao pelos macréfagos do SFM. Entretanto, os monosialogangliosideos
apresentam alguns inconvenientes como a fonte de extracao (cérebro de gado), que



€ considerada inadequada para uso farmacéutico e o custo elevado do processo
extrativo. Em 1990, Klibanov e colaboradores mostraram que a incorporacado de um
polimero hidrofilico, o polietilenoglicol (PEG), na bicamada lipidica aumentou
significativamente o tempo de circulagdo sanguinea dos lipossomas. Segundo
esses autores, a presenca de grupos volumosos hidrofilicos na superficie dos
lipossomas constitui um impedimento estérico a ligagcdo de proteinas plasmaticas,
opsoninas, impedindo o reconhecimento e a destruicdo pelas células do SFM.
Alguns estudos tém mostrado que, independente da composicéo lipidica e da carga
superficial, a capacidade de evasao do SFM assim como as propriedades de
circulacdo prolongada das vesiculas sao decorrentes da presenca de grupos
hidrofilicos como o PEG. De modo geral, concentracdes de 5-10 % de PEG com
massa molecular variando de 1000-2000 Da sao suficientes para reduzir a
opsonizagao e conferir maior estabilidade as formula¢des (ULRICH, 2002).

Na tentativa de aumentar a especificidade de interacdo dos lipossomas com as
células-alvo e a quantidade do farmaco liberado nestas células, o desenvolvimento
de lipossomas polimorficos, entre eles lipossomas pH-sensiveis, também tém sido
proposto. O uso de lipossomas pH-sensiveis como sistemas de liberacao de
farmacos foi sugerido a partir da observacdo de que tecidos patolégicos como
tumores, tecidos inflamados e infecciosos apresentam um pH extracelular menor do
que os tecidos normais (GULINO et al, 1967). Os lipossomas pH-sensiveis
consistem na combinagdo de lipides insaturados, como a fosfatidiletanolamina (PE)
e seus derivados, entre eles a dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), com compostos
carboxilados como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS) (Figura 6) (SIMOES et
al., 2004).
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Figura 6 — Estruturas quimicas do hemisuccinato de colesterila (A) e
dioleoilfosfatidiletanolamina (B).

Ao contrario da maioria dos fosfolipides, a PE apresenta uma cabeca polar pequena
e pouco hidratada, a qual ocupa um volume menor quando comparado com sua
respectiva cadeia de hidrocarboneto, exibindo, portanto, uma organizacao
supramolecular do tipo conica. Essa organizacao favorece a formacao de interagoes
intermoleculares entre grupos amina e fosfato da cabeca polar, 0 que explica a
tendéncia dessas moléculas em adquirir a fase hexagonal invertida (H;) ndo sendo
capazes de formar vesiculas. A obtencao de lipossomas com estes fosfolipides
requer a adicdo de agentes estabilizantes, como o CHEMS, os quais encontram-se
sob a forma ionizada em pH fisiol6gico. O CHEMS se distribui homogeneamente
entre as moléculas de PE 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 formacdo dos lipossomas
(Figura 7). Enquanto em pH fisiolégico esses lipossomas sdo estaveis, sua
exposicdo a um meio acido, como é o caso dos tecidos tumorais, resulta na
protonacdo dos agentes estabilizantes, com consequente desestabilizacdo das
vesiculas e a liberagdo do material encapsulado (DE OLIVEIRA et al., 1998;
SIMOES et al, 2004). Além disso, deve-se enfatizar que ao considerar a



administracdao IV, para alcancar as células alvo, como por exemplo, as células
cancerosas, 0s lipossomas precisam exibir tempo de circulagdo prolongado.
Estudos tém mostrado que a inclusao de fosfolipides acoplado ao PEG aumenta a
estabilidade in vivo e proporciona maior tempo de circulagdo sanguinea sem alterar
suas propriedades de pH-sensibilidade até atingir o 6rgdo ou tecido alvo (SIMOES
et al., 2004).

Diante disso, o emprego de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada
como carreadores de agentes antineoplasicos, especificamente da CDDP, pode ser
uma alternativa potencial para a redugdo de sua toxicidade e para o aumento de
sua eficacia antitumoral, conduzindo a uma liberagcao preferencial na regiao tumoral

devido ao ambiente de menor pH em relagao as regiées normais.
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Figura 7 — Representacdo esquematica da organizacao estrutural de derivados da PE
na auséncia e na presenca de CHEMS.



2.4.1 Lipossomas de Cisplatina

Varios estudos tém demonstrado que os lipossomas podem modificar a distribuicao
tecidual do farmaco encapsulado, sendo esse comportamento dependente das
caracteristicas fisico-quimicas das vesiculas e ndo do conteddo encapsulado
(FERRARI, 2005; HARRINGTON et al., 2000). Como mencionado anteriormente, a
CDDP livre é administrada por via IV e IP. Portanto, os estudos pré-clinicos bem
como estudos clinicos, utilizando diferentes formulagbes lipossomais contendo

CDDP, também tém focado a utilizagdo de ambas as vias de administrago.

2.4.1.1 Administracao intravenosa

A utilizacdo de sistemas nanoestruturados como carreadores de CDDP tém
mostrado modificacdes importantes no perfil toxicolégico e na atividade antitumoral
desse antineoplasico, ap6s administragao por via IV.

Lipossomas convencionais contendo CDDP constituidos de fosfatidilcolina,
fosfatidilserina e colesterol foram avaliados em ratos portadores de imunocitoma
IgM. Os resultados mostraram menor incidéncia e severidade de lesdes renais apds
a administracdo das formulagdes lipossomais em comparagdo com a CDDP livre.
Por outro lado, a atividade antitumoral da CDDP lipossomal foi similar quando
comparada com a CDDP livre (STEERENBERG et al., 1988 apud HARRINGTON et
al., 2000).

Newman e colaboradores (1999) verificaram aumento da concentracao da CDDP na
regiao tumoral, melhora da eficacia terapéutica e reducdo da toxicidade em
camundongos acometidos com carcinoma de célon e pulméao apds a administracao
de CDDP encapsulada em lipossomas de circulacdo prolongada. Essa formulacao,
conhecida como SPI-077, é constituida por fosfatidilcolina hidrogenada de soja,
colesterol e diestearoilfosfatidiletanolamina associada a metoxipolietilenoglicol 2000
(DSPE-MPEG200), razdo molar 51:44:5, respectivamente. Os resultados



demonstraram que o nivel de platina nos rins foi significativamente menor (cerca de
quatro vezes) em animais tratados com a formulacdo lipossomal comparado
aqueles tratados com a mesma dose de CDDP livre. Além disso, quando o0s
camundongos receberam uma dose de 100 mg/kg de CDDP lipossomal nenhuma
morte foi observada, ao passo que a dose letal (DLso) para a CDDP livre foi
12 mg/kg. Com relacdo aos estudos pré-clinicos de eficacia antitumoral realizado
em camundongos portadores de tumor de célon (C26) ou pulmdo, Newman e
colaboradores (1999) mostraram que SPI-077 exibiu atividade superior a CDDP
livre. Entretanto, os estudos clinicos de fase | e Il em pacientes portadores de
carcinoma escamoso de cabeca e de pescoco avancado demonstraram ineficacia
dessa formulacao, sendo esse fato atribuido a baixa biodisponibilidade e a lenta
cinética de liberacao da CDDP a partir dos lipossomas (HARRINGTON et al., 2001).

Estudos pré-clinicos de outra formulagdo lipossomal, denominada Lipoplatin®,
constituida por dipalmitoilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, colesterol e DSPE-
MPEG2000 mostraram menor nefrotoxicidade ap6s o tratamento com essa
formulacdo em relacédo ao tratamento com a CCDP livre em camundongos e ratos
(BOULIKAS, 2004; DEVARAJAN et al., 2004). Os resultados desse estudo
demonstraram que os animais tratados com CDDP livre desenvolveram insuficiéncia
renal com clara evidéncia de danos tubular enquanto aqueles tratados com a
mesma dose de Lipoplatin ndo apresentaram injaria renal (DEVARAJAN et al.,
2004). Outro estudo realizado em cées permitiu definir que o Lipoplatin pode ser
seguramente administrado na dose de 150 mg/m? sem a necessidade de protocolos
de hidratacdo, enquanto a dose maxima tolerada estabelecida apds o tratamento
com CDDP livre foi 70 mg/m?. Stathopoulos e colaboradores (2005) conduziram um
estudo clinico de fase |, administrando essa mesma formulagdo lipossomal
contendo CDDP por infusédo IV, em vinte e sete pacientes com tumores malignos
avancados pré-tratados (19 com carcinoma pancreatico, 6 com carcinoma de
células renais, 1 com cancer gastrico e 1 com carcinoma escamoso de cabeca e de
pescoco). Nesse estudo, os pacientes receberam doses de Lipoplatin® variando de
25 a 125mg/m® Toxicidade hematolégica e do trato gastrintestinal foram
observadas apenas nos pacientes tratados com Lipoplatin® na dose de 125 mg/m?.
Entretanto, ndo foi observado o aparecimento de nefrotoxicidade em nenhum dos

pacientes.



Carvalho-Junior e colaboradores (2007a) avaliaram a biodistribuicdo da CDDP livre
e dos lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada contendo CDDP,
administrados por via IV, em camundongos portadores de tumor sélido de Ehrlich.
Esses lipossomas constituidos de DOPE, CHEMS e DSPE-MPEGzq00 apresentaram
uma razao molar igual a 5,7:3,8:0,5, respectivamente e uma concentragéo lipidica
total igual a 40 mM. Os resultados demonstraram uma quantidade de CDDP na
regiao tumoral duas vezes maior apdés a administracao de SpHL-CDDP em relacao
a CDDRP livre. Além disso, a retencao de CDDP no tecido renal e o coeficiente de
particdo tecido-sangue foi maior ap6s a administracdo IV de CDDP livre em
comparacao com a administracdo de SpHL-CDDP. Esses resultados mostraram que
a administracdo de SpHL-CDDP contribuiu para uma menor passagem de CDDP
para o tecido renal, o que pode consequentemente reduzir a toxicidade neste 6rgéo.
Carvalho-dJunior e colaboradores (2007b) demonstraram ainda que os SpHL-CDDP
apresentaram uma maior atividade citotoxica sobre linhagem celular A549 (células
cancerosas de pulmao humano) do que a CDDP livre. Por outro lado, SpHL-CDDP
exibiu a mesma eficiéncia antitumoral em células sensiveis (GLC4) e em células
resistentes a CDDP (GLC4/CDDP), sugerindo que esta formulacdo lipossomal de
CDDP pode burlar os mecanismos de resisténcia oferecidos pelas células a
penetragdo do farmaco. Além disso, a atividade antitumoral de SpHL-CDDP e
CDDP livre administrados na dose de 8 mg/kg, semanalmente por trés ciclos, foi
avaliada em modelo animal experimental portador de tumor sélido de Ehrlich e os
resultados demonstraram efeitos similares em ambas as formulagées (CARVALHO-
JUNIOR, 2008).

2.4.1.2 Administracao intraperitoneal

Apesar do grande progresso na quimioterapia sistémica, a maioria dos pacientes
em tratamento oncoldgico ainda morre em funcdo dessa doenca. Atualmente, varios
estudos tém demonstrado vantagens da terapia IP em relacéo a terapia sistémica,
tornando-a potencialmente benéfica em situacdes nas quais a doenca permanece
em grande parte limitada a cavidade peritoneal e desenvolve um quadro de



carcinomatose peritoneal. A carcinomatose peritoneal € uma forma frequente de
metdstase em pacientes com céancer gastrico, duodenal, pancreéatico e,
principalmente, em mulheres com carcinoma ovariano. Esse tumor é caracterizado
por multiplos depdsitos metastaticos variando de pequenos nédulos a grandes
massas tumorais que frequentemente invadem 6rgaos subjacentes e, normalmente,
sdao acompanhadas de ascite (CHAUFFERT et al, 2003). Diante disso, foi
introduzida na terapia a administracao IP de quimioterapicos para o tratamento da
carcinomatose peritoneal com o objetivo de aumentar os niveis do farmaco na

regidao tumoral, reduzindo os efeitos colaterais sistémicos.

Armstrong e colaboradores (2006) descreveram um passo notavel no tratamento de
cancer ovariano avancado usando a quimioterapia IP. A carcinomatose proveniente
do carcinoma ovariano apresenta uma condicdo de tratamento extremamente
complicada, e a maioria das pacientes apresenta recidiva e morte. Nessas
situacoes, elevar simplesmente as doses do quimioterapico administrado por via IV
parece ndo ser satisfatério. No entanto, um estudo no qual foi realizada a
administracdo loco-regional de CDDP na cavidade abdominal levou a redugéo de
25% de mortalidade em comparagdo com o grupo cuja administracao foi realizada
por via IV.

Segundo revisao feita por Alberts e colaboradores (2006), trés grandes estudos
clinicos de fase lll, conduzidos pelo Grupo de Oncologia Ginecolégica (GOG 104,
GOG 114 e GOG 172) investigaram a hipbétese de que a administracéo IP de CDDP
quando comparada a administragao IV prolongaria a sobrevida de mulheres com
cancer ovariano em estagio avancado. Os resultados do primeiro estudo, GOG 104,
mostraram um aumento de oito meses na duracao da sobrevida e 24% de reducéo
da mortalidade no grupo tratado com o regime IP. Além disso, foi observado menor
pico de concentracao plasmatica da CDDP, ap6s administracédo IP, o que explicaria
a menor incidéncia de toxicidade em relacao aquelas tratadas com CDDP por via IV.
Os dados do estudo GOG 114 demonstraram uma sobrevida média de 63 meses
para as pacientes submetidas ao tratamento IP com CDDP enquanto que para
aquelas que receberam o tratamento IV a sobrevida foi de 52 meses. Esse foi o
primeiro estudo que apresentou uma sobrevida superior a cinco anos apos
administracdo IP de CDDP. O estudo mais recente, GOG 172, demonstrou uma



sobrevida média similar ao estudo GOG 114 (66 e 50 meses para as pacientes
tratadas com CDDP por via IP e IV, respectivamente). Porém, um niumero menor de
pacientes submetidas ao tratamento por via IP em relacéo a via IV completou todos
os ciclos de tratamento (42 e 83%, respectivamente) devido aos efeitos téxicos da
quimioterapia, complicagdes relacionadas com o implante do cateter, recusa do
paciente e aparecimento de infeccdo nao advinda do implante do cateter.

Embora existam evidéncias de efeitos superiores da CDDP administrada por via IP
em relagéo a via IV ap0s cirurgia citoredutora, o problema de sua toxicidade ainda
permanece e parece ser um grande obstaculo para implementacao efetiva da via IP
(ARMSTRONG et al., 2006; GORE et al., 2006). Além disso, a administracao IP da
CDDP ¢ limitada a pacientes que ap0s cirurgia citoredutora apresentam nodulos
residuais com didmetro inferior a 0,5cm (CHAUFFERT et al., 2003). Porém, a
penetracdo de CDDP nas doses usuais ndo € suficiente para destruir as células
tumorais localizadas no centro de grandes tumores. Para penetrar em um tumor
profundamente, o farmaco deve estar em contato com 0 mesmo por um periodo de
tempo prolongado ou em uma concentragdo consideravelmente mais alta.
Entretanto, como a CDDP é um composto hidrossoluvel de baixa massa molar
(300 Da), ela é absorvida rapidamente através dos capilares e atinge a circulacédo
sanguinea, o que resulta em altas concentracées plasmaticas do farmaco e,

consequentemente, nos efeitos adversos graves mencionados anteriormente.

Estudos recentes tém utilizado substancias vasoconstritoras, como a epinefrina,
com o objetivo de reduzir a passagem do farmaco da cavidade peritoneal para a
corrente sanguinea, favorecendo consequentemente, sua difusdo nos ndédulos
tumorais (FAVOULET et al., 2001; CHAUFFERT et al., 2003).

Outra estratégia a ser adotada visando manter o agente antineoplasico por um
maior periodo de tempo na cavidade IP é o emprego de sistemas controladores da
liberacdo, os lipossomas. Como as particulas corpusculares sao absorvidas
lentamente pelo sistema linfatico, ndo sdo capazes de atravessar diretamente para
a circulacao 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 aplicagéo
potencial (KUMAGAI et al., 1996).

Boulikas (2004) demonstrou a reducdo de toxicidade apo6s tratamento IP com
lipossomas de CDDP, Lipoplatin®, utilizando como modelo experimental ratos
Wistar. Os resultados demonstraram valores normais para os parametros indicativos
de toxicidades renal, hepatica e medular no grupo de animais tratados com uma
dose unica (30 mg/kg) da formulacao lipossomal em comparacdo com animais nao
tratados. No entanto, neutropenia grave foi observada no grupo de animais tratados
com trés doses repetidas de Lipoplatin® (30 mg/kg), administradas semanalmente,
embora ndo tenha sido observada nefrotoxicidade mesmo apds administracao
repetida. A reducdo dos efeitos toxicos observada apdés administracdo dos
lipossomas de CDDP em comparacao a CDDP livre foi atribuida a alteracdo do
perfil de biodistribuicdo da CDDP encapsulada em lipossomas.

Araljo e colaboradores (2008) avaliaram a biodistribuicio de CDDP livre e de
SpHL-CDDP, administrados por via IP, em camundongos portadores de tumor
ascitico de Ehrlich. Os resultados demonstraram uma quantidade de CDDP na
regiao tumoral aproximadamente trés vezes maior apds a administracdo de SpHL-
CDDP em relagao a CDDP livre. Além disso, a retencao de CDDP no tecido renal foi
menor apdés a administracdo de SpHL-CDDP livre em comparacdo com a
administracdo de CDDP livre, o que pode consequentemente contribuir para a
reducao da toxicidade neste érgao.

2.5 Estudos pré-clinicos

Os estudos pré-clinicos sao essenciais para dar embasamento a administracao de
novos medicamentos em seres humanos. Esses estudos devem checar os
parametros de seguranca e eficadcia através da avaliacdo da toxicidade e da
atividade in vitro e in vivo, fornecendo informacbées sobre a farmacodinamica,
farmacocinética e a toxicologia de farmacos em desenvolvimento. Informacdes de

seguranca e eficacia obtidas nessa fase sdo fundamentais para estimar uma dose



inicial a ser administrada em seres humanos e identificar pardmetros a serem
monitorados para detectar possiveis efeitos adversos (MEYER; SVENDSEN, 2003).
Portanto, vale ressaltar que um grande nimero de entidades quimicas nao chega
aos estudos clinicos devido a riscos inaceitaveis detectados nos estudos pré-

clinicos.

Baseado nas orientacdes da European Medicines Agency (EMEA) e International
Conference on Harmonisation (ICH) para registro de medicamentos, os principais
objetivos da avaliacdo pré-clinica de medicamentos antineoplasicos sao:
estabelecer a dose maxima tolerada (DMT) e identificar sinais de toxicidade em
orgaos alvos relacionados a exposicao do farmaco e a ciclos de tratamento para
assegurar o aumento de doses nos estudos clinicos de fase | e a duracdo da terapia
(EMEA, 1998; ICH, 2008).

2.5.1 Estudo de toxicidade

Com relagédo a avaliacao pré-clinica de seguranca, estudos de toxicidade em dose
Unica (toxicidade aguda), toxicidade ap6s a administracdo de doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local, carcinogenicidade além de
avaliacao da seguranca farmacoldgica e farmacocinética/toxicocinética deverao ser
realizados. De modo geral, os estudos de seguranga sdo conduzidos em duas
espécies, sendo uma roedora e outra nao-roedora, visando obter uma melhor base
para a extrapolagcdo dos dados de toxicidade para humanos. A escolha de um
modelo experimental adequado requer informacdes prévias das semelhancas e
diferengas entre o perfil farmacocinético no animal e no homem. Além disso, deve-
se considerar a facilidade da reproducdo ou aquisicdo da espécie, o tempo de
crescimento/desenvolvimento e a facilidade de manuseio em condicdes
experimentais. De acordo com essas informagdes, ratos e cdes tem sido

comumente utilizados em investigacdes de seguranca (WHO, 2004).

Com base nas diferentes regulamentacées preconizadas por diversos 6érgaos
internacionais para estudo de toxicidade aguda (EMEA, 1998; FDA, 1996; ICH,



2008), tais investigagbes devem ser conduzidas em animais saudaveis, de origem
conhecida, com peso e idade adequados. Especificamente, com base nas
regulamentagdes do EMEA (1998) e do ICH (2008) para o estudo de toxicidade
aguda de agentes antineoplasicos, esse deve ser realizado em uma espécie
roedora e, em casos onde essa espécie ndo apresenta boa correlacdo com a
toxicidade humana, como por exemplo, para os antifolatos ou novos agentes sob
investigacdo que apresentem um novo mecanismo de agédo, os estudos devem
também ser conduzidos em uma espécie ndao-roedora. Os guias preconizam ainda
que o periodo de acompanhamento dos animais seja de no minimo quatorze dias
pds-tratamento e que, em todos 0s grupos experimentais sejam avaliados os sinais
clinicos, o peso corporal e a patologia clinica (hematolégica e quimica clinica) e
ainda, que todos 0s animais sejam necropsiados.

Como mencionado anteriormente, o uso da CDDP na pratica clinica é limitado em
fungdo de seus efeitos adversos como nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
ototoxicidade, mielotoxicidade e disturbios gastrintestinais. Além disso, ha relatos de
que a administracao de altas doses de CDDP induz hepatotoxicidade (PRATIBHA et
al., 2006). Neste contexto, a avaliacdo da bioquimica clinica de uma nova
formulagdo contendo CDDP deve inicialmente focar, dentre outros, os parametros

que avaliem a funcgao renal e a fungdo hepatica.

2.5.1.2 Funcao renal

Os rins sao 6rgaos dinamicos que representam o maior sistema de controle da
homeostase corporal. Apresentam como principal funcdo a formag¢ao da urina por
meio da ultrafiltracdo nos glomérulos, da reabsorcdo tubular seletiva de agua e
solutos e da secrecado tubular seletiva de solutos. Além disso, atuam na producao
de horménios tais como eritropoietina (estimula a producao de eritrcitos) e renina
(mantém as concentracdes de sodio e, consequentemente, a pressao arterial) e na
metabolizacdo de vitamina D (GUYTON; HALL, 1998). Embora constituam menos
de 1% da massa corporal, os rins recebem cerca de 20 a 25% do fluxo sanguineo

cardiaco e, consequentemente, todo farmaco ou substancia quimica que atinja a



circulacao sistémica atingira os rins em quantidades elevadas. Portanto, os rins sao
considerados alvos frequentes de toxicidade de muitos xenobidticos (DEKANT;
VAMVAKAS, 1996). Varios fatores estdo envolvidos na maior susceptibilidade dos
rins aos efeitos tdxicos dos farmacos, entretanto, o alto fluxo sanguineo e a
concentracdo de alguns farmacos pelo mecanismo de reabsorcao tubular sdo os
mais importantes. Além disso, a biotransformacédo dos farmacos, em especial da
CDDP, em metabdlitos reativos potencialmente tdéxicos € um fator importante no
desenvolvimento de nefrotoxicidade. Nos tubulos proximais sdo encontrados altos
niveis de enzimas responsaveis pelo processo de metabolizagdo (como a enzima
citocromo P450), tornando-os particularmente susceptiveis aos danos quimicos.
Como os metabdlitos sdo geralmente instaveis, tendem a interagir com as
macromoléculas presentes nos sitios onde foram gerados, induzindo assim aos
efeitos tdxicos. Além disso, altas concentracbes de GSH sdo também encontradas
nos rins o que demonstra o seu importante papel nos mecanismos de detoxificacdo
(HANIGAN; DEVARAJAN, 2003).

