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RESUMO

Favero,G.M.. Nanoemulsdo contendo 7-cetocolesterol (LDE/7KC) promove
inibicAo do crescimento de melanoma em camundongos e aumento de
sobrevidaftese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo; 2007,100 p.

7-cetocoleterol (7KC) é um oxisterol conhecido por inibir a proliferacao
celular e por ser citotéoxico. Desenvolvemos uma nanoemulsdo contendo
7KC (LDE/7KC) que demonstrou efeito anti-proliferativo sobre as linhagens
RPMI 8226 (mieloma) e melanoma (B16F10), in vitro, sendo
preferencialmente captada via receptores de LDL. No presente trabalho
avaliamos, in vivo, a cinética plasmatica, biodistribuicdo, acdo anti-tumoral e
parametros toxico-hematolégicos em camundongos portadores de
melanoma. A cinética plasmética apresentou um  decaimento
estatisticamente igual entre os animais portadores de melanoma e néao
portadores. Em relacdo a biodistribuicAo da nanoemulsdo, houve um
acumulo de seus componentes radioativamente marcados, principalmente
no figado e no tumor, sugerindo sua captacdo via receptores de LDL.
LDE/7KC promoveu uma reducdo superior a cinqienta por cento do
tamanho do tumor, que apresentou maior area de necrose e menor
guantidade de vasos. Nos camundongos tratados com LDE/7KC houve um
aumento da sobrevida. As analises toxico-hematoldgicas demonstraram que
a nanoemulsdo apresentou pouca ou nenhuma toxicidade. Os resultados
demonstram a possibilidade da utilizacdo da nanoemulsdo LDE/7KC como
um agente no tratamento do cancer, com poucos efeitos colaterais, devido a

sua seletividade aos receptores da LDL.

Descritores: Cetocolesterdis, emulsdes, lipoproteinas do colesterol LDL,

receptores LDL, melanoma experimental, farmacocinética.
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SUMMARY

Favero,G.M.. A 7-ketocholesterol containing-nanoemulsion (LDE/7KC)
inhibits growth of melanoma tumor in mice and increases survival rate
[thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2007, 100 p.

7-ketocholesterol (7KC) is an oxysterol known to inhibit cell proliferation and
to be cytotoxic. A nanoemulsion containing-7KC (LDE/7KC) was shown to
have antiproliferative effects on RPMI 8226 myeloma cell line and melanoma
(B16F10), in vitro. This patrticle is taken up mainly by LDL receptors. Here we
have evaluated the plasma kinetic, biodistribution, anti-tumoral action and
hematologic toxicity of LDE/7KC in melanoma bearing mice. The
nanoemulsion accumulated in the liver and tumor, tissues with a high
expression of LDL receptors. LDE/7KC promoted a tumor size reduction over
fifty percent. An increased necrosis area and a decreased amount of blood
vessels were found. An increased survival rate was observed. The
hematolgic analyses demonstrated a lack of toxicicity. The results shows the
possibility to use the LDE/7KC nanoemulsion as an agent for cancer
treatment, with few collateral effects probably due to its internalization by

LDL receptors.

Keywords: Ketocholesterol, emulsions, LDL lipoprotein, LDL receptor,

melanoma, pharmacokinetics.
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INTRODUCAO

7-cetocolesterol (7-KC) € um produto da oxidacdo do colesterol
conhecido por inibir a proliferacdo celular e por ser citotoxico (Favero, 2003;
Lizard et al, 1999). Fisiologicamente atua como regulador endbégeno da
enzima 3- hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase dentre
outras atividades (Bjorkhem, 2002).

O colesterol é um lipidio esterdide. Esta presente em todos os tecidos
do organismo, sendo componente essencial das membranas celulares,
precursor dos acidos biliares e reagente de partida da sintese de varios
horménios. O colesterol é obtido da dieta (30%) ou sintetizado
endogenamente (70%) a partir do acetil-CoA via HMG-CoA redutase.

A oxidacdo é uma das principais reacdes quimicas as quais os lipidios
podem estar sujeitos. O colesterol mostra um comportamento oxidativo
particular, pela dupla ligacdo entre os carbonos 5 e 6 e pelo grupo hidroxila
presente na posi¢do 3 da sua estrutura ciclica. De acordo com uma revisao
extensa (Kandutsch et al., 1978), a instabilidade do colesterol na presenca
de luz e ar foi documentada inicialmente em 1901, enquanto que sua
oxidacdo foi descrita primeiramente em 1907. Esta observacdo se tornou
importante quando, em 1935, foi reconhecido que o colesterol fornecido aos
animais, em experimentos de aterosclerose, ndo era puro. Assim, 0 agente
ativo na aterosclerose induzida por dieta poderia ndo ser o colesterol per se,

mas seus produtos de oxidagdo, denominados oxisterdis, o que foi



postulado por Altschul em 1950. Os oxisterois podem ser definidos como
produtos de oxidagcdo do colesterol, que s&o formados de maneira
enzimatica e n&o-enzimatica. S&o formados de maneira enzimatica,
basicamente, no figado e tecidos geradores de horménios; ndo-enzimética,
por auto-oxidacao induzida principalmente por radicais livres, ocorrendo com
maior facilidade na posicao 7; peroxidagao lipidica, na qual o colesterol é
oxidado por hidroperéxidos ou perdxidos ciclicos, produzindo oxidacao nas
posicles 7, 20 e 25 (Maerkeretal.,, 1991). A biossintese de oxisterois foi
primeiramente documentada em 1956 por Fredrickson e Ono, que
incubaram colesterol radioativo com uma fracdo subcelular enriquecida com
mitocondrias e mostraram que eram formados 25- e 27-hidroxicolesterol.
Outros oxisterdis foram descobertos posteriormente.

No plasma humano, os oxisterois estdo aparentemente distribuidos
entre lipoproteinas de alta e baixa densidade. Smith et al (1981) detectaram
em plasma humano diferentes ésteres de oxisterois, incluindo 7-
cetocolesterol (7-KC; 3b- hidroxicolest-5- en-7-ona; 7-oxocolesterol), 25-
hidroxicolesterol, 26-hidroxicolesterol e 7 b-hidroxicolesterol. Eles sugeriram
que a presenca de alguns desses ésteres de oxisteroéis leva a peroxidagcao
do colesterol in vivo. Varios dos oxisterois (dentre os mais de 60 diferentes
compostos descritos) ocorrem também nos alimentos, incluindo colesterol -
a e -b-epoxidos, 7a- e 7b- hidroxicolesterol e o 7-cetocolesterol, que € o
predominante (Parish et al, 1989).

Apesar disto, os oxister6is permaneceram como uma curiosidade

bioquimica até que se demonstrou, em 1973, que certos derivados da



sintese de esterbis eram potentes inibidores da sintese de esterbéis em
células de mamiferos em cultura e diminuiam os niveis de atividade da 3
hidréxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase nestas células (Peng
et al.,1978; Fornas et al.,1987). Colesterol altamente purificado, has mesmas
condi¢Bes, praticamente ndo possuia efeito (Taylor et al. 1979). Isto sugeriu
que os oxisteréis tinham um papel no metabolismo lipidico e estimulou a
pesquisa de suas agoes fisioloégicas. Nos anos seguintes, mostrou-se que 0s
oxisterdis participam em varios e diferentes aspectos do metabolismo lipidico
(Peng et al. 1978).

De fato, os oxisteréis representam uma classe de moléculas
regulatérias potentes, com acdes bioldgicas importantes, como na
interferéncia no metabolismo de esterdis, na inibicdo da proliferacdo e
diferenciacdo celulares, na citotoxicidade, na aterogenicidade, na
mutagenicidade e na carcinogenicidade (Baranowski et al. 1982). Sé&o
reguladores da expressdo génica, substratos para a sintese de acidos
biliares e mediadores do transporte de ester6is. Como moléculas
regulatorias, inibem a producdo de fatores de transcricdo requeridos para a
expressdo de varios genes das vias de suprimento de colesterol (Higley et
al., 1984) e sao ligantes que ativam receptores nucleares Boissoneault et
al.,, 1985). Também podem ser substratos para a sintese de horménios
estereoidais (Lyons e Brown,1999). Os oxisterdis sao inativados pela
conversao em acidos biliares e, em algumas instancias, a necessidade de
acidos biliares pode somente ser suprida através do metabolismo de

oxisterois (Yoshida et al., 2003).



Os oxisterGis receberam atencdo particular na pesquisa da
aterosclerose, principalmente devido a sua presenca no tecido
aterosclerotico humano e porque exercem muitas propriedades pro-
aterogénicas in vitro e, em menor escala, in vivo. Aparentemente, o estudo
mais antigo sobre a presenca de oxisterodis na aorta foi o de Hardegger et al,
em 1943 (Kandutsch et al. 1978), que descreveram a colest-3,5-dien-7-ona
como o principal oxisterol dentre 4 identificados. Este oxisterol € o produto
de desidratacdo do 7-KC, formado artificialmente durante saponificacédo
alcalina a quente. De fato, na placa aterosclerdtica, 7-KC € o colesterol
oxidado encontrado em maior abundancia (Brown et al, 2000).
Posteriormente, estudos mostraram que o0 acumulo de lipidios em
macrofagos na aterosclerose se da quando a LDL esta modificada como, por
exemplo, quando estd oxidada. Neste caso, a interiorizacdo se da via
receptores outros, que ndo o da LDL, ou por fagocitose. LDL oxidada € uma
mistura complexa de varios componentes que incluem hidroperoxidos
lipidicos, aldeidos e oxisterd6is. Quando a LDL € oxidada in vitro, varias
mudancgas ocorrem nos seus componentes lipidicos e protéicos, incluindo
uma perda substancial de colesterol livre e esterificado, que sédo convertidos
a oxisterois. Os oxisterois, principalmente 7b-hidroperoxi-colesterol, 7b-
hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol, podem mimetizar os efeitos citotdéxicos
da LDL oxidada em varios tipos celulares (Hsu et al., 1980; Holmes et
al.,1984). Interessantemente, na LDL oxidada pelo Cu™ predominam os

esterdis oxigenados na posicdo 7, em particular o 7 — cetocolesterol , que



difere do colesterol por apresentar um grupo funcional cetona na posi¢ao 7
(Rao et al.,1999).

Além da origem enddgena, foi sugerido que 7-KC pode ser derivado
exogenamente da dieta, pois € o principal oxisterol presente em alimentos
processados, ricos em colesterol (Chang et al., 1998; Osada et al.,2000). O
fato de 7-KC incorporado a LDL acetilada ser rapidamente metabolizado e
excretado pelo figado, apés injecdo em ratos, sugeriu que a dieta pode néo
ser uma fonte importante de oxisterdis presentes na placa aterosclerotica
(Chang et al., 1998); porém, este trabalho recebeu criticas potenciais, pois o
veiculo ndo era fisiol6gico; oxisterbis de origem dietética podem ser
absorvidos e incorporados em quilomicrons.

Os efeitos do 7-KC in vitro incluem inibicéo da liberacao do colesterol
das células, diminuicdo da permeabilidade a glicose, interrupcdo do fluxo de
Ca'™, alteracdo da barreira endotelial, inibicdo da expresséo do receptor de
LDL e da liberacdo de 6xido nitrico, citotoxicidade, inducdo de apoptose,
necrose e autofagia (Lizard et al., 1997;1998;1999). O esquema apresentado
na figura | demonstra uma das possiveis vias de oxidacbes a qual a
molécula de colesterol esta sujeita, formando o 7-cetocolesterol, este que é

a substancia mais importante neste projeto.
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Figura I: Maior produto da acéo de radicais livres € o 7-hidroperoxicolesterol,

este € rapidamente convertido em 7-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol
epiméricos. O 7-cetocolesterol € o oxisterol de origem ndo enzimatica mais

abundante na lipoproteina de baixa densidade. (Lyons et al, 1998, adaptado)

Oxisterdis sdo citotoxicos e inibem o crescimento e viabilidade de
células de hepatoma e linfoma em cultura (Parish et al., 2001); também
possuem efeitos toxicos em células musculares lisas (Nassem et al., 1987).
Quando colocados em forma de cristais em uma camada de colageno
inibem a adesd@o e o crescimento de células musculares lisas em cultura
(Guyton et al., 1990). Oxisterdis, incluindo o 7-KC, séo potentes indutores da
apoptose em células endoteliais (Peng et al.,, 1978; Fornas et al.,1987;
Taylor et al.,, 1979) ,assim como para uma variedade de outras células,
como fibroblastos (Boissonneault et al., 1985; Kolsch et al., 1999), células
de mastocitoma (Fornas et al.,1987) e neuroblastoma humano (Kolsch et

al., 1999 ;Rao etal., 1999).



