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RESUMO

PERFIL TOXICO-FARMACOLOGICO DA ADMINISTRACAO DA DOXORRUBICINA EM
CAES COM TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL

A doxorrubicina (DOX), quimioterapico da familia das antraciclinas, € utilizada no tratamento d
diversos tumores soélidos em animais e seres humanos, e € farmaco de segunda escolha p:
tratamento, em céaes, do tumor venéreo transmissivel (TVT) resistente a outros quimioterapic
Seu uso terapéutico é limitado em decorréncia da cardiotoxicidade e mielossupressao, efe
dose-dependentes. A cardiotoxicidade da DOX ja foi constatada em cées higidos, porém, o pe
farmacocinético e os efeitos tdéxicos neste modelo animal submetido ao regime posolégico par:
tratamento do TVT ainda néo foram investigados. Ainda, tém sido propostas novas formulac®
contendo o quimioterapico com o intuito de melhorar sua eficacia e diminuir a toxicidade. Est
trabalho teve como objetivo investigar o perfil farmacocinético da DOX administrada na forma d
cloridrato na dose de 30 md/m cada 21 dias, em quatro ciclos, por infusdo continua por 30
minutos, em cédes com TVT (n=10) assim como avaliar efeitos toxicos através de parametr
bioguimicos, hematoldgicos e de urinalise de amostras colhidas antes e apds a exposicac
quimioterapico. Ainda, neste trabalho, prop6s-se avaliar o perfil farmacocinético e toxicidad
sistémica da DOX veiculada em sistema microemulsionado em cdes com TVT tratados sok
mesmo regime posoldgico da DOX cloridrato. Para a investigacdo do perfil farmacocinético, e
ambos os grupos, um meétodo bioanalitico por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE
para a determinacdo de DOX foi desenvolvido e validado. O método bioanalitico apresent
limites de confianca adequados para sua aplicacéo na investigacao do perfil farmacocinético, c
limite de quantificacdo (LIQ) de 19 ng/ml e limite de deteccéo (LD) de 9 ng/ml. Os parametro
farmacocinéticos da DOX calculados a partir da administracdo da formulacdo cloridrato, n
primeiro e quarto ciclo do tratamento foram, respectivamente: meia vida de eliminagcédo 30,7
19,16 horas; volume de distribuicdo 652,18 e 397,45 L/kg e clearance 0,49 e 0,326 L/min/kg. N
houve diferenca estatistica significativa entre os par@metros farmacocinéticos obtidos no prime
e no quarto ciclo de quimioterapi@s exames bioquimicos e hematoldgicos ndo apresentaram
alteracdes significativas (p > 0,05) antes e ap0ds os ciclos do quimioterapico, sugerindo baixo ris
de toxicidade hematoldgica, cardiaca, renal e hepéatica na utilizacdo deste protocolo neste moc
animal com TVT. No entanto, verificou-se que a ecodopplercardiografia deve ser utilizada con
teste confirmatdrio da auséncia de dano cardiaco para o prosseguimento da quimioterapia. E
resultado permite-nos inferir que a manutengé@o do regime posolégico durante todos os ciclos
infusdo € adequada para a conducdo do tratamento e que o0 protocolo proposto demonstro
adequado para o tratamento de caes com TVT, com evidente redu¢cdo da massa tumoral. Todc
animais que receberam a microemulsdo de DOX apresentaram reacdes anafilaticas, demonstr:
que a formulacao € bioincompativel com o modelo animal utilizado.

Palavras chave3iumor de sticker; TVT, canina; quimioterapico, farmacocinética e CLUE.



ABSTRACT

PROFILE OF TOXIC-PHARMACOLOGIC DOXORUBICIN MANAGEMENT IN DOGS
WITH TUMOR TRANSMISSIBLE VENEREAL

Doxorubicin (DOX), the anthracycline family of chemotherapy is used in the treatment of variou:
solid tumors in animals and humans, and is a second-line drug for the treatment of doc
transmissible venereal tumor (TVT) resistant to other chemotherapeutic agents. Its therapeutic
is limited due to cardiotoxicity and myelosuppression, dose-dependent effects. The cardiotoxici
of DOX has been observed in healthy dogs, however, the pharmacokinetics and toxicity in th
animal model subjected to the dosing regimen for the treatment of TVT have not bee
investigated. Also, there have been proposed new formulations containing the drug with the aim
improve efficacy and decrease toxicifijhis study aimed to investigate the pharmacokinetic
profile of DOX administered as hydrochloride at a dose of 30 m§ évary 21 days, in four
cycles, by continuous infusion for 30 minutes in dogs with TVT (n = 10) as well as assess toxi
effects through biochemical, hematological and urinalysis samples taken before and after exposi
to chemotherapy.Still, this work proposed to evaluate the pharmacokinetic profile and system
toxicity of DOX conveyed in microemulsion system in dogs with TVT treated under the same
dose of DOX hydrochloride regime. For the investigation of the pharmacokinetic profile in bott
groups, a bioanalytical method performance liquid chromatography ultra efficiency (CLUE) for
determining DOX was developed and validatdthe bioanalytical method was appropriate
confidence limits for application in the investigation of the pharmacokinetic profile, with limit of
quantitation (LLQ) of 19 ng / mL and detection limit (LLD) of 9 ng / m®harmacokinetic
parameters of DOX calculated from the administration of the hydrochloride formulation, the firs
and fourth treatment cycle were: elimination half-life 30.7 and 19.16 hours; volume of distributior
652.18 and 397.45 L/kg and clearance 0.49 and 0.326 L/miiitkgre was no significant
difference between the pharmacokinetic parameters obtained in the first and fourth chemothera
cycle. The biochemical and hematological tests were not significantly different (p> 0.05) befor:
and after chemotherapy cycles, suggesting low risk of hematologic, cardiac, renal and hepa
toxicity in the use of this protocol in this animal model with TWowever, it was found that
echocardiography should be used as a confirmatory test for absence of cardiac damage a
chemotherapyThis result allows us to infer that the maintenadosing regimen during infusion
every cycle is suitable for conveying treatment and demonstrated that the proposed protocol
suitable for the treatment of dogs with TVT, with evident reduction in tumor rAdssnimals
receiving doxorubicin microemulsion had anaphylactic reactions, showing that the formulation i
bioincompativel with the animal model used.

Keywords: Tumor sticker; TVT, canine; chemotherapy, pharmacokinetics and CLUE.



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT: alanina aminotransferase

ANP: peptideo natriurético atrial

AST: aspartato aminotransferase

ATP: adenosina trifosfato

AUC: area sob a curva

BD: bilirrubina direta

BNP: peptideo natriurético cerebral

BT: bilirrubina total

CAT:catalase

CBR1: carbonil redutase

CHO: colesterol

Cl: clearance

CLUE: cromatografia liquida de ultra eficiéncia
CK-MB: isoenzima MB da creatina quinase
CK: creatinina quinase

Cp: concentracao plasmética

CQD:controle de qualidade de diluicdo

cTnC: isoforma C

cTnl: troponina isoforma |

cTnT: troponina isoforma T

CV: coeficiente de variagéo

CYP:citocromo P450 redutase

DAU: daunorrubicina

DOX: doxorrubicina

DEsq.dose efetiva em 50 % da populacao testada
DLso.dose capaz de matar 50% da populacéo testada
DNA: acido desoxirribonucleico

EDTA: acido etilenodiaminotetracético



FS: fosfatidilcolina de soja

GPx: glutationa peroxidase 1

IAM: infarto agudo do miocardio

IC: intervalo de confianca

ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva

[V: intravenosa

Kel ou3: constante de velocidade de eliminagdo
LD: limite de detecc¢éo

LDH: lactato desidrogenase

LIQ: limite inferior de quantificacéo
ME: microemuls&o

ME O/A: microemulséo do tipo 6leo em agua
OS: oleato de sadio

PDI: indice de polidisperséo

PEG: propilenoglicol

PI: padréo interno

PK: perfil farmacocinético

PT: proteinas totais

Q: fluxo de sangue

RNA: acido ribonucléico

ROS: espécies reativas de oxigénio
SOD: superoxido dismutase

SRD: cdes sem raca definida

Trig: triglicérides

t1/2: meia-vida

TVT:tumor venéreo transmissivel

UPC: razéo proteina/creatinina urinaria

Vd: volume de distribuicdo



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1: Estrutura molecular das antraciclinas a) DOX e b) DAU......cccoooeviiiiiiiiiiieieeeeeiiiis 20

Figura 2: Animal com massa exuberante, com secrecdo hemoragica na regido da vulva
transmissivel antes da QUIMIOTEIAPIA . ............oiiiiiiiiiiiiiie e eeaaeeeeas 3/
Figura 3. Curva analitica da DOX em plasma obtida para a faixa de concentracdo de 19 a 12
70 SRS 61
Figura 4. Cromatograma referente ao LD e LIQ e amostra branco do método de analise de DC
<] o1 F= T 1 0 F= W (=) PRSPPI 64
Figura 5. Estudo do efeito residual de interferentes no tempo de retencdo do analito (O,¢
MINULOS) € DAU (1,01 MINUEOS) ...ceeeeeieiiieeeeieeitiees s s e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s e e e eeeeeaeeeeeeesessnnsnnnnns 66

CAPITULO Il

Figura 1: Animal apresentando edema e eritema periocular e reacéo urticariforme por todo
corpo (VisiVel Na regi@io CEIVICAI). ....oiiiii i e e e e e e e e e e e e e e eeeaeanne 90
Figura 2: Animal apresentando edema na regido da orelha e ocular. ............ccooovvvvvviniicciennnn. 91

Figura 3: Animal apresentando UICANIA. ..........eveeeeeeiiiiieieciiiiiieee et e e e e e e e e e e e e 92



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1: Dados dos animais grupo DOX-CIl com TVT incluidos no trabalho .......................... 35
Tabela 2: Tempos de coleta do material sanguineo para os exames laboratoriais ....................... :

Tabela 3: Avaliacdo dos biomarcadores cardiacos cTnl e CK-MB em cées tratados cor

doxorrubicina (n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95). .........cccvvcviiiiiiiieeeeeeeeeenn, 4

Tabela 4: Parametros bioquimicos de funcéao renal dos animais tratados com DOX-CI (n=10

Dados expressos como mediana, Media (IC95).......ccceiiiiiiiiiiiiiie e ,

Tabela 5: Parametros bioquimicos da funcao hepatica dos animais tratados com DOX-CI (n=1C

Dados expressos como mediana, Media (IC95).........uuuuiiiiiiiiiie e 49..........

Tabela 6: Parametros hematoldgicos de eritrograma e plaguetas dos animais tratados com DC

CI (n=10). Dados expressos como mediana, meédia (IC95). ........ceuuvrriiiiiiiiiiie e b

Tabela 7: Valores médios dos parametros do leucograma dos animais tratados com DOX-(

(n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95)...........cciviiiiiiiiiiiiiiirr e E

Tabela 8: Frequéncia de alteragdes laboratoriais nos animais tratados com DOX-CI (n=10). Dadt

expressos como numero de animais € iNtenSidade. .........ccccuviiiiiiiiiiiii e

Tabela 9: Proteina e creatinina urinaria (UPC) dos animais tratados com DOX-CI (n=10). Dado

expressos como mediana, MEdIA (IC95). ...uuiuiiiiiiiiiiiie e !
Tabela 10:Precisao e exatidao intra-ensaio do método bioanalitico da DOX em plasm&2n=5).

Tabela 11: Precisdo e exatidao inter-ensaio do método bioanalitico para a determinac¢éo da DC

L= 0 o F= TS 3 = T (it 0 ) SR €

Tabela 12: Limites de deteccao e quantificacdo do método de analise de DOX em plasma (n=5)



Tabela 13: Estudo de controle de qualidade de diluicdo da amostra contendo DOX em plasn
(1) TR PP €

Tabela 14:Valores de recuperacdo da DOX em plasma (n=3). Dados apresentados como medi

coeficiente de VAriaGa0 (CV 20). .....iiii e ettt e e e e et e et ettt bbb a e e e e e e e e e e e aaeeeeeenenees 6

Tabela 15: Estudo de estabilidade da DOX em plasma. Resultados apresentados con

porcentagem de analito no estudo de pds-processamento da amostra, durante 8 horas (n=3). ....