Como o rim é o 6rgao alvo de toxicidade da CDDP, alteragdes significativas nas
fungbes normais sdo comumente observadas apdés o tratamento com esse
antineoplasico, estabelecendo com frequéncia um quadro de insuficiéncia renal
aguda. Uma reducédo de 20 a 40% na taxa de filtracdo glomerular, assim como
aumento nos niveis séricos de uréia e creatinina, sao alteracbes frequentes
observadas apés o tratamento com CDDP (DEKANT; VAMVAKAS, 1996). A maioria
dos estudos para acompanhamento da funcao renal de animais tratados com CDDP
utiliza como parametros avaliativos a determinacao plasmatica de uréia e creatinina,

bem como a avaliacdo morfoldgica do tecido renal.

A uréia é o produto final do catabolismo protéico sendo sintetizada primariamente
no figado e excretada principalmente pelos rins. Um aumento na uréia sanguinea
pode refletir tanto uma aceleragédo no catabolismo protéico quanto uma diminuicéo
na sua excrecao urinaria. Niveis aumentados de uréia sdo comumente encontrados
em situacdes clinicas de hipercatabolismo protéico, glomerulonefrite aguda, necrose
tubular aguda, dentre outros. Por outro lado, uma reducado nos niveis séricos de
uréia pode ser detectada em quadros de insuficiéncia hepatica grave, diminuicdo do



catabolismo protéico e nefrose ndo complicada de insuficiéncia renal (MILLER,
1999).

A creatinina € uma substancia nitrogenada nao protéica formada durante o
metabolismo muscular da creatina e fosfocreatina. A creatinina é excretada por
filtragdo glomerular e n&o é secretada nem reabsorvida em quantidades
significativas. Contudo, elevagdes nos niveis séricos de creatinina sao consideradas
importantes indicativos de comprometimento da fungcdo renal. Apesar de ser um
teste especifico na identificacdo de disfuncédo renal, alteracées nos niveis de
creatinina sdo detectadas somente apdés a perda de aproximadamente 50% da
funcdo renal, o que torna o teste tardio, pouco sensivel e impreciso (MILLER, 1999).
E sabido ainda que nos estagios iniciais de faléncia renal, pode ocorrer aumento na
secrecdo de creatinina, o que reduz seus niveis plasmaticos. Portanto, nesses
estagios iniciais, a razdo uréia/creatinina € utilizada como um marcador importante
que reflete uma reducdo na perfusdo renal bem como na taxa de filtracao
glomerular, sugerindo um dano renal inicial que leva a faléncia renal (ASNA et al.,
2005).

Com relacao as alteracbes morfolégicas do tecido renal advindas da administragéo
de CDDP, essas sdo observadas principalmente nas células epiteliais do segmento
S3, e, inicialmente sao detectadas nos tubulos proximais. As analises microscépicas
revelam degeneracdo, necrose e descamacao das células epiteliais. Nos quadros
de falha renal aguda, a lesdo predominante é a necrose aguda, cuja severidade é
dose e tempo-dependente (YAO et al., 2007).

2.5.1.2 Funcao hepatica

Se por um lado, a nefrotoxicidade decorrente do tratamento com CDDP é bem
caracterizada e € um fator limitante da terapia com CDDP, por outro, pouco se sabe
sobre o0s danos hepaticos induzidos por esse farmaco. Além disso, a
hepatotoxicidade ndo €& um fator limitante da terapia, mas ocorre comumente
quando a CDDP é administrada em altas doses (PRATIBA et al., 2006).



O figado, através de suas enzimas, participa de complexas fungdes de armazenar,
sintetizar, metabolizar, conjugar e excretar numerosas substancias endogenas e
exégenas. Por ser um 6rgao com diversas funcées metabdlicas, qualquer avaliacao
do seu estado funcional sera dependente da sua capacidade de executar uma
funcdo metabdlica especifica. Por isso, provas bioquimicas realizadas no soro
sanguineo tornam-se um excelente subsidio para a elucidacdo de comprometimento
hepatico induzido por diferentes farmacos (MEYER; SVENDSEN, 2003). Dentre os
exames laboratoriais utilizados para avaliar a funcdo hepatica, tem sido
recomendado a avaliacdo da atividade enzimatica da alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e GGT, além da

determinacao do proteinograma e dos niveis das bilirrubinas.

Em condicdes fisiologicas, as enzimas sdo encontradas em pequenas quantidades
no plasma sanguineo e em grandes quantidades no interior das células de certos
tecidos. Assim, um aumento da atividade sérica de tais enzimas indica alteragbes
teciduais decorrente do aumento da permeabilidade da membrana celular e
extravasamento dessas enzimas para o plasma sanguineo (MILLER; GONCALVES,
1999).

Em pequenos animais, a dosagem sérica de ALT € o teste de escolha para avaliar o
comprometimento hepético. A ALT é uma enzima que esta livre no citoplasma dos
hepatécitos e é essencialmente hepato-especifica para caes e gatos. Qualquer
leséo tissular ou doencga que afete o parénquima hepatico induz a liberacao de ALT
na corrente sanguinea. Dessa forma, a ALT além de ser sensivel é bastante
especifica para o diagnéstico de lesdao hepatica. O aumento da ALT esta
relacionado com a extensdo da lesdo e ndo com a gravidade da mesma. Portanto,
mesmo que uma lesdo nao cause morte celular, pode ser suficiente para induzir a
liberagdo de ALT na corrente sanguinea (KRAMER; HOFFMAN, 1997). A AST
também é comumente utilizada para avaliar lesao hepatica em pequenos animais,
porém apresenta menor especificidade que ALT. Por ser uma enzima citosélica e
mitocondrial, a liberacdo de AST na corrente sanguinea apenas ocorre com uma
lesdo de maior extensdo. Portanto, 0 aumento da atividade enzimética sérica de
AST é diretamente proporcional ao numero de hepatécitos afetados. Outro
marcador utilizado no diagnéstico de lesdo hepatocelular € a FA. Embora, nem todo



comprometimento hepético cause um aumento significativo dessa enzima, necrose
hepatocelular geralmente leva a um aumento transitério da FA (KRAMER;
HOFFMAN, 1997). Com relacdo a GGT, a membrana celular do epitélio do ducto
biliar apresenta grande atividade enzimatica da GGT (KRAMER; HOFFMAN, 1997).
Sua elevacéao € a alteracao laboratorial mais frequente nas doencas hepatobiliares,
pois € observada nas lesdes hepaticas inflamatorias, tdxicas e nas colestases.
Dessa forma, a atividade sérica de GGT esta aumentada, em grau dependente da
magnitude da hiperplasia e do bloqueio do sistema biliar. A GGT tem maior
especificidade que a AST e a FA para avaliar doenga hepatica (MILLER,;
GONCALVES, 1999).

Na patologia clinica, a avaliacdo do proteinograma também tem grande importancia
para o estabelecimento do grau de comprometimento hepatico, visto que o figado é
o principal responséavel pela produgéo de proteinas plasmaticas e, que a albumina é
produzida exclusivamente por esse 6rgao. Diante disso, a determinacao dos teores
séricos de proteina total deve estar associada a quantificagcdo de albumina sérica e,
eventualmente, ao fracionamento eletroforético de globulinas. Geralmente ndo se
observa hipoalbuminemia até que ocorra perda de 60 a 80% da fungcédo hepatica
(TRALL, 2007). Embora a maior parte das globulinas que participam do sistema
imune seja sintetizada nos tecidos linféide, o figado é outro importante 6rgao de
sintese. A insuficiéncia hepatica pode resultar em menor sintese, portanto em
menor concentracdo sérica de globulina. Segundo Kramer e Hoffman (1997), o
primeiro sinal de anormalidade hepatica € comumente identificado pela menor

proporcao de albumina em relagéo a globulina.

Por fim, a dosagem de bilirrubina sérica também tem grande importancia no
diagnoéstico de hepatopatias. A bilirrubina € um pigmento resultante do catabolismo
da hemoglobina, apés a destruicdo normal ou patolégica das hemacias. Ao ser
lancada no plasma, a bilirrubina liga-se rapidamente a albumina formando um
complexo que € denominado bilirrubina ndo conjugada ou indireta. Ao passar pelos
hepatécitos, a bilirrubina se desliga da albumina e conjuga-se ao &cido glicurénico,
transformando-se em glicuronidios de bilirrubina, conhecidos como bilirrubina
conjugada ou direta. Nos quadros de lesdes hepatocelulares aguda ocorre aumento
simultaneo das bilirrubinas direta e indireta (MILLER; GONCALVES, 1999).



2.5.2 Avaliacao da atividade antitumoral

Os estudos in vivo de atividade antitumoral sdo frequentemente conduzidos em
roedores, principalmente camundongos, levando em consideracdo as provaveis
diferencas com o homem no que diz respeito a farmacocinética e farmacodinamica.
A selecao de um modelo animal adequado, incluindo espécie, cepa e tipo de tumor,
deve ser dependente das propriedades do agente quimioterapico e das indicacoes
terapéuticas propostas (EMEA, 1998).

Na oncologia, diversos modelos experimentais tém sido propostos, quer para
compreender 0s mecanismos basicos da biologia tumoral quer para a investigacao
de novas modalidades terapéuticas. Os modelos de tumores experimentais
transplantaveis sdo os mais utilizados, dentre eles, os tumores ascitico e solido de
Ehrlich. Essa utilizacdo decorre principalmente da facilidade de padronizacdo do
namero e das caracteristicas das células tumorais inoculadas e devido ao
desenvolvimento rapido da neoplasia, o que restringe o tempo de estudo (DAGLI et
al., 1992).

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna e
corresponde a um adenocarcinoma mamario de camundongo fémea (EHRLICH,
1906). Esse tumor desenvolve-se em cavidades serosas como a abdominal e
pleural, bem como em musculos. As formas ascitica ou sélida de seu crescimento
ocorrem conforme o local de inoculagcao. Quando inoculado na cavidade abdominal,
as células tumorais crescem na sua forma ascitica, desenvolvendo um quadro de
carcinomatose peritoneal. Essa forma tem como caracteristica um grande acumulo
de liquido no abdémen e uma baixa resposta inflamatéria, com pequeno infliltrado
de macrofagos e um influxo tardio de células polimorfonucleares para a cavidade.
Quando inoculado no tecido subcutaneo, as células desenvolvem a forma sélida do
tumor. Morfologicamente, as células apresentam um alto grau de atipias,
caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada,
mitoses atipicas ou aberrantes e com uma relacdo nucleo-citoplasma maior que a
das céulas normais. O estroma €& constituido por fibras colagenas e capilares
neoformados (HOSSNE, 2002).



O tumor de Ehrlich possui capacidade de crescimento em quase todas as linhagens
de camundongos, é considerado pouco imunogénico, pois ndo expressa moléculas
do complexo de histocompatibilidade de classe Il. Devido a sua baixa imunidade,
esta neoplasia apresenta crescimento bastante agressivo, com proliferacao celular
acelerada e invasao de tecidos adjacentes (KODAMA; KODAMA, 1975).
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3 OBJETIVOS

Esta tese de doutorado tem como objetivo avaliar os parametros de seguranca e
eficacia, mediante o estudo de toxicidade aguda e da atividade antitumoral in vivo,

de uma nova formulacao lipossomal contendo CDDP, SpHL-CDDP.

3.1 Objetivos Especificos

Em ambito mais especifico os objetivos principais sao:

v Determinar a DMT e a DLso da CDDP livre e dos SpHL-CDDP administrados
por via IV ou IP em camundongos Swiss sadios;

v Avaliar as alteragdées hematoldgicas, indicativas de mielotoxicidade, advindas
da administracdo IV ou IP de diferentes doses de SpHL-CDDP em camundongos
Swiss sadios e comparar com a administracao de CDDP livre;

v’ Avaliar as alteracdes bioguimicas, indicativas de toxicidade renal e hepatica,
observadas apés a administracéao IV ou IP de SpHL-CDDP em camundongos Swiss
sadios e comparar com a administracao de CDDP livre;

v Avaliar as alteracdes histolégicas da medula éssea, rins, figado e baco de
camundongos Swiss sadios tratados por via IV ou IP com SpHL-CDDP e comparar
com a administracao de CDDP livre;

v Estudar a atividade antitumoral de SpHL-CDDP administrados por via IV em
camundongos Swiss portadores de tumor sélido de Ehrlich e comparar com a
administracdo de CDDP livre e uma formulagdo lipossomal nédo pH-sensivel
contendo CDDP (NSpHL-CDDP).



CAPiTULO 1

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE LIPOSSOMAS
pH-SENSIVEIS DE CIRCULACAO PROLONGADA
CONTENDO CISPLATINA



1 INTRODUCAO



1 INTRODUGAO

Como mencionado anteriormente, a CDDP é largamente utilizada, tanto em
pacientes adultos quanto em criangas, na terapia contra varios tipos de
canceres humanos. De acordo com o tipo de tumor, a CDDP é utilizada em
associacdo com outros farmacos em diferentes esquemas terapéuticos,
administrados por via IP ou IV. Entretanto, como a maioria dos antineoplasicos,
a CDDP atua indiscriminadamente, tanto nas regides tumorais quanto nas regides
nao acometidas pelo tumor, causando uma série de efeitos adversos graves para o
organismo. O inconveniente do uso desse quimioterapico reside, sobretudo, na
nefrotoxicidade severa, mielosupressao, ototoxicidade e neurotoxicidade, além de
efeitos colaterais como nauseas e vomitos, que podem levar a interrupcao do
tratamento. Os pacientes que necessitam dessas terapias e os médicos que as
prescrevem sdo obrigados a fazer um balangco da relacdo risco/beneficio para

avaliar se, e até quando, pode-se utilizar esse farmaco.

A encapsulacdo da CDDP em lipossomas pH-sensiveis pode constituir uma
alternativa para contornar esses inconvenientes, pois SpHL-CDDP pode conduzir a
uma maior seletividade farmacolégica decorrente da liberacdo preferencial da
CDDP no sitio tumoral, diminuindo e/ou eliminando a toxicidade sistémica. Como ja
mencionado, estudos de biodistribuicdo demonstraram que a administracdo de
SpHL-CDDP induziu uma menor passagem da CDDP para o tecido renal em
comparacdo com a administracdo do farmaco livre (ARAUJO et al, 2008;
CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a). Pensando em possiveis aplicagdes clinicas
dos SpHL-CDDP no tratamento da carcinomatose peritoneal por via IP, bem como,
no tratamento por via IV dos diversos tipos de tumores sdlidos, faz-se necessario
avaliar a toxicidade pré-clinica dessa formulacao a fim de avaliar sua seguranca e
seu potencial para aplicacao clinica. Portanto, nesta primeira parte do estudo foi
avaliada a toxicidade aguda de SpHL-CDDP apés sua administracao por via IP e IV

em camundongos Swiss sadios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPE e DSPE-MPEGyy, foram adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Alemanha). CHEMS e a solucao padrao de fésforo foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). A cisplatina (CDDP) foi adquirida da Quiral Quimica
do Brasil S/A (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil). N-2-hidroxietilpiperazina e
hidréxido de sédio foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil). O metanol, acetato de etila e a dimetilformamida, todos os solventes grau
HPLC, foram adquiridos da Tedia (Fairfield, Ohio, Estados Unidos). Cloroférmio P.A.
e éter etilico P.A. foram adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil). O cloreto de sédio
P.A. e o isopropanol foram provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua
utilizada em todos os experimentos foi deionizada e destilada.

2.2 Preparacao de SpHL-CDDP e CDDP livre

A preparacao dos lipossomas foi realizada pelo método de evaporagdo em fase
reversa, como descrito anteriormente por Carvalho-Junior e colaboradores (2007a).
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). Primeiramente, aliquotas cloroférmicas de DOPE,
CHEMS e DSPE-MPEG2 (concentracédo lipidica total igual a 40 mM; razao 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, uma solu¢cao de CDDP a 2,0 mg/mL preparada
em solucdo de NaCl 0,9% (p/v) foi adicionada. A razdo entre as fases aquosa e
etilica foi igual a 1:3, respectivamente. A mistura obtida foi submetida a agitagédo no
vértex durante 3 minutos, produzindo uma emulsdo do tipo agua/éleo. A emulsao
foi, em seguida, levada ao rotavapor e o éter etilico foi completamente removido sob



pressao reduzida, até a formacado das vesiculas lipidicas. Os lipossomas obtidos
foram calibrados, utilizando um extrusor Lipex Biomembranes modelo TO001
(Vancouver, Canada), mediante sua passagem em membranas de policarbonato de
0,4 um, 0,2 um e 0,1 um (5 ciclos em cada membrana). A CDDP nao encapsulada
foi separada dos lipossomas por ultracentrifugacéo (ultracentrifuga Optima® L-80XP,
Beckman Coulter) a 150.000 g, a 10 °C, durante 90 minutos para a obtencédo dos
lipossomas purificados. Os lipossomas brancos (SpHL sem CDDP) foram
preparados nas mesmas condi¢des descritas acima.

A solucao de CDDP livre foi preparada mediante solubilizacdo de 50 mg de CDDP
em 20 mL de solucao de NaCl 0,9% (p/v), sob aquecimento em temperatura de

37 °C, seguida de agitagdo em vortex. Essa solugéo foi transferida para um baléo

volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com solugédo de NaCl 0,9% (p/v).

2.3 Caracterizacao quimica e fisico-quimica de SpHL-CDDP

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao diametro, potencial zeta, teor de
encapsulacao e pela determinacao da razao molar CDDP:fosfolipide.

2.3.1 Determinacao do diametro e potencial zeta

A analise do diametro das vesiculas e o indice de polidispersao foram determinados
por espectroscopia de correlagdo de fétons utilizando o equipamento Zetasizer
3000 HSA (Malvern, Inglaterra). Para a realizagcdo das medidas, aproximadamente
50 pL de lipossomas (SpHL ou SpHL-CDDP) foram diluidos em 5 mL de solugao 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 analise monomodal. O indice de polidispersédo reflete o perfil de

homogeneidade do didametro das vesiculas e, amostras com indice de polidispersao



inferior a 0,3 foram consideradas monodispersas. O potencial zeta das vesiculas foi
determinado por espectroscopia de correlacdo de fétons associado a mobilidade
eletroforética utilizando também o equipamento Zetasizer 3000 HSA. As medidas
foram feitas em triplicata e o0s resultados foram apresentados como a
média * desvio padrao.

2.3.2 Determinacao do teor de CDDP encapsulada em SpHL-CDDP

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizada como método de
doseamento da CDDP. O aparato consistiu de uma bomba modelo 515, um auto-
injetor modelo 717 Plus e um detector DAD modelo 2996 (Waters Instruments,
Milford, Estados Unidos), conectado a um computador apresentando o software
Empower, versdao 2.0. Para a separacdo da CDDP foi utilizada uma pré-coluna
4 x 4 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Alemanha) conectada a uma coluna Lichrosper®
100 NH, 25 cm x4 mm, 10 um (Merck, Darmstadt, Alemanha). O sistema eluente
foi composto por acetato de etila, metanol, dimetilformamida e agua, na proporcao
4:4:1:1, respectivamente. O volume de injecdo foi de 20 uL, em fluxo igual a
1,0 mL.min™" e o material eluido foi detectado em comprimento de onda igual a
310 nm. Inicialmente, a membrana lipidica dos SpHL-CDDP foi aberta com alcool
isopropilico na proporcdo 1:2, respectivamente, e em seguida, a preparagao foi
diluida 1,5 vezes com o sistema eluente e injetada no cromatografo. A quantidade
de CDDP foi determinada nos lipossomas antes da ultracentrifugacao (SpHL-CDDP
nao purificados) e apo6s a ultracentrifugacao (SpHL-CDDP purificados). O teor de
encapsulacao (TE) da CDDP foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

TE = [CDDP presente nos SpHL-CDDP purificados] x 100
[CDDP presente nos SpHL-CDDP nao purificados]




2.3.3 Determinacéo da relacio CDDP/fosfolipide

A concentracao de fosfolipides presente nas preparacgdes foi determinada de acordo
com o método descrito por Bartlett (1959). O método consistiu em um doseamento
colorimétrico baseado na formacao de um complexo entre ions fosfato e molibdato,
o qual em meio acido apresenta uma coloracado azul. A intensidade da coloracao
azul produzida foi proporcional a concentracdo de fésforo contida na amostra. A

sensibilidade do método estd compreendida entre 0,5 e 5 ug de fésforo.

Primeiramente, 250 uL da solucdo padrao de fosforo ou de SpHL-CDDP foi
adicionada em tubos de borosilicato. Em seguida, o fésforo organico presente nas
amostras foi mineralizado através da adicdo de 400 uL de uma solug¢do de &cido
sulfarico 10 N. Os tubos foram transferidos para um dry-block (MA 4004, Marconi,
Brasil) a temperatura de 180-195 °C e aquecidos durante 30 minutos. Em seguida,
os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e, 100 uL de uma solugdo de
agua oxigenada 10% (v/v) foram adicionados. Os tubos foram novamente
transferidos para o dry-block a temperatura de 180-195 °C e aquecidos durante 30
minutos. Em situacdes onde a solugcdo ndo se encontrava limpida, o procedimento
anterior foi novamente realizado. Em seguida, os tubos foram novamente resfriados
a temperatura ambiente e, 4,6 mL de uma solu¢do de molibdato de aménio (2,229
de molibdato de aménio, 0,7 mL de H.SO4 36 N e agua destilada gsp 100 mL) e
0,5 mL de uma solugao de acido ascorbico a 10% (p/v) foram adicionados. Os tubos
foram agitados vigorosamente com o auxilio de um vértex e aquecidos a
temperatura de 90 °C por 20 minutos. Um complexo de cor azulada foi formado e a
densidade otica da solucdo foi medida em espectrofotobmetro (Hitachi U 2001,
Jap&o) em comprimento de onda igual a 800 nm. Para a obtengdo da curva de
calibracao de fosforo foram utilizados cinco diferentes pontos (1, 2, 3, 4 e 5 ug)
desse elemento a partir de uma solucdo padrao de fésforo 0,65 mM. Os testes
foram realizados em ftriplicata e a equacéo da reta foi determinada por regressao
linear. Para a dosagem da concentracdo de fosforo presente nos SpHL-CDDP, as
amostras foram preparadas de acordo com a concentracéo teérica de fosfolipides

de modo a se obter uma massa de fésforo de aproximadamente 3 ug de fésforo.