O mecanismo pelo qual oxister6is causam morte celular estd em
estudo. Haveria trés mecanismos principais ndo excludentes entre si. Um
deles, seria a inibicdo da sintese de colesterol por inibicdo da 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase pelos oxisterdis (Hsu et al.,
1980). De fato, h& correlacdo entre crescimento celular e sintese de esterol e
a atividade da enzima. O bloqueio total da atividade enzimatica por oxisterois
inibe a sintese de DNA e a proliferacdo celular (Chen, 1984). O segundo
mecanismo se daria pela insercdo de moléculas de oxisterdis na bicamada
lipidica da membrana celular (Holmes & Yoss, 1984), alterando
substancialmente a permeabilidade da membrana ao Ca?', o que ndo é
causado pelo colesterol (Zhou et al., 1993). O Ca?' intracelular aumentaria
acima de determinados niveis, ocorrendo morte celular. O terceiro seria
associado ao potencial oxidante dos oxisteréis como mencionado adiante.
Podem existir outras causas. Por exemplo, os oxisterdis favorecem a
secrecao de interleucina 1b durante o processo apoptotico em células de
leucemia promonocitica humana U937 (Lizard et al., 1997), aparentemente
de modo dependente dos niveis celulares de glutationa (Lizard et al., 1998).

Em estudos in vitro demonstramos que 7~KC foi capaz de induzir
morte celular nas linhagens RPMI 8226 (mieloma multiplo) e B16F10
(melanoma murino), acompanhada pela diminuicdo de células viaveis, da
perda do poténcial transmitocondrial (JC-1), alteracdes de citoesqueleto e
presenca de figuras de mielina, que s&o vacuolos autofagicos e com
caracteristica multilamelar, observados na microscopia eletrdnica. A

avaliacdo ultraestrutural demonstrou a intensidade dos efeitos causados pelo



7-KC, aspecto citopatico e alteracdo na forma nuclear acompanhando de
rompimento do citoesqueleto (Favero, 2003).

Adicionado ao meio de cultura 7-KC, provavelmente, associa-se a
constituintes deste meio(Lin et al, 1996). Lin et al (1996) demonstraram que
tanto o colesterol quanto os oxisterdis livres estdo mais associados a
albumina e, portanto, mais facilmente disponivel em relacdo a célula. Com
esta facil captacdo, o 7-KC poderia desencadear o processo de morte. O
colesterol, por sua vez, em nossos estudos, mostrou baixa ou nenhuma
toxicidade na concentracgéo utilizada.

A variedade de efeitos relacionados ao 7-KC impossibilita a descricédo
do mecanismo preciso de morte celular. Monier et al (2003) sugerem o termo
Oxiapoptofagia (OXldacdo, APOPTOse, autoFAGIA) para a morte induzida
por 7-KC, ja que ha a presenca dos trés processos. O mais provavel € que o
processo de morte esteja ligado a alteracdbes de membrana e, como
consequéncia, aumento do influxo de calcio; paralelamente, ha a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Sevanian et al (1986)
demonstraram que o0s oxisteréis podem substituir o colesterol na membrana
celular, afetando a fluidez, permeabilidade e estabilidade da membrana
celular. Oxisterdis também afetam a estrutura estereoquimica das proteinas
e fosfolipidios, alterando as caracteristicas da membrana.

Outros estudos corroboram nossos achados, demonstrando que 7-KC
promove indugdo de autofagia em células endoteliais de corddo umbilical
humano, caracterizados pela formacdo de figuras de mielina (Lizard et al,

1997). Num recente trabalho, o0 mesmo grupo observou a formacdo das
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figuras de mielina em células U937, associado a ensaios com
monodansilcadaverina, que € um marcador para vacuolos autofagicos
(Monier et al., 2003, Favero, 2003).

De uma maneira geral estes trabalhos mostram que 7-cetocolesterol
desencadeia o processo de morte celular programada, em concentracoes
micromolares, em linhagens normais e cancerigenas, caracterizada pela
condensacdo do nucleo, externalizacdo de fosfatidilserina, perda do
potencial transmembrana da mitocondria, liberacdo do citocromo c, ativacéo
de caspase 9 e 3 com subsequente degradacdo da polimerase poly ADP-
ribose, e formacdo e acumulo de ceramidas C16:0 e C24:1. (Lizard et al.,
2002).

O uso terapéutico de 7-KC foi proposto primeiramente por Erickson,
S. K. et al (1977), que submeteu ratos ao 7-KC via oral, com a intencao de
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, diminuindo, assim, a sintese
endogena do colesterol. Os animais tiveram uma inibicdo entre 60% a 70%
nas primeiras 18horas; porém, apés 66 horas, mesmo com outras dosagens
de 7-KC, a inibicdo da enzima ndo era mais significativa. Portanto, para este
proposito, -KC ndo demonstrou futuras perspectivas terapéuticas, ja que
induziu a tolerancia, além da perda da massa corporal dos animais.

Estudos como o de Breuer et al (1993) dedicados também a utilizacdo
de 7-KC como inibidor da HMG-CoA redutase , porém com administracdo via
endovenosa do oxisterol em meio etandlico, mostraram, inicialmente,
diminuicdo da sintese de acidos biliares, com aumento compensatério da

atividade da enzima 7a-hidroxilase.
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Alguns grupos tentaram utilizar oxisterodis e derivados para aplicagdo
antitumoral (Smith e Johson, 1989). Christ et al (1991) administraram

intraperitonealmente duas solucbes aquosas de 7b-hidroxicolesterol

fosfodiéster em camundongos portadores de mastocitoma P815. Foi
observado com dosagens de 20 e 40 mg/Kg/dia atividade antitumoral. Moog
et al (1993) demonstrou que fosfodiésteres podem atuar como pré-drogas,
liberando gradativamente oxisterdis no organismo.

Nenhum estudo logrou administrar 7-KC diretamente na circulacao,
devido a sua pouca solubilidade em meios aquosos. O seu uso depende
necessariamente de diluicAo em meios etandlicos, o que dificulta a sua
utilizacdo diretamente na circulacdo sangiinea.

Como os nossos estudos in vitro demonstraram o potencial de 7-KC
como uma substancia naturalmente “assassina”, utilizamos uma estratégia
para conduzir o oxisterol até células tumorais. Para isto fizemos o uso de
uma variante da nanoemulsdo LDE, emulsdo esta com caracteristicas
funcionais semelhantes a LDL.

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) € um constituinte normal do
sangue e a principal transportadora de colesterol para todos os tecidos. O
colesterol, um dos principais constituintes da membrana celular, é obtido
pela célula por sintese celular ou via captacdo de LDL. H& evidéncias de que
varios tipos de células neoplasicas possuem maior captacdo de LDL: medida
da captacdo de LDL pelos tumores, diminuicdo da LDL plasmatica em
pacientes com cancer e aumento do numero de receptores para LDL (LDLr)

em células tumorais. Devido a estes aspectos, ha mais de duas décadas
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estuda-se a possibilidade de veicular drogas através da LDL ou de
substancias que atuem similarmente a ela (Firestone, 1993).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a principal transportadora
de colesterol na circulagéo, carregando cerca de 2/3 do colesterol total
(Brown et al., 1981). As particulas de LDL possuem um diametro médio de
22nm e sao constituidas de moléculas de triglicerideos, colesterol
esterificado e fosfolipidios na monocamada que a reveste, contendo apenas
uma apolipoproteina, a apoB-100 e aproximadamente 600 moléculas de
colesterol livre, sendo um terco no interior da vesicula e o restante no
envoltorio (Hevonoja et al., 2000).

A LDL é originada da VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade),
gue é produzida no figado e convertida em LDL através de processo
metabolico ocorrido na circulagdo, possui uma meia-vida plasmatica de
aproximadamente dois dias. Sua densidade varia entre 1,019 e 1,063 g/ml,
possuindo trés subclasses bem definidas dentro desta variagcdo de
densidade (Rhainds et al., 1999).

A remocao da LDL do plasma é feita principalmente pelo figado, mas
também perifericamente, ocorrendo a captacdo da LDL através da interacao
com os receptores apo B/E. Estes receptores que tém afinidade tanto por
Apo B-100 como por Apo E, encontram-se em regifes especificas da
membrana de todos os tipos celulares do nosso organismo (Goldstein et al,
1983).

AplOs a interacdo da lipoproteina com o receptor, ocorre sua

interiorizagdo com a participacdo da clatrina, uma proteina de sustentagéo
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celular, formando vesiculas endociticas, cuja fusao forma os endossomos. A
diminuicéo do pH local promove a liberacdo do receptor de LDL, que acaba
por voltar a superficie da membrana (Goldstein et al., 1979).

A concentracdo de colesterol intracelular é o regulador da afinidade
dos receptores B/E por LDL, assim como da sua expressao, além de regular
a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A-redutase (HMG
CoA), responsavel pela principal etapa de biossintese do colesterol. A HMG
CoA redutase faz parte do mecanismo que converte endogenamente acetil
coenzima A em colesterol.

A importancia dos receptores de Apo B/E nas células é demonstrada
nos altos niveis de LDL plasmético, encontrado em pacientes com
hipercolesterolemia familiar, nos quais a perda da capacidade de ligagcédo dos
receptores celulares de Apo BJ/E, torna-os incapazes de internalizar
lipoproteinas (Rall et al. 1983).

Os niveis de LDL plasmaticos estdo grandemente implicados no
desenvolvimento de varios processos patologicos, dos quais talvez o mais
conhecido seja a aterosclerose. Alteragbes na concentracdo de colesterol e
LDL sao relatadas em alguns tipos de tumor.

A primeira documentacdo da diminuigdo do colesterol circulante em
pacientes com neoplasias foi realizada em 1939 por Muller, quando se
observou que pacientes com leucemia apresentavam baixo colesterol
plasmatico (Lackner,1989). Por muito tempo, poucos estudos foram

realizados apoés esse relato.
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No inicio da década de 80, observou-se cerca 20.000 homens por
mais de sete anos; constatou-se claramente a diminuicdo dos niveis
circulantes de colesterol em casos de cancer
(Tornberg,1989;Muldoon,1990). Hoje, o que € de especial importancia, é o
fato da diminuicdo do colesterol circulante ser proporcional a agressividade
e/ou metastatizacdo do cancer, de acordo com maiores necessidades de
LDL (Ho et al. 1978).

A alta necessidade de LDL pelas células malignas esta relacionada ao
rapido crescimento e divisdo celular. A primeira documentacao disto foi em
1978, quando se observou que células de leucemia aguda captavam de 3 a
100 vezes mais LDL do que células normais (Kritchevsky et al.,1991).

Alguns tumores sélidos, como cancer epiderméide de cervix uterino,
captam 15 vezes mais LDL do que tecidos adrenais e 50 vezes mais do que
o tecido ginecoldgico normal. Muitos tumores cerebrais captam 2 a 3 vezes
mais LDL do que o tecido cerebral sadio, especialmente meduloblastoma,
oligodendroglioma e meningioma maligno (Firestone, 1993).