Tabela 16: Parametros farmacocinéticos da DOX comercial em cdes 30°mgfftidos apos
administracdo por infusdo continua, ( n=10 para M1 e n=8 para M3). Dados expressos cor
Mediana, MEAIA (ICO5). ....uuiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e s s s s s bbb e te s e e rreaaaaaeaaeeaeens €

CAPITULO I
Tabela 1 Caracteristicas dos animais incluidos NO trabalho ..o



SUMARIO

INTRODUGAD ...ttt ettt ettt et et et e et et e et ete et et e et ese et eseeteseseeneeeenneaens :
(072 2 16 0 SRS :
|. ASPECTOS TOXICO-FARMACOLOGICOS DA DOXORRUBICINA........cccovevereieeeerannn. 19

[ OBJETIVOS ...ttt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e s bt e e e e e e annt bt et e e e e e ansbbeeeeaeeaanssaeeaeeeeennneees :
1. MATERIAIS E METODOS. ... oottt ettt ee st ete s tesesstaeetssatesneesreestssesereesre s 3z
R I 1 =TSRRI
ST o (0] (o Toto] (o I brq o =T 10 0= o | <= | UPRPRUR
3.3. Avaliacdo de parametros bioquimicos € hematolOgICOS. .......viiiiiieeeeeeii e

3.3.1. Determinacdo da atividade de isoenzima MB da creatinina quinase (CK-MB) e troponir
(o= T o [ = Lo N U PR R PRSP
G TG 02 (=] 0 (0o [ =1 0 1 1= U PP
IR IO T = o Lo [0 1 ] (o= T [ USSR
G [ = 1S SR U RO
3.5. Avaliagc8o da ProteiNa UFMNAIIA ..........ooouiieiiiaiiiiii et e e s e e e e e e ennneees
3.6. Determinacao da Doxorrubicina por cromatografia liquida de ultra eficiéncia -CLUE .......... 3
3.6.1. Sistema CromMatOgrafiCO .........cceeeiiiii it e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenennne
3.6.2. Processamento de amostras de PlaSMa ........ueueeiiiiiiiiiii et a e e e e eeeaeeee
3.6.3. Validac@o do meétodo DIOANAITICO .........coiiiiiiiiiiiiie e
3.7. ANAIISE FArMACOCINETICA. ....evveiiiiiiieee e ettt ettt et e e e e e e e e e e e s s s bbb bbb e et e eeeaaaeeaeeeeeeeenans
3.8, ANAIISE ESTALISTICA .eveviiiiiieeeeeii ittt e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannnn :
IV. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt et ettt ettt st ee e e e 4
4.1. Determinacdo de parGmetros biOQUIMICOS. .....cciiiiieieeeiiiiiicciiiiiiieeee e e e e e e e
4.1.1. Atividade da isoenzima MB da creatinina quinase (CK-MB) e troponina | (cTnl).............. 4!
4.1.2. Determinacdo de creatinina, ureia, proteinas totais, ALT, AST, ALP, albumina,triglicéride
colesterol, bilirrubina total € INGITELA ...........ooeiiiiiiiii e e eeeeaeeees ‘
4.2, HEIMOGIAIMI@ ...ttt e ettt e e e ettt ta e e e et et eaa e e e e e eeeb e e e e eesbb e e aeenesa e aeeaennnnnaaaas
TG T B 1 ¢ 0T 11 PP U PP PP TTTRPPP
4.3.1. Determinacao da Proteina UMNANTA .........ccceeeiiiiiiiiiiieeeiiires e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaea e e e eeeas,
4.4. Validacado do método para determinacdo de DOX em plasma por CLUE. ............cccccvvvvvnnnen.
4.5. ANAIISE FArMACOCINETICA ...vvvviiiiiiiieeee e e e ettt e e e e e e e e e e e e e s s e e st a e e e reeaaaaaeaeaeaeeeennns
V. CONCLUSOES ...ttt ettt ettt s et ettt s et s e e e e e e



CAPTTULO Tl e e ettt ettt :

ILNOVAS FORMULAGOES ..ottt ettt et tseaenneaennn oa 7
[ OBJETIVOS ...ttt ettt et e e e ettt e e e e e e sttt e e e e e e annb bt et e e e e e ansbeaeeeeeeannnsaeeeeeeeanneees |
HI. MATERIAIS E METODOS. ......oo ittt ettt st eae e testestesae s essaseseesaesaneans 8t
I TNt Y 110 1 = £SO PTUUPPURPTRPN
3.2. Protocolo EXPerimeEntal ........cooo i .
IV. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oviiieieiecee ettt e ete e e st aese e saeeasae e ssesaesteeaeneans 8
4.1. Experiéncia clinica da administracdo da microemulséo contendo doxorrubicina....................
V. CONCLUSODES ..ottt ettt ettt ettt s bbb et s s e
VI REFERENCIAS ...ttt ettt ettt s e es ettt s s r s e e s s e eseeens o s
VL ANEXOS ..ttt e et e e e e ettt e e e e e e st b et e e e e e e s bae e e e e e e aannbbeeeeeeeannnreneeeeeeanns 1(
Anexo 1. Termo de consentimento livre € eSClareCido. .............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiieee e ]
Anexo 2. AProvagao COMILE A BLICA ........ccuuueiiieeiiiiiiii et e e e e e eeees 1

ANEX0 3. ParAmetroS FarmMaCOCINELICOS. .. .cu e :



INTRODUCAO

A doxorrubicina (DOX) € um quimioterapico da familia das antraciclinas em uso
clinico desde 1969 e utilizado no tratamento de diversos tumores em animais e seres
humanos (VOLKOVA; RUSSELL, 2011). E, embora seja considerada um dos agentes
mais potentes em quimioterapia, seu uso € limitado em decorréncia de seus efeitos
toxicos (SACCO et al 2001; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012). Entre esses
efeitos, a cardiotoxicidade e a mielossupresséao induzidas pela DOX s&o considerados 0s
mais importantes (CARVALHO et al., 2009; COUTO, 2006).

A DOX tem sido utilizada para o tratamento de tumor venéreo transmissivel
(TVT) refratario aos antitumorais de primeira escolha (TINUCCI-COSTA, 2009) na
dose de 30 mg/fcom intervalo de 21 dias (GERARDI, 2009). Esta doenca acomete
principalmente cées errantes, geralmente sem raca definida. Embora alteracdes
cardiacas poés a administracdo de DOX em cées adultos normais tenham sido relatadas
(Silva et al, 2005; Pereira Neto et al., 2006; Souza et al., 2004 e Souza, 2006), ndo ha
informacBes sobre o perfil farmacocinético e sobre a toxicidade da DOX quando
utilizada no tratamento do TVT em cées.

Novas estratégias para a liberacdo de farmacos ja utilizados na clinica tem sido
propostas para melhorar a eficacia e diminuir os seus efeitos toxicos e, entre estas, 0s
sistemas microemulsionados tem apresentado resultados promissores (FORMARIZ,
2008; ASSUMPCAO et al., 2012; CANDIDO et al., 2014). Formariz et al. (2008)
desenvolveram uma ME lipidica cujo objetivo foi direcionar a DOX para as células
tumorais, composta de tensoativos, colesterol e tampéo. Esta microemulséo foi capaz de
diminuir a toxicidade da DOX e aumentar sua margem de segurang¢a, assim como
modificar o seu perfil farmacocinético, diminuindo a distribuicdo da DOX para o tecido

cardiaco (FORMARIZ, 2008; ASSUMPCAO, 2012; CANDIDO, 2014).
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Com base nestas informagfes, a proposta do presente trabalho foi investigar as
caracteristicas disposicionais e de toxicidade da DOX em cdes com TVT sob o regime
posoldgico atualmente adotado na clinica (capitulo 1) e avaliar a aplicabilidade clinica
do sistema microemulsionado desenvolvido por Formariz (2008), tendo em vista 0s

resultados promissores obtidos até o presente (capitulo 2).
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CAPITULO |

l. ASPECTOS TOXICO- FARMACOLOGICOS DA DOXORRUBICINA

A doxorrubicina (DOX) pertence a classe das antraciclinas, as quais foram
sintetizadas no ano de 1950, por um grupo italiano (ARCAMONE et al., 1969). Neste
grupo, destaca-se também a daunorrubicina (DAU), que também possui efeito
antineoplasico (ARCAMONE et al., 1969; Di MARCO; GAETANI; SCARPINATO,
1969).

A DOX é um agente antibiotico-quimioterapico da familia das antraciclinas
isolados de cultura de bactérgtreptomyces peucetivar caesis(BONADONNA,;
MONFARDINI; FOSSATI-BELLANI, 1969). Este farmaco foi aprovado pelo FDA
para uso clinico em 1969, sendo utilizado no tratamento de tumores soélidos, como
cancer da mama, de pulméo, mieloma mdltiplo, sarcoma e doencas hematoldgicas como
leucemia e linfoma tanto em seres humanos quanto em animais (VOLKOVA;
RUSSELL, 2011).

Ambos os compostos, DOX e DAU, apresentam em sua estrutura molecular um
anel tetraciclina hidrofébico e um grupo acucar de daunosamina, ligados a um dos anéis
por ligacdo glicosidica. O nucleo quinénico é responsavel e transferéncia eletrénica para
gerar radicais livres (LOWN, 1993). A estrutura molecular esta representada na Figura

1.
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Figura 1: Estrutura molecular das antraciclinas a) DOX e b) DAU.
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ASSUMPCAO, 2011.

As antraciclinas interferem na replicagdo do DNA, sendo que a DOX € capaz de
inibir a acdo de topoisomerase | e ll, enzimas responsaveis pela separacédo da dupla
hélice da fita de DNA. Esta acdo desencadeia a inibicdo de DNA e RNA e também a
sintese de proteinas, com consequente morte celular (TACAR; SRIAMORNSAK;
DASS, 2013).

A DOX pode ser encontrada na forma de pé liofilizado (10 e 50 mg), forma
farmacéutica comercial em quimioterapia, que deve ser dissolvida em solucao de cloreto
de sédio 0,9% ou &gua para injetaveis. A dose utilizada em humanos é 60-78 mg/m
com intervalos de 21 dias (GOODMAN; GILMAN, 2012). Para caes a dose de DOX
preconizada é 30 mgfirdurante 21 dias (LANORE; DELPRAT, 2004; RODASKI; DE

NARDI, 2004).
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Durante o tratamento com DOX deve-se evitar o extravasamento, visto que
pode desencadear agdo vesicante local e necrose tecidual (GOODMAN; GILMAN,
2012).

Os avancos na area farmacéutica tem impulsionado o surgimento novos sistemas
contendo quimioterapicos, tornados os mais eficazes e menos toxicos, devido ao
direcionamento para o tecido alvo, entre eles destacam-se microemulsao,
nanoparticulas, microcapsulas, lipossomas, micelas poliméricas e associada a anticorpos
(KOROLKOVAS, 2009; BRISTISH, 2010). No Brasil, a doxorrubicina liposomal esta
disponivel sob o nome Caelyx® (Schering Plough).

O perfil farmacocinético (PK) da DOX comercial tem sido estudado em muitas
espécies para estimar e prever a concentragdo do farmaco no tecido alvo e ndo alvo, e os
cées sdo modelos animais constantemente utilizados (OOSTERBAAN et al., 1984).

O protocolo de quimioterapia pode-se basear na administragdo por infusdo
continua ou IV bolus. Muitos estudos tem mostrado que a DOX apresenta disposi¢cédo
multicompartimental (bicompartimental ou tricompartimental) ap6s administracédo
endovenosa (OOSTERBAAN et al., 1984).

Em humanos este composto tem apresentado disposicdo linear e
multicompartimental. A primeira fase da disposi¢cdo cinética persiste em torno de 11
minutos, com répida distribuicdo para figado, pulmdes, coracdo, rins e bago. A
doxorrubicina ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefélica. A segunda fase da
disposicdo cinética apresenta um declinio lento das concentracdes plasméticas com
meia-vida de eliminacdo de aproximadamente 30 horas, apds administracdo intravenosa
(PRATT et al., 1994).

Em cdo, apés administracdo de DOX na dose 30 frigimante 3-4 semanas,

com intervalo de 21 dias), observou-se meia vida de distribuicdo em torno 10 minutos,

21



apontando a rapida distribuicdo aos tecidos (rins, figado, pulmdo e coracgdo)
(SUSANECK, 1983).

A DOX é metabolizada no tecido hepatico pelas enzimas aldoceto redutase e
glicosidases microssomais para originar doxorrubicinol - que apresenta algum efeito
antitumoral - agliconas e outros derivados (SUSANECK, 1983; CHABNER;
CALABRESI, 2001). Grande parte do farmaco é excretada na bile (5 a 7 dias depois do
tratamento), apenas 5 a 12% se encontram na urina durante o mesmo periodo, 3% €
encontrado na urina como doxorrubicinol. Apés 24 horas, 10 a 20% do farmaco é
encontrado nas fezes (ZHENG et al., 2006). Ainda, a DOX pode ser excretada pelo
leite, com pico de concentracdo nas 24 horas apos administracdo (CHABNER;
CALABRESI, 2001).

O clearance plasmético estimado da DOX em humanos € de 17 + 8 mL/min.kg e
€ menor em pacientes que apresentam cirrose hepatica e obesidade (CHABNER,;
CALABRESI, 2001).