2.4 Experimentacao in vivo

2.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (30 + 5g) e fémeas (25 + 5g), com 6
semanas de idade, obtidos no biotério da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais. 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. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG e estdo de acordo
com o0 guia para o cuidado e uso de animais de laboratério recomendado pelo
Institute of Laboratory Animal Resources.

2.4.2 Avaliacao da Toxicidade Aguda

Os parametros utilizados para a avaliacao da toxicidade aguda incluiram: avaliagao
dos sinais clinicos, acompanhamento do peso corporal, mortalidade, analise
hematoldgica e bioquimica, além de avaliacao histopatolégica.

Para o estudo de toxicidade aguda apo6s administracdo da CDDP livre ou SpHL-
CDDP por via IP, diferentes grupos de camundongos, machos e fémeas, receberam
uma dose unica de CDDP livre (5; 10; 20 e 30 mg/kg) ou SpHL-CDDP (7; 12; 30; 45
e 80 mg/kg). A solucao de CDDP livre e SpHL-CDDP foram injetadas nos animais
imediatamente apds sua preparacao. Os grupos controle receberam solugao salina
ou SpHL (a dose de lipide foi equivalente aquela administrada nos animais tratados
com SpHL-CDDP nas doses de 30 e 80 mg/kg). Cada grupo experimental consistiu
de 10 camundongos machos e 10 fémeas. A escolha da dose inicial foi baseada em
dados da literatura, cujos valores de DMT estabelecidos para a CDDP livre
administrada por via IP foram de aproximadamente 8 mg/kg, enquanto para CDDP



associada a microesferas, os valores de DMT estabelecidos foram de
aproximadamente 35 mg/kg (TAMURA et al., 2002c).

Para o estudo de toxicidade aguda apos administracdo da CDDP livre ou SpHL-
CDDP por via IV, diferentes grupos de camundongos, machos e fémeas, receberam
uma dose unica de CDDP livre (5; 7,5; 10; 15; 20 e 25 mg/kg) ou SpHL-CDDP (20;
25; 30; 35 e 40 mg/kg). A solucao de CDDP livre e SpHL-CDDP foram injetadas nos
animais imediatamente apds sua preparagdao. Os grupos controle receberam
solucdo salina ou SpHL (a dose de lipide foi equivalente aquela administrada nos
animais tratados com SpHL-CDDP na dose de 40 mg/kg). Cada grupo experimental
consistiu de 5 camundongos machos e 5 fémeas. A escolha da dose inicial foi
baseada em dados da literatura, cujos valores de DMT para a CDDP livre
administrada por via IV foram aproximadamente igual a 6-8 mg/kg (NEWMAN et al.,
1999).

Apos o tratamento com CDDP livre ou SpHL-CDDP o0s animais foram
acompanhados por um periodo de 14 dias. Durante esse periodo experimental,
mudancas no comportamento e o peso dos animais foram monitorados. Além disso,
o tempo em que os sinais de toxicidade ou morte ocorreram também foi registrado.
Para os dados de peso corporal, a variagcdo do peso ao longo do periodo
experimental foi calculada em relacdo ao peso inicial. A DLsy, foi determinada
usando o método estabelecido por Litchifield e Wilcoxon (1949). A DMT foi definida
como a maior dose que causou perda de peso inferior a 15%, ndo causou morte ou
qualquer sinal de toxicidade proeminente durante os 14 dias de observacao
(VASSILEVA et al., 2007).

2.4.2.1 Investigacoes Hematoldgicas e Quimica Clinica

4 ww2

Exames hematologicos e bioquimicos foram realizados em todos os animais
sobreviventes 14 dias apos o tratamento com CDDP livre, SpHL-CDDP, solucao
NaCl 0,9% (p/v) ou SpHL. Os camundongos foram anestesiados com uma mistura
de xilazina (7,5 mg/kg) e ketamina (60 mg/kg) e amostras de sangue foram



coletadas em tubos sem anticoagulantes (para avaliacdo bioquimica) e em tubos
contendo 0,18% (p/v) de EDTA (para avaliagdo hematoldgica). A coleta do sangue
foi realizada no plexo braquial dos animais e o0 sangue foi imediatamente transferido
para os diferentes tubos e encaminhado para analise. Os parametros hematolégicos
avaliados incluiram contagem de hemacias, hemoglobina, hematocrito, contagem
de leucdcitos (total e diferencial) e contagem de plaquetas. Todas as analises foram
realizadas usando um analisador automatizado (Abacus Junior Vet, Diatron R
Messtechnick GmbH, Austria). As funcdes hepatica e renal foram avaliadas
utilizando-se a quimica clinica. Para a determinacdo da funcdo hepatica foram
realizadas dosagens de ALT, AST, FA, GGT, proteina total, globulina e albumina. A
nefrotoxicidade foi determinada mediante medidas da concentracao sérica de uréia
e creatinina. Todos os testes bioquimicos foram realizados mediante analise
espectrofotométrica utilizando um autoanalizador (Cobas Mira Plus, Roche, EUA) e
kits de diagnéstico obtidos do Laboratério Labtest Diagnostica (Lagoa Santa, Minas

Gerais, Brasil).

2.4.2.2 Avaliacao Histopatologica

Para andlise histopatolégica, os rins, o figado, o bago e a medula 6ssea foram
removidos, lavados com solucao de NaCl 0,9% (p/v) e fixados em formaldeido a
10% (v/v). Os fragmentos dos tecidos foram incluidos em blocos de parafina,
seccionados em cortes de 5 um de espessura e corados pelo método hematoxilina-
eosina. As laminas foram analisadas por um patologista e as imagens foram obtidas

usando um microscépio Optico conectado a uma camera.

2.5 Analise Estatistica

Os dados hematolégicos e bioquimicos foram expressos como a média * erro

padrao da média. Para a verificacdo da normalidade e homocedasticidade da



variancia utilizou-se os testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente. As variaveis
que nao apresentaram distribuicdo normal foram transformadas pelas equacdes:
y =log (variavel + 1) ou y=raiz (variavel + 1). A diferenga entre os grupos
experimentais foi testada por analise de variancia seguida do teste de Tukey. Para
analisar a variacdo de peso corporal, foi realizada analise de covariancia e os
valores antes do tratamento foram considerados como covariavel. Para todas as
analises adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P foi menor ou igual

a 0,05 (P <0,05).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE 1

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SpHL-CDDP
ADMINISTRADOS POR VIA INTRAPERITONEAL



3.1 Resultados

3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos SpHL-CDDP

A porcentagem de encapsulacdo da CDDP nos SpHL-CDDP foi 24,7 + 3,2. A razao
molar CDDP:lipide nos SpHL-CDDP foi de 0,050 + 0,003. O diametro médio das
vesiculas de SpHL-CDDP foi igual a 133,1 £ 7,7 nm e o indice de polidispersao foi
igual a 0,11, indicando que esta formulagdo € monodispersa. SpHL-CDDP exibiram
valores de potencial zeta proximo da neutralidade (0,9 +1,3mV). SpHL
apresentaram valores de diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta
equivalentes aqueles obtidos para SpHL-CDDP. Esses achados foram similares
aqueles descritos anteriormente por Carvalho-Junior e colaboradores (2007a).

3.1.2 Avaliacao do peso dos animais

Durante os 14 dias de monitoramento, ndo foi observada perda de peso em
camundongos Swiss machos e fémeas tratados com CDDP livre (5 mg/kg) ou
SpHL-CDDP (7 mg/kg), exceto para o grupo de camundongos fémeas no segundo e
quarto dias apo6s injecao de SpHL-CDDP e CDDP livre, respectivamente
(Figura1.1). Por outro lado, uma perda de peso no periodo inicial pdés-
administracao de CDDP livre (10 mg/kg) ou SpHL-CDDP (12 mg/kg) foi observada
no grupo de camundongos machos (Figura 1.1 A e B). A recuperacdo do peso
corporal dos animais dentro do grupo tratado com CDDP livre foi mais tardia do que
dentro do grupo tratado com SpHL-CDDP (décimo e oitavo dias, respectivamente;
P < 0,05). Entretanto, no caso de camundongos fémeas, um maior impacto sobre o
0 peso corporal pode ser detectado. Os camundongos fémeas tratados com CDDP
livre (10 mg/kg) apresentaram uma pronunciada perda de peso (-36%) até o oitavo
dia pés-tratamento e a recuperagao também ocorreu a partir do décimo dia. Por
outro lado, apdés a administracao de SpHL-CDDP na dose de 12 mg/kg, a perda
maxima de peso observada foi igual a 12%. Além disso, 0 ganho de peso foi maior



para as fémeas tratadas com SpHL-CDDP do que aquelas tratadas com CDDP livre
(P < 0,05; Figura 1.1 C e D). Sinais de toxicidade mais expressivos relacionados a
perda de peso corporal foram observados apoés o tratamento com CDDP livre na
dose de 20 mg/kg (Figura 1.1 A e C). Os camundongos machos e fémeas
apresentaram uma grande perda de peso até o quarto dia p6s-injecao. Além disso,
vale destacar que uma taxa de mortalidade significativa ocorreu em ambos 0s sexos
de camundongos (90% e 70% para machos e fémeas, respectivamente) até o
quinto dia apdés a administragdo de CDDP livre na dose de 20 mg/kg (Figura 1.2).
Os camundongos fémeas que sobreviveram apresentaram uma recuperagcao do
peso a partir do sexto dia pds-injecdo de CDDP livre. Em contraste, camundongos
machos e fémeas que receberam SpHL-CDDP, na dose de 30 mg/kg, mostraram
uma perda de peso corporal até o quarto dia pés-tratamento (Figura 1.1 B e D),
enquanto apenas dois camundongos machos morreram e nenhuma morte foi
observada no grupo de camundongos fémeas (Figura 1.2). A variagdo de peso
corporal para os animais tratados com SpHL-CDDP nas doses de 45 e 80 mg/kg
nao foi registrada, uma vez que uma alta taxa de mortalidade ocorreu no periodo
inicial do tratamento (70% até o quarto dia pds-injecdo). O grupo controle tratado
com solucéo salina, em ambos os sexos, mostrou um ganho de peso durante o
periodo de investigacdo, exceto os quatro primeiros dias no caso de fémeas, o qual
apresentou perda de 16% do peso corpéreo. As razdes para essa perda de peso
inicial ndo estao claras. Os animais que receberam SpHL apresentaram uma perda
de peso no periodo inicial, até o quarto dia, mas a recuperacao ocorreu a partir do
sexto dia pos-tratamento (Figura 1.1 B e D).
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Figura 1.1 - variacdo do peso corporal de camundongos Swiss machos (A e B) e
fémeas (C e D) observada durante 14 dias apds a administracao IP de CDDP livre ou
SpHL-CDDP. * Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com
CDDP livre e SpHL-CDDP em doses similares (5, 10 e 7, 12 mg/kg, respectivamente).

* Representa diferenca significativa entre os tratamentos CDDP livre, SpHL-CDDP e seu
respectivo grupo controle. O nivel de significancia foi considerado para valores de
P < 0,05. abc Variacdo do peso corporal foi determinada apenas para oito, sete e trés
camundongos sobreviventes, respectivamente. ND indica que a variagcao nao foi
determinada a partir do sexto dia devido a morte dos animais. Os dados foram
expressos como a média * erro padrao da média.



3.1.3 Mortalidade e Sinais Clinicos

Na Figura 1.2 estdo apresentados os resultados de mortalidade de camundongos
machos e fémeas apds o tratamento com CDDP livre, SpHL-CDDP e controles
(salina e SpHL). A administracdo de CDDP livre na dose de 10 mg/kg em fémeas
induziu uma alta mortalidade (60%), enquanto nenhuma morte foi observada apds o
tratamento com SpHL-CDDP em dose similar (12 mg/kg). Além disso, um alto nivel
de mortalidade também foi observado em camundongos machos (90%) e fémeas
(70%) tratados com CDDP livre na dose de 20 mg/kg. O tratamento com 30 mg/kg
de CDDRP livre causou 100% de morte dos camundongos de ambos os sexos. Por
outro lado, a administracdo de SpHL-CDDP na dose de 30 mg/kg induziu apenas
20% de morte no grupo de camundongos machos e nenhuma morte foi observada
no grupo de camundongos fémeas. O aumento da dose administrada de SpHL-
CDDP para 45 mg/kg levou a uma alta taxa de mortalidade (80% e 90% para
machos e fémeas, respectivamente). Apds a administracdo de 80 mg/kg de SpHL-
CDDP, pbéde-se observar a morte de todos os animais. Nenhuma morte foi
observada no grupo controle tratado com solugdo salina e somente uma morte
ocorreu em ambos o0s sexos de camundongos tratados com SpHL apresentando
concentracao lipidica equivalente aquela presente no tratamento com SpHL-CDDP
na dose de 30 mg/kg. No grupo controle tratado com SpHL apresentando
concentracgao lipidica equivalente aquela presente no tratamento com SpHL-CDDP
na dose de 80 mg/kg, ocorreu 10% e 20% de morte para fémeas e machos,

respectivamente.

Ap6s a administracdo de todas as doses de CDDP livre, alguns efeitos como
diarréia, ataxia e fraqueza foram observados em todos os camundongos machos e
fémeas, no entanto, nos grupos tratados com SpHL-CDDP, esses efeitos foram
somente observados apds a administragdo de altas doses (45 e 80 mg/kg). Além
disso, piloerecao foi detectada nos grupos que receberam CDDP livre em todas as
doses. Para os grupos que receberam SpHL-CDDP, piloerecao foi observada apés
a administracdo de 30, 45 e 80 mg/kg. Entretanto, nos animais tratados com
30 mg/kg de SpHL-CDDP esse efeito desapareceu no terceiro dia apdés o



tratamento. Nenhum sinal clinico aparente de toxicidade foi detectado nos grupos

controle tratados com solugéo salina ou SpHL.
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Figura 1.2 - Taxa de sobrevida de camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B)
tratados com CDDP livre (5 mg/kg, ¢; 10 mg/kg, ®; 20 mg/kg, A; 30 mg/kg, V), SpHL-
CDDP (7 mg/kg, ¢; 12 mg/kg, ©; 30 mg/kg, V; 45 mg/kg, A; 80 mg/kg, 0), salina (m) e SpHL
(dose de lipides foi equivalente aquela administrada no tratamento com SpHL-CDDP na

dose 30 (x) e 80 (|) mg/kg).



Os valores de DLsyg € DMT estabelecidos para camundongos machos e fémeas
tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP estdao apresentados na Tabela 1.1. Os
resultados mostraram que os valores de DLsg obtidos apés o tratamento com SpHL-
CDDP para camundongos machos e fémeas foram, respectivamente, 2,7 e 3,2
vezes superiores aqueles obtidos apds a administracdo de CDDP livre. A DMT
estabelecida apdés o tratamento com SpHL-CDDP foi cerca de 3 vezes superior
aquela estabelecida com a administracdo de CDDP livre. Esses resultados
demonstram que a encapsulagdo da CDDP em lipossomas pH-sensiveis de
circulacao prolongada é capaz de reduzir sua toxicidade in vivo.

Tabela 1.1 - DL;, e DMT estabelecidas apés administracéo IP de CDDP livre ou
SpHL-CDDP em camundongos Swiss

DLso SpHL-
Sexo | Tratamento | Dlso 95%1C° | CDDP /p DLy, , PMT
(mg/kg) CDDP livre | (M9’k0)
CDDP livre 16,8 | 12,9-21,9 <10
Machos 2,7
SpHL-CDDP 45,4 37,4 - 55,1 <30
. CDDRP livre 14,9 10,6 - 21,6 <10
Fémeas 3,2
SpHL-CDDP | 475 | 41,8-54,0 30

“1C significa intervalo de confianca de 95%.

3.1.4 Investigacoes hematolégicas

As alteragdes dos parametros hematolégicos de camundongos machos e fémeas
tratados com CDDP livre e SpHL-CDDP estdo sumarizadas nas Tabelas 1.2 e 1.3.
Inicialmente, foi investigado o efeito da interagdo sexo e tratamento nos diferentes
parametros hematoldégicos. Os resultados estatisticos demonstraram a auséncia
desse efeito na quantificagdo de hemacias, hemoglobina e linfcitos (Tabela 1.2),
ao passo que, a quantificacdo do hematécrito, contagem de leucdcitos, neutrdfilos,
mondcitos e plaquetas foram diretamente influenciados por essa interagéao

(Tabela 1.3). Nenhuma alteracao significativa sobre a contagem de hemacias e a



quantificacdo de hemoglobina foi observada ap6s a administracdo da maioria das
doses de CDDP livre e SpHL-CDDP (Tabela 1.2). Uma pequena redugao nos niveis
de heméacia e hemoglobina foi detectada somente ap6s a inje¢cao de CDDP livre na
dose de 10 mg/kg. A administragdo de SpHL-CDDP (12 mg/kg) induziu um aumento
da contagem de hemacias e hemoglobina em comparacao com o grupo controle
SpHL. As razdes dessas alteracbes permanecem ainda sem esclarecimento. Com
relacdo aos niveis de linfocitos, pdde-se observar que o0s mesmos foram
drasticamente afetados pela administracdo de CDDP livre em todas as doses. A
contagem de linfécitos foi significativamente menor nos grupos tratados com CDDP
livre em comparacdo aos grupos controle tratados com solucdo salina ou SpHL
(P<0,05). O tratamento com SpHL-CDDP né&o afetou a contagem de linf6citos
quando comparado ao grupo controle SpHL (P> 0,05). Uma redugdo no
hematécrito foi detectada em camundongos machos e fémeas tratados com CDDP
livre na dose de 10 mg/kg quando comparado ao grupo controle tratado com
solucdo salina e ao grupo tratado com SpHL-CDDP (Tabela 1.3). Esses achados
associados com a diminuicdo na contagem de hemacias e nos niveis de
hemoglobina sugerem o aparecimento de uma leve anemia ap6s o tratamento com
CDDP livre. Por outro lado, esse sinal de toxicidade n&o apareceu em
camundongos que receberam SpHL-CDDP.

A contagem de leucdcitos total foi significativamente reduzida e associada com uma
marcada neutropenia em camundongos machos e fémeas submetidos ao
tratamento com CDDP livre nas doses de 5 e 10 mg/kg (P < 0,05) (Tabela 1.3).
Nenhuma alteracao nas contagens de leucécitos e neutréfilos foi observada apés a
administracdo de SpHL-CDDP em camundongos machos e fémeas quando
comparado ao grupo controle tratado com SpHL, demonstrando que a
encapsulacdo da CDDP em lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada
mantém as células do sistema imune dentro dos niveis de normalidade. Nenhuma
diferenga significativa foi observada na contagem de mondcitos de animais tratados
com SpHL-CDDP, ao passo que, para camundongos machos tratados com CDDP
livre, diferencas significativas foram detectadas. Além disso, nenhuma alteragcédo na
contagem de eosindfilo e baséfilo foi observada apés ambos tratamentos (dados
nao apresentados).



Finalmente, os niveis de plaquetas aumentaram significativamente em
camundongos machos tratados com CDDP livre na dose de 5mg/kg e em
camundongos fémeas tratados com CDDP livre (10 mg/kg) e SpHL-CDDP
(30 mg/kg). Vale ressaltar que todos os paradmetros hematolégicos foram similares
entre os grupos controle tratados com solugdo salina ou SpHL. Este fato indica que
a administracéo IP de lipides ndo induz toxicidade hematoldgica.



Tabela 1.2 - Parametros hematoldgicos de camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao tratamento por via IP

com CDDP livre ou SpHL-CDDP’

Controles CDDRP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)
Parametros Salina SpHL 5 10 7 12 30
Hemécias M 8102 7,8%02 8,6 +0,4 7,240,3 8,2+0,2 9,4+0,2 7,1+0,2
(10%/mm?) F 84+05 800,22 7104 7104 7,7+0,5 9,1+0,1 7,6+0,2
G 83+03 7,90, 80+0,3  7,0+03% 80+0,3 93+0,1° 7,340,2
Hemoglobina M 13,6+04 12,4402 12,7+0,5 10,8+05 13,0£05 150+02 12,2+0/4
(g/dl) F  136+0,8 12,6%0,2 11,9+06 11,7+0,3 12,7+06 152+04 12,8+0,2
13,6 £0,4 12,5+0,1 12,4404 11,1+0,4%° 12,8404 151+02° 125402
Linfocitos M 3603 43%03 1,8+0,2 2,240,2 4,6+0,7 5,0+0,2 3,3+0,4
(10%/mm?) F 31+04 2,7+05 1,7+0,2 1,3+0,3 1,7+0,5 3,6+0,4 2,6+0,2
G 34+03 34%03 1,8+0,2%° 1,9+0,2%° 3,2+0,6 43+0,3 3,0£0,3

* Esses parametros nao foram influenciados pela interacao sexo e tratamento. M (machos), F (fémeas) e G (média do grupo)
@ Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre e SpHL-CDDP em doses similares (5,

10 e 7, 12 mg/kg, respectivamente).
®Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo

controle.
O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média.
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Tabela 1.3 - Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao tratamento por via IP com CDDP livre ou

SpHL-CDDP’

Parametros Controles CDDP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)

Salina SpHL 5 10 7 12 30
Hematécrito M 45 + 1 38 + 1 43 + 2° 33 +12° 42 + 1 51 +1° 39 + 1
(%) F 47 +3 40 1 33 +2%° 34 +2%° 44 +1 50 +1° 41 +1
Leucécitos M 58+0,6 6,7 £0,6° 2,1+0,2%° 2,5+0,2%° 7,5+1,3° 7,7+0,3° 6,5+0,9
(10%mm® F  52+04 4,7+0,7 1,9+0,2° 1,7 £0,4%° 29+0,7 6,1+0,5 4,7+0,4
Neutréfilos M 2,1+0,4 23+04 0,3+0,1%° 0,2 +0,0%° 2,4 +1,3° 2,4+0,2 3,0 £0,5°
(10%mm® F  1,7+02 1,8+0,3 0,1+0,0° 0,5+0,1° 1,1+0,3 2,2+0,1 1,9+0,2
Monécitos M 0,141 £0,047 0,171 £0,021° 0,004 +0,004*° 0,007 +£0,005*° 0,191 £0,082° 0,139 +0,031 0,206 + 0,097
(10%mm®  F 0,059 +0,021 0,046 +0,016 0,025 +0,006 0,006 +0,006° 0,024 +0,015 0,121 £0,023 0,096 + 0,017
Plaquetas M 682 +59° 697 + 96° 957 + 83°¢ 806 + 54° 768 + 39 837 + 35° 792 + 54
(10¥%mm®) F 427 +39 494 + 50 327 + 79° 1085 + 98%° 803 + 40 605 + 35 885 + 73°

*Esses parametros foram influenciados pela interacao sexo e tratamento. M (machos) e F (fémeas).

? Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre e SpHL-CDDP em doses similares (5, 10 e 7,
12 mg/kg, respectivamente).

b Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle.

° Representa diferenca estatistica significativa entre camundongo macho e fémea.

O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média.
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3.1.5 Analise Bioguimica

As alteragbes nos parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal estao
apresentadas na Figura 1.3. A administracdo IP de CDDP livre nas doses de 5 e
10 mg/kg em camundongos machos e fémeas ndo afetou os niveis sanguineos de
uréia e creatinina quando comparado ao grupo controle tratado com solugao salina
(Figura 1.3 A). Entretanto, para verificar as possiveis razbées de morte observada
para o grupo tratado com CDDP livre na dose de 20 mg/kg, a toxicidade renal foi
avaliada quatro dias ap6s a administracdo dessa mesma dose (a razdo de escolha
deste procedimento se deve ao fato de que nenhuma morte foi observada nesse
intervalo de tempo, como demonstrado na Figura 1.2). Os resultados desse estudo
demonstraram aumento significativo (P < 0,05) nos niveis de uréia e creatinina de
camundongos machos e fémeas tratados com CDDP livre na dose de 20 mg/kg. Os
valores foram aproximadamente 9,5 vezes maiores que o0s do grupo controle
(Figura 1.3 A e B). Entretanto, nenhuma alteracdo nos niveis de uréia foi detectada
apdés o tratamento com SpHL-CDDP nas doses de 7 e 12 mg/kg em ambos o0s
sexos de camundongos. Aumento significativo nos niveis de uréia foram somente
observados apdés a administracdo de 30mg/kg de SpHL-CDDP (valor
aproximadamente 1,7 vezes superior ao obtido para o grupo controle tratado com
SpHL) (Figura 1.3 A). Surpreendentemente, os grupos que receberam SpHL-CDDP
nas doses de 7 e 12 mg/kg apresentaram menores niveis de creatinina do que o
grupo controle tratado com SpHL. Nos camundongos machos e fémeas tratados
com SpHL-CDDP (30 mg/kg), foram obtidos niveis de creatinina similares aos
camundongos tratados com SpHL (P> 0,05). E interessante notar que mesmo
quando altas doses de SpHL-CDDP foram administradas, a toxicidade renal ainda
foi menor que apos o tratamento com CDDP livre. Nenhuma diferencga significativa
foi observada entre os grupos controle. Além disso, camundongos machos e fémeas
submetidos ao tratamento com CDDP livre apresentaram um indice uréia/creatinina
duas vezes maior que aqueles tratados com SpHL-CDDP (Tabela 1.4). Por outro
lado, o indice uréia/creatinina dos animais tratados com SpHL-CDDP foi similar
aqueles encontrados para o grupo controle tratado com solugéo salina. Portanto,
esses achados indicam que o tratamento com SpHL-CDDP foi capaz de eliminar a



reducado na perfusao renal bem como na taxa de filtracdo glomerular causada pela
administracédo de CDDP livre.
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Figura 1.3 - Niveis de uréia (A) e creatinina (B) de camundongos Swiss machos () e
fémeas (M) tratados por via IP com diferentes doses de CDDP livre ou SpHL-CDDP.

* Representa diferenca estatistica significativa entre o tratamento com CDDP livre e SpHL-
CDDP em doses similares (5, 10, 20 e 7, 12, 30 mg/kg, respectivamente). # Representa
diferenga estatistica significativa entre o tratamento com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu
respectivo grupo controle. O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05
(teste de Tukey). Os dados foram expressos como a média * erro padrdao da média.



Tabela 1.4 - Avaliacdo da alteracao renal detectada no periodo inicial

pos-tratamento por via IP com CDDP livre ou SpHL-CDDP

indice Uréia/Creatinina
Tratamento Machos Fémeas
Salina 115+ 27 1187
CDDP livre (20 mg/kg) 221 + 35° 261 + 40%°
SpHL-CDDP (30 mg/kg) 96 +15 112 +23

?Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
CDDRP livre e SpHL-CDDP.

®Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
CDDP livre ou SpHL-CDDP e o controle salina.

O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste
de Tukey).

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média.

Na Tabela 1.5 estdo apresentados os resultados dos parametros bioquimicos
indicativos de toxicidade hepatica. Para camundongos machos e fémeas tratados
com CDDP livre (5 e 10 mg/kg), nenhuma alteragdo clinica significativa foi
observada em comparacdo com o grupo controle tratado com solucao salina, exceto
para a quantificacdo de AST no grupo de camundongos machos submetidos ao
tratamento com CDDP livre (10 mg/kg). Entretanto, camundongos machos e fémeas
que receberam CDDP livre na dose de 20 mg/kg apresentaram niveis aumentados
de AST, ALT e GGT, indicando o aparecimento de toxicidade hepatica apds a
administracdo de altas doses de CDDP livre. Ap6s a injecdo de SpHL-CDDP
(30 mg/kg), um aumento nos niveis de ALT e AST foi observado apenas no grupo
de camundongos fémeas. Além disso, alteracdes nos niveis de GGT foram
detectadas ap6s a administragcdo de SpHL-CDDP nas doses de 12 e 30 mg/kg, em
ambos os sexos de camundongos. Praticamente, nenhum efeito nos niveis de FA,
proteina total, aloumina e globulina foram observados apds a administracao de

ambas formulagcées em todas as doses avaliadas.



Tabela 1.5 - Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica avaliados em camundongos Swiss machos e fémeas

submetidos ao tratamento por via IP com CDDP livre ou SpHL-CDDP

Controles CDDP livre (mg/’k SpHL-CDDP (mg/k
Parametros - (mg/kg) P (mg/kg)

Salina SpHL 5 10 20 12 30
ALT M 60 + 4 71+3 60 + 4 59 +4 246 + 49°° 52+4 64 +5 81 +5°
(IU/L) F 705 69 + 6 62+ 10 56 +9 141 +29° 50 +6 75+5 174 +29°
AST M 194 +29 179 +13 247 +29 269 +24*° 615+ 44" 200+21 16616 178 £12°
(IU/L) F 193 +13 209 + 41 212+36 243+38 470 +117° 238 + 24 185+19 408 +12°
GGT M 47+03 22+03 41+05 45+07° 95+0,9° 28+02 48+06° 5,6+05°
(g/dL) F 42+05 23+05 47+06 20+04® 85+0,5° 38+02 54+03° 36+03
FA M 108 +12° 93 + 11 127 £5% 140 +12 130 £ 16 57 +9 169 +11° 57 +7°
(IU/L) F 136 +7 111 +12 116+15 121 £ 11 112+ 15 55+ 6° 144+10  145+15
Proteina Total M  6,8+0,2° 52+0,3 48+0,7° 55+03 6,9 1,1 42+03 45+0,1 6,2+0,6
(g/dL) F 51+0,3 54+0,4 54 +0,1 5,6 +0,1 6,6 £0,5 43+05 4,7+0,1 51+0,1
Albumina M  23+0,1 28+0,1 23+0,1 25+0,1 24+05 21+03 2,1+0,1 24+0,2
(g/dL) F 3,1+0,1 2,8+0,1 23+03 26+0,2 32+0,8 21+0,1 22+04 3,3+0,3
Globulina M 29+02° 26+02 31+0,1° 3,1+0,1 42+0,3 23+02 2,6+0,1 27+0,2
(g/dL) F 37+0,2 22+0,1 26+0,4 29402 3,7+0,3 20+0,2 23+04 28+04

ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), GGT (yglutamiltransferase), FA (fosfatase alcalina), M (machos) e
F (fémeas). ? Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre e SpHL-CDDP em doses similares (5,
10 e 7, 12 mg/kg, respectivamente). b Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP
e seu respectivo grupo controle. ° Representa diferenca estatistica significativa entre camundongos machos e fémeas. O nivel de
significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey). Os dados foram expressos como a média * erro padrao da

média.
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3.1.6 Avaliacao Histopatoldgica

Neste estudo, somente as fotomicrografias de camundongos fémeas foram
apresentadas, uma vez que as mesmas alteracdes histopatoldgicas foram
observadas em ambos 0s sexos de camundongos. A avaliagdo histopatoldgica da
medula Ossea esta representada na Figura1.4. Como discutido acima, a
administracdo de CDDP livre (20 mg/kg) induziu 100% de mortalidade dos
camundongos. Por essa razao, as alteragoes histolégicas da medula éssea apds o
tratamento com 20 mg/kg de CDDP livre também foram investigadas. Os cortes
histolégicos do tecido hematopoiético demonstraram uma hipocelularidade
caracterizada por aumento do material intercelular e diminuicdo dos precursores das
células sanguineas, a qual foi mais acentuada na linhagem megacariocitica
(Figura 1.4 B). Entretanto, nenhuma alteragdo microscépica na medula 6ssea foi
observada para os animais tratados com 30 mg/kg de SpHL-CDDP. O perfil
morfolégico da medula éssea desses animais foi semelhante ao encontrado nos

animais dos grupos controle tratados com solucéo salina ou SpHL (Figura 1.4 D).

Com relacao a toxicidade renal, a avaliacdo microscopica dos rins de camundongos
submetidos ao tratamento com CDDP livre na dose de 20 mg/kg revelou severa
necrose tubular aguda (Figura 1.5 B). Cortes histol6gicos do parénquima renal
demonstraram morte celular e degeneragcdo das células tubulares com um epitélio
tubular achatado, luzes tubulares dilatadas e preenchidas por um material
proteinaceo. Esses resultados mostraram uma correlagcdo direta entre os altos
niveis de uréia e creatinina sanguineos e a presencga de alteragao renal. Por outro
lado, ndo houve evidéncia de disfuncdo renal nos animais tratados com SpHL-
CDDP (Figura 1.5 D). As caracteristicas morfolégicas dos rins foram similares aos
grupos controle (salina e SpHL) (Figura 1.5 A e C). Portanto, vale destacar que
mesmo apds a administracdo de uma dose alta de SpHL-CDDP (30 mg/kg),
nenhuma alteracéo indicativa de toxicidade renal foi observada.

Com relagao aos tecidos hepatico e esplénico, nenhuma alteracdo histolégica foi
observada em camundongos submetidos ao tratamento com CDDP livre ou SpHL-
CDDP em todas as doses administradas (Figuras 1.6 e 1.7).
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com solucao salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose
de 30 mg/kg (D). As setas mostram a presenca de megacariocitos no tecido hematopoiético.
Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x100.
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Figura 1.5 - Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss fémeas tratados com
solucéo salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose de
30 mg/kg (D). As setas mostram a presenca de material proteinaceo no interior dos tubulos

renais. Coloracdo hematoxilina-eosina, aumento original x100.
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Figura 1.6 - Fotorﬁicrografias do fl'gado de camundohgos Swiss fémeasrtratados com
solucéao salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose de
30 mg/kg (D). Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x100.
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Figura 1.7 - Fotomicrografias do baco de camundongos Swiss fémeas tratados com solugdo
salina (A), CDDP livre na dose de 20 mg/kg (B), SpHL (C) e SpHL-CDDP na dose de 30 mg/kg
(D). Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x100.



3.2 Discussao

A quimioterapia IP para o tratamento de carcinomatose peritoneal usando como
agente antitumoral a CDDP é limitada devido a sua absor¢ao através da membrana
peritoneal. Consequentemente, toxicidade sistémica pode ser observada, a qual se
manifesta principalmente no tecido renal e € o principal fator dose-limitante da
terapia com CDDP, por reduzir a qualidade de vida dos pacientes e restringir os
protocolos de tratamento (BOULIKAS; VOUGIOUKA, 2003; PHILLIPS et al., 2002).
Sistemas nanoestruturados contendo CDDP tém sido desenvolvidos com o objetivo
de aumentar a concentracdo local do farmaco ou a duracdo da exposicdo do
farmaco na cavidade peritoneal, dentre estes destacam-se: microesferas,
nanoparticulas e lipossomas (BOULIKAS, 2004; TAMURA et al., 2002 a,b; XU et al.,
2006). Esta nova tentativa terapéutica pode contribuir para uma diminuicdo ou
eliminacdo dos efeitos toxicos sistémicos. Nessa primeira parte do estudo, a
toxicidade aguda de um novo carreador nanoestruturado contendo CDDP, SpHL-
CDDP (desenvolvido por nosso grupo de pesquisa), foi avaliada. A encapsulacao da
CDDP neste novo sistema de liberacao para a administracdo IP tem algumas
vantagens potenciais. A rapida absorcdo da CDDP através da membrana peritoneal
pode ser evitada, resultando, portanto, em sua retencéo na cavidade peritoneal por
periodos longos de tempo e seu melhor influxo nas células tumorais. Essa
localizagdo de SpHL-CDDP préximo ao sitio tumoral pode favorecer a liberacédo
preferencial da CDDP nessa regiao devido ao baixo pH. Uma maior concentragéo
de CDDP no sitio tumoral pode levar a uma penetragdo mais profunda dentro do
tumor, melhorando, portanto, sua eficacia terapéutica. Além disso, sabe-se que a
CDDP apresenta uma acéo vesicante a qual pode ser contornada com o uso de
lipossomas (BAIREY et al., 1997; PHILLIPS et al., 2002; SCHRIJVERS, 2003). Para
desenvolver um novo agente terapéutico contendo CDDP, uma série de estudos
pré-clinicos deve ser conduzida. Portanto, nesse estudo, varios parametros
indicativos de toxicidade foram investigados, a saber: variagdo do peso corporal,
mortalidade, perfis hematolégico e bioquimico (funcdes renal e hepatica) e
avaliagao histopatologica apés a administracao IP em camundongos Swiss machos

e fémeas.



A administracédo de CDDP livre (5 mg/kg) ou SpHL-CDDP (7 mg/kg) resultou em um
perfil de perda de peso corporal semelhante. Porém, a injecdo de CDDP livre em
doses superiores a 10 mg/kg em camundongos machos e fémeas induziu uma
resposta diferente com relacdo ao peso corporal quando comparado ao grupo
SpHL-CDDP. A reducédo do peso foi extremamente maior em camundongos fémeas
que receberam 10 mg/kg de CDDP livre. Além disso, a recuperagcdo do peso em
ambos os sexos de camundongos que receberam CDDP livre ocorreu mais
tardiamente do que para o grupo que recebeu SpHL-CDDP. Os sinais de toxicidade
tornaram-se mais evidentes no grupo tratado com CDDP livre a partir da dose de
10 mg/kg, uma vez que os valores de DLsy para camundongos machos e fémeas
foram 16,8 e 14,9 mg/kg, respectivamente. No entanto, SpHL-CDDP provou ser
capaz de reduzir a toxicidade induzida pela CDDP em camundongos machos e
fémeas, visto que aumentou aproximadamente 3 vezes os valores da DLsg, 0s quais
foram estabelecidos como 454 e 475mg/kg para machos e fémeas,
respectivamente. E importante ressaltar ainda que sinais clinicos como diarréia,
ataxia e fraqueza foram observados apos o tratamento de CDDP livre em todas
doses avaliadas, enquanto que, no tratamento com SpHL-CDDP, esses sinais foram
somente detectados em doses mais altas que a DLsy.

Os parametros hematolégicos investigados confirmaram a maior toxicidade induzida
pela CDDP livre, quando comparada a administracdo de doses similares de SpHL-
CDDP. Sabe-se que a quimioterapia com CDDP induz uma supressao
hematopoiética, a qual foi confirmada, nesse estudo, mediante a depressédo do
namero de hemacias, leucdcitos, linfocitos e neutréfilos e da quantidade de
hemoglobina e hematécrito (ASNA et al, 2005; WORKING et al., 1998). Em
contraste, nenhuma alteracao dos parametros hematolégicos foi observada apés o
tratamento com SpHL-CDDP (30 mg/kg), indicando auséncia de mielotoxicidade. A
analise histopatolégica da medula éssea também demonstrou redugdo dos
precursores celulares sanguineos nos animais tratados com CDDP livre, entretanto,
nenhuma alteragéo notavel foi observada apdés o tratamento com SpHL-CDDP.

No que diz respeito a toxicidade renal, € bem documentado na literatura que a
CDDP induz lesbdes tubulo-intersticiais, danificando os tubulos proximais,

especificamente o segmento S3 da regido medular além de provocar alteragdes



mitocondriais nos néfrons distais (YAO et al.,, 2007). No presente estudo, foram
observadas diferencas significativas no tecido renal de camundongos submetidos
ao tratamento com CDDP livre em comparacdo com aqueles tratados com SpHL-
CDDP. Os animais tratados com CDDP livre apresentaram um comprometimento
histoldgico caracteristico de necrose tubular aguda, enquanto o perfil histopatolégico
dos camundongos tratados com SpHL-CDDP foi semelhante aos grupos controle
tratados com SpHL ou salina. Alguns estudos relatam que, o comprometimento
renal também pode ser expresso em funcdo do aumento dos niveis plasmaticos de
uréia e creatinina. Entretanto, nas fases inicial de injaria renal, pode ocorrer um
aumento da secrecao de creatinina, consequentemente, evitando um aumento dos
niveis plasmaticos da mesma (ASNA et al., 2005). Assim, nessa fase inicial, é
comum expressar o dano renal pelo indice uréia/creatinina, uma vez que valor
elevado desse indice reflete a reducédo da perfusao renal bem como da taxa de
filtragdo glomerular, como foi observado apds a administracdo de CDDP livre.
Contudo, o uso de SpHL-CDDP demonstrou claramente prevenir a toxicidade renal
como foi evidenciado pela reducdo do indice uréia/creatinina. E importante enfatizar
que embora sejam observadas alteracbes nos niveis plasmaticos de uréia e
creatinina ap6s o tratamento com uma dose alta de SpHL-CDDP (30 mg/kg), essas
ndo comprometeram a sobrevida dos animais diferentemente do observado apés a
administracao de CDDP livre na dose de 20 mg/kg. Provavelmente, a reducao das
alteracdes renais observadas apds o tratamento com SpHL-CDDP foi devido a
capacidade dos lipossomas de modificar o perfil de distribuicdo do farmaco
encapsulado. Estudos de biodistribuicdo realizado em camundongos portadores de
tumor ascitico de Ehrlich apés injecdo IP de CDDP livre e SpHL-CDDP,
demonstraram um maior coeficiente de particdo tecido renal/sangue apdés o
tratamento com CDDP livre (3,8) em comparacdo com o tratamento com SpHL-
CDDP (1,8) (ARAUJO et al, 2008). Esses resultados indicam o maior
extravasamento da CDDP livre para o tecido renal, o que pode induzir severa

nefrotoxicidade.

Diante do exposto, os resultados demonstraram importantes diferencas no espectro
de toxicidade IP dos SpHL-CDDP quando comparados com a CDDP livre, revelando
os efeitos benéficos desses lipossomas como carreadores da CDDP. Esse perfil

favoravel de toxicidade indica seu potencial para estudos clinicos futuros.



PARTE 2

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SpHL-CDDP
ADMINISTRADOS POR VIA INTRAVENOSA



3.1 Resultados

3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos SpHL-CDDP

A porcentagem de encapsulacdo da CDDP nos SpHL-CDDP foi de 23,4 £5,5. O
didmetro médio e o indice de polidispersao das vesiculas de SpHL-CDDP foi igual a
140,4 £ 9,2 nm e 0,087 £ 0,009, respectivamente. SpHL-CDDP exibiram valores de
potencial zeta préximo da neutralidade (0,9 £ 1,3 mV). SpHL apresentaram valores
de didmetro médio e indice de polidispersdo iguais a 145 nm e 0,051,
respectivamente. O potencial zeta também apresentou valores proximos da

neutralidade.

3.1.2 Avaliacao do peso dos animais

A Figura 1.8 apresenta os resultados de variagdo do peso dos camundongos
machos e fémeas tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP ao longo dos 14 dias
experimentais. Foi observado um ganho no peso corporal dos camundongos
machos e fémeas tratados com CDDP livre na dose de 5 mg/kg durante todo o
periodo experimental, exceto nos dois primeiros dias no grupo de camundongos
fémeas, no qual uma pequena perda (3%) de peso foi detectada (Figura 1.8 A e C).
Ap6s o tratamento com 7,5 mg/kg de CDDP, uma perda de peso corporal no
periodo inicial da avaliacdo também foi detectada no grupo de camundongos
machos, porém a perda maxima observada foi igual a 6% e a recuperacao do peso
corporal ocorreu a partir do sexto dia experimental. Os camundongos fémeas
tratados com CDDP livre na dose de 7,5 mg/kg apresentaram uma perda de peso
corporal durante os 14 dias de monitoramento e a redugao maxima obtida foi igual a
14% (sexto e oitavo dias pos-tratamento). A administracdo de CDDP livre na dose
de 10 mg/kg também induziu uma perda de peso corporal até o quarto dia pos-
tratamento em ambos os sexos de camundongos (Figura 1.8 A e C). Pronunciados

sinais de toxicidade relacionados com a alteragdo do peso foram observados em



camundongos fémeas e machos tratados com CDDP livre nas doses de 15 e
20 mg/kg, respectivamente. O grupo de camundongos fémeas apresentou uma
grande perda de peso corporal no periodo inicial de observacédo e todos os animais
morreram até o sétimo dia pds-tratamento. No grupo de camundongos machos,
uma taxa de mortalidade expressiva (40%) foi observada até o quinto dia
experimental (Figura 1.9). Os animais sobreviventes mostraram uma recuperacao
do peso corporal a partir do décimo dia pés-administracao de CDDP livre. Por outro
lado, o tratamento de camundongos machos e fémeas com 20 mg/kg de SpHL-
CDDP induziu uma perda de peso corporal até o quarto dia de observacédo
(Figura1.8 B e D) e nenhuma morte foi observada em ambos o0s sexos
(Figura 1.9). Para os animais submetidos a administragdo de SpHL-CDDP na dose
de 25 mg/kg, também foi detectada uma reducao no peso corporal no periodo inicial
de monitoramento e a recuperag¢ao ocorreu a partir do sexto dia. O aumento da
dose administrada para 30 mg/kg levou a uma perda de peso pronunciada em
camundongos fémeas e, somente um animal sobreviveu mantendo o peso corporal
reduzido ao longo do periodo experimental. A administracao de 35 mg/kg de SpHL-
CDDP em camundongos machos também induziu uma perda de peso expressiva
observada até o quarto dia pds-tratamento. Com relacdo aos grupos controle
tratados com solucdo salina ou SpHL, tanto camundongos machos quanto fémeas,

apresentaram um ganho de peso ao longo de todo o periodo experimental.
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Figura 1.8 - Variacéo do peso corporal de camundongos Swiss machos (A e B) e
fémeas (C e D) monitorado durante 14 dias apdés a administracio IV de CDDP livre

(5 mg/kg, ®; 7,5 mg/kg, ¢, 10 mg/kg, A; 15 mg/kg, ¥; 20 mg/kg, =), SpHL-CDDP

(20 mg/kg, O; 25 mg/kg, ©; 30 mg/kg, ¢; 35 mg/kg, V), salina (x) e SpHL (*).
Os dados foram apresentados como a média + erro padrao da média.