Ponty et al (1993) demonstraram acumulo de LDL humana marcada
com Tc em tumores implantados (melanoma, B16F10) de camundongos
(C57hbl/6). Apés oito dias do implante do tumor, o acimulo de LDL marcada,

era maior no tumor do que no figado ou rim.
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Emulsdes lipidicas

Emulsbes sdo misturas altamente interdispersas de dois liquidos,
aguosos ou oleosos, que nado formam solugdes. Essa extensa fronteira entre
os dominios de aquoso e oleoso € estabilizada por um terceiro componente,
o surfactante. Assim, ha uma fase dispersa, chamada de fase interna, e uma
fase continua, chamada de fase externa.

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) pode ser considerada a fase
interna de uma microemulsdo; como ja dito, possui um nucleo constituido
por éster de colesterol (45-50% da massa) e triglicérides (3-4%) envolvidos
por uma monocamada de colesterol ndo esterificado (5-8%) e fosfolipidios
(16-25%) que atuam como agente surfactante, sendo a fase externa o
sangue. ApoB-100 é praticamente a Unica proteina na LDL e serve como
seu ligante em receptores especificos de membrana plasmética (Goldstein et
al., 1983).

O termo microemulséo foi introduzido por Schulmann, em 1943, e é
definido como sendo uma dispersdo transparente, fluida, opticamente
isotropica e termodinamicamente estavel de dois liquidos imisciveis,
contendo quantidades apropriadas de surfactante. S&o opticamente
transparentes em decorréncia do diminuto tamanho dos microdominios de
agua e 6leo (10-200 nm) que nao espalham luz visivel.

Do ponto de vista microestrutural, as microemulsées podem ser
encaradas como agregados de surfactantes (micelas), de agua dispersa em

6leo (a/o) ou de Oleo disperso em agua (o/a). Mais precisamente, poderiam
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ser definidas como micelas inchadas pela incorporacdo dos demais lipidios.
Em uma micela, as moléculas de surfactante estdo organizadas em
monocamadas com seus grupos polares (cabeca) orientadas na direcdo da
agua e suas caudas na direcdo do 6leo.

Uma representacdo simples da estrutura de microemulsées é o
modelo da goticula. A figura 2 ilustra as goticulas da microemulsao
circundadas por uma pelicula interfacial constituida por moléculas de

tensoativo.
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Figura 2 Representagdo esquematica da estrutura de uma microemulséo

6leo em agua. (1=6leo, 2=agua).

Maranhdo et al. (1993) descreveram uma nanoemulsdo lipidica
sintética (LDE) com determinadas caracteristicas que a tornaram
funcionalmente semelhante a LDL, sendo capaz de incorporar apoE,
proteina através da qual se liga ao receptor de LDL. Essa emulsdao esta
sendo experimentalmente utilizada para transportar quimioterapicos até

determinadas células cancerigenas, uma vez que essas células apresentam
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uma maior captacao de LDL por possuirem um namero maior de receptores
em relacdo a células normais. Estas células proliferam rapidamente,
necessitando de uma maior demanda para a sintese de membranas, tanto
plasmatica, como a nuclear e mitocondrial. O aumento de receptores para
LDL em células neoplasicas pode atingir de 3 a 100 vezes o numero das
células normais (Ho et al., 1978; Mosley et al., 1981)

LDE, entdo, poderia ser utilizada como um veiculo para
direcionamento de drogas.

De uma maneira geral, as drogas direcionadas tem a habilidade de se
acumular em tecidos especificos, seletivamente e quantitativamente,
independente do local ou método de administracdo. As principais vantagens
das drogas direcionadas sao: (a) simplificacdo dos protocolos de
administracdo de drogas; (b) reducdo da quantidade das drogas
administradas e consequentemente do custo da terapia; (c) concentracdo da
droga no orgéo alvo e reducéo dos efeitos colaterais indesejaveis em outros
orgaos (Gelmon et al,1999;Torchilin, 2000).

Existem estratégias para direcionamento como: (a) aplicagéo direta da
droga na zona afetada (tecido, 6rgao); (b) acumulacdo passiva da droga
através de vasculatura dilatada e fenestrada (tumores, infartes, inflamacao);
(c) direcionamento fisico baseado em pH anormal e/ou temperatura alterada
na regido alvo; (d) droga direcionada com propriedade magnética
direcionada via acao externa de um campo magnético; (d) uso de moléculas
vetores que possuam uma alta afinidade especifica com a zona afetada

(Torchilin, 2000; Gelmon et al,1999; Huang e OIiff, 2001).
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O uso de varios compostos anti-tumorais séo restritos principalmente
devido a sua acdo sobre a medula Ossea. Terapias com antraciclinas,
doxorrubicina, daunorrubicina sdo limitadas devido a comum
mielossupresséo e riscos de cardiotoxicidade. Estas drogas atuam no DNA e
podem induzir morte celular via p53 ou em vias independentes, também
atuam no DNA mitocondrial além de produzirem radicais livres. Devido aos
inimeros problemas sistémicos oriundos destas drogas estratégias como a
conjugacéo de acido glicuronico a doxorrubicina minimizaram seus efeitos,
outra estratégia foi a utilizacdo de doxorrubicina e daunorrubicina
incorporadas a lipossomas (Gelmon et al,1999; Torchilin, 2000; Huang e

Oliff, 2001; Sellers e Fisher,1999).

A nanoemulsao LDE/7KC

A nanoemulsdo LDE/7KC é uma variante da emulsao lipidica LDE,
com aproximadamente 35nm, desenvolvida por nés (Favero, 2003). Esta
emulsao foi idealizada no intuito de aproveitar a agressividade citotéxica do
7-cetocolesterol e a capacidade de direcionamento da LDE até locais com
alta concentragdo de receptores de LDL. In vitro, esta nanoemulsdo
demonstrou efeito anti-proliferativo sobre a linhagem de melanoma (B16F10)
caracterizado por: (I) inducdo de morte celular em uma pequena fracado das
células tratadas, por processo marcado pela hiperpoliarizacdo do potencial

transmembranar mitocondrial e aparecimento de figuras de mielina



19

(apoptose e autofagia); (ll) alteracdes de citoesqueleto associadas a
poliploidia, sugerindo inibicdo da citocinese (Favero, 2003).

LDE/7KC também promoveu efeitos téxicos sobre linhagem de
mieloma mudltiplo (RPMI 8226) com nhducdo de células com acumulo nas
fases proliferativas do ciclo celular, mas com aumento de morte. Frente a
linhagens com poucos receptores de LDL, como fibroblastos 3T3, LDE/7KC
demonstrou uma atividade téxica menos significante do que as linhagens
tumorais que apresentam uma quantidade maior de receptores para a
lipoproteina (Favero, 2003).

Estes dados mostram a capacidade que esta nanoemulsdo possui
como agente para transporte e direcionamento de 7-KC e sua potencial

utilizagdo como agente quimioterapico.
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OBJETIVOS

Avaliacdo da atividade antiproliferativa da nanoemulsdo LDE/7KC in
vivo, atraveés de:

Estudo da cinética de depuracdo plasmatica da nanoemulsdo em

camundongos portadores e nao portadores de melanoma B16F10.

Andlise da biodistribuicdo tecidual da nanoemulsdo em camundongos

portadores e nao portadores de melanoma B16F10.

Verificacéo da captacdo de LDE/7KC(H) pelo tumor.

Andlise da acdo anti-tumoral da nanoemulsdo LDE/7KC sobre

melanoma B16F10 em camundongos.

Avaliacdo histopatologica do melanoma apds tratamento dos

camundongos com a nanoemulséo LDE/7KC.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da USP, dia 26/08/04 com protocolo de Pesquisa

ndmero 541/04, Departamento de Clinica Médica.

Preparo da nanoemulséao (LDE)

A LDE foi preparada segundo o método de Ginsburg et al (1982)
modificado por MARANHAO et al (1993). Em um frasco de vidro foram
adicionados 40 mg de fosfatidilcolina (Lipid Products-Surrey, UK), 20 mg de
oleato de colesterol (Lipid Products-Surrey, UK), 1,0 mg de trioleina (Nu-
Check-Elysian,MN), 0,5 mg de colesterol(Nu-Check-Elysian,MN) e [*C]-
oleato de colesterol (Amershan Internacional - Surrey, UK). A seguir, a
mistura foi seca sob fluxo de Nitrogénio e mantida em dissecador a vacuo,
por 16 horas a 4 ° C para remocéo dos solventes residuais. Apés a adicéo de
10 mL de solucéo tris HCI 0,01 M; pH 8,05, a mistura de lipidios foi sonicada,
utilizando-se um disruptor celular Branson Ultrasonics Corp., modelo B 450
(Danbury, EUA) equipado com ponta de titanio de 1 cm de diametro e
poténcia de 125 Watts, por 3 h, sob atmosfera de Nitrogénio, com
temperatura variando entre 50°C e 55° C.

A emulsdo foi centrifugada a 36.000 r.p.m. por 30 minutos a 4 C

(Ultracentrifuga Beckman, rotor Beckman SW-41 T I). A parte superior do
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tubo, perfazendo um total de 10% do wlume da emulséo, foi desprezada por
conter particulas maiores do que o desejado. A densidade da emulséo foi
ajustada para 1,21 g/mL, adicionando-se brometo de potassio. Foi realizada
nova centrifugacdo por 2 h, a 4° C a 36.000 r.p.m. com o mesmo rotor. A
fracdo do topo do tubo que corresponde a 20% do total é a LDE. O excesso
de brometo de potassio foi removido através de didlise contra duas trocas de
2 L de tampao-tris HCI 0,01 M, pH 8,05. A emulséao foi esterilizada utilizando

filtros de 0,22 mm de diametro (Millipore, Bedford, MA) e armazenada em

frascos estéreis a 4 C por até 30 dias.

Preparo da nanoemulsédo contendo 7-KC (LDE/7KC)

O 7-KC (Sigma - St. Louis, USA) foi adicionado aos mesmos lipides
usados no preparo da LDE na concentracédo de 5,0mg, seguindo o protocolo
da emulsdo anterior. A quantidade de 7-KC incorporada a LDE foi
determinada pela incorporacdo de 7-KC [H®]. As taxas colesterol / 7-KC
marcados foram determinadas nas emulsbes pelas suas respectivas
atividades especificas, desta maneira foi possivel avaliar a capacidade de

incorporacao do 7-KC (Favero, 2003).
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BIODISTRIBUICAO DE LDE/7KC

Foram utilizados camundongos C57BlI/6J do Laboratorio de
Bioguimica e Biofisica do Instituto Butantan, com a colaboracdo do Dr.
Durvanei Augusto Maria. Os animais, adultos de aproximadamente 2 a 3
meses de idade e pesando em torno de 20g, foram mantidos em biotério,
com ciclo claro/escuro, com alimentacdo e agua ad libitum. Os
procedimentos seguiram as normas de conduta com pesquisa animal e com
autorizacdo do comité de ética da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo (FMUSP).

Estudo de Biodistribuicdo — Captacéo Tecidual de [**C]-LDE/[*H]-7KC

A depuracdo plasmatica e a biodistribuicdo foram realizadas em
camundongos C57/bl6/6J com 40 dias de vida; 3mg de LDE/7KC marcada
com 7-KC H® e C colesterol livre foram injetados na veia do plexo retro-
orbital com coleta de sangue e sacrificio apés 5, 15, 30, 60 e 240 minutos,
seguido da retirada da pele e demais oOrgaos internos conservados em
solugdo de NaCl 0,9% a 4°C, até se dar inicio aos procedimentos de
extracdo lipidica. Os ¢6rgdos foram pesados e realizadas as extracdes
lipidicas com posterior ressuspensdo e analise dos is6topos em contador

beta, conforme descrito a seguir.
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Extracdo lipidica das diferentes amostras de tecido

Apos a retirada, os orgaos foram colocados em solucéo salina gelada,
conservando-os a 4° C até o momento do processamento. A limpeza foi
realizada sobre placa de vidro, sobre gelo, o mais rapido possivel para
remocao de sangue e debris.