Recomenda-se a reducéo da dose de 50% na dose inicial de doxorrubicina em
pacientes com disfun¢cédo hepatica (CHABNER; CALABRESI, 2001)

Segundo o FDA, a DOX é considerada um dos agentes mais potentes em
quimioterapia, uma vez que apresenta beneficios em relacdo a progressdo da doenca e
sobrevivéncia (CARVALHO et al., 2009). Porém, seu uso € limitado devido aos efeitos
todxicos em células nao alvos, efeitos dose-dependentes (SACCO2804t TACAR;
SRIAMORNSAK; DASS ,2012).

Os efeitos adversos mais comuns decorrentes do uso de DOX sdo: nauseas,
vomitos, distarbios gastrintestinais, alopecia (GOODMAN; GILMAN, 2012),

estomatite, distarbios neurolégicos como alucinagdes, vertigem e tontura (TACAR;
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SRIAMORNSAK; DASS, 2012), cardiotoxicidade cumulativa e mielossupresséo
(SACCO et al 2001).

A cardiotoxicidade induzida pela DOX passou a ser relatada no final de 1969 e
no inicio de 1970 e é considerado o efeito toxico mais pronunciado das antraciclinas
(CARVALHO et al., 2009).

A cardiotoxicidade pode manifestar-se de forma aguda, subaguda, crénica ou
tardia. A cardiotoxicidade aguda ocorre durante ou logo apdés administracdo de DOX,
principalmente quando se administra de forma rapida (IV bolus), em que se observa
vasodilatacdo, hipotensdo e arritmias. A forma subaguda é incomum e manifesta-se
geralmente 3 dias apdés o fim da quimioterapia, resultando em pericardite e/ou
miocardite. A forma cronica ocorre depois de semanas a meses do término do
tratamento, caracterizada como cardiomiopatia dilatada, com consequente disfuncao
contratil e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). Um dos maiores determinantes para
o desenvolvimento ICC é a dose acumulativa de DOX. A forma tardia, semelhante a
cronica, pode manifestar-se depois de anos do término da quimioterapia (WOJTACKI;
LEWICKA-NOWAK; LESNIEWSKI-KMAK, 2000).

A DOX atua nos cardiomidcitos, podendo alojar-se na membrana das
mitocdndrias do tecido cardiaco em decorréncia de sua elevada afinidade pelo
fosfolipidio cardiolipina (WALLACE 2007; ZHANG et al., 2009). Pesquisas recentes
sugerem que a cardiotoxicidade da DOX esta relacionada ao estresse oxidativo. As
espécies reativas de oxigénio (ROS) sao moléculas quimicas contendo oxigénio e a sua
reatividade é consequéncia da presenca de elétrons desemparelhados para formar
radicalares, que sédo formados durante o metabolismo normal do oxigénio por enzimas

enddgenas ou exogenas, principalmente nas mitocondrias. A produgdo destes radicais
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em excesso desencadeia 0 estresse oxidativo, com consequente desequilibrio das
espécies antioxidantes (DEAVALL et al., 2012).

A DOX pode sofrer reducao por uma série de enzimas oxidorredutases celulares,
incluindo NADH desidrogenase, citocromo P450 redutase (CYP), xantinas oxidase e
oxido nitrico sintase. O processo consiste em transferir um elétron a partir do
nucleotideo reduzido, o qual converte a molécula de antraciclina a um radical
semiquinona e, ao reagir com oxigénio molecular, ira formar radical superéxido,
(DAVIES; DOROSHOW, 1986; CARVALHO et al., 2009).

Outro mecanismo de cardiotoxicidade induzida pela DOX é mediado pelo ferro,
elemento que possui grande importancia na respiragdo celular como transportador de
elétrons. Entretanto esse metal na forma ion ferrosd fFeage com peréxido de
hidrogénio (HO,), originando radical hidroxila@H). O radicalOH é extremamente
reativo e ndo pode ser neutralizado por enzimas antioxidantes. As€ikhreage com
acidos graxos poliinsaturados com consequente peroxidacdo lipidica e destruicdo da
membrana celular (MINOTTI et al., 2004).

O principal metabdlito da DOX - doxorrubicinol - ndo é capaz de gerar ROS,
porém esta envolvido com o desequilibrio da homeostase do ferro, prejudicando a
contracdo e o relaxamento do coracdo. Alguns estudos apontam que este metabdlito
parece ser o mais provavel responsavel pela cardiomiopatia crénica (CARVALHO et
al., 2009).

A maior sensibilidade do coracdo a DOX pode ser explicada pelo fato desse
orgao apresentar maior quantidade de mitocéndrias (35% a mais que em outros 6rgaos),
e 0Ss mecanismos de defesa antioxidantes serem menos efetivos no coracao

(CARVALHO et al., 2009).
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Em estudo realizado por Timour et al. (1988), a concentracdo plasmatica de
DOX em plasma de céo foi 82,9 +11,4 ng/ml e no coracao, apos bidpsia foi 4066 +306
ng/mg. Isso mostra a alta concentragdo de DOX no coragcdo em relagédo ao plasma. A
eliminacao total ocorre depois de 21 dias, isso reafirma a forte afinidade da DOX pelo
tecido cardiaco.

A cardiotoxicidade pode ser acompanhada por alteracdes no pelo exame de
eletrocardiograma. Porém, alteracbes nesses exames ndo sao especificas para
diagnosticar cardiotoxicidade induzida pela DOX. A mensurac¢do dos biomarcadores no
soro e plasma, como troponina cardiaca T, |, peptideo natriurético cerebral (BNP) e
peptideo natriurético atrial (ANP) e CK-MB sao ferramentas importantes para verificar
leséo cardiaca irreversivel e necrose dos cardiomidcitos (RAJ; FRANCO; LIPSHULTZ,
2014).

Silva et al. (2005), Pereira Neto et al. (2006), Souza et al. (2004) e Souza (2006),
tem reportado de forma detalhada a inducdo de alteracbes cardiacas apos a
administracdo de DOX em cées adultos normais (dose cumulativa de 180 — 240 mg/m
com intervalo de 21 dias). Estes autores, através da avaliacdo ecocardiografica,
observaram aumento do didmetro e do volume do ventriculo esquerdo e diminuigdo nas
fracbes de encurtamento e de ejecdo, com alteragcdo na funcdo sistdlica e diastolica
cardiaca. Assim, concluiram que o tratamento crénico com DOX é capaz de induzir
cardiomiopatia, mesmo nas doses terapéuticas.

O figado acumula grande quantidade de DOX devido ao seu metabolismo, e este
orgao é um dos mais afetados por essa antraciclina (LEE et al., 1980). O mecanismo
primério de hepatotoxicidade da DOX é mediado pelo NADPH citocromo P450

redutase (CPR) (MORDENTE et al., 2001; PAWLOWSKA et al., 2003) e carbonil

25



redutase (CBR1). A DOX é capaz de parar o ciclo celular dos hepatécitos, inibindo sua
auto-regeneracao (KASSNER et al., 2008).

A segunda principal causa de toxicidade da DOX sobre figado é o estresse
oxidativo, causado pela reducéo de ROS e formacao de semiquinona, que reage com 0
oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio@) (KASSNER et al., 2008). Os ROS
podem levar a ativacao defiuinase (IKK), que fosforila o inibidor [K que, por sua
vez, conduz a expressao de citocinas inflamatorias, desencadeando a morte celular (LU
et al., 2005).

A literatura cientifica relata que a produgcdo de ROS induzida por DOX esta
relacionada com o aumento da peroxidacéo lipidica a partir da diminuicad da atividades
das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 1
(GPx), causando danos ao DNA e diminui¢cao dos niveis de antioxidantes naturais, e que
estas acles relacionam-se aos danos sobre os hepatocitos (ODOM et al.,, 1992;
THAYER, 1988; ORTIZ et al., 2008)

Existem varios mecanismos para proteger o organismo do ROS, como acido
ascorbico, vitamina E, glutationa peroxidase, enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPX).
O aumento de ROS oprime o sistema de defesa, permitindo danos celulares. As células
tumorais tem altos niveis de ROS e levam ao estresse oxidativo ou danos ao DNA em
neoplasias (DEAVALL et al., 2012).

Outro efeito adverso da DOX é supressdo da medula dssea, dose-dependente e
reversivel, aumentando a chance de infeccdo bacteriana. A toxicidade hematoldgica
constitui o efeito da quimioterapia, com necessidade de suspensdo temporaria ou
permanente do tratamento, esta toxicidade atinge menos de 30% dos cées tratados com

DOX (COUTO, 2006).
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O efeito de mielossupressdao como leucopenia (principalmente em granulécitos),
neutropenia, trombocitopenia e anemia (MANCUSO et al., 2006) pode aparecer apds a
segunda semana de tratamento, levando de 14 a 21 semanas para a recuperacao. Esse
efeito depende da dose administrada e da capacidade de regeneracdo medular
(CARVALHO et al., 2009).

A neutropenia é um efeito adverso limitante da dose, podendo evoluir para sepse
com risco de morte para o animal, e atinge de 45 a 73% dos animais tratados com DOX
(AHAUS; COUTO E VALERIUS., 2000 KENT et al., 2004; SORENMO et al., 2004). O
momento de maior alteragcdo de neutropenia nesse tipo de tratamento (nadir) ocorre de 7
a 14 dias com recuperagdo em 21 dias apos a quimioterapia (LANORE; DELPRAT,
2004; RODASKI; DE NARDI, 2004).

A trombocitopenia se manifesta de maneira menos agressiva que a neutropenia,
e, na maior parte dos relatos, a contagem de plagquetas permanece em torno de 50 x 10
células/ pL (COUTO, 2006).

A quimioterapia pode levar a diminuicdo a niveis limitrofes do hematocrito, da
hemoglobina e dos eritrocitos em cées, sem relatos de anemia (BADYLAK et al., 1985;
SILVA et al., 2004). O mecanismo de alteragdo na morfologia dos eritrocitos parece
estar relacionado com os ROS, com a peroxidacao lipidica, as altera¢cdes no transporte
de calcio, no equilibrio eletrolitico intracelular e na inibicdo da bomba de sdédio-
potassio, dependente de ATP (BADYLAK et al.,, 1985; O'KEEFE; SCHAEFFER,
1992). O doxorrubicinol pode agir sobre o metabolismo energético dos eritrécitos como
de NADPH e contribuir para a diminuigcdo dos niveis de antioxidantes (MISITI et al.,
2003).

Na administracdo de DOX observa-se neutropenia seguida de trombocitopenia.

A anemia induzida por quimioterapia é incomum, porém pode ser observada 4 meses
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apos o término do tratamento (COUTO, 2006). A mielossupressao pode ser influenciada
por fatores relacionados ao animal, tais como idade avancada, desnutricdo,
quimioterapia anterior, fatores relacionados ao tumor, infiltracdo de medula 6ssea e
presenca de metastase (CANCADO; CHITIATTONE, 2002; COUTO, 2006).

A toxicidade hematologica em caes € observada de maneira semelhante em
humanos, assim, os cées sdo utilizados como modelo de hematoxicidade (REAGAN et
al., 1993).

A nefrotoxicidade apdés a administragdo de DOX também tem sido relatada.
Varios estudos apontam que a DOX interfere nos poddcitos glomerulares, células do
epitélio visceral dos rins e formam um importante componente da barreira de filtracao
glomerular. Porém, o efeito mais pronunciado € a proteinaria grave. A estrutura do
néfron é alterada, facilitando a liberacdo de proteinas e ocorre a glomeruloesclerose
focal, que pode evoluir para insuficiéncia renal. A glomeruloesclerose focal é uma
doenca glomerular caracterizada por marcada proteinuria (OKUDA et al., 1986; WANG
et al., 2000; LEBRECHT et al., 2004).

Outros efeitos importantes observados, embora em menor escala de intensidade,
sdo lesdes glomerulares extensas, dilatacdo tubular, fibrose intersticial e inflamacao
(OKUDA et al.,, 1986). Esses sinais sdo observados com aumento nos niveis de
creatinina e uréia plasmatica e hipoalbuminemia (OKUDA et al., 1986; WANG et al.,
2000; ROOK et al, 2005), dislipidemia (GRECO; BREYER, 1997),
hipercoagulabilidade (DE BOER et al., 1999) e aumento do tamanho dos rins (OKUDA
et al., 1986; WANG et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais a DOX induz nefrotoxicidade ainda ndo estdao muito
bem elucidados, porém acredita-se que esteja relacionado com a formacdo de um

complexo ferro-antraciclina, o qual produz radicais livres capazes de induzir lesdes
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oxidativas em componentes celulares (MIMNAUGH; TRUSH; GRAM, 1986; DEMAN
et al., 2001).

No trabalho de Lebrecht et al. (2004), relatou-se que o dano nos néfrons é
devido ao dano mitocondrial causado pela DOX a partir de formagéo de radicais livres.
Okuda et al. (1986) confirmaram que a DOX produz ROS e aumenta a atividade da
citrato sintase e triglicérides. A peroxidacado lipidica e a diminuicdo dos niveis de
antioxidantes podem ser também uma das causas da nefropatia apés a quimioterapia
com DOX (MANSOUR; EL-KASHEF; AL-SHABANAH, 1999). Em alguns casos o
animal pode apresentar alteragdo na fungao renal e nos valores normais de creatinina, o
que torna importante a realizacdo de exames de fun¢ao renal durante cada ciclo de
guimioterapia (BURMEISTER et al., 2007).