3.1.3 Mortalidade e Sinais Clinicos

Os resultados de sobrevida de camundongos machos e fémeas submetidos ao
tratamento com CDDP livre, SpHL-CDDP assim como os grupos controle estao
apresentados na Figura 1.9. Apds administracdo de doses baixas de CDDP livre (5 e
7,5 mg/kg), nenhuma morte foi observada em ambos os sexos de camundongos. O

tratamento com 10 e 15 mg/kg de CDDP livre induziu somente 20% de mortes em



camundongos machos, enquanto em camundongos fémeas a taxa de mortalidade
obtida foi de 40% e 100%, respectivamente. O aumento da dose administrada para
20 e 25 mg/kg em camundongos machos levou a uma taxa de mortalidade de 40% e
100%, respectivamente.

Por outro lado, nenhuma morte foi observada ap6s o tratamento com SpHL-CDDP
na dose de 20 mg/kg em ambos 0s sexos. A injecdo de 25 e 35 mg/kg de SpHL-
CDDP, induziu uma alta taxa de mortalidade (60%) dos camundongos machos. O
aumento da dose administrada de SpHL-CDDP para 40 mg/kg conduziu a morte de
todos os camundongos machos. Um alto nivel de mortalidade também foi observado
em camundongos fémeas que receberam SpHL-CDDP na dose de 25 mg/kg (60%) e
30 mg/kg (80%), e 100% de morte foi obtido ap6s o tratamento com 35 mg/kg de
SpHL-CDDP.

Sinais clinicos de toxicidade como diarréia, ataxia, piloerecdo e fraqueza foram
observados nos camundongos tratados com CDDP livre, enquanto nos animais
submetidos ao tratamento com SpHL-CDDP esses efeitos foram apenas detectados
apdés a administracdo de doses altas (35 e 40 mg/kg). Além disso, nos animais que
receberam CDDP livre em doses superiores a 7,5 mg/kg, foi detectada uma severa
reacdo na pele seguida de necrose no local da administracdo. Esse mesmo efeito
nao foi observado em nenhum grupo tratado com SpHL-CDDP. Nenhum sinal clinico
aparente de toxicidade e nenhuma morte foram verificados nos grupos controle

tratados com salina ou SpHL.

Os valores de DLsg e DMT obtidos para camundongos machos e fémeas tratados por
via IV com CDDP livre ou SpHL-CDDP estdo apresentados na Tabela 1.6. Os
resultados demonstraram que SpHL-CDDP foi capaz de aumentar 1,7 e 2,4 vezes a
DLso em camundongos machos e fémeas, respectivamente. Por outro lado, a DMT
estabelecida apos o tratamento com SpHL-CDDP foi cerca de 3 vezes superior
aquela estabelecida com a administracdo de CDDP livre, indicando que a
encapsulagdo da CDDP em SpHL-CDDP foi capaz de reduzir sua toxicidade

sistémica.
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Figura 1.9 - Taxa de sobrevida de camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) tratados
com CDDP livre (5 mg/kg, x; 7,5 mg/kg, ¢; 10 mg/kg, A; 15 mg/kg, ¥; 20 mg/kg, m;
25 mg/kg, ®), SpHL-CDDP (20 mg/kg, O; 25 mg/kg, ©; 30 mg/kg, ¢; 35 mg/kg, V;
40 mg/kg, A), salina (*) e SpHL (]) (a dose de lipide foi equivalente aquela administrada no
tratamento com SpHL-CDDP na dose 40 mg/kg).



Tabela 1.6 - DL;, e DMT estabelecidas ap6s tratamento IV com CDDP livre ou
SpHL-CDDP em camundongos Swiss

DL, SpHL-
Sexo Tratamento DLso 95% |IC? CDISDOP /p DL, DMT
(mg/kg) copplivre | (Mok9)
CDDP livre 15,9 13,0- 19,4 7,5
Machos 1,7
SpHL-CDDP 27,5 23,7-31,8 20
. CDDP livre 10,8 95-12,4 7,5
Fémeas 2,4
SpHL-CDDP 25,9 23,1 -29,1 20

?1C representa o intervalo de confianca de 95% obtido nos grupos tratados com
CDDP livre ou SpHL-CDDP.

3.1.4 Avaliacao Hematoldgica

Os parametros hematol6gicos dos camundongos machos e fémeas submetidos ao
tratamento IV com CDDP livre ou SpHL-CDDP estdo sumarizados nas Tabelas 1.7
e 1.8. Para esses parametros também foi investigado o efeito da interacdo sexo e
tratamento. Os resultados demonstraram a influéncia direta desse efeito de
interacdo apenas para a quantificacdo de hemoglobina, contagem de linf6citos e
plaquetas (Tabela 1.8) enquanto os demais parametros nao sofreram influéncia

desse efeito (Tabela 1.7).

Uma reducgéao significativa nos niveis de hemacias e no hematdcrito foi detectada
apés a administragcdo de CDDP livre nas doses de 7,5 e 10 mg/kg. Nenhuma
alteracao na contagem de leucdcitos, neutrofilos e monécitos foi observada apés a
administracdo de CDDP livre nessas mesmas doses. Como mencionado
anteriormente, uma taxa de mortalidade de 100% foi obtida no grupo de
camundongos fémeas e 20% no grupo de camundongos machos tratados com
CDDP livre na dose de 15 mg/kg. No entanto, para os machos que sobreviveram
nao foi detectada alteracao significativa nos parametros hematol6gicos avaliados. O
tratamento com CDDP livre (20 mg/kg) reduziu significativamente o hematécrito, a
contagem de leucécitos e neutréfilos em relagdo ao grupo controle tratado com
solucdo salina (P<0,05). A quantificacdo do hematdcrito também foi



significativamente reduzida, apds o tratamento com 20 mg/kg (fémeas e machos) e
25 mg/kg (fémeas) de SpHL-CDDP em comparacdo com o grupo tratado com
SpHL. Por outro lado, o tratamento com SpHL-CDDP nao afetou a contagem de
leucocitos, neutréfilos e mondécitos em nenhuma das doses administradas
(Tabela 1.7). Praticamente nenhuma alteragdo nos niveis de hemoglobina foi
detectada ap6s a administracdo de CDDP em todas as doses avaliadas. Uma
reducao nos niveis de linfocito foi detectada ap6s a administracédo de CDDP livre na
dose de 20 mg/kg (Tabela 1.8). Esses achados correlacionados com a diminuicao
de leucdcitos e neutréfilos demonstram uma acentuada redugdo nas células de
defesa do organismo o que poderia contribuir para a alta mortalidade obtida nesse
grupo experimental (Figura 1.9). Por outro lado, esse sinal de toxicidade nao
apareceu em camundongos que receberam SpHL-CDDP. Com relacédo a contagem
de plaquetas, uma plaquetopenia foi detectada nos camundongos machos tratados
com CDDP livre na dose de 10 mg/kg e em camundongos fémeas tratados com
25 mg/kg de SpHL-CDDP. Uma analise comparativa entre CDDP livre (7,5 mg/kg) e
SpHL-CDDP (20 mg/kg), doses correspondentes a dose maxima tolerada em
ambos o0s grupos, demonstrou que as alteracbes nos niveis de heméacias,
hemoglobina e linfécitos decorrentes da administracdo com SpHL-CDDP
apresentaram diferencas significativas em relacao aquelas tratadas com CDDP
livre. Além disso, vale ressaltar que nao foram observadas diferencas entre

parametros hematolégicos dos grupos controle tratados com salina ou SpHL.



Tabela 1.7- Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas avaliados quatorze dias apos o tratamento por via IV com

CDDP ou SpHL-CDDP*

Controles CDDP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)
Parametros Salina SpHL 5,0 7,5 10 15 20 20 25 35
Hemacias M 8,3%0,1 8,3+0,1 84+04 74104 7,4+0,2 7,8+04 6,6 +1,1 7,8+0,2 N.D. 7,3+£0,2
(106/mm3) F 8,2+0,1 8,4+0,2 86+04 7,1+£0,2 7,3+0,3 N.D. N.D. 7,6+0,2 8,0t0,1 N.D.
G 8,2+0,1 8,3+0,2 85+0,3 72+02% 74+02° 7,7+0,1°
Hematécrito M 443+1,1 416+1,0 453+20 374+17 394+12 408+20 33,3+25% 39,7+1,0 N.D. 37,9+0,1
(%) F 429+04 441+18 466 +04 359+12 385=%2,1 N.D. N.D. 36,5+1,1 39,0+0,4°% N.D.
G 43,8+05 426+1,0 46,0+0,8 36,6+1,00 39,0+1,0° 38,3+0,9°
Leucécito M 56+04 6,5+0,8 5,4+0,8 48+04 55+0,6 52+0,6 2,7+0,22 6,3+0,8 N.D. 41+0,1
(103/mm3) F 58+05 41+0,6 48+0,6 54+0,7 4,7+0,9 N.D. N.D. 58+0,7 54+t1,1 N.D.
G 58+04 55+0,8 51+0,7 52+0,6 51+0,7 6,1+0,5
Neutrofilo M 22+0,3 2,6+0,3 2,0+04 2,3+0,2 22+0,3 1,8+0,3 0,8 £ 0,022 1,5+0,3 N.D. 1,7+0,1
(103/mm3) F 20+0,2 1,5+0,2 1,6+0,4 25+0,6 1,4+04 N.D. N.D. 3,3+0,3 2,7+0,6 N.D.
G 2,1+0,2 2,210,3 1,8+0,3 2,4+0,3 1,8+0,3 2,3+0,4
Mondcito M 0,12+0,04 0,13+0,03 0,11 +0,04 0,07+0,01 0,16+0,01 0,18+ 0,08 0,06 = 0,001 0,08 £0,02 N.D. 0,10+0,06
(103/mm3) F 0,07+0,01 0,10+0,01 0,14+0,05 0,08+0,02 0,09+0,04 N.D. N.D. 0,14+0,03 0,05+0,01 N.D.
G 0,09+0,02 0,10+0,02 0,13+0,03 0,07+0,01 0,13+£0,02 0,10+ 0,02

"Esses parametros nao foram influenciados pelo efeito de interacdo sexo e tratamento. M (machos), F (fémeas) e G (média do grupo).
?Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle.

b Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre (7,5 mg/kg) e SpHL-CDDP (20 mg/kg).

N.D. significa nao determinado.
O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).
Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média.
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Tabela 1.8 - Parametros hematolégicos de camundongos Swiss machos e fémeas avaliados quatorze dias apos o tratamento por via IV com

CDDP ou SpHL-CDDP*

Controles CDDP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)
Parametros Salina SpHL 5,0 7,5 10 15 20 20 25 35
Hemoglobina M 128+0,1 12,6+0,2 134+06 112+05 11,2+04 11,3+x04 10,4%1,5 12,9 +0,3°¢ N.D. 10,8+ 0,1
(g/dl) F 13,1+0,3 13,4+0,5 13,0£0,5 11,4+£0,3 12,4 £ 0,6 N.D. N.D. 11,3+0,2% 11,2+0,3° N.D.
Linfécito M 3,4+0,3 3,7+0,6 33x05 23%£0,3 3,1+04 32+03 1,8+01°% 4,8 +0,6°° N.D. 2,2+0,2
(103/mm3) F 37+04 24104 3,0+0,4 3,606 39+1,0 N.D. N.D. 2,1+0,3 25+0,2 N.D.
Plaquetas M 460 +28 638 + 54° 768 +84% 652+ 21 268 +30° 757 +122 483 +51 716 £ 53 N.D. 699 + 140
(103/mm3) F 484 +25 427 + 26 807+48 732+32 503 + 38 N.D. N.D. 677 + 31 396 + 322 N.D.

Esses parametros nao foram influenciados pelo efeito de interacao sexo e tratamento.
@ Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle.
b Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre (7,5 mg/kg) e SpHL-CDDP (20 mg/kg).
° Representa diferenca significativa entre grupos de camundongos M (machos) e F (fémeas).

N.D. significa nao determinado.
O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).
Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média.
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3.1.5 Analise Bioguimica

As alteragbes nos parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal avaliados
14 dias ap6s o tratamento com CDDP livre ou SpHL-CDDP estdo apresentadas na
Tabela1.9. O tratamento com CDDP livre na dose de 5 mg/kg n&o induziu
alteragdes significativas nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina em ambos 0s
sexos de camundongos, em comparagao com o grupo controle tratado com solucao
salina. Para camundongos machos e fémeas submetidos a administracdo de CDDP
livre na dose de 7,5 mg/kg, um aumento significativo nos niveis de uréia (P < 0,05)
foi observado. O aumento da dose administrada para 10 mg/kg e 20 mg/kg em
fémeas e machos, respectivamente, induziu elevacdes significativas nos niveis
plasmaticos de uréia em comparagcdo com o grupo controle tratado com solugéo
salina. Nenhuma alteracao significativa nos niveis de creatinina foi observada apés
a administracdo de CDDP livre nas diferentes doses. Entretanto, nos estagios
iniciais de comprometimento renal, um mecanismo compensatério de secrecao
pode ser ativado e parte da creatinina pode entdo ser secretada, mantendo seus
niveis plasmaticos dentro dos limites de normalidade. Nessas situagdes, a avaliacdo
do indice uréia/creatinina pode ser um indicativo de toxicidade renal em estégio
inicial. Portanto, alteracées significativas no indice uréia/creatinina apdés a
administracdo de CDDP livre (7,5 e 10 mg/kg) foram observadas em fémeas,
enquanto para os machos, aumentos expressivos somente foram notados apos a
administracdo de 15 e 20 mg/kg de CDDP livre. Em relagdo ao tratamento com
SpHL-CDDP praticamente nenhuma alteracdo significativa nos niveis de uréia e
creatinina foram observados apds a administracao das diferentes doses, exceto no
grupo de animais machos tratados com SpHL-CDDP na dose de 20 mg/kg, no qual
uma reducdo nos niveis de uréia e creatinina foi observada, em comparagao com o
grupo controle tratado com SpHL. Aumento do indice uréia/creatinina foi apenas
observado apo6s a administragdo de uma dose alta de SpHL-CDDP (35 mg/kg) em
camundongos machos. Além disso, uma analise comparativa dos dois tratamentos
considerando a DMT de ambos, demonstrou que a administragdo de SpHL-CDDP
reduziu significativamente a toxicidade renal induzida pela CDDP livre em
camundongos machos como observado pelos niveis de uréia e creatinina. No grupo
de camundongos fémeas, diferencas significativas foram detectadas nos niveis de



uréia e no indice uréia/creatinina dos animais tratados com SpHL-CDDP em relacéo
a CDDP livre (Tabela 1.9).



Tabela 1.9 - Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal avaliados em camundongos machos e fémeas quatorze dias apés a

administracao por via IV de CDDP livre ou SpHL-CDDP

Controles CDDP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)
Parametros Salina SpHL 5 7,5 10 15 20 20 25 35
Uréia M 51+3 75+ 19 38 +1°¢ 89 + 8%¢ 72 +1°¢ 65+5 83+ 10?2 54 + 530 N.D. 67 £12
(mg/dL) F 54 +4 66+ 6 50+2 119+ 157 147 +78° N.D. N.D. 42 + 4° 58 + 1 N.D.
Creatinina M 0,70+0,05 0,94+0,05° 0,45+0,02 1,14+0,23° 0,87 +0,03 0,43+0,06 0,44+0,03 0,39 +0,04*®> N.D. 0,30 + 0,02
(mg/dL) F 0,61+0,05 0,49+0,01 0,42+0,05 0,62+0,12 0,71 £ 0,21 N.D. N.D. 0,59+0,09 0,57+0,07 N.D.
indice Uréia/ M 70+4 85+ 4° 87 + 5° 96 + 27° 83 +4° 157 +19% 172+ 39° 140 +10° N.D. 228 + 557
creatinina F 91+ 11 116 £2 132+25 212+32% 197 +242 N.D. N.D. 87 +10° 105 £ 21 N.D.

? Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle.
® Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre (7,5 mg/kg) e SpHL-CDDP (20 mg/kg).
° Representa diferenca estatistica significativa entre M (machos) e F (fémeas).

N.D. significa nao determinado.
O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média.
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Diante desses resultados pode-se inferir que uma das possiveis razées de morte
dos camundongos machos e fémeas tratados com CDDP livre na dose de 20 e
15 mg/kg, respectivamente, e dos animais tratados com SpHL-CDDP nas doses de
35 e 25 mg/kg (Figura 1.9) seja a nefrotoxidade induzida pelo farmaco. Portanto,
para confirmar essa hipétese, os parametros indicativos de toxicidade renal também
foram investigados trés dias apds o tratamento com CDDP livre (doses de 15 e
20 mg/kg para camundongos fémeas e machos, respectivamente) e SpHL-CDDP
(doses de 25 e 35 mg/kg para camundongos fémeas e machos, respectivamente).
Esse dia foi determinado a partir da observacdo de que nenhum animal morreu até
o terceiro dia pds-tratamento, como pode ser verificado na Figura 1.9, com excecao
dos camundongos machos tratados com 35 mg/kg de SpHL-CDDP. Os resultados
demonstraram um aumento significativo nos niveis de uréia e creatinina (P < 0,05)
dos camundongos machos e fémeas tratados com CDDP livre ou SpHL-CDDP em
comparacdo com seus respectivos grupos controle (Figura 1.10 A). Vale ressaltar
que a dose de SpHL-CDDP administrada tanto em camundongos machos quanto
em camundongos fémeas foi aproximadamente 1,7 vezes maior que a dose de
CDDP livre administrada. No entanto, mesmo ap6s a administracdo de SpHL-CDDP
em doses superiores, as alteragdes observadas nos niveis de uréia (machos e
fémeas) e creatinina (machos) ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05)
em relagdo a administracdo de CDDP livre. Por outro lado, as alteracées nos niveis
de creatinina detectadas no grupo de camundongos fémeas tratados com SpHL-
CDDP foram significativamente menores (P < 0,05) que aquelas induzidas pelo
farmaco livre. Com relagdo ao indice uréia/creatinina, nenhuma alteragdo foi
observada em camundongos machos e fémeas tratados com CDDP livre em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, a administragdo de SpHL-CDDP em uma
dose 1,7 vezes maior que aquela de CDDP livre provocou um aumento no indice
uréia/creatinina  (Figura 1.10 C). Esse conjunto de resultados sugere o
aparecimento de um comprometimento renal tanto nos animais tratados com CDDP
quanto naqueles tratados com SpHL-CDDP, porém nesses a toxicidade renal
encontra-se em uma fase inicial. Nenhuma diferenca significativa foi observada nos
niveis de uréia, creatinina e no indice uréia/creatinina entre os grupos controle

tratados com salina e SpHL (P > 0,05).
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Figura 1.10 - Niveis plasmaticos de uréia (A), creatinina (B) e indice uréia/creatinina (C) de
camundongos Swiss machos e fémeas avaliados trés dias apds o tratamento por via IV com
CDDP livre (mm) nas doses de 20 e 15 mg/kg para machos e fémeas, respectivamente; SpHL-
CDDP (O) nas doses de 35 e 25 mg/kg para machos e fémeas, respectivamente; salina (%) e
SpHL (M). ° Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre
ou SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle. ° Representa diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos com CDDP livre e SpHL-CDDP. O nivel de significancia foi
considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey). Os dados foram expressos como a
média * erro padrao da média.



As alteracbes dos parametros bioquimicos relacionados com hepatotoxicidade
estdo apresentadas na Tabela 1.10. O tratamento com CDDP livre na dose de
5 mg/kg causou uma alteracao nos niveis de AST de camundongos machos em
comparacado com o grupo controle tratado com solucédo salina. A administracdo de
7,5mg/kg de CDDP em camundongos machos também induziu significativo
aumento na concentracdo sérica de AST, FA, proteina total e globulina, porém
nenhuma alteragdo na relacédo albumina/globulina foi detectada quando comparada
com o grupo tratado com solugdo salina. Em camundongos fémeas, o tratamento
com CDDP livre nas doses de 5 e 10 mg/kg causou uma reducéao significativa nos
niveis séricos de globulina, o que desencadeou uma reducao nos niveis de proteina
total. Com relacao a GGT, um dos marcadores mais especificos de dano hepatico,
as alteracoes foram apenas observadas ap6s a administracdo de CDDP livre na
dose mais alta (20 mg/kg) em camundongos machos. Por outro lado, o tratamento
de camundongos machos com SpHL-CDDP nas doses de 20 e 35 mg/kg induziu
uma reducao significativa na concentragcdo de globulina acompanhado de uma
diminuicdo de proteina total em relacdo ao controle tratado com SpHL. Porém,
guando os niveis de proteina total e globulina desses grupos experimentais foram
avaliados em relacdo ao grupo controle tratado com solucdo salina, nenhuma
alteracao foi detectada. Possivelmente, esta diferenca observada entre os grupos
controle seja devido a alta dose de lipides administrada, dose equivalente aquela
administrada no tratamento com SpHL-CDDP a 40 mg/kg. Além disso, a
administracdo de SpHL-CDDP (20 mg/kg) apresentou niveis de AST, FA, proteina
total e globulina em camundongos machos significativamente menores do que os
observados com o tratamento com CDDP livre (7,5 mg/kg). Para os camundongos
fémeas, menores concentracoes de proteina total e fracbes também foram
observadas entre o grupo de animais tratados com CDDP livre (7,5 mg/kg) e o
grupo tratado com SpHL-CDDP (20 mg/kg).



Tabela 1.10 - Parametros bioquimicos indicativos de toxicidade hepatica avaliados em camundongos Swiss machos e fémeas

submetidos ao tratamento por via IV com CDDP livre ou SpHL-CDDP

Controles CDDP livre (mg/kg) SpHL-CDDP (mg/kg)
Parametros Salina SpHL 5 7,5 10 15 20 20 25 35
ALT M 58+4 747 132+11 96 + 31 65+6 1283+10 469 373 N.D. 109+7
(IU/L) F 82+16 807 124+29 72+13 403 N.D. N.D. 59t17 68t4 N.D.
AST M 102+8 205+ 15 218 + 127 281 +40*° 236+80 166+15 188+54 151 £ 43 N.D. 179+ 20
(IU/L) F 10420 17012 214 +14 19910 223 + 82 N.D. N.D. 165+t29 180x32 N.D.
FA M 121+£13 185+ 19 138+5 197+19% 158+6 158+20 1855 103 +17° N.D. 189 + 52
(IU/L) F 109+21 134+20 181t16 148+t27 134%9 N.D. N.D. 10019 89+12 N.D.
Proteina total M 4,9+0,1 6,7+0,1¢ 44+0,1 80+0,8% 49+01 47+01 43+04 4,5+0,2%° N.D. 46+0,2%
(10%mm® F 59+02 54+0,2 47+02% 70+0,3% 43+03%° N.D. N.D. 48+04° 41+01* N.D.
Albumina M 22+01 26+0,1 22+01 3405 21zx0,1 21+0,1 19%+0,2 2,3+0,1 N.D. 3,004
(g/dL) F 29+01 23% 23+0,2 3,1+03 22=+0,1 N.D. N.D. 1,8+0,1° 22+0,2 N.D.
Globulina M 2,7+0,1 40+0,1% 22+02 46+0,4% 29+0,1 25+02 25+0,3 2,3+0,2%° N.D. 2,6+0,27
(g/dL) F 33+0,1 3,00, 24+0,1939+0,1 2,1+0,2% N.D. N.D. 30+0,2° 22+0,1 N.D.
GGT M 20+£03 21+0,5 28+04 16+03 33+03 25+0,7 3,4+0,67 3,004 N.D. 25+0,5
(g/dL) F 23+06 18+04 26+05 22+05 4,0=+0,6 N.D. N.D. 1,8+0,4 25+15 N.D.

ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), FA (fosfatase alcalina), GGT (gama glutamiltransferase).
?Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre, SpHL-CDDP e seu respectivo grupo controle.
b Representa diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com CDDP livre (7,5 mg/kg) e SpHL-CDDP (20 mg/kg).

° Representa diferenca estatistica significativa entre M (machos) e F (fémeas).
"Representa diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado com salina e o grupo tratado com SpHL.

N.D. significa ndo determinado.

O nivel de significancia foi considerado para valores de P < 0,05 (teste de Tukey).
Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média.
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3.1.6 Avaliacao Histopatoldgica

Nesse estudo, apenas os cortes histoldgicos do grupo controle tratado com solucao
salina foram representados uma vez que os resultados foram semelhantes aqueles
obtidos para o grupo controle tratado com SpHL. Os cortes histolégicos de tecido
0sseo dos camundongos tratados com diferentes doses de CDDP livre e SpHL-
CDDP estao apresentadas na Figura 1.11. A analise microscopica da medula 6ssea
de camundongos machos, realizada quatorze dias apds o tratamento com 20 mg/kg
de CDDP livre, demonstrou uma pronunciada hipocelularidade com supressao
predominante dos precursores eritrociticos e mielociticos (Figura 1.11 C). Para o
grupo de camundongos fémeas tratados com CDDP livre na dose de 10 mg/kg,
nenhuma alteracdo morfoldgica da medula 6ssea foi observada (Figura 1.11 E). O
tratamento com as diferentes doses de SpHL-CDDP nao induziu alteragdes
morfolégicas da medula 6ssea (Figura 1.11 D e F). O perfil morfolégico da medula
Ossea desses animais foi semelhante aos animais dos grupos controle tratados com

solugéo salina ou SpHL.



Figura 1.11 - Fotomicrografias do tecido hematopoiético de camundongos Swiss machos
(A, C e E) e fémeas (B, D e F) tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre (C e D) e SpHL-
CDDP (E e F). C e D representam cortes histoldgicos realizados quatorze dias apds o
tratamento com CDDP livre nas doses de 20 e 10 mg/kg em machos e fémeas,
respectivamente. E e F mostram cortes histoldgicos realizados quatorze dias apos o
tratamento com SpHL-CDDP nas doses de 35 e 25 mg/kg em machos e fémeas,
respectivamente. Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x100.



Com relagéo a toxicidade renal, os camundongos machos tratados com 20 mg/kg
de CDDP livre mostraram clara evidéncia de insuficiéncia renal com areas de
necrose coagulativa do epitélio tubular, o qual mostrou-se achatado, parcialmente
descamado e com a luz tubular preenchida por material proteinaceo réseo
(Figura 1.12 C). Por outro lado, nenhuma evidéncia de disfungcdo renal foi
observada em camundongos machos tratados com SpHL-CDDP (20 mg/kg), sendo
o perfil morfolégico semelhante ao grupo controle. Para os animais tratados com
SpHL-CDDP (35 mg/kg) que sobreviveram até quatorze dias apés o tratamento,
também n&o foi observada alteragédo histol6logica do tecido renal (Figura 1.12 E).
No caso de camundongos fémeas, nenhuma alteragdo morfolégica do tecido renal
foi observada quatorze dias apdés o tratamento com CDDP livre na dose de
10 mg/kg e SpHL-CDDP na dose de 25 mg/kg (Figura 1.12 D e F). Por outro lado, a
avaliagao histologica do tecido renal dos camundongos sacrificados trés dias apds o
tratamento com CDDP livre (20 mg/kg em machos e 10 mg/kg em fémeas)
demonstrou um  perfil  caracteristico de necrose tubular aguda
(Figuras 1.13 Ae 1.13 B). Da mesma forma, o exame microscopico dos rins de
camundongos machos sacrificados trés dias apds o tratamento com 35 mg/kg de
SpHL-CDDP revelou o aparecimento de moderadas areas de necrose tubular
(Figuras 1.13 C). Os cortes histologicos do tecido renal de camundongos fémeas
submetidos ao tratamento com SpHL-CDDP na dose de 25 mg/kg também
demonstraram alteragdes morfoldgicas indicativas de toxicidade renal. Esses
resultados explicam a alta taxa de mortalidade dos animais obtidas nesses grupos
experimentais. Vale destacar que o perfil morfolégico do tecido renal foi semelhante
entre os grupos controle tratados com solugéo salina ou SpHL. Esses resultados da
avaliagao histolégica corroboram a inexisténcia de toxicidade renal induzida apés o
tratamento dos camundongos com a solucéo salina ou com SpHL.



Figura 1.12 — Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss machos (A, C e E) e
fémeas (B, D e F) tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre (C e D) e SpHL-CDDP (E e F).
Os animais foram sacrificados quatorze dias apos o tratamento com CDDP livre nas doses de
20 e 10 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente e SpHL-CDDP nas doses de 35 e
25 mg/kg em machos e fémeas, respectivamente. A, B, D, E e F apresentam cortes de tecido
renal dentro dos limites de normalidade. Em C, extensas areas de necrose podem ser
observadas. Coloracado hematoxilina-eosina, aumento original x100.



Figura 1.13 - Fotomicrografias do tecido renal de camundongos Swiss machos (Ae C) e
fémeas (B e D) tratados com solucéao CDDP livre (A e B) e SpHL-CDDP (C e D). Os animais
foram sacrificados trés dias apos o tratamento com CDDP livre nas doses de 20 e 15 mg/kg
em machos e fémeas, respectivamente e SpHL-CDDP nas doses de 35 e 25 mg/kg em machos
e fémeas, respectivamente. Em A pode-se observar extensas areas de necrose (setas pretas),
comprometendo praticamente todo parénquima renal. Em B, C e D, areas de necrose (setas
pretas) menos intensas e algumas células inflamatérias também podem ser visualizadas.
Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x100.



Nenhuma alteracdo histopatolégica do figado e baco foi observada em
camundongos machos e fémeas submetidos ao tratamento com CDDP livre ou
SpHL-CDDP em todas as doses administradas. Os cortes histolégicos em diferentes
niveis do parénquima hepatico e esplénico mostraram-se dentro dos limites de

normalidade, com a arquitetura dos 6rgaos preservada (Figura 1.14).

s

Figura 1.14 - Fotomicrografias do tecido hepatico (A, C e E) e esplénico (B, D e F) de
camundongos Swiss machos tratados com solucao salina (A e B), CDDP livre na dose de
20 mg/kg (C e D) e SpHL-CDDP na dose de 35 mg/kg (E e F). Os animais foram sacrificados
quatorze dias ap6s o tratamento. Nenhuma alteracao morfolégica foi observada nos tecidos

hepatico e esplénico. Coloracdao hematoxilina-eosina, aumento original x100.



3.2 Discussao

Varios estudos tém demonstrado que os lipossomas sao sistemas de liberacao de
farmacos capazes de modificar a distribuicao tecidual, o metabolismo e a eliminacao
in vivo de determinados antineoplasicos em relagdo a administracao do farmaco
livre (HARRINGTON et al., 2001; FERRARI, 2005). Uma formulacéo lipossomal
contendo um antineoplasico é projetada com o objetivo de reduzir sua toxicidade e
manter ou aumentar sua atividade antitumoral (BOULIKAS, 2007). Estudos prévios
realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram uma menor perfusdo da
CDDP para o tecido renal apés a administracdo IV de SpHL-CDDP em relacéo a
CDDP livre, sugerindo que o uso de SpHL-CDDP como sistema de liberacao da
CDDP poderia reduzir a toxicidade induzida pelo farmaco (CARVALHO-JUNIOR et
al., 2007a). Portanto, nessa etapa do trabalho foi realizado o estudo da toxicidade
aguda de SpHL-CDDP administrado por via IV em camundongos Swiss machos e
fémeas. Os parametros avaliados no estudo de toxicidade aguda por via IV
incluiram variagdo do peso corporal, mortalidade, avaliacgdo hematoldgica,
bioquimica e histopatolégica.

A administracdo das doses mais baixas de CDDP livre (5 e 7,5 mg/kg) e SpHL-
CDDP (20 mg/kg) induziu uma resposta semelhante de variagao do peso corporal.
Em ambos os casos, a reducao foi inferior a 15% e nenhum sinal clinico de
toxicidade foi observado. Esses dados associados aos resultados de letalidade
permitiram estabelecer a DMT ap6s o tratamento com CDDP livre e SpHL-CDDP,
sendo os valores obtidos iguais a 7,5 e 20 mg/kg, respectivamente. Os sinais de
toxicidade tornaram-se mais evidentes ap0s a administracdo de CDDP livre em
doses superiores a DLsg, a qual foi determinada como 15,9 mg/kg em camundongos
machos e 10,8 mg/kg em camundongos fémeas. Uma grande redugcdo do peso e
expressiva mortalidade foram observadas apo6s o tratamento com CDDP livre nas
doses de 20 e 15 mg/kg em camundongos machos e fémeas, respectivamente.
Esses resultados corroboram trabalhos anteriores cujos valores de DMT e DLsg
estabelecidos para o tratamento com CDDP livre foram iguais a 8 e 15,4 mg/kg,
respectivamente (TAMURA et al., 2002c). No entanto, a encapsulacdo de CDDP em

lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada foi capaz de reduzir a toxicidade



induzida pela CDDP, uma vez que aumentou significativamente a DMT
(aproximadamente 2,7 vezes maior que aquela estabelecida para CDDP livre), em
ambos os sexos. Além disso, a DLs, obtida apds o tratamento com SpHL-CDDP foi
2,4 e 1,7 vezes superior aquela obtida apds a administragdo de CDDP livre, em
camundongos machos e fémeas, respectivamente. Sinais clinicos de toxicidade e
uma alta taxa de mortalidade foram somente observados ap6s a administracdo de
SpHL-CDDP em doses superiores a DLsg (27,5 e 25,9 mg/kg para camundongos

machos e fémeas, respectivamente).

Tem sido claramente relatado que o tratamento com CDDP livre induz efeitos
toxicos severos dos quais destacam-se mielotoxicidade, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (ASNA et al., 2005; YAO et al.,, 2007). No presente trabalho, as
alteracbes hematolégicas observadas ap6s a administracdo de CDDP livre
associadas as alteracdes histopatolégicas do tecido 6sseo confirmaram o potencial
mielossupressor da CDDP. Esses efeitos foram principalmente detectados em
doses acima da DLsg, sendo observada uma reducdo significativa no sangue
periférico dos parametros de série vermelha e branca. A avaliagdo microscopica da
medula éssea desses camundongos demonstrou pronunciada hipocelularidade,
com reducdo de todos os precursores celulares, sugerindo portanto, que essas
alteragdes sao decorrentes do efeito mielotdxico do farmaco. Achados semelhantes
foram observados em estudos pré-clinicos utilizando uma formulagao lipossomal
contendo cisplatina, SPI-077, em comparacao com o farmaco livre (WORKING et
al., 1998). Por outro lado, alteragcbes no numero de hemacias, valores do
hematécrito e hemoglobina também foram observadas nos grupos tratados com
SpHL-CDDP (20 mg/kg). Alguns estudos descrevem efeitos toxicos indesejaveis na
circulacdo sanguinea decorrente de regimes quimioterapicos utilizando a DMT
(OOYAMA, et al., 2008). No entanto, a auséncia de toxicidade medular observada

nesse grupo sugere que esses resultados apresentam pouco significado clinico.

Com relagédo a nefrotoxicidade, como ja& mencionado, o0 mecanismo de toxicidade
induzido pela CDDP provoca lesbes iniciais nos tubulos-intersticiais, danificando
inicialmente os tubulos proximais, especificamente o segmento S3 da regido
medular além de alterar as mitocéndrias nos tubulos contorcidos distais (YAO et al.,

2007). Nesse trabalho, as alteragbes histopatolégicas do tecido renal de



camundongos tratados com CDDP livre nas doses de 15 e 20 mg/kg associadas a
alteragbes nos niveis de uréia e creatinina (Figura 1.10) demonstraram clara
evidéncia de insuficiéncia renal induzida por esse farmaco. Entretanto, a razao
uréia/creatinina nao foi alterada em comparacao com o grupo controle. Esse fato
pode ser explicado por um maior comprometimento do tecido renal, induzindo uma
reducdo significativa na perfusdo renal e na taxa de filtragdo glomerular,
aumentando significativamente os niveis plasmaticos de uréia e creatinina. E sabido
que em casos de funcdo renal muito baixa, um mecanismo compensatoério de
secrecao de creatinina é ativado. No entanto, a quantidade de creatinina secretada
€ muito pequena e, consequentemente, 0 que permanece na corrente sanguinea é
tdo elevado que a razdo uréia/creatinina permanece inalterada em relagdo ao
controle. Por outro lado, ap6s o tratamento com SpHL-CDDP nas doses de 25 e
35 mg/kg os niveis sanguineos de creatinina foram menores que aqueles obtidos
apoés o tratamento com CDDP livre e, consequentemente, um aumento no indice
uréia/creatinina foi observado. Nesse caso, provavelmente ocorre um inicio de
comprometimento renal, porém o efeito na filtracdo glomerular € menor do que
aquele detectado apds a administracdo de CDDP, uma vez que parte da creatinina
ainda esta sendo filtrada e secretada. Por outro lado, a avaliagdo da nefrotoxicidade
quatorze dias apds o tratamento demonstrou que SpHL-CDDP (20 mg/kg) reduziu
significativamente a toxicidade renal quando comparado com a administracdo de
CDDP livre (7,5 mg/kg). Nenhuma alteragcdo nos parametros indicativos de
toxicidade renal assim como auséncia de alteracdes morfoldgicas no tecido renal
foram observadas no grupo de animais tratados com SpHL-CDDP. Como
mencionado anteriormente, estudos prévios de biodistribuicdo demonstraram que o
tratamento com SpHL-CDDP aumentou a area sob a curva no tecido renal em
comparacado com a administracdo de CDDP livre, porém, o coeficiente de particao
tecido renal/sangue para o tratamento com CDDP livre foi maior do que para o
tratamento realizado com SpHL-CDDP (CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a). Diante
disso, a menor toxicidade observada nos camundongos tratados com SpHL-CDDP
pode ser explicada pela modificacdo no perfil de biodistribuicdo obtido apoés a
encapsulacdo de CDDP em lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada, a
qual foi principalmente observada mediante a reducao da particao da CDDP entre o
espaco vascular e o tecido renal.



No que diz respeito a toxicidade hepatica, alguns estudos tém demonstrado que a
administracdo de CDDP na dose de 7,5 mg/kg induz lesao hepatica caracterizada
por elevagao significativa da atividade de AST e GGT (ZICCA et al.,, 2002). No
presente trabalho, aumentos significativos dos niveis de AST, FA e proteinas foram
observados ap6s a administracdo de CDDP livre na dose de 7,5 mg/kg,
demonstrando o inicio de um comprometimento hepatico. Por outro lado, o
tratamento com SpHL-CDDP nao induziu alteragdes bioquimicas indicativas de
hepatotoxicidade em relacdo ao grupo controle tratado com solugdo salina,
sugerindo que a encapsulacdo promove maior protecdo do tecido hepatico. O
estudo de biodistribuicdo também demonstrou que a concentracdo de CDDP no
tecido hepatico foi 2,7 vezes maior apds a administracao de CDDP livre em relacao
a adminsitracdo de SpHL-CDDP (CARVALHO-JUNIOR, 2007a). No entanto, apesar
das alteragdes observadas no sangue periférico, nenhum comprometimento tecidual

foi detectado.

Diante disso, pode-se dizer que o tratamento IV com SpHL-CDDP mostrou ser mais
seguro em relagdo a administracdo de CDDP livre, no que se refere a
mielotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Os resultados sugerem que a
utiizacdo de SpHL-CDDP pode representar uma vantagem terapéutica no
tratamento de tumores sélidos, uma vez que um dos principais problemas da terapia
com CDDP consiste na nao adesao do paciente a terapia em funcao da toxicidade

induzida pelo farmaco.



PARTE 3

ESTUDO COMPARATIVO DA TOXICIDADE AGUDA
INDUZIDA POR CDDP LIVRE E SpHL-CDDP
ADMINISTRADOS POR VIA INTRAPERITOENAL E
INTRAVENOSA



1 ESTUDO COMPARATIVO DA TOXICIDADE AGUDA INDUZIDA PELA CDDP
LIVRE E SpHL-CDDP CONSIDERANDO A VIA DE ADMINISTRAGAO UTILIZADA

Sabe-se que para desenvolver um novo medicamento varios estudos pré-clinicos
devem ser conduzidos, entre eles, o estudo de toxicidade, o qual permite selecionar,
por exemplo, formulagdes de CDDP menos nefrotoxicas em relacdo as formulacoes
convencionais. No desenvolvimento de farmacos antineoplésicos, um dos principais
objetivos do estudo de toxicidade é estabelecer uma dose inicial segura e um
esquema de dose escalonada, a fim de alcancar uma DMT eficaz com beneficios
maximos para o paciente. Além disso, definir a dose limite de toxicidade e seus
orgaos-alvo potenciais para suportar os estudos clinicos de fase | (EMEA, 1998). Os
farmacos antitumorais estdao entre os agentes mais toxicos administrados em
humanos e, normalmente, os pacientes em estudos clinicos apresentam a doenca,
muitas vezes em estagio avancado. Consequentemente, esquemas de doses
maiores sdo utilizados na clinica e, na maioria das vezes, 0 sucesso significa
selecionar uma dose inicial elevada, reduzindo o numero de administracdes
necessarias para alcancar uma dose biologicamente efetiva em seres humanos
(MIRSALIS et al., 2003). Varios estudos de terapia antitumoral tém utilizado o
direcionamento de farmacos por meio de sistemas carreadores com o objetivo de
assegurar um tempo de circulacdo sanguinea prolongado com acumulo reduzido
nos tecidos normais, o que pode favorecer a diminuicdo do numero de doses
administradas e a reducao da toxicidade. Nesta etapa do trabalho, n6s comparamos
os possiveis efeitos téxicos in vivo de uma formulacéo lipossomal contendo CDDP

administrada em dose Unica por via IP e V.

Os resultados desse estudo demonstraram que a administragcdo de SpHL-CDDP em
dose Unica em camundongos Swiss machos e fémeas foi bem tolerada tanto por via
IP e quanto por via IV se comparado com o tratamento de CDDP livre. No entanto,
foi detectada uma diferengca marcante no perfil de toxicidade apéds injecéo IP e IV de
SpHL-CDDP, sendo que essa formulagdo mostrou-se menos toxica apds o
tratamento por via IP do que por via IV. A DLsg variou de 45,4 - 47,5 mg/kg e 25,9 -
27,5 mg/kg em camundongos tratados por via IP e IV, respectivamente. Por outro



lado, a DMT foi igual ou superior a 30 mg/kg apdés a administracdo IP e igual a
20 mg/kg apoés o tratamento por via IV. Esses dados correspondem a um aumento
de aproximadamente 75% na DLsy € 50% na DMT quando a via IP foi utilizada,
demonstrando que a injecao de doses mais altas foi necessaria para alcancar o
mesmo grau de toxicidade obtida por via IV em doses mais baixas. Por outro lado, a
DLso variou de 14,9 - 16,8 mg/kg e de 10,8 - 15,9 mg/kg em camundongos tratados
com CDDP livre por via IP e IV, respectivamente, enquanto a DMT foi inferior a
10 mg/kg e igual a 7,5 mg/kg apds o tratamento IP e IV, respectivamente. Esses
resultados demonstram que praticamente ndo houve diferenca na DLsy € na DMT
em funcdo da via de administragdo quando a CDDP foi administrada na forma livre.
No que diz respeito a reducao do peso corporal, um dos parametros utilizado como
indicador de toxicidade aguda, nenhuma diferenca significativa foi observada entre a
administracao IP e IV para doses iguais ou proximas a DMT.

Efeitos sobre os parametros hematoldgicos devido a administracdo de CDDP foram
anteriormente documentados em modelos experimentais (BOULIKAS, 2004;
NEWMAN et. al.,, 1998). No presente trabalho, uma reducdo no sangue periférico
dos parametros de série vermelha e série branca foi observada apés a
administracdo de 10 mg/kg de CDDP livre por via IP, enquanto reducbes de série
vermelha e no nimero de plaquetas foram observadas nos animais tratados com
10 mg/kg de CDDP livre administrada por via IV. No entanto, nenhuma alteracao
histopatoldgica foi detectada na medula éssea. Uma diminuigdo na contagem de
hemacias e no hematécrito de camundongos machos e fémeas e nos niveis de
hemoglobina em fémeas foi detectada apdés a administracéo IV de SpHL-CDDP na
dose de 20 mg/kg. Embora em quantidade reduzida, as hemacias apresentavam-se
normociticas e normocrémicas. Possivelmente essas alteragcbes sejam
consequéncia de uma leve anemia hemolitica relacionada mais com um efeito
citotoxico periférico do que com uma mielotoxicidade, uma vez que nenhuma
alteracao histopatolégica na medula 6ssea desses animais foi observada. Alguns
estudos clinicos tém relatado o desenvolvimento de anemia hemolitica normocitica
e normocrémica apds quimioterapia com CDDP, e o mecanismo proposto para
explicar esse efeito envolve a formagcdo de um complexo entre um anticorpo
antiglobulina e a CDDP ligada a membrana da hemécia (LEVI et al, 1981;
MALOISEL et al., 1995). Por outro lado, o tratamento IP com 30 mg/kg de SpHL-



CDDP néo induziu alteracdo hematolégica significativa, além disso, nenhum

comprometimento medular foi observado nesse grupo de animais.