Os 6rgaos foram entdo pesados e retiradas quantidades de 200mg de
cada um. Cada fragmento dos o6rgdos foi macerado até adquirirem um
aspecto pastoso.

Cada amostra foi transferida para tubos de vidro, adicionando-se
10mL de metanol e 20 mL de cloroférmio, ficando em repouso por 12 horas
a4°C.

Apos 24 hs, cada amostra foi filtrada com gaze e o liquido transferido
para outro tubo fazendo uma lavagem com 2,5mL de cloroférmio. A seguir,
adicionou-se 7 mL de agua, cobrindo com parafilme e deixando novamente
em repouso por 12 horas.

No terceiro dia, a base sobrenadante foi removida e descartada
adicionando-se 4 mL de solucdo de “clear Folch” (Cloroformio/Metanol/H,O;
3/48/47) e deixado em repouso por 12 horas.

Na manha seguinte, a fise sobrenadante foi aspirada e descartada
sendo o restante seco sobre fluxo de Nitrogénio. Apds seco, os cristais

formados foram ressuspensos em 100mnbL cloroférmio/metanol (2:1), com

lavagem do tubo e transferéncia para tubos menores. 10nL de cada
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amostra foi retirado e colocado em tubos contendo liquido de cintilagdo com

posterior leitura em contador de cintilagdo beta LKB.

IMPLANTE DAS CELULAS TUMORAIS

Células B16 F10 (melanoma murino) foram cultivadas em meio RPMI
1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa (37°.C)
com atmosfera de 5% de dioxido de carbono, até a confluéncia.

Para o implante das células, os camundongos C57BI/6J tiveram a
regido posterior do dorso tricotomisada. Aliquotas de 5 x 10* células B16 F10
foram ent&o injetadas pela via subcutanea no dorso dos camundongos. Para
este procedimento ndo se fez necessario o uso de anestésicos, pois estes
roedores ndo apresentam inervagao subcutanea, ndo sendo um processo
doloroso ao animal. Este tipo de tumor possui um crescimento acelerado,

sendo visivel em menos de 10 dias apos o implante (Plowman et al, 1997).

Parametros Macroscopicos do Crescimento Tumoral

Apobs o desenvolvimento visivel e palpavel do tumor implantado, cerca
de 10 dias ap0s a injecéo das células, a massa corporal e o volume do tumor
foram medidos. A massa corporal é um critério importante para avaliacdo do
tratamento executado; pela massa pode-se chegar a maxima dose tolerada
e a dose letal, além de acompanhar se esta ocorrendo processo de

caquexia.
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A eficacia do tratamento necessariamente foi realizada pelo
acompanhamento do desenvolvimento do volume do tumor. O tamanho e
volume tumoral foi avaliado com o auxilio de um paquimetro, duas medidas
do comprimento (Longitudinal) e duas medidas da largura (Vertical) da
massa tumoral dorsal. O paquimetro € um aparelho de grande utilidade para
se medir pequenos comprimentos em geral, e em particular para medidas de

didametros internos e externos e profundidades.

Seguindo as normas estabelecidas pelo NCI (National Cancer
Institute)(Plowman et al, 1997), para a aprovacado de drogas com potencial
anti-tumoral, os valores das medidas foram convertidos em volume levando
em consideracgdo a férmula do céalculo do volume esférico, célculo este usual
para a medicdo de tumores lidos em experimentacdo animal. A formula

utilizada foi a seguinte:

Volume do tumor = Longitudinal (cabeca-cauda) x Transverso  (pata-pata) x

Yap.

Além do acompanhamento da massa corporal e do volume do tumor,
foi avaliada a taxa de sobrevida, ou seja, o tempo de vida dos animais

durante e apés 0s tratamentos.
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TOXICIDADE DE LDE/7KC estudos “in vivo”.

LDE/7KC nas concentracdes de 3, 6, 12, e 24 mg de lipidios totais
foram injetados intraperitonealmente. Os animais foram mantidos no biotério
com comida e agua ad libitum. Apds diferentes periodos e estratégias de
tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

A Maxima Dose Tolerada (MDT), que ndo provoca no animal uma
perda de massa corplrea superior a 10%, foram avaliadas nos

camundongos portadores de tumor e nos controles.

ANALISE DO EFEITO DE LDE/7KC SOBRE OS TUMORES

Apos a inoculacao das células B16F10, o crescimento dos tumores foi
acompanhado diariamente. Com o desenvolvimento do tumor, visivel e
palpavel, cerca de 10 dias apos o implante, iniciou-se os tratamentos com
injecdo de 3 mg de lipidios totais das diferentes emulsdes (LDE e LDE/7KC),
administrados pela via intraperitonealmente. Diferentes estratégias de
tratamento foram abordadas; a primeira com dosagens Unicas; em um
segundo experimento, doses diarias e, em outro, doses intercaladas a cada
48hs. Os animais foram pesados e os tumores medidos periodicamente
seguindo o protocolo para medi¢cao descrito anteriormente. Para observacao
de efeitos sistémicos das drogas utilizadas, em alguns experimentos, foram
coletados amostras de sangue para avaliacdo de parametros analiticos

clinicos como hemograma e enzimas hepaticas. Para estes experimentos
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optou-se pela utilizagcdo de animais com 60 dias ou mais de vida, para que

houvesse uma total maturacdo hematolégica.

Avaliagcdo da agéo anti-tumoral do sinergismo da nanoemulséo

LDE/7KC com a Sinvastatina

Outra perspectiva farmacoterapéutica foi abordada: o sinergismo com
a sinvastatina na tentativa de aumentar a captacdo da LDE/7KC in vivo.

A sinvastatina pertence a classe das estatinas, uma classe de
medicamentos que foram introduzidos na clinica para o tratamento de
hipercolesterolemia, por serem competitivos inibidores da enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase, inibindo assim a conversao
do acido mevalénico em colesterol, dolicol ou ubiquinona. O significado
biol6gico é importante, pois estes derivados do mevalonato sdo necessarios
para a construcdo de membranas plasmaticas, funcdes ubiquinona no
transporte de cadeia de elétrons da mitocéndria, no transporte e na sintese
de glicoproteinas via dolicol.

Quimicamente a sinvastatina é o acido butandico 2,2-dimetil-
1,2,3,7,8,8%-hexahidro-3,7-dimetil-8[2- (tetrahidro-4-hidroxi-6 -oxo -2H-piran-2-
il)-etil]-1-naftalenil éster, com férmula molecular C25H330s.

Devido as suas caracteristicas quimicas, uma lactona inativa, a
sinvastatina depois de ingerida é hidrolisada ao seu correspondente beta-

hidroxiacido. Este € o principal metabdlito e o responsavel pela inibicdo da
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(HMG-CoA) redutase. O pico de concentracdo plasmatica da sinvastatina e
de seus metabdlitos € atingido cerca de 1 a 2,4 horas apdés ingestéao.

O implante tumoral seguiu o protocolo descrito anteriormente. Apos
10 dias do implante iniciou-se os diferentes tratamentos: salina (controle),
sinvastatina (5mg/Kg/dia por via oral), 2mg/Kg LDE/7KC com 3
doses/semana, e sinvastatina (5mg/Kg/dia por via oral) associada a
LDE/7KC (2mg/Kg, 3 doses/semana). A sinvastatina utilizada foi obtida da
IndUstria Farmacéutica Novartis. Cada comprimido apresenta 10mg de
sinvastatina; apds maceracdo do comprimido, foi preparada uma suspensao

em 3mL de &gua, sendo ministrado, com ajuda de micropipeta, 50nL da

suspensao para cada camundongo, por dia, via oral, através de gavagem.

Determinacdo de Enzimas Hepéaticas, Hemograma, Esplenograma e

Mielograma.

As amostras sanglineas foram obtidas do plexo axilar em
camundongos C57BL/6J previamente anestesiados. Amostras sem
anticoagulantes foram utilizadas para obtencdo do soro, e amostras com
EDTA 10 %, como anticoagulante, utilizado para a realizagcdo do hemograma

e contagem de reticuldcitos.
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Determinacédo de Enzimas hepéticas

Levando em consideracao a importancia do figado no metabolismo de
componentes lipidicos e da sinvastatina, avaliamos um possivel efeito
hepatotoxico, por avaliacdo de trés enzimas associadas a agressao
hepética, a transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), a transaminase
glutamico piravica (TGP) e a gama glutamil transferase (gama-GT).

O principio do método enzimatico para avaliagdo da atividade das
enzimas hepaticas TGO e TGP esta baseada no consumo de NADH pelo
produto formado a adicdo de cetoglutarato a estas enzimas. A TGO catalisa
a transferéncia do grupo amina do aspartato para o cetoglutarato com
formacdo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a malato por
acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é
oxidada a NAD'. A atividade enzimatica da TGO na amostra é calculada
com base na reducdo da absorbancia em 340nm, quando o NADH se
transforma em NAD®*. A TGP catalisa a transferéncia do grupo amina da
alanina para o cetoglutarato com formacédo de glutamato e piruvato. O
piruvato é reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH),
enquanto que a coenzima NADH ¢é oxidada a NAD". A atividade enzimatica
da TGP na amostra € calculada com base na reducao da absorbancia em
340 ou 365 nm, quando o NADH se transforma em NAD".

O procedimento experimental consiste na simples adigédo de 50 nL da

amostra a 1000 ni do reagente de trabalho, para a TGP € uma mistura de 4

volumes de Tampéao contendo Tris 110 mmol/L pH 7,3 , L-alanina 550
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mmol/L e LDH > 1350 U/L, 1 volume de Coenzima contendo 2-cetoglutarato
198 mmol/L e NADH 2,6 mmol/L, apds mistura, homogeneizou-se os tubos,
colocando em banho (37°.C), acionando o cronémetro, ap6s 1 minuto fez-se
a primeira leitura da absorbancia inicial (A1) , e outras leituras de
absorbancia apdés exatamente 1, 2 e 3 minutos, o calculo é feito pelo
decréscimo de absorbancia médio por minuto. As leituras foram realizadas a
340 nm em espectofotbmetro. Para TGO seguiuse o mesmo protocolo
porém, o tampdo € composto pela mistura de Tris 88 mmol/L pH 7,8 , L-
aspartato 264 mmol/L, MDH > 460 U/L e LDH > 660 U/L e a coenzima
continha 2-cetoglutarato 198 mmol/L e NADH 2,6 mmol/L.

Para quantificacdo da gama-GT foi pipetado 100 ni de soro em uma
cubeta adicionada a 1000nL do reagente de trabalho, constituido de 4
volumes de Tampao glicilglicina 165 mmol/L em pH 7,9 com 1 volume de
Substrato-Glutamil3-carboxi-4-nitroanilida 32,5 mmol/L, apds mistura,
homogeneizouse os tubos, colocando em banho (37°.C), acionando o
cronbmetro, apos 1 minuto foi realizada a primeira leitura da absorbancia
inicial (A1) , e outras leituras de absorbancia ap6s exatamente 1, 2 e 3
minutos, o calculo é feito pelo decréscimo de absorbancia médio por minuto.
O principio do teste é a catalisacdo promovida pela gama-Gt promovendo a
transferéncia do grupamento lutamil da g-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida
para a glicilglicina liberando g-glutamilglicilglicina e 3-carboxi-4-nitroanilina. A
3-carboxi-4-nitroanilina apresenta elevada absor¢cdo em 405 ou 410 nm e a

guantidade liberada € diretamente proporcional a atividade da GGT na
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amostra. A concentragdo catalitica € determinada a partir da velocidade de

formacao da 3-carboxi-4-nitroanilina.