A DOX tem sido utilizada para o tratamento de tumor venéreo transmissivel
(TVT) refratario aos antitumorais de primeira escolha (TINUCCI-COSTA, 2009). O
Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) ou linfossarcoma de Sticker - uma neoplasia
contagiosa transmitida pelo coito - frequentemente acomete os caes, de ambos 0S sexos,
geralmente errantes (COHEN, 1985; SOUSA et al., 2000; AMARAL et al., 2004;
FLORENTINO et al., 2006; TINUCCI-COSTA, 2009). Esse tumor possui baixo
potencial metastatico, porém, em animais imunocomprometidos, pode evoluir para
metastase (DAS; DAS, 2000; PETERSON; COUTO, 2003; AMARAL et al., 2004;
TINUCCI-COSTA, 2009). Acomete predominantemente a regido genital (vaginal ou
peniana) e, em alguns casos, pode desenvolver-se na regido nasal, pele, baco, rins,
linfonodos, figado, pulmdes, tonsila e globo ocular (COHEN, 1985; DAS; DAS, 2000;
AMARAL et al., 2004).

O diagnéstico do TVT consiste da analise epidemioldgica, clinica e citologica. A

presenca de secrec¢do sanguinolenta vaginal ou peniana com hematuria, em geral, séo
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sinais precoces da doenca. A confirmacédo diagndstica é feita por meio exame citoldgico
de material de bidpsia (DAS; DAS, 2000; SOUSA et al., 2000).

O tratamento pode ser feito por excisao cirdrgica, radioterapia, imunoterapia
e/ou quimioterapia, sendo esta Ultima a mais frequentemente utilizada (DAS; DAS,
2000). Em geral, a expectativa de cura € alta — cerca de 90% dos casos — no entanto o
sucesso terapéutico é dependente do estadio em que se encontra a neoplasia quando se
inicia o tratamento (FLORENTINO et al., 2006).

Os antineoplasicos mais utilizados para o tratamento de tumores solidos e
leucemias séo sulfato de vincristina, a doxorrubicina (DOX), e a ciclofosfamida, com ou
sem associacdo ao metotrexato. Segundo Tinucci Costa (2009) os veterinérios
oncologistas sugerem que a terapia mais eficaz para o TVT € a quimioterapia citotdxica
com sulfato de vincristina na dose de 0,5 mg/m2 a cada sete dias, sendo o farmaco de
primeira escolha para o tratamento. Cerca de 90% dos cédes respondem a esta
quimioterapia, mas uma porcentagem destes € resistente a este tratamento. Utiliza-se a
DOX na dose de 30 mg/m2 por via venosa, a cada 21 dias, principal alternativa para o
tratamento de TVT resistentes ao sulfato de vincristina (GERARDI, 2009).

A posologia da DOX proposta para este tratamento, 30 fragim intervalo de
21 dias (GERARDI, 2009) tem sido aplicada sem o conhecimento do perfil

farmacocinético e da toxicidade da DOX nestes animais.
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II. OBJETIVOS

Geral:
Avaliar o perfil farmacocinético apds administracdo do quimioterapico DOX na
forma cloridrato e avaliar toxicidade sistémica por meio de hemograma, provas

bioquimicas e urinalise em cédes com TVT.

Especificos:

. Validar o método bioanalitico por CLUE para a determinacdo de DOX
em plasma;

. Avaliar o perfil farmacocinético da DOX administrada na forma

farmacéutica comercial (Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil), por via
intravenosa em dose Unica (30 mY/mma 1 e 4 2 sessdo, com intervalos de vinte e um
dias, em caes com TVT;

. Avaliar cardiotoxicidade da DOX nos animais, através dos parametros
bioguimicos CK-MB e troponina I.

. Avaliar parametros hematoldgicos, de urinalise (exame fisico, quimico,
sedimentoscopia), relacdo proteina creatinina urinaria e os parametros biogquimicos:
fosfatase alcalina, ureia, creatinina, bilirrubina, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), triglicérides, albumina, proteinas totais e colesterol

antes e apos cada sesséo de quimioterapia.
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ll. MATERIAIS E METODOS
Matérias primas, reagentes e solventes

] Acetonitrila J.T. Baker, HPLC; USA;

. Acido fosforico, Synth, Brasil;

. Acido perclorico, Merck, Brasil;

. Agua deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2m™:;

. Cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma, Brasil (50 mg de Cloridrato de

doxorrubicina, 200 mg de manitol e 250 mg de lactose);

. Daunorrubicina, Pfizer, Brasil,

. EDTA, Vetec, Brasil;

. Kits labtest: (ALT ref 108); (AST ref 109); (creatinina ref 35); ( uréia ref 104);
(fosfatase alcalina ref 79); ( proteinas totais ref 99); (albumina ref 19); (triglicérides ref
87); (colesterol ref 76); (CK-MB ref 118), (bilirrubina total ref 31) e (bilirrubina direta
ref 93), Sensiprot (ref 36);

. Metanol J. T. Baker, HPLC, USA;

. Mini Vidas Biomeériux ( kit cTnl), USA;

. Reagente ABX Vetpack, France;

] Tris HCI, In Lab, Brasil.

3.1 Animais

Foram incluidos no estudo 10 cdes sem raca definida (SRD) com peso variando
entre 5-25 Kg, fémeas, diagnosticados com TVT (Figura 2) (Tabela 1), com
confirmacado citoldégica, sem metastases clinicamente detectaveis ou quimioterapia
prévia. Estes animais foram alojados ao Hospital Veterinario “Governador Laudo

Natel”- Hospital Veterinario da FCAV — Jaboticabal- SP, UNESP, onde receberam
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racdo e agua “ad libitum e foram mantidos em canis individuais. O proprietario ou
responsavel de cada animal foi devidamente informado sobre o projeto de pesquisa -
conforme o termo de consentimento livre (Anexo 1) — autorizando sua inclusao
formalmente Os animais somente foram incluidos no estudo apdsigentimento (por
escrito) de seu proprietario/ responsavel.

Para a inclusdo dos animais no estudo foram avaliados 0s seguintes parametros:
hemograma completo, ALT, creatinina e avaliacdo da funcdo cardiaca por
ecodopplercardiografia. Foram critérios de exclusdo, além de alteragbes nos parametros
acima investigados, a presenca de outros tumores além do TVT, quimioterapia prévia e
doencas infecciosas.

O protocolo experimental deste estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA), 6rgdo assessor da Congregacéo da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, e registrado sob o

namero 025175/12 (Anexo 2).
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Figura 2: Animal com massa exuberante ulcerada, com secre¢cdo hemorragica na regiao

da ulva, transmissivel antes da quimioterapia.

Fonte: Arquivo pessoal
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Tabela 1: Dados dos animais grupo DOX-CI com TVT incluidos no trabalho

Animal Peso (Kg) Idade estimada (ano< Género

Al1G1 10,5 6 fémea
A2G1 15,2 3 fémea
A3G1 20 3 fémea
A4G1 10,8 5 fémea
A5G1 4,5 2 fémea
A6G1 6,8 9 fémea
A7G1 7 4 fémea
A8G1 8,2 8 fémea
A9G1 16 2 fémea
A10G1 25,5 6 fémea

A- animal ; G - grupo

3.2. Protocolo Experimental

A solucéo de farmaco- DOX comercial (Cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma,
Brasil) foi preparada em soro fisiol6gico, na concentracdo 2mg/mL e administrada por
infusdo continua durante 30 minutos, dose Unica (30 fhgkm 04 ciclos, com
intervalo de 21 dias para cada administragéo.

O protocolo experimental proposto neste estudo incluiu 10 animais tratados com

doxorrubicina cloridrato (n=10, 30 mgfm

Os animais receberam a formulagdo comercial de DOX por infusdo continua
lenta durante 30 minutos, taxa de infusdo de 1 figfim, em 04 ciclos, com intervalo
de 21 dias. Foram realizadas coletas de sangue nos tempos: 15 e 30 minutos durante a

infusdo e 15, 30, 45, 90, 180, 360, 720 e 1400 minutos apos o final da infusdo (12 e 42
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sessdo). Anteriormente a cada ciclo de quimioterapia, foram obtidos os valores basais
dos exames bioquimicos relacionados a funcg&o renal, funcdo hepética e marcadores
cardiacos, além do hemograma completo e urinalise. Todos o0s exames foram

novamente realizados a cada ciclo. Foram coletados 5,0 mL de sangue a cada tempo,
com anticoagulante (EDTA), para o estudo de farmacocinética e 5,0 mL de sangue sem
anticoagulante para a realizacdo do hemograma.

Vinte minutos antes da administracdo do quimioterapico, foi administrado o
anti-histaminico difenidramina (1mg/kg) com o objetivo de prevenir reacdo anafilatica
decorrente da grande sensibilidade causada pela DOX (DALECK et al., 2009).

Todos os exames de hemograma, bioquimicos e urinalise foram feitos no
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria- Hospital Veterinario “Governador Laudo

Natel’- Hospital Veterinario da FCAV — Jaboticabal- SP, UNESP.

3.3. Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos
3.3.1. Determinacdo da atividade da isoenzima MB da creatinina quinase (CK-MB) e
troponina cardiaca I.

A CK-MB e as troponinas cardiacas apresentam especificidade para o tecido do
miocardio e auxiliam na investigacéo de danos cardiacos.

A determinacdo da atividade sérica de CK-MB foi realizada através de método
cinético pela reacéo otimizada por Szasz et al. (1976).

A isoenzima creatina quinase-MB foi determinada através do Kit Labtest®
(ref:118-2/30) - método cinético UV.

A dosagem da Troponina | (cTnl) foi realizada no Laboratorio de Toxicologia da
Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto vinculado a

Universidade de Sao Paulo - Campus de Ribeirdo Preto (FMRP/USP)
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Para determinacdo da troponina | cardiaca, utilizou-se aparelho Mini Vidas
Biomérieux, com limite inferior para dosagem de 0,01ug/L. Utilizou-se 200 pL de soro

de cées para determinacao da Troponina |.

3.3.2. Hemograma
Para a realizagcdo do hemograma utilizou-se 3,0 mL de sangue com EDTA, ap0s
puncdo da veia jugular, com auxilio de vacutainer. A coleta de sangue para o

hemograma foi realizada nos tempos MO, M1, M2, M3 e M4, mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Tempos de coleta do material sanguineo para os exames laboratoriais

Mg (basal) M4 M, M3 M4

Antes da 12sessdo  Antes da 22 sessdo  Antes da 32 sessao Antes da 4% sessdo 21 dias apos 42 sessa

A contagem do numero total de hemacias, taxa de hemoglobina, hematécrito e
contagem total de leucdcitos foram realizados por contador automatico de células ABX.
A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por esfregaco sanguineo, corado com

Rosenfeld modificado.

3.3.3. Biogquimica sérica
Os exames bioquimicos realizados para avaliar as condi¢cdes dos animais foram:
ALT, AST, creatinina, ureia, fosfatase alcalina, proteinas totais, albumina, triglicérides,

colesterol, CK-MB, bilirrubina total e bilirrubina direta.
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Para estas analises foram colhidos sangue (3,0 mL) em vacutainer sem
anticoagulante. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm, durante 5
minutos para a obtencdo do soro e analisadas utilizando Kit LabTest® através do
equipamento Labquest- LabTest®. A coleta de sangue para a avaliacdo bioquimica foi

realizada nos mesmos tempos da avaliagdo do hemograma, demonstrado na Tabela 2.

3.4. Urinalise

A coleta da urina foi realizada por cistocentese ou miccdo espontanea.
Utilizou-se a primeira urina da manha, descartando o primeiro jato, ap0s a higiene do
local. Foram coletados 5-10 mL de urina de cada animal, acondicionada em frasco
limpo.

O exame de urina foi dividido em analise de aspecto fisico: volume, cor, odor,
aspecto e densidade urinaria, mensurada com a utilizacédo de refratbmetro digital; exame
quimico realizado com auxilio de tira reagente para verificar: pH, sangue oculto, glicose
e corpos cetdnicos, proteina, bilirrubina, urobilinogénio e sedimentoscopia.

A avaliacdo do sedimento foi feita apos a centrifugacdo da amostra por 5
minutos, desprezando o sobrenadante e adicionando-se uma gota (20 pL) do sedimento
sobre uma lamina, cobrindo em seguida com uma laminula e analisando ao microscopio

optico, para a pesquisa de células, cilindros e outros achados.