O principal efeito toxico limitante da quimioterapia com a CDDP ¢ a nefrotoxicidade.
Para minimizar a toxicidade renal e permitir o escalonamento de doses da CDDP,
protocolos de hidratagdo s&o rotineiramente empregados, possibilitando uma
reducdo da exposicdo renal ao farmaco, ndo s6 pela diluicio do mesmo, mas
também pela diminuigdo do tempo de transito pelos tubulos renais (KINTZEL, 2001).
Estudos realizados em pacientes com cancer epitelial do ovario tém demonstrado
menor incidéncia de toxicidade apds administragdo IP em relacdo a administracdo
IV. Como a cavidade peritoneal é o principal sitio de disseminagédo do carcinoma
ovariano, a via IP oferece maior possibilidade de alcangar concentracdes loco-
regionais elevadas da CDDP e reduzir a disseminacao sistémica (ARMSTRONG et
al., 2006; MARKMAN et al., 2006). Considerando os valores de DMT, alteracdes
significativas nos niveis de uréia e no indice uréia/creatinina de camundongos
fémeas e nos niveis de uréia de camundongos machos, indicativas de toxicidade do
tecido renal, foram observadas apds a administracédo IV de CDDP livre. Por outro
lado, o tratamento IP induziu aumento dos niveis de uréia apenas no grupo de
camundongos fémeas. Essa diferenca nos resultados de toxicidade renal induzida
pela CDDP pode ser claramente explicada pela diferenca obtida no perfil de
biodistribuicdo. Estudos anteriores demonstraram que o coeficiente de partigcao
tecido renal/sangue determinado apds a injecao IV e IP foi igual a 6,7 e 3,8,
respectivamente (ARAUJO et al., 2008; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a),
demonstrando que concentracdes mais elevadas de CDDP, potencialmente
nefrotoxicas, sdo alcancadas apos a administracao IV. Uma reducao mais evidente
dos efeitos nefrotoxicos foi observada apds a administracdo de SpHL-CDDP e uma
menor toxicidade foi detectada apds o tratamento IP em comparacdo com o IV. Na
avaliagao de toxicidade por via IP, elevagdes nos niveis de uréia foram detectadas
apds a administracdo de SpHL-CDDP na dose de 30 mg/kg, porém nenhuma
alteracao nos niveis de creatinina e no indice uréia/creatinina foi observada. Por
outro lado, nenhuma alteracao foi observada nos niveis de uréia, creatinina € no
indice uréia/creatinina apés a injecao 1V de SpHL-CDDP na dose de 20 mg/kg. Além
disso, ndo foi detectada alteracdo morfolégica do tecido renal sugestiva de
nefrotoxicidade apés o tratamento com SpHL-CDDP pelas vias de administracdo



investigadas. No entanto, a avaliagdo histolégica do tecido renal dos animais
tratados com SpHL-CDDP nas doses de 25 mg/kg em fémeas e 35 mg/kg em
machos, sacrificados trés dias apdés o tratamento, mostrou clara evidéncia de
insuficiéncia renal com dareas de necrose coagulativa do epitélio tubular,
demonstrando o maior comprometimento renal apdés a administracdo IV em
comparagdo com a administracao IP. Essa diferenca no perfil de toxicidade pode
ser explicada pela menor retengcdo de CDDP no tecido renal, evidenciada pelo
coeficiente de particao tecido renal/sangue, apés administracéo IP de SpHL-CDDP
em comparagcdo com a administragcdo IV. Estudos prévios de biodistribuicao
realizados em camundongos portadores de tumor sélido e ascitico de Ehrlich,
tratados com SpHL-CDDP na dose de 6 mg/kg por via IV e IP, respectivamente,
demonstraram que o coeficiente de particido nos rins foi igual a 4,8 e 1,8 (ARAUJO
et al., 2008; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a). Portanto, a retencdo no tecido
renal de SpHL-CDDP foi 2,7 vezes maior apds o tratamento por via IV comparado

com o tratamento IP.

Com relacao as avaliacbes bioquimicas da atividade das enzimas hepéaticas,
aumentos nos niveis de AST e ALT foram detectados em camundongos fémeas e
aumento nos niveis de GGT foram observados nos camundongos machos
submetidos ao tratamento por via IP com SpHL-CDDP na dose de 30 mg/kg. Por
outro lado, apenas alteracoes nos niveis de AST foram observados apoés a
administracdo IV de 20 mg/kg de SpHL-CDDP. Entretanto, nenhuma alteracao
histoldgica foi observada apds a administracdo de SpHL-CDDP por ambas as vias.
Vale destacar ainda que CDDP livre é hepatotoxica quando administrada em doses
altas. Nesse trabalho, elevagdes séricas dos marcadores de toxicidade hepatica
foram observadas apdés a administracdo IV de baixas doses de CDDP livre
(7,5 mg/kg) e somente apds a administragdo IP de doses altas de CDDP
(20 mg/kg). O comportamento farmacodinamico da CDDP observado apés a injegao
IV e IP pode explicar esses resultados. Uma maior retengdo de CDDP no figado
(aproximadamente 8,7 vezes) foi observada ap6s a administracdo por via IV em
comparagdo com a via IP, utilizando uma dose equivalente do fadrmaco na forma
livre (ARAUJO et al., 2008; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a). Com base nesses
dados, seria necessario administrar doses mais elevadas por via IP para atingir
concentracdes semelhantes do farmaco no tecido hepético capazes de induzir



alteracdes. Por outro lado, quando administrado na forma lipossomal, o coeficiente
de particao tecido hepatico/sangue determinado apds o tratamento IV foi superior
apenas 1,3vezes em relacdo ao valor obtido por via IP, sugerindo que a
administracdo de uma dose mais alta por via IP (30 mg/kg) comparada com
20 mg/kg de SpHL-CDDP administrados por via IV poderia acarretar maior
concentragao tecidual e, consequentemente maior complicacao hepética, conforme
demonstrado nesse estudo. No entanto, essas alteragcdes ocorreram em niveis de

doses ndo-letais e nao foram consideradas dose-limitante para a terapia.

Entretanto, independente da via administrada, SpHL-CDDP apresentou um perfil de
toxicidade favoravel em comparagcao com a toxicidade induzida pela CDDP livre,
demonstrando seu potencial para aplicacées clinicas. Duas formulacoes
lipossomais contendo CDDP foram submetidas a estudos clinicos, a saber: SPI-077
e Lipoplatin®. SPI-077, uma formulacédo lipossomal de circulagdo prolongada
constituida por fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol e DSPE-mPEG2000
mostrou-se ineficaz em estudos clinicos de fase Il para tratamento de cancer de
cabeca e pescoco em fase avancada, sendo essa ineficacia atribuida a nao
liberacdo do farmaco a partir das vesiculas de maneira suficiente para induzir
resposta farmacoldgica. Lipoplatin®, outra formulacdo lipossomal também de
circulacdo prolongada, constituida dipalmitoilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina,
colesterol e DSPE-mPEG2000 tem apresentado resultados satisfatérios nos
estudos clinicos de fase lll. Esses estudos estdo sendo conduzidos em pacientes
com carcinoma escamoso de cabecga e pesco¢o € em pacientes com carcinoma de
células pequenas de pulmdo e os resultados tém demonstrado menores efeitos
mielototéxico, neurotéxico e nefrotdxico nos esquemas terapéuticos utilizando
Lipoplatin® em relacdo a CDDP livre. SpHL-CDDP difere do Lipoplatin® por
apresentar uma propriedade importante que é a pH-sensibilidade, conferida pela
associagcao na bicamada lipidica de derivados da PE e lipides carboxilados que se
apresentam carregados negativamente em pH fisiolégico, e sdo protonados em pH
acido, como é o caso do pH tumoral, o que resulta na liberacéo sitio-especifica da
CDDP.

Um dos esquemas tipicos de administragcdo IV de CDDP, como agente Unico,

envolve a administracdo de 50 mg/m? em regime de infusdo a cada 3 ou 4 semanas



(MARTINDALE, 2005), enquanto por via IP, a CDDP & normalmente administrada
em associagcdo com outros quimioterapicos em doses que variam de 50 a
100 mg/m* (ARMSTRONG et al., 2006, MARKMAN et al., 2006). De acordo com as
orientacées do International Conference on Harmonisation (2008), se 0 esquema
proposto para uso humano envolve a aplicacdo do antineoplasico a cada trés
semanas, o0 estudo pré-clinico preconizado para dar suporte ao estudo clinico de
fase | inclue apenas a administracdo em dose Unica. Além disso, alguns estudos
relatam que, para farmacos antineoplascios, a determinagao da DL, em roedores e
DMT em espécie nao-roedora permite estabelecer uma boa correlacdo com a DMT
em humanos quando essas doses sdo ajustadas para mg/m® e o esquema de
administracdo € semelhante ao utilizado no estudo pré-clinico (FDA, 2005).
Considerando que a média da DLig em camundongos machos e fémeas
determinada ap6s a administracdo de SpHL-CDDP por via IP e IV é igual a
22,5 mg/kg e 18,5 mg/kg, respectivamente, a dose inicial recomendada para
estudos clinicos seria aproximadamente de 125mg/m?® e 100 mg/m?
respectivamente. Portanto, levando em consideracdo as doses de CDDP livre
comumente utilizadas, SpHL-CDDP poderia ser administrado tanto em pacientes
portadores de tumor sélido como em pacientes com carcinomatose peritoneal, uma
vez que o comportamento toxicoldégico da CDDP foi significativamente alterado apés
sua encapsulagdo em lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada. Além
disso, a toxicidade renal, principal fator limitante da aplicagao clinica desse farmaco,
foi significativamente reduzida com a utilizacdo de SpHL-CDDP. Dessa forma, os
resultados obtidos até o momento permitem estimar uma dose inicial para estudos
clinicos com esquemas terapéuticos utilizando a administracao de CDDP em
intervalos de trés semanas. No entanto, diversos protocolos terapéuticos utilizam a
CDDP semanalmente em trés ou mais ciclos de acordo com a progressao da
doenca e com o tipo de cancer a ser tratado. Nesses casos, estudos pré-clinicos de
toxicidade repetida deverdo também ser conduzidos. E ainda, considerando as
diferengas fisiol6gicas entre camundongos € humanos, estudos de toxicidade pré-
clinica em modelos nao roedor também deverado ser realizados permitindo assim
selecionar a espécie mais apropriada para determinacdo da dose maxima inicial

recomendada para a conducao dos estudos clinicos.



CAPiITULO 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE
SpHL-CDDP ADMINISTRADO EM CAMUNDONGOS SWISS
PORTADORES DE TUMOR SOLIDO DE EHRLICH



1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Embora apresente atividade antitumoral comprovada contra varios tipos de tumores
sélidos, como ja relatado, a utilizacdo clinica da CDDP é limitada em funcao da
toxicidade sistémica e da resisténcia clinica adquirida. A fim de evitar esses
inconvenientes, diferentes formulacdes de liberacdo controlada tém sido propostas
(BOULIKAS, 2004; HARRINGTON et al., 2001; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007b;
KUMAGAI et al., 1996; MORENO et al., 2009; NISHIYAMA et al., 2003; TAMURA et
al., 2002a,b,c). Esses sistemas sdo delineados principalmente com o objetivo de
reduzir/eliminar a toxicidade, aumentar a concentracao efetiva do farmaco no tumor
e ainda prolongar seu tempo de contato com as células tumorais. Melhorar a
eficiéncia de liberacdo de compostos platinados, como a CDDP, permite que doses
mais altas do farmaco sejam administradas, aumentando consequentemente a sua
eficacia terapéutica (BOULIKAS, 2007). Alguns estudos mostraram que o
mecanismo primario responsavel pela atividade antitumoral da CDDP envolve a
formagéo de ligagdes cruzadas com a molécula de DNA e a indugdo de apoptose
(GONZALEZ et al., 2001).

Carvalho-Junior (2008) demonstrou que SpHL-CDDP tem um tempo de residéncia
na circulacao sanguinea prolongado, o que contribuiu para uma maior concentracao
do farmaco no tecido tumoral. Além disso, o estudo de distribuigdo de CDDP no
tumor, mediante a determinacdo de seu coeficiente de particdo tumor/sangue,
revelou que a formulacdo de SpHL-CDDP apresenta maior afinidade pelo tecido
tumoral em comparacdo com a CDDP livre, o que poderia levar a uma maior
eficacia terapéutica. Entretanto, o estudo de atividade antitumoral de SpHL-CDDP
em modelo experimental de camundongo portador de tumor solido de Ehrlich
demonstrou semelhanca no perfil do crescimento tumoral apds o tratamento com
SpHL-CDDP e CDDP livre quando administrados na dose de 8 mg/kg, dose proxima
a DMT estabelecida para a CDDP livre (CARVALHO-JUNIOR, 2008). Além disso, a
atividade de SpHL-CDDP foi comparada com uma formulacéo lipossomal nao pH-
sensivel (NSpHL-CDDP) e, esta mostrou ser menos efetiva no controle do
crescimento tumoral em relagcdo aquela. Considerando a limitacdo do aumento de
doses da CDDP livre devido a sua toxicidade, a melhora da quimioterapia com o



uso de SpHL-CDDP certamente poderia ser observada com o uso de doses mais
altas desse sistema carreador de CDDP. Diante disso, nessa etapa do trabalho, foi
realizado um estudo de avaliagcdo da atividade antitumoral dos SpHL-CDDP
administrados em camundongos Swiss portadores de tumor sélido de Ehrlich em
dose proxima a DMT dos SpHL-CDDP.



2 MATERIAL E METODOS



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPE, dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e DSPE-PEG2q0o foram adquiridos da Lipoid
GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). CHEMS foi fornecido pela Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A CDDP foi adquirida da Quiral Quimica do Brasil S/A (Juiz
de Fora, Minas Gerais, Brasil). HEPES e hidroxido de sédio foram adquiridos da

Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil).

O metanol, acetato de etila e a dimetilformamida, todos os solventes grau HPLC,
foram adquiridos da Tedia (Fairfield, Ohio, Estados Unidos). Cloroférmio P.A. e éter
etilico P.A. foram adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil). O cloreto de sédio P.A. e
o isopropanol foram provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua utilizada
em todos os experimentos foi deionizada e destilada.

2.2 Preparacao e Caracterizacao dos Lipossomas

SpHL e SpHL-CDDP foram constituidos de DOPE, CHEMS e DSPE-MPEGgg0
(concentragao lipidica total igual a 40 mM; razdao molar igual a 5,7:3,8:0,5,
respectivamente). NSpHL-CDDP e lipossomas brancos ndao pH-sensiveis de longa
circulacdo (NSpHL) foram constituidos de DOPC, CHEMS e DSPE-MPEGzo
(concentragcédo lipidica total igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8:0,5,
respectivamente). A preparacédo de todas as formulacdes lipossomais foi realizada
pelo método de evaporagcdo em fase reversa, como descrito anteriormente por
Carvalho-Junior e colaboradores (2007a). Todas as formulagbes foram
caracterizadas quanto ao didmetro, potencial zeta e teor de encapsulacao, seguindo

os protocolos descritos anteriormente no Capitulo 1.



2.3 Preparo e inoculagao das células tumorais

O preparo das células tumorais incluiu processos de lavagem, contagem das células
e a determinacdo da viabilidade celular. Células de tumor ascitico de Ehrlich
(2 x 10° células), derivadas de adenocarcinoma mamario de camundongos, foram
inoculadas intraperitonealmente em camundongos Swiss fémeas (25 % 2g). Oito
dias apds a inoculacdo, os camundongos foram anestesiados com uma mistura de
xilazina (7,5 mg/kg) e ketamina (60 mg/kg) e o liquido ascitico contendo as células
tumorais foi coletado. Esse fluido foi centrifugado a 3000 rpm por cinco minutos,
numa temperatura de 5°C e o sobrenadante foi desprezado. As células foram
ressuspensas em solucdo salina 0,9% (p/v) e novamente centrifugadas. Esse
procedimento foi repetido até a obtencdo de um liquido denso e claro, com o
minimo possivel de fibrinas e hemacias. Em seguida foi realizada a contagem e a
determinacao da viabilidade celular. A contagem das células tumorais foi realizada
com o uso de microscopio Optico utilizando uma camara de Neubauer e uma
solucao de azul de Tripan 0,4% (p/v) como corante. As células coradas pelo azul de
Tripan foram consideradas inviaveis e as células translucidas foram consideradas
viaveis. A viabilidade celular variou de 96 a 98%. Uma suspenséao de células viaveis
foi entdo preparada em uma densidade média de 1 x 107 células/mL. Essas células
foram implantadas por via subcutanea (SC) no flanco direito de camundongos
fémeas (0,2 mL/camundongo).

2.4 Avaliacao da atividade antitumoral

Ap6s 15 dias da implantacao, os tumores apresentavam-se palpaveis com didmetro
de aproximadamente 9 e 10 mm. Os animais foram entdo aleatoriamente divididos
em 5 grupos experimentais os quais receberam CDDP livre (8 mg/kg), SpHL-CDDP
(16 mg/kg), NSpHL-CDDP (16 mg/kg), SpHL (a dose de lipide foi igual aquela
administrada nos animais tratados com SpHL-CDDP na dose de 16 mg/kg), NSpHL
(a dose de lipide foi igual aquela administrada nos animais tratados com NSpHL-
CDDP na dose de 16 mg/kg). A administracdo das diferentes formulagdes foi



realizada por via IV, perfazendo um total de 3 administracbées com intervalos de 7
dias entre as doses. O primeiro dia de administracdo foi considerado o dia 0 do
estudo e, as formulagbes foram, portanto, administradas nos dias 0, 7 e 14 (Figura
2.1).

Inoculagéo das Tratamento IV das
células Ehrlich, SC formulacdes de CDDP Sacrificio
2 x 108 cels/animal DO D7 D14 D23

y y y |

Figura 2.1 - Esquema representativo do protocolo experimental para o estudo de
atividade antitumoral.

A atividade antitumoral foi avaliada em termos de volume do tumor mediante a
medida dos trés didmetros ortogonais (di, d> e ds, 0s quais representam largura,
comprimento e profundidade, respectivamente) com o auxilio de um paquimetro

(Mitutoyo, MIP/E-103) e, de acordo com a seguinte férmula:

V=Tt(d1Xd2Xd3)
6

O crescimento do tumor e 0 peso dos animais foi monitorado durante 23 dias. No
final do periodo experimental, o volume relativo do tumor (VRT) foi calculado de

acordo com a equagéio:

VRT . volume do tumor no dia 23
volume do tumor no dia 0




A porcentagem de inibicdo do crescimento do tumor (IC) também foi determinada

mediante o emprego da seguinte férmula:

ICT _ 1 - (VRT do grupo tratado com a formulacao contendo CDDP) x 100
VRT do grupo controle

No final do experimento, os animais foram sacrificados, o tumor foi removido e,
posteriormente fixado em formaldeido a 10% (v/v). Os fragmentos dos tecidos foram
incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 um de espessura e,
posteriormente, corados pelo método hematoxilina-eosina. Além disso, os 6rgaos
alvo de toxicidade, rim e medula 6ssea, foram removidos para avaliacao

histopatoldgica.

2.5 Avaliacao histomorfométrica

Em seccbes histologicas do tumor sélido de Ehrlich, utilizando objetiva de 40x,
foram determinados a porcentagem de areas de neoplasia, necrose e inflamacao.
Para determinagao dessas variaveis foi realizada a captura de imagens em camera
digital Spot Insigh Color adaptado a um microscopio Olympus BX-40 e o software de
captura SPOT® versdo 3.4.5. A andlise das imagens foi realizada utilizando o Corel
DRAW® versdo 7.468 e a contagem foi determinada em um total de 15 campos,
abrangendo toda a area da seccao histoldégica. Foram determinados 25 pontos
equidistantes no campo da imagem, contabilizando 375 pontos por lamina

examinada.



2.6 Analise estatistica

Para a verificacdo da normalidade e homocedasticidade da variancia utilizou-se os
testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente. Os dados que nao apresentaram
distribuicdo normal foram transformados pela equacao: y = log (variavel + 1). A
avaliagdo do crescimento tumoral ao longo do tempo de investigacao foi realizada
por analise de regressao. A diferenca entre os grupos experimentais no parametro
peso do tumor e nos parametros histomorfométricos foi analisada por teste de
Tukey. Para todas as andlises adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as
diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor ou igual
a 0,05 (P < 0,05).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO



3.1 Resultados

3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

A Tabela2.1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas das diferentes
formulagdes lipossomais contendo ou ndo CDDP. SpHL-CDDP, NSpHL-CDDP,
SpHL e NSpHL apresentaram um didmetro médio variando entre 120 e 135 nm e as
populacdes das vesiculas sdo monodispersas (IP <0,3). Todas as formulacées
exibiram um potencial zeta préximo da neutralidade com valores médios variando
entre -1,6 e -2,8 mV. A quantidade de CDDP encapsulada foi similar em SpHL-
CDDP e NSpHL-CDDP (23 e 22%, respectivamente).

Tabela 2.1 - Caracteristicas fisico-quimicas de diferentes formulacdes lipossomais

Diametro . Porcentagem
4 - Potencial ~
Formulacées médio Indice de Zeta Encapsulacao
¢ (hm) £ DP?  Polidisperséo + DP de CDDP
(mV) £ DP (%) + DP
SpHL-CDDP 130 +7 0,07 +0,02 -1,6+0,9 23+5
NSpHL-CDDP 121 £ 14 0,09 £0,02 -2,7+0,5 22+4
SpHL 135+4 0,08 £0,03 -2,4+1,0 -
NSpHL 120 £10 0,10 £ 0,06 -2,8+1,6 -

@Cada valor representa a média = desvio padréo (n = 3).