Avaliagcdo Hematoldgica

Determinacdo do Hemograma e da Contagem de Reticulocitos

As amostras de sangue foram colhidas do plexo axilar dos animais de
todos 0s grupos experimentais, as quais foram utilizadas para realizacéo de
hemograma e contagem de reticulocitos, de acordo com as técnicas

utilizadas no Laboratério de Hematologia Experimental da FCF/USP.

Obtencao de Células da Medula Ossea (MO)

Os animais foram previamente anestesiados, exsanguinados e
sacrificados por deslocamento cervical. As medulas 6sseas foram obtidas
por lavagem da cavidade femural com meio de cultura McCoy's 5A ©

modificado (Sigma ®, Chemical Company, USA) gelado.

Mielograma

A partir das amostras da suspensdao total de células da medula 6ssea,

foram preparadas laminas em citocentrifuga (Incibras) e coradas pelo

método de May-Grinwald-Giemsa modificado (Rosenfeld, 1947). Utilizando
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liguido de Turk, foi efetuada a contagem de no minimo 200 células em
camara hemocitdmetrica de Neubauer. As células foram classificadas em
células de mitose e blasticas; granuldcitos neutrofilos jovens (promieldcitos e
mieldcitos), em fase anel (metamielécitos e bastonetes), segmentado e
eosinofilos; mondcitos e macréfagos; linfécitos e plasmdcitos; pré-
eritroblastos e eritroblastos basdfilos, policroméaticos e ortocromaticos

(Garcia, 1992; Boreli et al., 1995).

Obtencéo de Células do Bacgo

Esplenograma

Para a obtencao das células do baco os animais foram anestesiados,
exsanguinados e sacrificados por deslocamento cervical. O baco foi
transferido para placa de Petri de plastico, contendo meio de cultura
McCoy's 5A ® modificado (Sigma ®, Chemical Company, USA) gelado,
contendo EDTA 10 %, utilizado para a coleta das células. Na placa de Petri,
a capsula do 6rgao foi rompida em uma de suas extremidades, com o auxilio
de duas agulhas dobradas em “L”, e fixas em seringas. As células foram
delicadamente retiradas da cépsula pelo método de dissociacdo. A
suspensdao foi homogeninezada na placa de Petri, com pipeta tipo Pasteur,
para completa dissociacao celular e transferidas para tubo cénico de plastico

e mantido em banho de gelo.
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As células obtidas do baco foram quantificadas em camara
hemocitométrica de Neubauer, apos diluicdo de 1:500 liquido de Turk,
diluente composto de solucéo de 1 % de acido acético glacial.

Para avaliacdo morfoldgica, foram realizadas laminas da suspenséo
celular em citocentrifuga (Incibras) e posteriormente submetidos a coloracéo
de May Grunwald-Giensa, modificado (ROSENFELD, 1947) e peroxidase
(método de GRAHAM-KNOLL modificado), para identificacdo e quantificacao

dos diferentes tipos celulares.

PREPARO DOS TECIDOS PARA ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apbés os diferentes grupos e esquemas de tratamentos, 0s
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e os 6rgdos que
apresentaram depdésitos de melanina, nddulos metastaticos e o tumor dorsal
foram retirados e fixados imediatamente em solucdo tamponada de
formaldeido a 4% gelado. A fixacdo tem como principal funcdo a
insolubilizacdo das proteinas dos tecidos mantendo assim a sua estrutura
préxima a do normal.

A etapa seguinte foi & desidratagdo do material com solucéo alcoodlica
de concentracdes crescentes de M% a absoluto. Para a observacédo ao
microscopio se faz necessario uma terceira etapa, o clareamento do
material, com xilol; apés o clareamento, o tecido foi mergulhado em parafina
fundida e colocada em uma estufa a 60°.C. Nesta temperatura o xilol

evapora e 0 espago por ele antes ocupado passa a ser preenchido por
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parafina. A montagem do bloco final foi feita em um pequeno molde com um
pouco de parafina. Os cortes foram realizados em um micrétomo, com a
espessura de 5mm.

A coloracdo utilizada foi a dupla marcacdo com hematoxilina e
esosina (HE).

Todas estas etapas foram realizadas no Departamento de Patologia

da Faculdade de Medicina da USP.

Coloracéo de Verloeff para fibras elasticas

Partindo de cortes histolégicos sem coloracéo prévia, apenas fixados
a lamina, iniciamos os procedimentos desta coloracdo especifica.

O tecido das laminas foi novamente submetido ao processo de
clarificacdo com duas lavagens de vinte minutos com xilol, seguida de 5
passagens em solucdes alcodlicas, em seguida lavagem com agua corrente
por 5 minutos.

Apébs estas preparacdes, os cortes foram corados com a solucao de
Verloeff por quinze minutos. A solucdo de Verloeff € constituida por uma
mistura de 2 mL de hematoxilina a 5%, 0,8 mL de cloreto de ferro a 10% e
0,8mL de lugol. Apbés quinze minutos, as laminas foram lavadas em &gua
corrente até retirada de todo o excesso. A visualizacdo das fibras foram
evidenciadas pela a adicdo de solucdo aquosa de cloreto férrico a 2%,

adicionado até a visualizacdo das fibras elasticas ao microscépio 6ptico.
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O préximo passo € a lavagem com agua corrente, em seguida por
alcool absoluto e duas passagens de 2 minutos em xilol, seguida da

montagem da laminula.

ANALISE ESTATISTICA

Diferencas entre os grupos controle, LDE, LDE/7KC foram analisados
utilizando o teste de “one-way” ANOVA, com posterior analise pelos métodos
de Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test ou Bonferroni Multiple
Comparisons Test. A bio-distribuicdo e os ensaios comparativos entre LDE e
LDE/7KC utilizaram o teste T de Student’s para amostras pareadas. As
andlises estatisticas foram realizadas no software Graph Pad — Prism Stat

4.0 e Graph Pad Instat.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Os primeiros ensaios bram realizados em camundongos C57BL/6J
para determinar a dose letal (DL 50%). Iniciou-se com doses Unicas
intraperitoneais que variaram de 2,5mg/Kg (78,125 nM de 7-KC) a 20mg/Kg
(625 mM de 7-KC). Esta ultima dose foi administrada em um volume de 2 mL

de nanoemulsdo, um volume extremamente elevado e que ndo levou a
morte dos animais. Assim, se fosse ultrapassado este volume, a morte do
animal provavelmente seria devido ao volume e ndo a acao do 7-KC (Figura
3). Como nenhum animal morreu apdés 24 horas da administracdo da
nanoemulséo, foi analisada a variagdo da massa do animal durante 30 dias,
para observarmos o efeito tardio que, eventualmente levasse o animal a
Obito, além da anélise da méxima dose toleravel (MDT).

A nanoemulsdo LDE/7KC ndo apresentou toxicidade; porém, na
concentracao de 20mg/Kg, observouse uma reducéo significativa na massa
corpOrea desses animais. Este valor representa a MDT no primeiro dia ap6s
a injecdo de LDE/7KC. Os dados referentes a toxicidade aguda nos cinco

primeiros dias estdo apresentados na figura 3.
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Figura 3. Variacdo de massa corporal (%) apds a injecdo intraperitoneal da

nanoemulsédo LDE/7KC em camundongos C57BI/6J.

CINETICA DE DEPURACAO PLASMATICA DE LDE/7KC

Utilizando uma solucdo da nanoemulsdo LDE/7KC duplamente
marcada com *H-7KC e *C-Colesterol foram realizados os experimentos da
cinética de depuracao plasmatica em camundongos C57BI/6J em diferentes
periodos. Apés a injecdo no plexo retro-orbital da nanoemulsdo LDE/7KC
contendo aproximadamente 10.000 cpm, de cada lipideo marcado, o sangue
foi coletado no outro plexo retro-orbital do animal. Os resultados
apresentados na figura 4 mostram que ndo houve diferenca estatistica entre

as curvas de depuracao dos dois compostos radioativos.
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Figura 4. Cinética da depuracdo plasmatica da nanoemulsdo LDE/7KC
marcada com 3H-7KC e *C-Colesterol administrado pela via endovenosa

emcamundongos C57BI/6J.

BIODISTRIBUICAO DA NANOEMULSAO LDE/7KC

A biodistribuicdo da nanoemulsédo LDE/7KC foi realizada pela retirada
de diferentes 6rgdos, pesagem e extragcdo lipidica para quantificagdo dos
diferentes lipidios marcados radiativamente €H-7KC e *C-Colesterol). Os

resultados obtidos estdo demonstrados na figura 5.
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Figura 5. Biodistribuicdo tecidual da nanoemulsdo LDE/7TKC em
camundongos C57BI/6J. Captacéo tecidual de *H-7KC de LDE/7KC injetado
pela via endovenosa. Apdés 5 minutos, 15 min, 30 min, 60 min e 240 min da

administracdo endovenosa da nanoemulsao.

Devido a grande afinidade por componentes lipidicos e pela alta
concentracdo de receptores Apo B/E, o figado, como esperado, foi o 6rgao
no qual houve o maior acimulo dos compostos radioativos, sugerindo certa

similaridade da nanoemulsdo LDE/7KC com a lipoproteina natural.
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CINETICA DE DEPURACAO PLASMATICA DA NANOEMULSAO

LDE/7TKC EM CAMUNDONGOS PORTADORES DE MELANOMA B16F10

Camundongos C57BI/6J de aproximadamente 2 meses de idade e
pesando em média 20g, foram implantados com 5x10% células na regido
dorsal. Ap6s 0 aparecimento da massa tumoral palpavel (cerca de 10 dias)
os camundongos foram inoculados com a nanoemulsdo LDE/7KC com 3H-
7KC e C-Colesterol no plexo retro-orbital. Apés diferentes periodos o
sangue foi coletado e os animais sacrificados e retirado 0s seus Orgaos
internos e a pele.

A figura 6 mostra a cinética de depuracdo plasméatica nos animais
portadores de melanoma, nos quais houve um padrdao semelhante ao dos
animais do grupo controle (figura 4), com um decaimento plasmatico de 3H-

7KC e *C-Colesterol associado a distribuicéo tecidual da nanoemulséo.
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Figura 6. Cinética da depuracéo plasmatica da nanoemulsdo LDE/7KC (3H-

7KC e 14C-Colesterol) em camundongos C57BL/6J implantados com 5x10*
células de melanoma (B16F10).
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A comparacdo entre o *H-7KC da nanoemulsdo LDE/7KC entre 0s
grupos controle (figura 4) e com implante tumoral (figura 6) estédo
representados na figura 7, para esta comparacao os cpms foram convertidas
em porcentagem, em relacdo ao cpm inicial. Nota-se um decaimento inicial
mais rapido nos animais portadores de melanoma nos primeiros quinze

minutos, apds o que as curvas se tornam semelhantes.
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Figura 7. Cinética da depuracdo plasmatica da nanoemulsdo LDE/7KC

(*H-7KC) em camundongos C57BL/6J controle e portadores de melanoma.
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BIODISTRIBUICAO DE LDE/7KC EM CAMUNDONGOS PORTADORES

DE MELANOMA B16F10

A nanoemulsdo LDE/7KC foi administrada endovenosamente pelo
plexo retro-orbital nos camundongos portadores de melanoma. A figura 8
demonstra a distribuicdo tecidual de lipidios marcados radioativamente

incorporados a particula.
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Figura 8. Biodistribuicao tecidual de LDE/7KC em camundongos C57BL/6J
inplantados com 5x10* células de melanoma B16F10. Captacéo tecidual de

SH-7KC de

LDE/7KC administrado via endovenosa, o0s valores

correspondem ao tempo de 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 60minutos e
240 minutos apos a aplicagdo da emulséo.
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Assim como nos animais controles que ndo receberam o implante
tumoral, o figado foi o érgdo de maior captacdo da nanoemulsdo LDE/7KC
nos primeiros 60 minutos, seguido pelo tumor. Apos 240 minutos a captacao
da nanoemulsédo LDE/7KC pelo figado e tumor sdo estatisticamente iguais,
demonstrando o direcionamento deste composto (p<0,05.ANOVA).