3.5. Avaliacdo da proteina urinaria
Para a determinacdo da proteina urinaria (UPC) utilizou Kit Sensiprot (Kit
Labtest®). O sobrenadante da urina foi recolhido apds a centrifugacéo por 5 minutos a

2.500 rpm.
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A perda de proteina na urina pode ser determinada pelo calculo da razéo

proteina/creatinina urinaria (UPC). Para determinacdo da UPC utilizou-se a formula:

proteina urinaria
UPC =

creatinina urinaria

A coleta de urina foi realizada nos mesmos tempos da avaliagdo do hemograma,
mostrado na Tabela 2.

3.6. Determinacdo de Doxorrubicina por cromatografia liquida de ultra eficiéncia-
CLUE
3.6.1. Sistema cromatografico

A determinacdo de DOX foi realizada poromatografia liquida de ultra
eficiéncia - CLUE. A separacdo dos compostos foi realizadaceltma C18 CSH
Water§ (2.1 x100 mm, 1.7 um) & temperatura ambiente e fase mével composta por
40% de acetonitrila e 60% de agua na presenca de acido formico (0,1%), com fluxo de
0,4 mL/min, em modo isocratico, e padrao interno Daunorrubicina 100 pg/mL em
metanol (DAU- Pfizer, Brasil), com detector de fluorescéncia operando em
comprimento de onda de excitacdo de 480 nm e 560 nm de emissao. Os cromatogramas

foram processados através do software Empower®.

3.6.2. Processamento das amostras de plasma
A 400 pL de plasma foram adicionados h0 da solucdo de DAU, 5QL de

tampéao Tris-HCL e 1,0 mL de acetato de etila agitando-se em vortex por 15 segundos.
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Em seguida as amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 15 minutos a 20°C. Retirou-
se 800 pL do sobrenadante evaporando-se a 40 °C no evaporador concentrador-Mivac
até a secura. Em seguida as amostras foram ressuspendidas com 50 pL de fase movel e
5 uL de acido perclorico a 35%. Cinquenta microlitros do ressuspendido foram filtrados
com auxilio de membranas de polipropileno (0,22um) e 5 puL foram introduzidos no

sistema cromatografico.

3.6.3. Validacao do método bioanalitico

O processo de validacdo do método bioanalitico envolveu os procedimentos
necessarios para a determinacdo dos seus limites de confianca, segundo as normas
estabelecidas pela ANVISA (RESOLUCAO-RDC n° 899, de 29 de maio de 2003 e
RDC 27, de maio de 2012). Os parametros de validacdo determinados foram:
linearidade, limite inferior de quantificacdo (LIQ), limite de deteccéo (LD), precisao e
exatiddo intra e inter ensaios, recuperacao, estabilidade, efeito residual e controle de

qualidade de diluicdo (CQD).

Estudos de Linearidade - Curva analitica em plasma

A avaliacdo da linearidade foi realizada através da andlise de amostras de plasma
adicionadas de diferentes concentra¢gdes no intervalo de 19 a 1250 ng/mL, utilizando-se
um “pool” de plasma branco. O método foi considerado linear até a maior concentracéo
analisada com coeficiente de variacdo menor que 15% e o critério de aceitacdo para
linearidade foi o coeficiente de correlacao superior a 0,99. As amostras foram analisadas

em triplicata.

40



Limite Inferior de Quantificagcéo (LIQ)

O LIQ foi considerado como a menor quantidade de um analito em uma
amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisao e exatiddo aceitaveis.
Deve ser no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da amostra branco. O
critério de aceitacao utilizado foi o coeficiente de variacdo de 20 % para a precisao e
exatiddo de 80-120%. Este parametro foi estabelecido por meio da analise de matriz
biolégica contendo concentragBes decrescentes do analito até o menor nivel

qguantificavel com preciséo e exatidao aceitaveis, utilizando-se 5 replicatas.

Limite de Detecgéo (LD)

O LD é definido como a menor concentracdo de um analito que o procedimento
bioanalitico consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo e estabelecido por
meio da analise de amostras adicionadas do analito em concentracdes conhecidas e
decrescentes, até o menor nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha de base ou ruido de fundo quando se analisa o branco de

amostra.

Preciséo intraensaio (repetibilidade) e interensaios (reprodutibilidade)

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variacdo da
andlise de replicatas de amostras de plasma, em 3 niveis de concentracdo e avaliou-se a
precisdo do LIQ 19 ng/mL ; 39 ng/ mL; 156 ng/mL e 1000 ng/mL de DOX,em trés
replicatas, durante 2 dias consecutivos (interensaios) e em 5 replicatas em um mesmo

ensaio (intraensaio) e o critério de aceitagcéo foi coeficiente de variagdo menor que 15%.
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Exatidao

A exatidao (% de erro sistematico) foi obtida pela concordancia dos resultados
obtidos experimentalmente com os valores tedricos do farmaco na amostra. Foram
analisadas amostras de plasma adicionadas de DOX nas concentracbes de LIQ 19
ng/mL; 39 ng/ mL; 156 ng/mL e 1000 ng/mL durante 2 dias consecutivos (interensaios)

e em 5 replicatas em um mesmo ensaio (intraensaio) e critério de aceitacao de 85-155%.

Recuperacéo

Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de
linearidade do método, com os resultados obtidos com solu¢des padrdo ndo-extraidas,
que representam 100% de recuperacdo. Foram utilizadas as concentragdes de 39; 156 e

1250 ng/mL para o estudo de recuperagao, em triplicata.

Estabilidade

O estudo de estabilidade consiste em avaliar se o analito sofre alteragcdes em um
periodo especifico de armazenamento pré e pés-processamento (CHANG, 2002).

Neste estudo foi realizado apenas o estudo de Estabilidade Pés-Processamento,
0s demais estudos de estabilidade preconizado RDC- 899/2009 foram descrito no artigo
de ASSUMPCAO et al. (2012).

Aliquotas de plasma foram preparadas nas concentra¢des de 39 e 1000 ng/mL,
em triplicata.

. Para estudo de estabilidade pds-processamento a analise das amostras
foram processadas e mantidas sob condi¢cdes de andlise para o estudo. O periodo de

analise de ser superior ao tempo de preparo da amostra e o final da corrida mais longa.
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As amostras foram processadas e mantidas sob as mesmas condi¢cdes de andlise das

amostras em estudo.

Efeito residual

Para realizacdo do estudo de efeito residual devem ser realizadas, no minimo 3
injecbes da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo apdés a inje¢do de uma
ou mais amostras processadas da concentragcdo de 1250 ng/mL. Para andlise dos
resultados foram comparadas com aqueles obtidos de amostras processadas do LIQ.

Caso haja picos interferentes no tempo de retencdo do analito, devem ser

inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras processadas do LIQ.

Controle de qualidade de diluigdo (CQD)

As amostras de controle de qualidade de diluicdo (amostra de CQD) foram
adicionadas a matriz do analito em concentragdo acima da maior concentragao da curva
de calibracao (10.000 ng/mL), e os resultados devem ser analisados por proporcao de

diluicdo pré-definidos e especificados pelo laboratorio bioanalitico.

3.7. Andlise Farmacocinética

A disposicdo cinética da DOX foi avaliada ap6s a administracdo por infuséo
continua por 30 minutos na dose de 30nig/m

Os parametros farmacocinéticos foram calculados através das curvas de
concentracdo plasmética versespo.

A constante de eliminacao (Kel) foi calculada através da equacao kej=¢na/t

meia vida de eliminacdo foi determinada pelo método grafico considerando a curva de
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concentracdo plasméatica apoés o fim da infusdo. Para o célculo de volume aparente de

distribuicao (Vd) foi utilizada a equacéo a seguir:

vd = Q x (1-6"
Cp x kel

em que: Vd é o volume de distribuicdo, Q € a taxa de infusao, kel € a constante
de eliminacao, Cp € a concentragcao plasmatica encontrada em determinado tempo (t).

Para o calculo de clearance total foi utilizada a equacdo CI=Vd x Kel.

3.8. Andlise Estatistica

Os parametros farmacocinéticos foram apresentados através das medianas,
médias e IC 95. Para avaliacdo das diferencas de bioquimica sérica, hemograma,
urindlise, ap6s a administracdo da formulagdo de DOX-CI foi aplicado teste de
Wilcoxon, utilizando-se o software GraphPad Instat® (GADDIS et al., 1990).

Os calculos das curvas analiticas e coeficientes de variagdo (CV%) foram

realizados utilizando-se o programa Origin®.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo de parametros bioquimicos

4.1.1. Atividade da isoenzima MB da creatinina quinase (CK-MB) e troponina | (cTnl)

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade de cTnl e CK-MB nos animais estao

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo dos biomarcadores cardiacos cTnl e CK-MB em cées tratados com

doxorrubicina (n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95).

Momentos CK-MB (U/L) Troponina | (cTnl) (ng/L)
MO 63 0,01
65,30 0,01
(48,37 - 82,23) (0,01 - 0,02)
M1 72,5 0,01
99,1 0,02
(43,09 - 155,10) (0,01 - 0,02)
M2 52,50 0,01
60 0,05
(20,06 - 99,94) (-0,03 -0,13)
M3 35 0,01
88,5 0,02
(19,57 - 157,43) (0,001 - 0,03)
"“Referéncia 11-38 0-0,07

"Referéncia CK-MB — Sctokman e Scotti (2008)

’Referéncia cTnl — Neuwald (2009)
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Os animais desse estudo ndo apresentaram alteracdes nos valores de cTnl apos a
quimioterapia com DOX-CI, conforme observado Tabela 3. Os valores de média de
cTnl foram iguais que 0,01 ug/L, e ndo houve diferenca estatistica entre os momentos (p
> 0,05). Porém, devido a meia vida curta de 2-6 horas e excrec¢do renal (RAMOS;
MAGALHAES, 2000) e a dificuldade de determinar o momento ideal de amostragem
apos a quimioterapia com DOX, o diagnédstico de lesdo cardiaca pode ser dificultado,

como relatado por Lipshultz et al. (1997).

Em trabalho realizado por Neuwald (2009) determinou-se cTnl em cées tratados
com DOX , com dose acumulativa de 150 nfg/ra a concentracdo média foi de 0,13
mg/ mL. Observou-se degeneracdo dos cardiomidocitos e necrose, sem sinais clinicos da
doenca. A liberacdo de cTnl na circulacdo parece estar envolvida com &reas de necrose,
com o rompimento das proteinas contrateis intracelulares por isquemia (VAN EYK et
al., 1998; HESSEL et al., 2008).

Os valores médios de CK-MB né&o evidenciaram aumento progressivo no valor
deste parametro apos a quimioterapia com DOX-CI (p > 0,05) (Tabela 3). Os valores de
CK-MB podem ser alterados pelo sexo, lesdo muscular, idade, atividade fisica e
tamanho da éarea cardiaca infartada. Segundo Sctokham e Scotti (2008), o valor de
referéncia para CK-MB em cédes é 11-38 U/L. Os animais estudados apresentaram
valores superiores a essa faixa anteriormente a exposi¢cdo porém nao houve alteracéo
significa ap6s a exposicdo a DOX, sugerindo que ndo ocorreu alteracdo cardica
detectavel por este parametro.

Henderson et al. (1982) relataram aumento de CK-MB em cées apos

administracédo de DOX, com dose cumulativa de 240 fhg/m
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Os biomarcadores cardiacos utilizados para o diagnoéstico de dano cardiaco em
medicina veterinaria estdo relacionados com as condi¢des clinicas. (THARWAT; AL-
SOBAYIL; AL-SOBAYIL, 2013).

Embora os valores de referéncia para os biomarcadores sejam significativamente
menores daqueles apresentados pelos animais no MO, os valores obtidos apd6s todas as
sessdes de quimioterapia ndo apresentaram diferenca significativa. Assim, concluimos
gue os animais submetidos a quimioterapia com DOX, que receberam dose cumulativa
de 120 mg/rh, ndo apresentaram alteracdes cardiacas indicadas pelos biomarcadores

CK-MB e cTnl.

4.1.2. Determinacdo de creatinina, uréia, proteinas totais, ALT,AST,ALP,albumina,
triglicérides, colesterol, bilirrubina total e indireta

Tabelas 4 e 5 estdo expressos 0s parametros bioquimicos de creatinina, ureia, e
proteina totais analisados dos cées do grupo DOX-CI nos momentos avaliados. Dados

expressos como mediana, média (IC95).
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Tabela 4: Pardmetros bioquimicos de funcéo renal dos animais tratados com DOX-CI

(n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95).