3.1.2 Atividade antitumoral

Os dados da avaliacao antitumoral, no que diz respeito a curva de crescimento
tumoral, de camundongos Swiss fémeas portadores de tumor sélido de Ehrlich
tratados com SpHL-CDDP, NSpHL-CDDP e CDDP livre assim como 0S grupos
controle SpHL e NSpHL, estao apresentados na Figura 2.2 A. Os dados individuais
dos animais submetidos aos diferentes tratamentos estdo discriminados no

Apéndice A. Os dados foram posteriormente avaliados por andlise de regressao e,



os diferentes modelos utilizados estdo apresentados na Figura2.2B. A
administracdo de CDDP livre na dose de 8 mg/kg/semana durante trés semanas,
reduziu significativamente o crescimento tumoral em comparacdo com 0S grupos
controle (Figura 2.2 A e B). Entretanto, o tratamento com SpHL-CDDP na dose de
16 mg/kg administrado semanalmente durante trés semanas resultou em uma
atividade antitumoral significativamente maior em relagdo ao tratamento com CDDP
livre (8 mg/kg/semana durante trés semanas) (P < 0,0001). Pode-se observar que a
administracdo de SpHL-CDDP inibiu de maneira significativa o crescimento tumoral,
resultando praticamente na auséncia de alteracdo do volume tumoral durante todo o
periodo experimental (Figura2.2 A). A andlise de regressdo nesse Qrupo
experimental permitiu definir um coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,596. No
entanto, alguns estudos descrevem que para ensaios in vivo a regressao é aceita
quando o valor de r é igual ou maior que 0,8 (TAVARES, 2004). Por esse motivo,
nenhum modelo de regresséao foi aplicado nesse gurpo experimental, portanto, ele
nao foi representado na Figura 2.2 B. No grupo de camundongos tratados com
NSpHL-CDDP (16 mg/kg/semana durante trés semanas) também foi observado
maior inibicdo do crescimento tumoral em relagdo ao grupo tratado com CDDP. A
andlise de regressdo demonstrou diferenga estatistica significativa entre NSpHL-
CDDP e CDDRP livre (P < 0,05), porém essa formulagdo mostrou ser menos efetiva
no controle do crescimento tumoral quando comparada com a formulagdo SpHL-
CDDP (Figura 2.2 A). Considerando os valores médios do volume tumoral obtidos
até o nono dia de investigacao pbde-se observar que NSpHL-CDDP mostrou o
mesmo perfil de inibicdo observado para SpHL-CDDP. Entretanto, ap6s esse
intervalo, SpHL-CDDP mostrou ser mais efetivo no controle do volume do tumor do
que NSpHL-CDDP. O valor de ICT determinado no D23 para os grupos tratados
com SpHL-CDDP, NSpHL-CDDP e CDDP livre foi igual a 83%, 73% e 55%,
respectivamente. Convém ainda destacar que o tratamento dos animais com SpHL-
CDDP foi capaz de promover a cura de dois animais (13%). A analise de regressao
nao demonstrou diferenca significativa entre os grupos controle (P > 0,05).
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Figura 2.2 - Efeito antitumoral (A) de CDDP livre na dose de 8 mg/kg (e), SpHL-CDDP na
dose de 16 mg/kg (A ), NSpHL-CDDP na dose de 16 mg/kg (H), SpHL (A) e NSpHL ()
administrados em camundongos Swiss portadores de tumor solido de Ehrlich. Em B, os
valores foram calculados usando as equacées obtidas na analise de regressao para os
diferentes tratamentos. Os valores de r das curvas CDDP, NSpHL-CDDP, SpHL e NSpHL foram
0,979, 0,851, 0,988 e 0,990, respectivamente. Nenhum modelo de regressao pode ser aplicado
no grupo tratado com SpHL-CDDP portanto ele nao esta representado em B. As setas indicam
os dias de tratamento. Os asteriscos representam diferencas estatisticas significativas entre
SpHL-CDDP e NSpHL-CDDP.



A anélise macroscopica do tumor de Ehrlich revelou a presenca de uma massa
tumoral esbranquicada, de formato irregular, consisténcia borrachéide e superficie
lisa e, as vezes, infiltrado em tecidos adjacentes. Os tecidos tumorais foram
cortados longitudinalmente e uma area esbranquigcada na regiao central, indicativa
de necrose, também foi observada. Esse aspecto foi observado em todos os grupos
experimentais, independente do tratamento aplicado. A avaliagdo microscépica do
tumor dos camundongos de todos 0s grupos experimentais confirmou uma area de
necrose coagulativa localizada na regiao central, e células neoplasicas com intenso
pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, ndcleos bizarros com cromatina
condensada e, as vezes, células gigantes evidenciando uma intensa atipia celular
(Figura 2.3 A).

Na avaliagdo histomorfométrica do tumor solido de Ehrlich, ndo foi detectada
diferenca significativa na quantificacdo das areas neoplasicas, necrose e inflamacgao
entre os diferentes grupos avaliados (Tabela 2.2). Entretanto, os dados apontam
uma tendéncia para um aumento de areas neoplasicas nos grupos tratados com as
formulacbes contendo CDDP em relacdo aos grupos controle. No grupo de
camundongos tratados com SpHL-CDDP pode-se observar uma diminuicdo nas
areas de necrose e inflamacao em comparacdo com o grupo controle SpHL.
Embora o grupo tratado com SpHL-CDDP tenha apresentado menor crescimento
tumoral (Figura 2.2), os dados de histomorfometria demonstram uma maior
extensdo de tecido neoplasico viavel em comparagdo com o grupo controle. Esse
fato pode ser atribuido ao pequeno volume do tumor no grupo tratado com SpHL-
CDDP, que torna o suprimento sanguineo suficiente para as células se manterem
viaveis, no entanto, pode-se sugerir que o indice proliferativo dessas células é
extremamente reduzido em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, os animais
dos grupos controle tratados com SpHL e NSpHL apresentaram um maior volume
do tumor o que torna o suprimento sanguineo insuficiente para as células
localizadas na regiao central do tumor fazendo com que as mesmas morram por um
mecanismo de necrose, 0 que justifica portanto maiores areas de células inviaveis
nesses grupos experimentais. Entretanto, vale destacar que esse foi um estudo
preliminar e estudos posteriores utilizando um nimero maior de animais devera ser
conduzido. Uma figura representativa das trés variaveis analisadas na avaliacao

histomorfométrica esta apresentada na Figura 2.3.



Tabela 2.2 - variaveis Morfométricas avaliadas no tumor sélido de Ehrlich de
camundongos Swiss fémeas submetidos a diferentes tratamentos

Tratamento’ Neoplasia (%) Necrose (%) Inflamacao(%)
SpHL 36+4 46 + 8 18+7
SpHL-CDDP 57 +7 38+6 5+2
CDDP 51+6 46 +£5 3+1
NSpHL 42 +6 43 +7 15+4
NSpHL-CDDP 46 +£5 43 +9 10+ 4

‘Dados expressos com a média * erro padrao da média (n = 3).



Figura 2.3 - Fotomicrografias do tumor sélido de Ehrlich representativas das diferentes
variaveis avaliadas no estudo histomorfométrico: neoplasia (A), necrose (B) e inflamacao (C).
Coloracao hematoxilina-eosina, aumento original x 100.



Na Figura 2.4 estd representada a variagdo do peso corporal dos camundongos
acometidos com tumor solido de Ehrlich e tratados com as diferentes formulacées
contendo CDDP e com os controles. Independente da formulagao contendo CDDP
administrada, foi observada uma perda de peso significativa em relacdo aos grupos
controle (P < 0,05). No entanto, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos
tratados com CDDP livre, SpHL-CDDP e NSpHL-CDDP. Vale destacar que a dose
de SpHL-CDDP e NSpHL-CDDP administrada foi duas vezes superior a dose de
CDDRP livre e, ainda assim, a perda de peso induzida pelas duas formulacées, foi
semelhante aquela observada apds a administracao do farmaco livre. Considerando
os resultados obtidos para o perfil de toxicidade aguda das formulacées de CDDP
livre (7,5 mg/kg) e SpHL-CDDP (20 mg/kg) em camundongos Swiss, pode-se
sugerir que a menor reducdo do peso dos animais tratados com SpHL-CDDP
(16 mg/kg) seja decorrente do menor volume tumoral observado apds este
tratamento em comparagdo com a administracdo de CDDP livre (8 mg/kg)
(Figura 2.2). Nos grupos controle foi observado um pronunciado ganho de peso em
todos os dias avaliados, sugerindo que esse aumento seja decorente do
crescimento tumoral. Além disso, uma taxa de mortalidade de 20% foi observada
nos grupos tratados com CDDP livre e NSpHL-CDDP, enquanto nenhuma morte foi

observada no grupo tratado com SpHL-CDDP.

Como observado no estudo de toxicidade, os principais érgaos-alvo de toxicidade
foram a medula 6ssea e os rins. Portanto, nesse experimento esses 6rgaos também
foram removidos e avaliados microscopicamente quanto a possiveis alteracdes
induzidas pelas diferentes formulacdes. No que diz respeito a toxicidade da medula
0ssea, a andlise histopatolégica demonstrou uma discreta hipoplasia caracterizada
por reducdo dos precursores eritrociticos, mielociticos e megacariociticos com
aumento do material intercelular apds o tratamento com CDDP livre, NSpHL-CDDP
e SpHL-CDDP. Por outro lado, a analise microscopica do tecido renal de
camundongos submetidos ao tratamento com as diferentes formulagbes
demonstrou auséncia de alteracdes caracteristicas de toxicidade (dados nao
mostrados).
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Figura 2.4 - Perfil de variacdo do peso corporal de camundongos Swiss acometidos pelo
tumor sélido de Ehrlich e submetidos a diferentes tratamentos. Os graficos A, B,Ce D
representam a variacao de peso observada nos dias 7, 14, 19 e 23, respectivamente, apés o
inicio do tratamento. Os dados foram apresentados como valores individuais de variagao em
cada animal comparado ao dia inicial do tratamento. Os tracos horizontais indicam a média da
variacado do peso. CDDP, SpHL-CDDP e NSpHL-CDDP apresentaram diferenca significativa em
relacdo a SpHL e NSpHL ao nivel de significancia de 0,05 (P < 0,05).



3.2 Discussao

Estudos prévios demonstraram a capacidade dos SpHL-CDDP promoverem uma
maior concentragdo no sitio tumoral. Além disso, foi constatado que a atividade
antitumoral in vivo da CDDP nao foi alterada apds sua encapsulacao em lipossomas
pH-sensiveis de circulacado prolongada. No entanto, nenhuma diferenca no efeito
antitumoral foi observada apés a administracdo de CDDP e SpHL-CDDP em baixas
doses (8 mg/kg) (CARVALHO-JUNIOR, 2008). Sabe-se que uma grande limitagdo
na quimioterapia com CDDP ¢ a dificuldade do aumento de doses em funcao de sua
elevada nefrotoxicidade e, nesse trabalho, foi demonstrado que a encapsulagao da
CDDP em SpHL-CDDP reduziu significativamente os efeitos téxicos induzidos por
esse agente antineoplasico. Diante disso, um esquema terapéutico utilizando SpHL-
CDDP em doses mais elevadas poderia contribuir para uma melhor eficacia
terapéutica em relacao a CDDP livre. Nesse contexto, nessa etapa do trabalho, o
efeito antitumoral de SpHL-CDDP administrado em camundongos Swiss portadores
de tumor sdlido de Ehrlich em uma dose duas vezes superior a CDDP livre foi
investigado.

Os resultados desse estudo confirmaram que a encapsulacdo da CDDP em
lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada nao altera a atividade
antitumoral desse farmaco, como demonstrado anteriormente por Carvalho-Junior
(2008). Foi demonstrado também que SpHL-CDDP (16 mg/kg/semana, 3 semanas)
teve um maior efeito antitumoral comparado com as demais formulagdes contendo
CDDP. Em comparacdo com o tratamento com CDDP livre (8 mg/kg/semana, 3
semanas), a administragdo de SpHL-CDDP inibiu significativamente tanto o
crescimento do tumor sélido de Ehrlich de camundongos Swiss bem como o volume
tumoral. Esses resultados demonstraram que SpHL-CDDP permitiu administrar
doses mais elevadas do farmaco, melhorando significativamente a atividade
antitumoral. Entretanto, como os tumores sado heterogéneos por natureza e séo
compostos, normalmente, por areas de edema e necrose, muitas vezes, medidas de
volume do tumor ndo é considerado um marcador preciso de eficacia antitumoral.
Para melhorar avaliagdo da atividade antitumoral é recomendado também a analise

microscépica dos tumores (VASSILEVA et al., 2007). Neste contexto, embora nao



tenha sido observada diferenga significativa nos parametros avaliados por
histomorfometria, detectou-se uma maior tendéncia a diminuicdo na area de
necrose e no processo inflamatério e aumento das células neoplasicas no grupo
tratado com SpHL-CDDP em comparagdao com o grupo controle e CDDP livre.
Esses achados associados a reducdo do volume tumoral sugerem um
comprometimento da proliferagcdo celular e da apoptose induzida pela CDDP.
Possivelmente, uma menor taxa proliferativa seja decorrente da concentracéo
aumentada de CDDP na regidao tumoral quando administrada sob a forma de SpHL-
CDDP em comparagcdo com a adminstracdo de CDDP livre, como demonstrado
anteriormente (CARVALHO-JUNIOR et al., 2007a). Além disso, alguns estudos
sugerem diferencas no mecanismo de inducdo de apoptose entre CDDP livre e
CDDP associada a nanoparticulas, sendo que niveis significativamente mais
elevados foram observados apds a administracao de nanoparticulas poliméricas de
CDDP (MORENO et al, 2009). Boulikas (2007) também demonstrou que o
Lipoplatin® induz morte celular por apoptose tanto em células neoplasicas como em
células endoteliais da musculatura vascular da regido tumoral, sugerindo também
um papel antiangiogénico dessa formulacdo. Por outro lado, o tratamento com
SpHL-CDDP também foi mais eficaz na inibicdo do crescimento tumoral do que
NSpHL-CDDP, sugerindo portanto que a composicao lipidica tem um papel
importante no aumento da resposta antitumoral. A presenca de DOPE na bicamada
confere propriedades fusogénicas as vesiculas lipidicas e, possivelmente, a
caracteristica de pH-sensibilidade conferida pela associacdo entre DOPE e CHEMS

garante uma liberacao preferencial da CDDP na regido tumoral.

Com relacao a toxicidade, SpHL-CDDP mostrou ser menos téxico que CDDP livre e
NSpHL-CDDP visto que a administracdo de CDDP livre e NSpHL-CDDP induziu
20% de morte dos camundongos e nenhuma morte foi observada no grupo tratado
com SpHL-CDDP. Além disso, auséncia de alteracdo morfolégica do tecido renal foi
observada apés a injecao das diferentes formulacdes, demonstrando que mesmo
apos trés administracées de uma dose duas vezes superior a CDDP livre, SpHL-
CDDP foi capaz de prevenir a toxicidade induzida pela CDDP. No entanto, uma
discreta mielotoxicidade foi detectada apdés o tratamento com as diferentes
formulacdes contendo CDDP. Efeitos sobre os parametros hematolégicos devido a
administracédo repetida de uma formulagéo lipossomal contendo CDDP bem como



auséncia de toxicidade renal foram anteriormente documentados em modelos
experimentais (BOULIKAS, 2004). Esses resultados demonstram que a
encapsulacdo da CDDP em lipossomas pH-sensiveis reduz a toxicidade renal
mesmo quando administrada em modelos experimentais acometidos com tumor
sélido de Ehrlich.

Diante do exposto, pode-se concluir que SpHL-CDDP é uma alternativa potencial
para o tratamento de tumores sélidos que respondem a terapia com CDDP. O uso
dessa formulacédo podera possibilitar o ajuste de doses, permitindo alcangar melhor

eficacia terapéutica e menor toxicidade comumente induzida pela CDDP.



CONCLUSOES GERAIS



CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram diferengas importantes no perfil
toxicolégico e na atividade antitumoral dos SpHL-CDDP em relacdo a CDDP livre,

permitindo concluir que:

v" A encapsulagdo da CDDP em lipossomas pH-sensiveis de circulacao
prolongada reduz a toxicidade induzida pela CDDP em comparagdao com a sua
forma livre, aumentando significativamente a DLsy € a DMT ap6s a administragéo IP
elVv.

v" SpHL-CDDP induziu menos alteragcbes hematologicas que a CDDP livre e
nenhum comprometimento da medula 6ssea foi detectado ap6s quatorze dias de
investigacdo, demonstrando que SpHL-CDDP é menos mielotéxico que a CDDP

livre tanto ap6s administracao IP quanto IV.

v Uma redugado significativa da toxicidade renal foi observada apds a
administracdo de SpHL-CDDP por via IP e IV em comparagdo com a administragéo
de CDDP livre. Essa menor nefrotoxicidade foi evidenciada tanto pelos parametros
bioquimicos quanto pela avaliacao histopatolégica e foi atribuida a menor retencéao
de CDDP no tecido renal apds o tratamento com SpHL-CDDP em relagdo ao
tratamento com a CDDRP livre.

v' Alteragdes pouco expressivas nos parametros indicativos de toxicidade
hepatica foram detectadas apdés o tratamento com SpHL-CDDP e nenhuma
alteracdo morfologica foi observada apds administragdo por ambas as vias
investigadas.

v' O tratamento com SpHL-CDDP tanto por via IP quanto por via IV mostrou ser
mais seguro em relagdo a administracdo de CDDP livre, no que se refere a
mielotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, demonstrando os efeitos

benéficos dessa formulacao e sua potencialidade para aplicacao clinica.



v' SpHL-CDDP permitiu administrar doses mais elevadas do farmaco,
melhorando significativamente a atividade antitumoral em modelo experimental de

tumor sélido de Ehrlich em comparagcao com a CDDP livre.

v Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial dos SpHL-CDDP
para aplicacao terapéutica em pacientes com tumores malignos que respondem ao
tratamento com CDDP, visto que SpHL-CDDP poderao contornar problemas
limitantes da terapia tais como a dificuldade de ajuste de doses e principalmente a
nefrotoxicidade induzida pela CDDP.



PERSPECTIVAS



PERSPECTIVAS
Com base nos resultados do presente trabalho, pode-se propor algumas
perspectivas, a saber:

v' Avaliar a toxicidade de SpHL-CDDP em esquemas de doses repetidas.

v Avaliar a toxicidade de SpHL-CDDP em modelo nao roedor.

v' Avaliar, por técnicas imunoistoquimicas, o indice proliferativo e apoptético
das células neoplasicas do tumor sélido de Ehrlich tratado com SpHL-CDDP e

CDDRP livre.

v' Estudar a atividade antitumoral em esquemas terapéuticos utilizando a DMT
para os SpHL-CDDP, acompanhando os animais por um maior periodo de tempo.

v' Avaliar a eficacia antitumoral de SpHL-CDDP em outros modelos

experimentais.
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APENDICE A - Dados individuais de volume do tumor de camundongos Swiss

fémeas portadores de tumor sélido de Erlich submetidos a diferentes

tratamentos.
Grupo SpHL
Animais DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23

1 350 498 617 806 1066 1289 1529 1576 2665 2917 3215

2 291 443 517 536 850
3 345 657 584 804 810 736 1436 1813 1956 2595 3087
4 298 443 712 823 622 759 912 1406 1484 2105 2911
5 353 424 667 695 638 653 846 924 1715 1961 2482
6 262 366 530 487 648 696 840 1123 1300 1866 2669
7 236 420 618 714 727 1010 1448 1711 2321 2295 3339
8 307 411 579 719 858 634 991 1320 1638 1971 2823
9 362 633 746 1049 1119 1434 1812 2023 2523 2925 3373
10 312 529 589 640 454 740 974 1257 2100 2377 3588
11 262 513 710 971 820 1092 1638 2271 2206 3345 4089
12 329 560 635 902 824 876 1150 1410 1810 2385 2301
13 236 491 528 810 1002 779 1124 1456 1811 2248 3407
14 345 396 494 654 968 1244 1245 1452 1946 3342
15 297 472 582 497 565 613 765 1006 1405 2130 3168
Média 306 484 607 741 786 877 1193 1467 1885 2362 3128
Erro Padrao 11 23 20 44 51 67 88 102 114 118 125

Grupo NSpHL

Animais DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23
1 334 630 646 1003 1012 1376 1528 1611 2801 3176 3794
2 280 392 560 733 911 1146 2009 2567 2478 2995 4684
3 346 462 429 694 1020 1189 1747 2129 2189 2221 4549
4 333 431 674 805 891 1397 1813 2159 3065 2676 4297
5 270 308 390 692 587 878 1203 1232 1906 1499 1960
6
7
8

318 366 399 640 884 839 1781 2275 2419 2407 2513
330 414 826 1160 1180 1799 2092 1587 4617 4094 5500
326 486 526 664 589 813 1149 1234 1480 2164 1686

9 325 515 546 761 935 756 1005 1707 2099 2428 3172
10 271 498 450 939 840 1095 1212 1477 1747 1972 2332
11 339 413 682 764 703 872 1166 1533 2306 1398 4486
12 288 441 399 592 680 775 1252 1380 1500 1339 1984
13 325 533 452 490 918 870 1221 1985 2339 1702 2339
14 231 460 583 754 1166 1269 1712 2221 3634 3447 4847
15 314 369 554 577 886 1005 1345 1586 2533 2593 3781

Média 309 448 541 751 880 1072 1482 1779 2474 2407 3462

Erro Padrao 9 21 34 46 48 79 93 110 212 212 396




Grupo CDDP

Animais DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23
1 376 492 669 905 691 550 655 908 1173 1420
2 492 792 871 1354 1310 1751 1245 1469 1594 2714 2419
3 435 475 607 644 815 733 887 996 1405 893 1111
4 446 494 745 1063 914 895 906 1400 968 1156 1371
5 369 668 912 755 558 640 734 652 392 409 603
6 459 621 567 800 812 544 669 972 687
7 374 595 687 885 732
8 391 495 492 764 669 550 626 933 751 626 925
9 371 566 593 416 426
10 426 582 789 1046 896 1263 1290 744 864 579 736
11 319 659 880 835 1093 839 1064 1022 3539 1749 2630
12 346 590 563 596 622 959 632 768 819 519 583
13 377 436 569 841 647 910 1036 828 991 1050 1013
14 425 702 634 965 1251 1662 1491 1756 2254 2309 2923
15 391 433 428 630 537 1022 622 848 1115 883 1189
Média 400 573 667 833 798 948 912 1032 1249 1200 1410
Erro Padrdo 12 28 39 60 69 106 78 90 214 188 215
Grupo SpHL-CDDP
Animais DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23
1 264 229 317 387 470 415 608 587 771 645 1062
2 408 343 380 403 444 374 272 337 239 162 181
3 310 345 368 540 546 498 639 480 583 590 563
4 310 264 393 419 278 414 483 388 440 331 453
5 326 358 359 622 401 330 607 497 490 435 746
6 359 422 474 476 401 252 318 148 116
7 327 386 483 548 421 272 395 297 266 279 207
8 250 388 348 489 292 302 302 354 332 477 716
9 289 259 410 451 368 392 462 389 291 333
10 264 302 293 323 273 243 213 128 181 116 153
11 351 395 378 466 509 506 579 630 714 578 1307
12 331 318 323 376 397 232 258 215 153 179 140
13 317 372 386 528 332 313 444 344 294 237 357
14 320 201 143 268
15 304 330 311 358 311 384 414 422 362 388 672
Média 315 332 348 441 395 350 423 378 388 362 530
Erro Padrao 10 17 21 25 23 24 38 40 51 46 97




Grupo NSpHL-CDDP

Animais DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23
1 315 282 417 526 770 696 909 843 794 698 1653
2 353 369 242 241 331 355 353 357 372 357
3 354 427 376 550 429 515 603 1152 336 377 657
4 268 338 371 530 674 578 372 546 578 526 692
5 306 301 372 538 757 863 814 694 657 598 729
6 217 293 260 269 452 435 607 311 197 399 412
7 280 340 374 504 588 549 614 560 546 538 556
8 357 379 422 469 740 899 1124 912 921 803 1844
9 336 390 423 823 613 679 463 522 656 622 810
10 267 461 483 606 670 443 440 364 440 392 467
11 426 353 360 443 403 321 421 321 214 330
12 300 336 460 487 527 399 373 224 225 325
13 266 344 451 266 409 361 571 535 331 329 547
14 334 343 383 498 464 411 778 563 746 647 914
15 421 335 357 439 715 551 533 455 691 691 1225
Média 320 353 383 479 569 537 598 557 514 509 875
Erro Padréao 15 13 18 40 41 50 62 78 74 50 143
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