Os dados apresentados na figura 9 demonstram em separado a
captacdo da nanoemulsdo pelo figado e pela massa tumoral. Nossos
resultados mostram que com o passar do tempo ha actmulo de ®H 7-KC na

massa tumoral.
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Figura 9. Distribuicdo da nanoemulsdo LDE/7KC no figado e no tumor em

camundongos C57BI/6J. Captacdo tecidual de °*H-7KC de LDE/7KC

administrado via endovenosa. ANOVA, p<0,05.



Volume do tumor(cm?)

50

ACAO  ANTITUMORAL DA  NANOEMULSAO LDE/7KC EM

CAMUNDONGOS PORTADORES DE MELANOMA B16F10

Os camundongos C57BI/6J foram injetados com 5x10* células B16
F10 no dorso em uma regido previamente tricotomisada. Apdés o
desenvolvimento visivel e palpavel do tumor, cerca de 10 dias (diametro
médio de 0,5cm), a massa corporal e o volume do tumor foram medidos.
Utilizamos, primeiramente, uma dose Unica intraperitoneal seguindo as
mesmas concentracfes dos experimentos da dose letal e maxima dose
toleravel. A figura 10 mostra a progressdo tumoral nas diferentes
concentracdes de tratamento com a nanoemulsdo LDE/7KC. A dose maxima
de 20 mg/Kg demonstrou efeito inibitério significativo quando comparado as

demais concentractes administradas.
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Figura 10. Grafico do volume tumoral apds diferentes tratamentos com a
nanoemulsdo LDE/7KC nos tumores (B16F10) em camundongos C57BI/6J.
p< 0,05, Teste de variacdo de ANOVA.
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O tratamento com a nanoemulsdo LDE/7KC na dose Uunica de
20mg/Kg levou a uma diminuicdo de 59% do volume tumoral, além de

aumentar a sobrevida dos camundongos como observado na figura 11.
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Figura 11- Percentual de sobrevida dos camundongos C57BI/6J portadores
de melanoma B16F10 ap6s a administracdo intraperitoneal da hanoemulsao
LDE/7KC. *p<0,01- Anélise de Contingéncia.

Levando em consideracéo a regresséo significativa da massa tumoral
com o tratamento na dose Unica de 20mg/Kg da nanoemulsdo LDE/7KC,
fracionamos esta dose, em pequenas quantidades diarias, no intuito de
analisar a resposta ao tratamento e diminuir o volume injetado. A figura 12
mostra o0s resultados deste experimento de doses fracionadas da
nanoemulsdo LDE/7KC na concentracdo de 2mg/Kg diarios por 10 dias de

tratamento.
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Figura 12- Grafico do volume tumoral apos diferentes tratamentos com a
nanoemulsdo LDE/7KC nos tumores (B16F10) em camundongos C57BI/6J.
* p<0,05, test t de Student.

A dose diaria induziu a uma diminuicdo de 34% do volume tumoral,
sendo menos eficaz que a dose Unica, que reduziu 59% do tumor. A partir
deste resultado administramos LDE/7KC em dias alternados. A figura 13
demonstra o resultado obtido com esta estratégia terapéutica; neste
experimento, também comparamos o efeito da LDE neste modelo

experimental. A taxa de sobrevida esta mostrada na figura 14.
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Figura 13- Grafico do volume tumoral apos diferentes tratamentos com a
nanoemulsdo LDE/7KC nos tumores (B16F10) em camundongos C57BI/6J.
A administracdo de doses em dias alternados de 2mg/Kg da nanoemulsao

LDE/7KC. * p<0,05, ANOVA.
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Figura 14- Percentual de sobrevida dos camundongos C57BI/6J portadores
de melanoma B16F10 apos a administracdo intraperitoneal da nanoemulséo
LDE/7KC. *p<0,01- Analise de Contingéncia.
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SINERGISMO FARMACOLOGICO ENTRE SINVASTATINA E A
NANOEMULSAO LDE/7KC

Sinvastatina € comumente utilizada como hipolipemiante, devido ao
bloqueio da sintese enddgena do colesterol. Desta maneira as células,
principalmente as hepaticas, aumentam o numero de receptores para LDL,
captando mais lipoproteinas e diminuindo o colesterol circulante. Levando
em consideracao estes efeitos, os animais foram tratados com a sinvastatina
associada a nanoemulsdo LDE/7KC, ja que a emulsdo atua via receptores
de LDL. A hipétese seria que a diminuicao intracelular de colesterol causado
pela administracdo de sinvastatina, aumentaria a captacao da nanoemulsao
LDE/7KC, pelo aumento do niumero de receptores B/E.

As figuras 15, 16 e 17 séo representativas dos experimentos
realizados com dose de 5 mg/Kg/dia de sinvastatina associado a doses em
dias alternados de 2mg/Kg da nanoemulsdo LDE/7KC, onde foram
analisados o0s seguintes parametros: volume tumoral e taxa de
sobrevivéncia. Nossos resultados mostram que o tratamento com LDE/7KC
isoladamente e associada a sinvastatina nao apresentaram diferencas
estatisticas significativas. Surpreendentemente, a sinvastatina per se
apresentou um efeito inibitério sobre o crescimento tumoral comparavel ao
da nanoemulsdo; porém a taxa de sobrevida foi maior no tratamento com

LDE/7KC.
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Figura 15- Gréfico do volume tumoral apos diferentes tratamentos com a
nanoemulsdo LDE/7KC nos tumores (B16F10) em camundongos C57BI/6J.
*Analise estatistica, ANOVA, p< 0,05.
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Figura 16- Grafico comparativo nos camundongos C57BI/6J portadores de
melanoma, tratamento com doses diarias de 5mg/Kg/dia de sinvastatina e
doses alternadas de 2mg/Kg de LDE/7KC, e sinvastatina associada a
LDE/7KC.



56

—&— Controle

- | DE

—%— | DE/7KC
Sinvastatina

—o— LDE/7KC + Sin

Percentual de sobrevivéncia

Tempo (dias)

Figura 17- Percentual de sobrevida dos camundongos C57BI/6J portadores
de melanoma B16F10 apoOs a diferentes tratamentos. *p<0,01- Andlise de
Contingéncia.

A diminuicdo do crescimento dos tumores nos diferentes tratamentos
com a nanoemulsdao LDE/7KC nos levou a observar os efeitos da
nanoemulséo sobre o figado e a medula 6ssea e uma possivel atividade

toxica.

ANALISE DO PERFIL DE ENZIMAS HEPATICAS DOS CAMUNDONGOS

SUBMETIDOS AOS DIFERENTES TRATAMENTOS

Para avaliar os efeitos sobre o figado foram avaliadas trés enzimas, a
transaminase glutamico-oxalacética (TGO), a transaminase glutamico

piravica (TGP) e a gama glutamil transferase (gama-GT).
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A transaminase glutamico-oxalacética (TGO), também chamada de
aspartato aminotransferase (AST), estd presente no hepatocito, na
musculatura estriada (coracdo e muasculos esqueléticos) e em menor
concentracao, em outros 6rgaos como rins, cérebro, pancreas e em pequena
guantidade na musculatura estriada tendo, portanto, maior especificidade
para lesdo hepatica. Durante o catabolismo dos aminoacidos, a AST
transfere grupos amino do glutamato ao oxalacetato, formando aspartato, o
gual é usado como uma fonte de nitrogénio no ciclo da uréia.

A transaminase glutdmico-piravica (TGP), também chamada de
alanina aminotransferase (ALT), € uma enzima que estd presente no
hepatécito e em pequena quantidade na musculatura estriada tendo,
portanto, maior especificidade para lesdo hepatica. Esta enzima catalisa a
transferéncia do grupo amino da alanina ao alfa-cetoglutarato, resultando na
formacao de piruvato e glutamanto.

A figura 18 mostra os valores de TGO plasmatica dos camundongos
normais, sem tratamento (grupo Controle), tratado com a nanoemulséo
LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sinvastatina),
tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin),
camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co), tratado com
LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sinvastatina) e

tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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Figura 18- Grafico da concentracdo da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) plasmatica em camundongos C57BL6/J.
Camundongos controle (Co), sem tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com
sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante
tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados

com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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Os diferentes tratamentos ndo causaram diferenca estatisticamente
significativa na concentracdo plasmatica de TGO nos camundongos com
implante tumoral. Nos animais sem tumor ocorreu, portanto uma diferenca
estatisticamente significativa do grupo de camundongos tratados com a
nanoemulsdo LDE/7KC em relacéo as demais condi¢des de tratamento.

A figura 19 demonstra os valores de TGP dos grupos de animais

normais e animais implantados com melanoma B16F10.



60

N
o
N
|
|

w
o
[
I
|

TGP (UIL)
N
e

=
o
[

0 -

] | ] ] J
Co-LDE/7KC Co-Sin Co-LDE/7KC+Sin Tu-Co Tu- LDE/7TKC Tu-Sin Tu- LDE/7KC+Sin

Figura 19- Gréfico da concentracdo da transaminase glutamico pirdvica (TGP) plasmatica em camundongos C57BL6/J.
Camundongos controle (Co), sem tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com
sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante

tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados

com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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As transaminases sdo normalmente enzimas intracelulares. Um
aumento da concentracdo plasmatica predominante de ambas leva ao
diagnostico de lesdo hepatocelular, que pode ser aguda como nas hepatites
virais, induzida por drogas ou auto-imune, ou doenca hepéatica isquémica ou
cronica, como monitoradores na lesdo induzida por etanol, doenca hepatica
gordurosa, hepatite crénica viral, auto-imune ou induzida por drogas.

A gama-GT, gama glutamil transferase, esta presente no figado (tanto
em epitélio biliar guanto em hepatdcitos) e em outros 6rgaos, como pancreas
e rins. Esta enzima cataliza a transferéncia do &cido glutdmico de um
peptideo para outro, ligando-o sempre ao grupo gama-carboxilico. A
quantificacdo de Gama-GT é util na avaliacdo de hepatopatias agudas e
cronicas, estando a atividade enzimatica elevada nos quadros de colestase
intra ou extra-hepaticas. Apesar de ser um marcador bastante sensivel de
doenca hepatobiliar, € pouco especifica, estando aumentada em outras
doencas, como o diabetes mellitus e a insuficiéncia renal. Além disto, alguns
medicamentos atuam como indutores, especialmente os barbitdricos, a
difenil-hidantoina e os antidepressivos triciclicos, além do etanol.

A figura 20 demonstra os valores plasmaticos de Gama-GT nos
diferentes grupos experimentais: grupo controle e nos grupos de animais
portadores de melanoma B16F10. Nao houve diferenca significativa na

concentracao plasmatca de Gama-GT nos camundongos.
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Figura 20- Gréafico da concentracdo da gama glutamil transferase (Gama-GT) plasmatica em camundongos C57BL/6J.
Camundongos controle (Co), sem tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com
sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante
tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados
com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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ESTUDO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Alteracbes  hematologicas  quantitativas como anemia e
mielossupressdo em graus variados observados nos tratamentos com o0s
guimioterapicos convencionais; levando isto em consideracdo, foram
avaliados parametros hematolégicos.

Apds 10 dias sob os diferentes tratamentos, os camundongos do
grupo controle e portadores de melanoma B16F10 foram submetidos a
coleta de sangue, medula éssea e baco, com sedac¢dao e posterior sacrificio.