Creatinina sérica Ureia sérica PT
MO 0,8 28 7,3
0,81 30,2 7,2
(0,67 - 0,95) (23,20 - 37,20) (6,05- 8,35)
M1 1 32,5 7,5
0,94 32,9 7,91
(0,77-1,112) (27,56 - 38,24) (6,88 - 8,94)
M2 1,04 33,5 8,1
1 36,5 7,43
(0,94 - 1,14) (28,32 - 44,69) (6,06 - 8,80)
M3 1 30 7,8
0,97 29 7,51
(0,86 - 1,08) (21,39 - 36,61) (6,84 - 8,18)
M4 1 29 7,2
0,94 31,22 7,33
(0,80 - 1,09) (25,03 - 37,42) (6,92 - 7,75)

'Referéncia

0,5-1,5 (mg/dL)

15 - 65 (mg/dL)

5,8 - 7,9 (g/dL)

PT- proteinas totais

Valores de referéncia de acordo com o Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria-Hospital

Veterinario “Governador Laudo Natel”- Unesp Jaboticabal.
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Tabela 5: Parametros bioquimicos da funcdo hepéatica dos animais tratados com DOX-CI (n=10). Dados expressos como mediana, média

(1C95).
ALT AST ALP Albumina Trig Colesterol BT Bl
MO 20 26 62 2,36 62 187 0,11 0,06
26 26,2 62 2,33 64,4 201,2 0,12 0,05
(16,52 - 35,49) (17,60 - 34,80, (45,28 -78,73) (2,04-2,62) (53,00-75,79) (165,06 - 237,34) (0,10 - 0,15) (0,03 -0,07)
M1 28,5 23 49 2,8 64 222,5 0,13 0,05
43,5 23,5 52,7 2,88 66,1 216,8 0,13 0,06
(15,52 - 71,48) (18,10 - 28,90) (39,25 -66,15) (2,46 -3,30) (56,22 -75,99) (186,66 - 246,94) (0,11 - 0,15) (0,04 - 0,08)
M2 41 36 55,5 2,98 65,5 196,5 0,14 0,05
48,1 38,2 52,5 2,90 66,1 204.,4 0,17 0,06
(33,09 - 63,12) (27,31-49,09) (38,05-66,35) (2,56-3,23) (57,08-75,12) (156,74 - 252,06) (0,11 - 0,22) (0,03 - 0,08)
M3 31 25,5 51 2,97 72 190 0,14 0,05
38,33 26,2 54,6 3,07* 82,3 244.8 0,18 0,07
(25,99- 50,67) (18,07 - 34,33) (43,45-65,75) (2,69 -3,46) (38,54 -126,06) (111,33 -378,27) (0,11 -0,24) (0,04 - 0,10)
M4 36 24 50 3,07
50,11 * 23,22 50,55 3,02*
(27,57 - 72,65) (17,33-29,11) (38,35-62,76) (2,71 - 3,33) - - - -
'Referéncia 10 - 88 (U/L) 10-88 (U/L)  20-150 (U/L) 2,6-4,0(g/dL) 27-115(mg/dL) 125-270 (mg/dL) 0,1-0,5(g/dL) 0,06 - 0,1 (g/dL)

Tia-Trialicérides ALP- fosfatase alcalina E- bilirrubina total B- bilirrubina indiret:
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yalores de referéncia de acordo com o Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria-Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel’- Unesp Jaboticabal.



Nas Tabelas 4 e 5 pode ser observado que o0s animais submetidos a
quimioterapia com DOX-CI apresentaram alterac6es em alguns parametros bioquimicos
na dose 30 mg/Mm(dose cumulativa 120 mgfin durante 63 dias, porém os valores
ainda se encontram dentro da faixa de referéncia para a espécie.

Alteracbes nos niveis de creatinina e uréia podem ocorrer quando ha
comprometimento do tecido renal em 70%. Desta forma os resultados inalterados de
creatinina e ureia sérica reafirmam a auséncia de lesdo renal (JULICHER et al., 1988).
Esses resultados concordam com o estudo realizado por Nakage e Santana (2008) em
caes, apos administracdo de DOX na dose 30 fnghm intervalo de 21 dias, no qual
nao foi observada elevagéo nos niveis de creatinina sérica e uréia.

Pode-se verificar alteracdes com diferenca estatistica entre os momentos M4 em
relacdo a MO (p<0,05) na enzima ALT. No entanto, os valores encontrados no estudo
estdo dentro da normalidade, sem significado clinico.

A auséncia de altera¢gBes enzimaticas hepaticas pode ser explicada pela auséncia
de lesdo extensa no parénquima hepatico. Quando o 6rgao é lesado em 80% ocorre
comprometido na fungdo hepatica. Além disso, os hepatdcitos constituem células de
grande potencial para regeneracéo (COLES, 1986).

Silva e colaboradores (2004) observaram aumento dos niveis séricos AST apés
administracdo de DOX em cées na dose 30 Mmgfom intervalo de 21 dias, durante
147 dias, atingindo dose cumulativa de 240 nig@naumento dos niveis dessa enzima
foi indicativo de injuria miocéardica, 0 que nao ocorreu no presente estudo.

A albumina apresentou-se aumentada depois do terceiro ciclo de quimioterapia,
permanecendo em M4, porém novamente esses valores estdo dentro da normalidade

(2,6 - 4,0 g/dL).
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A DOX pode causar diminuicdo dos niveis de albumina. Essa alteracdo foi
relatada no trabalho de Neuwald (2009), apds administracdo de DOX na dose 30 mg/m
com intervalo de 21 dias. A hipoalbuminemia pode estar relacionada com perda renal ou
intestinal, ou ainda, falha na sintese de albumina (KANEKO; HARVEY; BRUSS,
1997).

Os exames bioquimicos sugerem que 0s animais submetidos quimioterapia com
DOX cloridrato ndo apresentaram alteracdes de funcdo renal e hepética na dose

cumulativa de 120 mg/utilizada.
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4.2. Hemograma
Na Tabela 6 estdo demonstrados os parametros hematolégicos dos cdes do grupo

DOX-CI, antes e ap0s as sessfes de quimioterapia.

Tabela 6: Parametros hematolégicos de eritrograma e plaquetas dos animais tratados

com DOX-CI (n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95).

Momentos Hematocrito (%) Hemécia (x 16mm?) Hemoglobina (g/dL ) Plaquetas (x 10uL)
MO 41,65 6295 13,85 197,5
41,39 5710,49 13,85 229,7
(34,53 - 48,25)  (3930,5 - 7490,5) (12,03 - 15,67) (159,02- 300,38)
M1 43,75 6535 15,1 252
43,36 61049,43 14,73 261,3
(38,02- 48,70)  (4399,8 - 7819,1) (13,07 - 16,40) (203,47 - 319,13)
M2 38,3 6280 14,2 186,5
37,64 5632,45 13,73 226,9
(31,55 -43,73)  (3902,6 - 7362,3) (12,26 - 15,20) (155,80- 289,00)
M3 45,9 7065 15,15 267,5
45,43 6412,54 15,2 306
(41,30 -49,57)  (4765,5 - 8059,5) (13,68 - 16,72) (215,16 - 396,84)
M4 41,3 6610 15,11 307
42,22 6471,11 14,66 275,22
(38,89 - 45,46)  (5965,3 - 6976,9) (13,214 - 16,09) (219,30 - 331,14)
'Referéncia 37,0-55,0 55-85 12,-18,0 180 — 400

Valores de referéncia de acordo com o Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria-Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel’- Unesp Jaboticabal.
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Na Tabela 7 estdo demonstrados os parametros leucocitarios dos cdes do grupo DOX-

Cl, antes e ap0s as sessdes de quimioterapia.

Tabela 7: Valores médios dos parametros do leucograma dos animais tratados com
DOX-CI (n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95).

Leucdcitos Neutrdfilos (Segmentado)
Momentos (células/uL) Eosindfilos (%) (%) Linfocitos (%) Mondcitos (%)
MO 7350 4 79 10 4
7620,53 5 80,6 10 4,5
(2999,6 - 12241) (2,84 -7,16) (76,97 - 84,24) (6,59- 13,41) (1,88-7,12)
M1 6050 8 69,5 15 55
7323,66 10,8 67,6* 15,8 5,8
(2767,2 - 11880) (4,20 -17,40) (57,21 -77,99) (7,38 - 24,22) (2,99 - 8,62)
M2 4850 6,5 70 11 5
5140,37 8,3 70,2 14,7 5,6
(3061,1 - 7219,6) (4,06 - 12,54) (63,07 - 77,33) (7,63 -21,77) (3,57 -7,63)
M3 7300 10 70,5 14,5 2
7720,64 10,8 68,5 16,6 3,1
(4727,2-10714) (6,02 - 15,58) (60,71 - 76,29) (8,56 - 24,64) (1,61 -4,59)
M4 66000
7211,11
(5232,1-9190,1) - - - -
'Referéncia 6000-18000 2,0-10,0 60,0-77,0 13,0-30,0 3,0-10,0

*Diferenca estatistica significativa em relacdo a MO, p < 0,05
Valores de referéncia de acordo com o Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria-Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel’- Unesp Jaboticabal.
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Nas Tabelas 6 e 7 pode-se observar que os animais submetidos a quimioterapia
com DOX-C| ndo apresentaram alteracdes no hemograma, na dose 30 hg/m
leucograma foram observadas diferencas estatisticas significativas nos neutrdéfilos
segmentados entre M1 e MO, porém encontram-se ainda nos valores de referéncia. A
neutropenia é o efeito que pode limitar o tratamento, com evolu¢do de sepse com risco
para caes (COUTO, 2006)

Silva et al. (2004), observaram leucopenia e neutropenia transitoria apés
administracido DOX na dose de 30 mg/mom intervalo de 21 dias, com dose
cumulativa 240 mg/f A diminuicdo dos niveis de leucécitos e neutréfilos aconteceu a
172, 202 e 232 semanas, houve recuperacéo dos niveis anteriormente ao proximo ciclo de
quimioterapia. Silva et al. (2004) relataram diminuicdo significativa do numero de
hemécias.

A toxicidade hematoldgica decorrente da quimioterapia com DOX é um
importante efeito, observado através de leucopenia, neutropenia, anemia e
trombocitopenia em varios graus. A leucopenia ocorre principalmente no nadir, com
recuperacao durante 21 dias (SUSANECK, 1983; CHABNER; CALABRESI, 2001). A
toxicidade hematologica em cées é semelhante em humanos e os cdes sdo usados como
modelo de hematoxicidade no desenvolvimento de farmacos (REAGAN et al., 1993).

Apés administracdo de DOX pode ocorrer diminuicdo do hematdcrito,
hemoglobina e eritrocitos em cées, sem caracterizacdo de anemia, ou seja, em niveis
limitrofes. O mecanismo de toxicidade aos eritrocitos ndo estd bem esclarecido,
acredita-se que esteja relacionado a producdo de ROS com resultante peroxidagéo
lipidica, inibicdo da bomba de sédio e potassio dependente de ATP (BADYLAK et

al.,1985; O’KEEFE; SCHAEFFER, 1992). Ainda, o doxorrubicinol pode alterar o
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metabolismo energético dos eritrocitos, através da producdo de NADPH. A diminuicdo
dos antioxidantes pode contribuir para o acumulo de ROS (MISITI et al., 2003).

A trombocitopenia também pode ser encontrada durante a exposi¢cdo a DOX,
embora com efeitos de menor intensidade quando comparada aos outros elementos
sanguineos (COUTO, 2006). Neste estudo, ndo foram encontradas alteracdes nos
valores de plaguetas ap0s a quimioterapia.

Caso haja supresséo significativa dos elementos sanguineos durante o tratamento
com DOX, é indicada a suspensédo temporaria ou permanente do tratamento (COUTO,
2006). Ahaus; Couto e Valerius. (2000) afirmaram que a toxicidade hematolégica nédo é
um efeito adverso impeditivo para uso em cées, uma vez que a incidéncia é inferior a
30% (LANORE; DELPRAT 2004). A anemia induzia pela DOX € incomum e pode
ocorrer em 3 a 4 meses apos o tratamento. Em alguns casos néo se observa alteracdes na
contagem de plaguetas (COUTO, 2006).

Assim, pode-se concluir que a quimioterapia com DOX-CI na dose cumulativa
de 120 mg/m causou alteraces na producéo de algumas células da linhagem branca.
Porém os niveis encontrados ainda estiveram dentro dos valores de referéncia e,

portanto, ndo representaram neutropenia significativa.

4.3. Urindlise

A urinalise é um exame comum, que pode ser denominado também como exame
quimico da urina, e em geral solicitado com hemograma e parametros bioquimicos. A
urindlise permite investigar o trato urinario superior e inferior (GONZALEZ; SILVA,
2008).

A cor da urina est4 relacionada com a concentracdo de urocromo e depende do

estado do animal, podendo variar entre amarelo, amarelo claro a incolor, amarelo ouro a
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ambar, amarelo avermelhado a vermelho. A cor da urina ndo deve ser utilizada como
parametro determinante de gravidade especifica (NAVARRO-GARCIA, 1996).

Todos os animais deste estudo apresentaram aspecto urinério de limpido a semi-
turvo. Alteracdes no aspecto urinario ndo representam sinais de alteracdo patolégica, e
podem ser devido a presenca de particulas suspensas na urina, tais como células
epiteliais, hemacias e leucdcitos, cristais, bactérias, muco, sémen, provenientes de
Orgdos urinarios ou genitais contaminacao fecal (ROSA et al., 2008).

A densidade urinaria encontrada nos cées deste trabalho, apds administragdo de
DOX, foi 1,03-1,05, considerada normal, valor de referéncia (1,018 — 1,045) de acordo
com Hendrix (2006).

A densidade especifica da urina mede a quantidade de soluto presente na urina e
de forma indireta, a capacidade renal de concentracdo da urina. Em urinas hipertdnicas
ou muito concentradas a densidade se encontra alta, oliguria, e no caso de urina diluida
ou hipotdnica, pode ser devido a politria. O aumento da densidade indica diminui¢do da
filtracdo glomerular, e ou/aumento de reabsor¢cdo de &gua, os quais podem levar a
oliguria (NAVARRO-GARCIA, 1996). Valores de densidade podem ser influenciados
por alteracdes fisiologicas, em geral transitérias, ou patologicas (KERR, 2003).

O exame quimico da urina compreende a determinacdo do pH e a pesquisa de
corpos cetdnicos, proteinas, cetonas, bilirrubina, urobilinogénio, sangue oculto,
hemécias, hemoglobina, nitritos. Essas substancias sdo normalmente ausentes ou estdo
presentes em pequenas quantidades. Esse exame de rotina é considerado qualitativo e
semi-quantitativo (NAVARRO-GARCIA, 1996).

O pH esta relacionado com a funcao renal de eliminagéo de alcalis e acidos néo
volateis, que ajuda a manter o equilibrio acido/base. Os animais submetidos a

quimioterapia com DOX apresentaram pH de 6,0 a 7,0. O pH pode ser influenciado
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pela dieta e pelo metabolismo dos animais. Em animais que se alimentam com dieta rica
em carnes e cereais a urina pode ser acida. Dietas ricas em carboidratos, como nos
herbivoros, resultam em aumento no valor do pH urinario (NAVARRO-GARCIA,
1996).

Os animais do estudo (100 %) apresentaram resultado negativo para glicose e
urobilinogénio. Os animais normais nao apresentam glicosuria (DIBARTOLA, 2000).
Quando presente, a glicose pode ser relacionada com hiperglicemia ou lesdo de tabulo
proximal renal. A urina normal é livre de corpos cetdnicos, e também nao foi relatada a
presenca destes elementos no exame quimico dos animais estudados (HENDRIX,
2006). Na tabela 8 esta relatada a frequéncia de alteracdes laboratoriais nos animais
tratados com DOX-CI com relagéo a urinalise (n=10).

Observou-se proteindria em 9 dos 10 animais avaliados (90 - 100%), porém o
exame UPC (razdo proteina/creatinina urinaria) descartou a possibilidade de leséo renal
(Tabela 9). As proteinas encontradas podem ser principalmente albumina.

Observou-se a presenca de nitrito na urina apenas em um animal avaliado,
porém nao houve nenhum outro indicativo de infec¢do de vias urinarias.

A sedimentoscopia da urina foi realizada a fim verificar células presentes na
urina tais como, vaginais, uretrais, pelve renal, vesicais, epitélio renal, hemacias,
leucdcitos, além de cristais, cilindros (hialinos, eritrocitarios, leucocitérios, epiteliais,

granulosos), bactérias e fungos.
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Tabela 8: Frequéncia de alteracdes laboratoriais nos animais tratados com DOX-CI

(n=10). Dados expressos como namero de animais e intensidade.

Alteracdes laboratoriais  N° animais Intensidade

Proteindria% +) 9 2+
Sangue ocultox(+) 6 1+
Hemaciasx +) 9 1+
Leucécitos% +) 4 1+
Bactérias% +) 2 raros
Cilindros granulosos 0 raros
Cristais & +) 2 1+

Todos os animais 10 animais (100%) apresentaram células transicionais raras, as
quais sdo células do epitélio da bexiga que representam uma descamac¢do normal. As
células as epiteliais podem ser encontradas no sedimento urinario, porém representam
pouco significado clinico (DIBARTOLA, 1997).

Os resultados de leucdcitos na urina variaram entre raros a 1 por campo, em 4
animais avaliados (40%). A presenca de leucécitos da urina pode ser indicativa de lesdo
inflamatdria ao longo do trato urinario (OSBORNE et al.1995).

Foi observado em 2 animais a presenca de cristais de raro a 1 por campo, sem
significado clinico.

Os cilindros hialinos sédo produtos de mucoproteinas e proteinas e podem ser
aumentados em algumas doencas (REINE; LANGSTON, 2010). A presenca de
cilindros granulosos grossos e finos pode indicar degeneracéo de células tubulares, com
indicio de doenca renal glomerular ou tubular. Nesse estudo observou-se cilindros raros,

indicando a auséncia de lesao renal.
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4.3.1 Determinacao da proteina urinaria
Na Tabela 9 estdo expressas as relagbes de proteina/creatinina urinaria dos caes
do grupo DOX-CI nos momentos avaliados. Dados expressos como mediana, média

(IC95).

Tabela 9: Proteina e creatinina urinaria (UPC) dos animais tratados com DOX-CI

(n=10). Dados expressos como mediana, média (IC95).

MO M1 M2 M3 *Referéncia
0,08 0,093 0,08 0,08
0,09 0,13 0,10 0,25

(0,06 - 0,12) (0,05 - 0,20) (0,05 -0,14) (-12823 - 0,62) <0,5

*Referéncia (International Renal Interest SocietfRIS (2006)

A avaliacdo da proteinaria se faz importante, a fim de determinar leséo renal.
Nas doencas glomerulares a proteinuria é constantemente observada (GREGORY,
2005; GRAUER, 2009)

N&o foi observado quadro de proteindria nos animais tratados com DOX-CIl. A
Sociedade Internacional de Interesse Rdntrhational Renal Interest SociefyiRIS)
(2006), estabelece critério de classificacdo segundo os valores de UPC. Valores entre
zero a 0,2 sao classificados como nao proteindricos. Valores de 0,2 a 0,4 apresentam
carater reservado e acima de 0,5 sao classificados como proteindricos. Em cées normais
preconiza-se valor de UPC menor 0,5. Valores acima de 1,0 sédo classificados como

anormais ou patologicos, com suspeita de lesdo glomerular (FINCO, 1995; WARE,
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2006; GRAUER, 2009). Desta forma, os animais ndo apresentaram proteinuria
significativa (Tabela 9).

Nagake e Santana (2008) avaliaram a funcdo renal em cées expostos a DOX, e
neste estudo foi demonstrado que a DOX causou leséo glomerular, hipoproteinemia e
proteinudria, evidenciando lesdo nos néfrons, mesmo com os valores de creatinina e ureia
dentro da normalidade. Pacientes com altera¢cées renais podem apresentar creatinina
normal, isso justifica a necessidade de se realizar exames de rotinas para acompanhar a
funcao renal (BURNMEISTER et al., 2007).

Segundo Jacob et al. (2003), a relagéo proteina pela creatinina urinéria deve ser
menor que 1,0, indicando auséncia de proteinaria.

Os animais desse estudo nao apresentaram alteracdes significativas no exame de
urinalise apds a quimioterapia com DOX na dose cumulativa de 120°mijizada.

Embora as avaliagbes de hemograma, bioquimicas e de urinalise ndo tenham
demonstrado alteracdes significativas ap0s exposicdo sucessiva ao farmaco, o exame de
ecodopplercardiografia apontou alteracdes significantes em dois animais, com
diminuicdo da fragdo de encurtamento e fragcdo de ejecdo. Esses animais ndo puderam
prosseguir com o quarto ciclo de quimioterapia. Este fato demonstra que as avaliacdes
laboratoriais isoladamente séo insuficientes para detectar o risco para o uso terapéutico
da DOX e que devem ser acompanhadas de ecodopplercardiografia para garantir a

seguranca do uso continuado do quimioterapico.
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Relacéo area (LV5B-

4.4. Validacao do método para a determinacdo de DOX em plasma por CLUE

A curva analitica da DOX em plasma foi construida na faixa de concentracdo de
19 a 1250 ng/mL, e apresentou coeficiente de correlacdo superior a 0,99 (Figura 3). A
curva analitica foi analisada pelo método de regressdo dos minimos quadrados para
verificar sua linearidade e o coeficiente de correlacdo foi de 0,999. A equacéo da reta
obtida foi y=0,1843x-0,0001. A equacdo da reta foi utilizada para quantificacdo do

farmaco nas amostras de caes que receberam o farmaco por infusdo continua.

Figura 3. Curva analitica da DOX em plasma obtida para a faixa de concentracdo de 19
a 1250 ng/mL.

v=0,1843x- 1E-04

0,2 4

0,1 4

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2 1.4

[DOX] ng/mL

Os resultados obtidos no estudo de precisdo e exatidao intra e interensaios estao
descritos nas Tabelas 10 e 11, e apresentaram valores adequados de CV (preciséo)
demonstrando repetibilidade e reprodutibilidade satisfatoria para a aplicacdo do método

no estudo em farmacocinética, uma vez que os valores de CV% foram inferiores a 15%.
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Tabela 10: Precisdo e exatiddo intra-ensaio do método bioanalitico da DOX em plasma

(n=5).

Concentragao Preciséo Exatidao
(ng/mL) (CV%)*
19 14 110,7
39 10,9 87,87
156 14,6 85,59
1000 6,9 93,9

* CV= coeficiente de variacéo

Tabela 11: Precisao e exatidao inter-ensaio do método bioanalitico para a determinacao

da DOX em plasma (n=10).

Concentragao Preciséo Exatidao
(ng/mL) (CV%)*
19 12,04 115
39 12,83 92,06
156 11,4 88,73
1000 12,73 84,8

* CV= coeficiente de variacéo

Na Tabela 12 e Figura 4 estdo apresentados os resultados obtidos para os limites

de deteccao e quantificagcdo da DOX na matriz biologica através da aplicacdo do método
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bioanalitico desenvolvido neste estudo. O limite de quantificagdo obtido (19 ng/mL),foi
considerado satisfatorio para a aplicacdo do método no protocolo experimental proposto

para estudo em farmacocinética.

Tabela 12: Limites de detecgdo e quantificacdo do método de andlise de DOX em

plasma (n=5).
Limite de quantificacao (ng/mL) 19
Precisao (CV) (%) 4
Exatidao 115
Limite de deteccao (ng/mL) 9
Preciséo (CV) (%) 6,85
Exatidao 186

*CV= coeficiente de variacéo
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Figura 4: Cromatograma referente ao LD, LIQ e amostra branco do método de analise

de DOX em plasma (n=5).
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Controle de qualidade de diluicao (CQD)

O estudo de controle de qualidade de diluicdo (CQD), para o processamento da
amostra, foi feito através da adicdo do analito na matriz em concentracdo acima da
maior concentracdo da curva de calibracéo e diluido em 10 vezes em amostra de branco.

Na Tabela 13 esta demonstrado o estudo de controle de qualidade de diluicéo.

64



Tabela 13: Estudo de controle de qualidade de diluicdo da amostra contendo DOX em

plasma (n=5).

Concentracdo ng/mL  Preciséao (CV)* Exatidao

9340 13,7414 103,21
8780
10890
12400

10120

*CV= coeficiente de variagcéo

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados do estudo de recuperacdo da
DOX no fluido biolégico apos o processamento pelo método desenvolvido neste estudo.
Os valores ideais de recuperacdo para um meétodo bioanalitico sdo aqueles proximos a

totalidade, indicando que o analito foi completamente recuperado da matriz durante o

procedimento de extracao.

Tabela 14: Valores de recuperacdo da DOX em plasma (n=3). Dados apresentados

como média e coeficiente de variacdo (CV %).

Concentracgdao tedrica (ng/mL) Recuperacéo Precisao (CV%)*

39 93,08 3,83
156 118,03 12,51
1250 95,86 6,1

* CV= coeficiente de variacéo
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A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperagdo do analito e do
padrdo interno proximos a 100% sao desejaveis, porém, admite-se valores menores,

desde que a recuperacéo seja precisa e exata.

Efeito residual
O resultado desse ensaio demonstrou que nao houve efeito residual de DOX

apos analise de uma amostra em alta concentracéo do analito (Figura 5).

Figura 5. Estudo do efeito residual de interferentes no tempo de retencdo do analito

(0,84 minutos) e DAU (1,01 minutos),
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A cor verde representa a concentracdo de 1250 ng/mL e as outras analises séo as
amostras de plasma branco (vermelho antes da DOX, azul e amarelo apés a DOX).
Indicando que ndo houve interferentes no tempo de reteng&o dos analito e do PI.

A estabilidade do analito na matriz biologica limita o tempo de seu
processamento e de analise e, assim, conhecer esta limitacdo € importante para a
obtencao de resultados confiaveis.

Na Tabela 15 estdo demonstrados os resultados do estudo de estabilidade de 8

horas p6s-processamento da DOX.

Tabela 15: Estudo de estabilidade da DOX em plasma. Resultados apresentados como
porcentagem de analito no estudo de pds-processamento da amostra, durante 8 horas
(n=3).