A avaliacdo da série vermelha, eritrograma, estdo demonstradas nas
figuras 21, 22 e 23; os resultados demonstram que nenhum dos tratamentos

levou a anemia ou eritropenia.
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Figura 21- Gréfico da concentracdo de hemoglobina (g/dL) em camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co), sem
tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com
LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7,
tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina

(Tu-LDE/7KC + Sin).
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Figura 22- Grafico da contagem de eritrécitos circulantes em camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co), sem
tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com
LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7,

tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina
(Tu-LDE/7KC + Sin).



66

Hematdcrito (%)

Co Co-LDE/7KC Co-Sin Co-LDE/7KC+Sin Tu-Co Tu-LDE/7TKC Tu-Sin Tu-LDE/7KC+Sin

Figura 23- Grafico dos hematécritos de camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co), sem tratamento (grupo
Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a
sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado com LDE/7KC

(Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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A série branca, leucograma, também foi analisada. O resultado da
contagem total de leucécitos esta apresentada na figura 24. A contagem
diferencial apresentou diferenca significativa apenas na contagem de
eosindfilos, figura 25. Os camundongos com implante tumoral e tratados
com LDE/7KC associado a sinvastatina diaria e o grupo tratado com
sinvastatina, apresentaram maior porcentagem de eosinéfilos em relagcéo
aos demais animais portadores de tumor; porém, quando comparados aos
camundongos controle, ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

A contagem diferencial de neutrofilos, linfocitos e mondcitos néo foi

estatisticamente diferente (dados n&do mostrados).



68

a1

NN

N

=

leucécitos totais (103mm?3)
w

0

Co Co-LDE/7KC Co-Sin Co-LDE/7KC+Sir Tu-Co Tu-LDE/7KC Tu-Sin Tu-LDE/7KC+Sin

Figura 24- Grafico do total de leucocitos em camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co), sem tratamento (grupo
Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a
sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado com LDE/7KC

(Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin).
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Figura 25- Grafico da porcentagem de eosinéfilos de camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co), sem tratamento
(grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC
associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado
com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-
LDE/7KC + Sin). *Andlise estatistica, ANOVA, p< 0,05. Diferenca estatistica estabelecida entre os camundongos com

implante tumoral.
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Para uma avaliacdo dos efeitos téxico-hematolégicos, comumente
observados em  tratamentos  quimioterapicos  classicos, como
mielossupressao, avaliamos o0 aumento ou diminuicdo das populacdes
celulares da medula éssea dos camundongos portadores do melanoma e
tratados com a nanoemulsédo LDE/7KC. Foram quantificados a celularidade
total da medula Ossea (figura 26) e a porcentagem de promielécitos,
plasmadcitos, blastos totais, eritroblastos e megacariécitos (dados néo
mostrados). Nao houve diferenca estatisticamente significativa na contagem
diferencial das células da medula éssea. A contagem de células totais da
medula 6ssea demonstrou menor quantidade de células nos animais
submetidos & LDE/7KC, LDE/7KC associado & sinvastatina e a sinvastatina
per se comparado ao grupo sem tratamento. Interessantemente 0s
camundongos portadores de melanoma tratados com sinvastatina
apresenteram maior celularidade quando comparados aos demais
camundongos portadores de melanoma e ndo portadores tratados, sendo

estatisticamente iguais aos camundongos controle, sem tratamento.
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Figura 26- Gréfico do numero total de células da medula 6ssea de camundongos C57BL/6J. Camundongos controle (Co),

sem tratamento (grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados
com LDE/7KC associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co)
n=7, tratado com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a
sinvastatina (Tu-LDE/7KC + Sin). *Andlise estatistica, ANOVA, p< 0,05.
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Esplenograma

Alteracbes no sistema imunolégico estéo relacionadas a progressao
tumoral e a interacdo das drogas sobre 0s 6rgdos produtores e maturadores
dos leucdcitos. Dentre os locais de maturacao de linfécitos, estudamos em
particular o baco. O baco é o Unico érgao linféide interposto na circulagédo
sanguinea, além de ser o maior acumulo de tecido linféide no organismo
(Junqueira e Carneiro, 1995). Devido ao contato intimo com o sangue, 0
baco esta pronto para responder a estimulos, positivos ou negativos,
trazidos pelo sangue. Em roedores, ao contrario da espécie humana, o baco
continua a ser um produtor de células hematolégicas. A contagem da
celularidade do baco € mostrada na figura 27. Os camundongos portadores
de melanoma tratados com LDE/7KC, sinvastatina e LDE/7KC associada a
sinvastatina apresentaram menor niumero de células em relacdo aos demais

grupos, sendo iguais entre si.
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Figura 27- Gréafico do niamero de células do ba¢co dos camundongos C57BL/6J Camundongos controle (Co), sem tratamento
(grupo Controle) n=7, tratado com LDE/7KC (Co-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Co-Sin) e tratados com LDE/7KC
associada a sinvastatina (Co-LDE/7KC + Sin). Camundongos com implante tumoral, sem tratamento (Tu-Co) n=7, tratado

com LDE/7KC (Tu-LDE/7KC), tratados com sinvastatina (Tu-Sin) e tratados com LDE/7KC associada a sinvastatina (Tu-
LDE/7KC + Sin). *Analise estatistica, ANOVA, p< 0,05.



Andlise histopatolégica dos tumores

A analise histopatolégica foi realizada nos tumores e principais 6rgaos
dos camundongos portadores de melanoma B16F10, tratados com a
nanoemulsédo LDE/7KC e grupo controle. Foram observados alteractes
histolégicas, metastase e/ou depdsito de melanina (dados ndo mostrados).
Outro pardmetro analisado foi a inflamacao associada ao tumor. A figura 28
exemplifica como foram realizados os achados deste estudo, infiltrado
inflamatério leve (A), infiltrado inflamatorio intenso (B), infiltrado inflamatorio
e resposta estromal moderada (C), e resposta estromal intensa (D).

Na figura 29 observa-se células tumorais, com pigmentacao
citoplasmatica acastanhada, tipo melanética. As areas de necrose estédo
indicadas pelas setas. Os camundongos tratados com a nanoemulséo
apresentaram maior porcentagem de area necrotica em relacdo ao grupo
controle.

A coloragdo da musculatura lisa e fibras elésticas da tunica média dos
vasos foi realizada pela técnica citoquimica de Verloff. Nota-se paredes
vasculares integras e mantendo sua estrutura regular, fato este comum em
todo o material examinado; no item C da figura 28 hd um exemplo desta
coloragdo. O tumores tratados com a nanoemulsdo apresentaram menor

porcentagem de vasos em relagéo ao volume tumoral.
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Figura 28- Cortes histolégicos dos melanomas B16F10, coloracdo H.E.

Exemplo obtido de varias amostras.(A) infiltrado inflamatério leve, (B)
infiltrado inflamatorio intenso, (C) infiltrado inflamatoério e resposta estromal

moderada e (D) resposta estromal intensa. Aumento objetiva de 20X.
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Figura 29- Cortes histolégicos dos melanomas B16F10, coloracédo H.E..(A)

Aspecto microscoépico do tumor dorsal; (B) Andlise dos vasos sanguineos
pela coloracdo de Verlooff, (C) Areas de necrose (setas); (D) Outro exemplo

de area com necrose (setas).
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A analise estatistica demonstrou maior area de necrose nos
melanomas tratados com a nanoemulsdo LDE/7KC, sendo de 53,4% +
7,8%, enquanto que o grupo controle apresentou uma area de necrose de
18,0% + 5,54%, com p< 0,05 pelo método do Test t de Student.

Os parametros inflamatérios foram quantificados como leve,
moderado e intenso, conforme a resposta do estroma ou infiltrado. A analise
demonstrou muita variagao caso a caso, sendo o resultado semelhante entre
0 grupo controle e tratado com LDE/7KC.

A avaliacdo da quantidade de vasos pelo volume tumoral demonstrou
menor vascularizacdo nos tumores tratados com LDE/7KC, 4,95% + 4,27,
em relacdo ao grupo controle, com 9,8% + 2,76%. A andlise estatistica foi

realizada pelo Test t de Student, com p< 0,05.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

7-cetocolesterol € um oxisterol que tem, como um de seus efeitos, a
inducdo de morte celular em varias linhagens tumorais (Favero, 2003, Lizard
et al, 1999). Considerando as caracteristicas quimicas e biologicas do 7-KC,
desenvolvemos uma nanoemulsédo LDE contendo 7-KC (LDE/7KC). O efeito
desta nanoemulsao foi testada, in vitro, em trabalho anterior (Favero, 2003).
Os experimentos em cultura celular demonstraram efeito antiproliferativo,
caracterizado alterac6es morfologicas, apoptose e autofagia (Favero, 2003).
Morfologicamente, as células tratadas com LDE/7KC apresentaram
alteracdoes de citoesqueleto, com aumento da polimerizacdo de actina,
levando as células a apresentar um aspecto fusiforme. A morte celular foi
caracterizada pela despolarizacdo do potencial transmembranar
mitocondrial, caracteristica comum de apoptose, associada a intensa
producdo de figuras de mielina, vaculos caracteristicos de processo
autofagico. No presente trabalho aprofundamos o estudo desta
nanoparticula, avaliando in vivo os parametros téxicos, farmacocinéticos e
farmacoterapéuticos em camundongos C57BI/6J, nos quais células de
melanoma foram implantadas.

Inicialmente buscamos a dose letal. Iniciando com doses unicas
intraperitoneais, chegamos a aplicacdo de 20mg/Kg em um volume final de
2mL. Neste estudo nenhum camundongo foi a Obito. Uma possivel
explicacdo para a sobrevivéncia dos animais, mesmo com o grande volume

injetado, pode estar na tolerancia sistémica aos constituintes da emulséo, ja
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gue os componentes dela estdo presentes em nosso organismo, e a sua
semelhanca estrutural e funcional a LDL. Assim, os componentes da
nanoemulsdo poderiam ser convertidos nas vias metabolicas do figado, por
exemplo, a sais biliares, secrecdo esta rica em oxisterois.

A emulsificacdo de 7-KC diminui sua toxicidade. Estudos com LDE
com incorporacdo de quimioterapicos (Rodrigues et al, 2005; Maranhdo et
al,1993,1994,1997) demonstram efeito de diminuicdo de toxicidade
semelhante. Nossos estudos in vitro demonstraram que 7-KC possui uma
toxicidade maior que LDE/7KC (Favero, 2003)

A mesma dosagem de 20mg/Kg induziu nos camundongos uma
perda de massa corpérea compativel com a maxima dose tolerada. Os
testes de toxicologia sugerem a avaliagdo da MDT para mostrar evidéncias
primarias que possam apontar o potencial carcinogénico de uma substancia.
A maior dose experimental € baseada, assim, nha maxima dose tolerada
(MDT), definida como sendo aquela que ndo provoca no animal uma perda
de peso superior a 10% e nao induz mortalidade ou sinais clinicos de
toxicidade.

O primeiro ensaio farmacocinético realizado foi a depuracéo
plasmatica nos camundongos controle e nos portadores do melanoma
B16F10. O estudo demonstrou decaimento dos radiotracadores de maneira
estatisticamente igual e quando comparada aos estudos com LDE e LDL
(Rodrigues et al, 2005), também mostraram semelhanca. A inclinacdo da

curva mostra que nos primeiros 60 minutos ha um decaimento rapido,
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sugerindo a sua distribuicdo entre os tecidos, diminuindo a emulsao
circulante.

A biodistribuicho da nanoemulsdo LDE/7KC, nosso segundo
parametro farmacocinético, mostrou um acumulo da radioatividade em
orgdos que expressam maior quantidade de receptores para LDL, em
especial o figado, o principal érgao relacionado ao metabolismo lipidico. A
distribuicdo da nanoemulsdo nos camundongos portadores do melanoma,
assim como no grupo controle, apresentou o figado como 6érgdo de maior
captacdo nos primeiros 60 minutos; porém, apds 240 minutos, a captacao
pelo tumor foi estatisticamente igual a do figado. Este resultado € justificado
pela grande quantidade de receptores para LDL expressos na superficie das
células do melanoma B16F10 (Rodrigues et al.,2005).

A eficacia da nanoemulsdo LDE/7KC como agente anti-tumoral, foi
avaliada primeiramente a partir de doses Unicas intraperitoneais. Trés
dosagens foram utilizadas: 2,5mg/Kg; 5mg/Kg e 20mg/Kg. Apenas a
dosagem de 20mg/Kg inibiu o crescimento tumoral, com um volume do
tumor significativamente menor, com média final 59% menor que o0s
melanomas do grupo controle. Associada a este controle da progressao
tumoral, observamos também um aumento na taxa de sobrevida dos
camundongos comparado com O grupo nao tratado, resultado
estatisticamente significativo. Os animais tratados com 20mg/Kg de
LDE/7KC sobreviveram até doze dias a mais que os camundongos sem
tratamento. Os tratamentos com 2,5 e 5 mg/Kg de LDE/7KC também

induziram a um aumento da taxa de sobrevida dos animais, oito dias a mais
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em relagdo ao grupo controle. Com a diminuigéo do volume tumoral efeitos,
debilitadores como, por exemplo, a caquexia demoraram a acontecer,
propiciando a uma taxa de sobrevida maior.

Apés esta etapa inicial, de aplicagcdo de uma Unica dose em varias
concentracoes, resolvemos fracionar a dosagem de 20 mg/Kg, a que melhor
resultado anti-tumoral apresentou, em dez aplicacbes diarias. Esta
abordagem terapéutica propiciou uma reducdo de 34% do volume tumoral
em relacdo ao grupo controle. Interessantemente, esta sequUéncia de
aplicacbes levou a um resultado menos eficaz que a dose Unica. Uma
possivel explicacdo para a dose Unica ter obtido um resultado melhor, pode
estar relacionada a uma acéo do tipo dose de ataque, assim o tumor que
ainda estava com um crescimento inicial demoraria para se restabelecer.

Uma terceira estratégia terapéutica foi a administracdo da mesma
guantidade da dose Unica (20mg/Kg), porém fracionada e aplicada em dias
alternados, ou seja, uma dose a cada 48 horas. O tratamento com doses
intercaladas, foi o que levou a uma maior diminuigéo no crescimento final do
tumor, em média, uma reducdo de 81% do volume do tumor comparado ao
grupo controle. Os camundongos tratados com LDE/7KC sobreviveram, em
média, treze dias a mais que o0s do grupo controle, resultado
estatisticamente significativo pelo método de analise de contingéncia.

Assim, apesar de uma maneira geral todos os tratamentos levarem a
uma diminuicdo significativa do crescimento do tumor e um aumento na taxa
de sobrevida, o melhor resultado foi obtido com as dosagens fracionadas em

dias alternados.
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Juntamente com 0s parametros macroscopicos, avaliamos cortes
histologicos dos tumores, levando em consideracdo, principalmente, as
areas de necrose, infiltrado inflamatorio, resposta estromal e vascularizacéo.
Os tumores foram avaliados caso a caso.

A analise individual demonstrou uma variacdo muito grande em
relacdo a inflamacéo e a reacéo estromal; entretanto, quando associamos 0s
casos dos tumores tratados com LDE/7KC, comparado-0s aos nao tratados,
as andlises estatisticas ndo demonstraram diferenca significante.

A reacdo estromal é formada por uma resposta primaria a inflamacao,
promovendo a angiogénese e remodelamento de proteinas extra-celulares.
Estes fatores sédo importantes para a criacdo de um microambiente capaz de
sustentar o crescimento tumoral e metastase (van Kempen et al, 2005;
Smolle et al,1996).

Brown (1997) demonstrou que o infiltrado inflamatorio dos melanomas
(quando predominantemente linfocitarios), € um dispositivo de progndstico
favoravel aos portadores de melanoma; porém, as nossas observacdes nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os casos dos
tumores tratados com LDE/7KC e néo tratados

A diminuicdo do crescimento tumoral pode ser explicada, em parte,
pela maior area de necrose no tratamento com LDE/7KC. Os tumores
tratados com a nanoemulsdo apresentaram uma area de necrose, em
média, 35% maior que aos tumores dos camundongos do grupo controle.
Esta morte tecidual provavelmente esteja associada a agressividade do 7-

cetocolesterol, direcionado e acumulado nestes tumores. H4 uma variedade
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de mecanismos associadas a morte celular via 7-KC (Monier et al, 2003),
associado geralmente a eventos apoptéticos, producdo de espécies
reativasd e oxigénio e autofagia.

A nanoemulsdo LDE/7KC também induziu uma menor porcentagem
de vasos em relacdo ao volume total do tumor quando comparada ao grupo
controle. A menor irrigacdo do tecido tumoral tratado com LDE/7KC pode
estar associada a morte do paréngquima tumoral, além da toxicidade do 7-KC
sobre células musculares lisas da tunica média das arteriolas, como
observado por Guyton et al (1990), Nassen e Heald (1987), Peng et al
(1977), Taylor e Peng (1985). Outros estudos como o de Zwijsen et al (1992)
gue observaram que oxisterois, além da morte celular, podem ativar e inibir
as juncdes comunicantes (gap junctions) das células sobreviventes,
alterando a comunicacdo ceélula a célula. Outra importante atividade
relacionada a toxicidade de 7-KC a componentes dos vasos sanguineos é a
inibicdo da liberacdo de oOxido nitrico (NO) pelas células endoteliais,
provavelmente através de efeitos diretos sobre a cavéola (Sleer et al, 2001).
Cavéola é um microdominio especializado da membrana celular envolvida
no acumulo e processamento de mensageiros celulares, além de ser
essencial na regulagédo da enzima NO sintetase (Deckert, V. et al, 1998). O
NO por sua vez € um importante vasodilatador. A diminuicdo do NO dos
vasos dos tumores tratados por LDE/7KC promoveriam uma menor irrigacao
do tecido tumoral e consequentemente focos de necrose.

Paralelamente a avaliacdo histolégica, realizamos alguns ensaios

para observacdo de possiveis efeitos téxicos de LDE/7KC. O figado foi o
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principal 6rgédo de captacdo da nanoemulsdo tanto no grupo controle quanto
no dos camundongos portadores do melanoma; sabendo da intensa
atividade metabolica do figado, avaliamos a atividade de trés enzimas
hepéticas, associadas a intoxicacdo do figado. Estas analises demonstraram
gue a nanoemulsédo LDE/7KC, no periodo avaliado, ndo manifestou aumento
nas unidades destas enzimas, ou seja, ndo houve toxicidade hepética. A
analise microscoépica do figado mostrou Iébulos e a laminas formadas pelos
hepatdcitos com morfologia normal.

Outro parametro estudado foi a possivel toxicidade hematoldgica de
LDE/7KC. Todos os animais ndo apresentaram condicdes anémicas, com
eritrograma normal. A avaliacdo dos leucogramas nao apontou diferencas
importantes na quantidade de leucdcitos totais. A contagem diferencial dos
glébulos brancos apresentou diferenca significativa apenas em relacdo a
porcentagem de eosinofilos nos camundongos portadores de melanoma
tratados com sinvastatina e LDE/7KC associada a sinvastatina. Estudos
como o de Cormier et al (2006) mostram que a elevagcdo no numero de
eosinofilos em tumores solidos, como o melanoma, € um importante fator
para demonstracao de inflamacéo inicial e persistente sobre o tumor.

Para evidenciar possiveis danos a medula Ossea fizemos o
mielograma. Quando comparados aos camundongos do grupo controle, sem
tumor, observa-se uma menor quantidade de células na medula 0Ossea,
porém quando comparados com os camundongos portadores do melanoma,

nao se observa diferenca na celularidade da medula. Os animais portadores
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do melanoma tratados com sinvastatina apresentaram celularidade
semelhante ao grupo controle, sem o implante tumoral.

A avaliacdo do baco apontou uma diminuicdo da celularidade neste
orgdo em todos os camundongos portadores do melanoma. Em roedores o
baco continua a ser um produtor hematopoiético, ou seja, provavelmente, o
tumor induz a esta inibigéo.

Os dados de dose letal, MDT, enzimas hepaticas, hemograma
completo, mielograma e esplenograma obtidos neste trabalho sugerm que a
nanoemulsédo LDE/7KC é uma substancia segura para aplicagéo in vivo.

O sinergismo farmacolégico entre uma molécula que € capaz de
aumentar a quantidade de LDLr, como a sinvastatina, e a LDE/7KC também
foi estudado. O tratamento diario com a sinvastatina induziu a um menor
crescimento tumoral em relacdo ao controle. Uma extensa revisao (Sleijfer,
2005), sobre a utilizacdo de estatinas como agente anti-tumorigénico,
demonstra que as estatinas podem induzir a uma parada no ciclo de
duplicacao celular, apoptose, reducéo de fatores angiogénicos, inibicdo do
crescimento endotelial, impedimento da adesao tecidual, inibicdo da
migracao e atenuacado dos mecanismos de resisténcia.

Alguns trabalhos demonstram acéo especifica sobre melanoma, tendo
um efeito anti-proliferativo com a utilizacdo de outra estatina, a lovastatina
(Sleijfer et al,2004). H4& também estudos que demonstram um sinergismo da
lovastatina  potencializando TNF, cisplatina doxirrubicina, todos

experimentos em animais (Sleijfer et al,2004). Jakobisiak e Golab (2003)
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sugerem em um artigo de revisao a possibilidade da utilizacéo das estatinas
como coadjuvante no tratamento de inUmeros tumores.

Em conclusdo, 7-cetocolesterol é conhecido por sua citotoxicidade,
além de ser o oxisterol de producdo ndo enzimética mais abundante no
corpo humano (Lyons e Brown, 1999). A utilizacao racional de um composto
biol6gico concentrando-o em tecidos especificos foi 0 objeto deste estudo.
Assim, o agente téxico, 7-KC, foi complexado com uma emulsdo com
caracteristicas funcionais a LDL, LDE, e direcionada aos locais com maior
quantidade de receptores para LDL. A andlise da concentracdo de
componentes marcados da nanoemulsdo LDE/7KC demonstrou a eficacia no
direcionamento da molécula, propiciando também o efeito esperado.

As possibilidades da utilizagdo da nanoemusao LDE/7KC como
agente no tratamento do cancer sdo promissoras, por direcionar este
composto ao tumor em uma estratégia na qual o préprio veiculo também

seria um agente toxico, sem afetar as células normais.
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CONCLUSOES

» A nanoemulsdo LDE/7KC apresentou a mesma cinética plasmatica entre
0os camundongos sem implante tumoral e portadores do melanoma.

» LDE/7KC apresenta a mesma cinética de depuracdo plasmatica em
camundongos que LDE ou LDL.

» A andlise da biodistribuicdo tecidual da nhanoemulsdo nos camundongos
controle e portadores de melanoma apontaram o figado como o principal
orgao de direcionamento de LDE/7KC.

» Ha acumulo de LDE/7KC no tumor.

» LDE/7KC induziu a uma inibicdo de até 81% do crescimento dos
tumores, na dependéncia da dosagem e tipo de administragdo. Os
melhores resultados foram obtidos com doses fracionadas e
administradas em dias intercalados.

» O efeito anti-tumoral € devido, pelo menos em parte, a inducdo de
necrose e diminuicdo da quantidade de vasos na éarea do tumor,
observada apos a administracdo de LDE/7KC.

» O tratamento com LDE/7KC nao levou a aparecimento de sinais de
toxicidade, avaliados pelo estudo de enzimas hepaticas, hemograma,
medula e baco.

» Concluindo, a LDE/7KC é uma nanoparticula promissora para ser

utilizada como agente anti-tumoral.
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