Concentracao (ng/mL) P0s processamento 8h (%)
39 100
1000 100

Resultados apresentados como porcentagem de analito nas diferentes situacdes
de exposicao da amostra.

Os resultados obtidos mostram que ndao houve degradacao do analito no estudo
pos-processamento durante 8 horas a temperatura de 10°C. Isso significa que a DOX
apresenta estabilidade durante o todo processamento das amostras e o tempo total de

andlise no sistema cromatogréfico.
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Os resultados da validacdo demonstraram que o método desenvolvido e validado
apresentou limites de confianga adequados para a sua aplicacdo na determinacdo de

DOX-CI nos estudos de farmacocinética.

4.5. Analise Farmacocinética

Os estudos de farmacocinética pré-clinica permitem prever efeitos toxicolégicos,
a taxa e a extensao da exposicdo do organismo a substancia (SMYTH; HOTTENDORF,
1980; MARSH; RIAUKA; MCQUARRIE, 2008). Os modelos animais oferecem
condi¢cdes para determinar & farmacocinética e a farmacodinamica (ANDES; CRAIG,
2002). Assim, os estudos de farmacocinética em doses terapéuticas sdo usados como
ferramentas para estimar e prever concentracfes alvo e relaciond-los aos achados
clinicos.

Os parametros de farmacocinética do grupo DOX-CI estdo representados na

Tabela 16.
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Tabela 16: Parametros farmacocinéticos da DOX comercial em cées 36, ragfitos

apos administracdo por infusdo continua, ( n=10 para M1 e n=8 para M3). Dados

expressos como mediana, média (IC95).

Momentos
Parametros M1 M3 p
Kel (min™) 0,0006 0,0008 0,213 (NS)
0,0006 0,0012
(0,0003 - 0,0009) (0,0003 - 0,0021)
t 12 (h) 17,88 15,25 0,424 (NS)
30,65 19,16
(6,99 - 54,31) (4,98 - 33,33)
Vd (L/Kg) 504,57 413,64 0,237 (NS)
652,18 397,45
(370,51 - 933,86) (187,78 - 607,12)
Cl (L/min/Kg) 0,301 0,156 0,8286 (NS)
0,49 0,327

(0,134 - 0,847)

(-0,043 - 0,676)

NS — diferenca estatistica ndo significante

O parametro clearance plasmatico ou total (Cl) é utilizado para descrever a

depuragdo ou remocédo de determinada substancia de um volume especifico de sangue

na unidade de tempo. O Cl| pode ser expresso em volume por unidade de tempo

(mL/min; L/h e L/Kg), uma vez que esta relacionado com 0s processos que resultam na

eliminacdo do farmaco do organismo. O CI total é resultado da biotransformagéo

hepética somada a excrec¢do renal da substancia (TOZER; ROWLAND, 2009). Ainda, o

Cl é um pardametro importante em farmacocinética clinica para o célculo da dose

necessdaria para manter a concentracdo plasmatica média no estado de equilibrio em

regimes de doses multiplas (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004).
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Os valores médios de CI encontrados neste trabalho foram (0,49 L/min/Kg, em
M1 e 0,327 L/min/Kg em M4) superior ao estudo realizado por Gabizon; Barenrolz;
Bialer (1993), em que o Cl médio encontrado foi de 0,0155 L/min/Kg.

Observou-se que ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) para os valores de Cl,
confrmando que ndo houve alteracdo na eliminacdo de DOX apls exposicoes
sucessivas ao farmaco.

O ClI pode sofrer a influéncia de dois fatores fisiologicos: perfusdo sanguinea do
orgao eliminador e a capacidade intrinseca do mesmo para eliminar o farmaco. Desta
forma o CI é produto do fluxo sanguineo (Q) e a da taxa de extracdo (E), e pode ser

calculado a partir da equagéo:

Cl=QXE

Onde E é um valor numérico entre 0-1 e pode ser considerado como a
porcentagem de farmaco eliminado (0-100%) durante uma Unica passagem pelo 6rgao
eliminador e Q é o fluxo sanguineo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004).

A perfusdo sanguinea possui relacdo com o debito cardiaco, o qual é definido
como a quantidade de sangue bombeada pelo coracdo em litro/minuto, e é expresso pela
relacdo entre o volume sistdlico e frequéncia cardiaca, esses fatores estdo intimamente
ligados as caracteristicas anatdbmicas e funcionais do organismo (GUYTON; HALL,
2006).

O débito cardiaco pode influenciar o Cl em condi¢des fisiologicas normais de
eliminacao e o valor limite de CI sera proximo do valor do débito cardiaco (TOUTAIN;

BOUSQUET-MELOU, 2004).
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O débito cardiaco pode ser calculado pela equacéao:

Débito cardiaco (mL/min/Kg)= 180 x massa corpotea

Assim, o débito cardiaco médio encontrado nos animais deste estudo foi de
115,57 mL/min/Kg (minimo de 101,88 e maximo de 132,58), considerando peso médio
dos caes de 10,21 Kg. O fluxo sanguineo direcionado ao tecido hepéatico e renal pode
ser considerado como a metade do valor do débito cardiaco, e neste caso, sera entdo de
57, 785 mL/min/Kg.

O valor de CI encontrado para a DOX (490 ml/min/Kg em M1 e 326 ml/min/kg
em M3) é superior ao debito cardiaco destinado a figado e rins, o que sugere eliminacdo
(metabolismo e excrecéo) também por outros érgaos.

O volume de distribuicdo € definido como o volume necessario para conter a
quantidade de farmaco no organismo em uma concentragdo igual a encontrada no
plasma. O Vd é expresso em volume por peso (mL/kg ou L/kg). Muitos autores
denominam como volume aparente, uma vez que o Vvolume distribuicdo ndo é
fisiologicamente verdadeiro. A principal aplicacdo do Vd € permitir suporte para o
calculo de dose de ataque (primeira dose em regime de dose multipla) para alcancar
concentragcdes alvo. Vale ressaltar que a distribuicAo do fa&rmaco para os tecidos
depende de vérios fatores: solubilidade em componentes lipofilicos (distribuicdo para o
tecido adiposo), ligagcdo a proteina plasmatica, em especial a albumina para os farmacos
acidos e a glicoproteina-acida para farmacos basicos e afinidade por componentes de
outros tecidos (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004).

Os valores de Vd encontrados neste estudo foram de (652,181 L/Kg em M1 e
397,451 L/IKg em M3), sem diferenca estatistica (p > 0,05). O volume de distribuicao

pode ser relacionado com o volume sanguineo. De acordo com Caldwell et al.(2004), o
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Vd é classificado como baixo, se for menor ou igual ao volume total de sangue. Para os
animais deste estudo o volume de sanguineo médio foi de cerca de 0,714 L e o Vd da
DOX (33.528 L). Este Vd pode, entdo, ser considerado alto para o modelo animal e
sugere acumulo extravascular do farmaco.

A meia vida () de eliminagdo é o tempo necessario para que a concentracao
plasmatica caia pela metade, sendo considerado um importante parametro na clinica. A
unidade da {§) pode ser expressa em horas ou minutos. Esse parametro permite calcular
intervalo de doses em regimes de dose multiplas, o grau de flutuacdo das concentragdes,
acumulo do farmaco, tempo necessario para atingir o estado de equilibrio em doses
multiplas ou na infusdo continua, e tempo para o farmaco ser totalmente eliminado do
organismo (denominado de wash-out que corresponde ai ) IO(TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004).

A t;, € um pardmetro hibrido, dependente do clearance e da extensdo de
distribuicio (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004), uma vez que esta relacionada
diretamente com o Vd e inversamente com a depuragao. Assim, quanto maior o volume
de distribuicdo, maior serd a meia vida de eliminacéo; e quanto maior for a depuracao,
menor sera a meia vida de eliminagéo.

A ty2 encontrada neste trabalho foi (17,875 em M1 e 15,245 em M3),e néo foi
observado diferenca estatistica entre os dois momentos (p > 0,05). Gabizon e Martin
(1993) encontraram valores 25-30 horas, ja Gustafson et al. (2002) observaram valores
de 19, 8 horas.

N&o foi observada diferenca estatistica nos parametros farmacocinéticos no
primeiro ciclo, em comparacdo com o quarto ciclo de quimioterapia, e isso demonstra
que nas exposi¢cdes sucessivas ao farmaco ndo ha desenvolvimento de mecanismos de

inducdo ou inibicAo enzimatica sobre os processos farmacocinéticos, que levem a
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diminuicdo ou aumento das concentragfes plasméaticas. Esse resultado permite-nos
inferir que a manutencdo do regime posolégico durante todos os ciclos de infusdo é
adequada para a condugéao do tratamento.

E importante ressaltar que esse estudo de farmacocinética foi realizado em caes
SRD portadores de TVT, o que pode acarretar maiores variagcbes nesses parametros
(ZORAN; RIEDESEL; DYER, 1993).

As observacbes clinicas realizadas em projetos simultdneos a este estudo
demonstraram que os animais portadores de TVT que receberam DOX na forma
cloridrato apresentaram significativa reducdo da massa tumoral. Esses resultados,
aliados aos parametros avaliados neste estudo, demonstram que o esquema posoldgico
adotado (30 mg/fmem quatro ciclos com intervalos de 21 dias) apresentou eficacia e

seguranca adequadas ao tratamento do TVT em caes.
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V. CONCLUSOES

. O método bioanalitico desenvolvido por CLUE demonstrou limites de
confianca adequados para a sua aplicagéo na determinagéo da DOX -Cl em amostras de
plasma para a avaliacdo do seu perfil farmacocinético;

. Os exames bioquimicos e hematoldgicos realizados nos animais que
receberam a DOX-CI| na dose de 30 nfg/em 4 ciclos de quimioterapia (dose
cumulativa de 120 mg/fhn&do apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05). Esses
resultados sugerem baixo risco de toxicidade hematologica, cardiaca, renal e hepatica na
utilizacdo deste protocolo neste modelo animal com TVT. No entanto, verificou-se que
a ecodopplercardiografia deve ser utilizada como teste confirmatorio da auséncia de

dano cardiaco para o prosseguimento da quimioterapia.

Ainda, embora o foco deste trabalho ndo tenha sido a observacdo da evolugéo
clinica decorrente do tratamento, ressaltamos que todos os animais tratados com a
DOX-CIl apresentaram cura ou melhora significativa do quadro clinico. Este fato, aliado
ao investigado neste trabalho, permite-nos inferir que o protocolo utilizado apresenta

relativa seguranca e € eficaz para o tratamento de cdes com TVT.
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CAPITULO Il

I.NOVAS FORMULACOES

A inovagéo incremental tem sido utilizada nos ultimos anos, pela industria
farmacéutica, como principal estratégia para introduzir novos produtos no mercado e
pode ser descrita como 0 processo de aplicagdo dos conhecimentos relacionados a
medicamentos ja existentes no mercado para melhorar suas qualidade, eficacia e
seguranca. Este tipo de inovacao inclui a reformulagdo de medicamentos para diminuir
0s seus efeitos toxicos e/ou melhorar suas caracteristicas farmacocinéticas (BERNDT,
2006).

Atualmente a busca por tratamentos mais eficazes e dotados de menor toxicidade
tem impulsionado a pesquisa de novas formulacbes e sistemas que possam carrear
farmacos e modular suas caracteristicas farmacoldgicas e toxicolégicas. Por exemplo,
uma molécula de polietilenoglicol (PEG) foi inserida na molécula interferona)IFN
com o objetivo de otimizar seu perfil farmacocinético. Com esta estratégia obteve-se
concentragcdes plasmaticas constantes e mantidas por um tempo superior quando
comparadas as concentracfes plasméticas da molécula ndo peguilada (NPEG),
permitindo regimes posolégicos simplificados com grande potencia antiviral (GLUE et
al.,, 2000; TAGLIAFERRI, 2005). Outro exemplo é a forma lipossomal do
doxorrubicina (DOX) e as nanoparticulas carregadas de paclitaxel. Estes produtos
demonstraram melhores efeitos terapéuticos em diversos estudos clinicos, o que

permitiu a ampliacdo de suas aplicagbes terapéuticas (IWAMOTO, 2013).
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As antraciclinas podem ser veiculadas a partir de sistemas lipossomais, que
comecaram a ser estudados em 1980. Atualmente, esses sistemas estdo disponiveis para
comercializacdo na forma Myocet- lipossoma nao peguilado, aprovado em 1995 pelo
FDA, e em 2003 pela Uni&o Européia (formulacdes peguiladas,*Dmtitercializado
nos EUA e CaelyX) (SOLOMON; GABIZON, 2008). O encapsulamento em lipossoma
peguilado foi projetado para modificar a liberacdo do farmaco para os tecidos alvos,
resultando em aumento de tempo na circulacdo. A concentracdo plasmatica pode
aumentar em 95%, a AUC (area sob a curva) em 1000 vezes, com consequente
diminuicao do volume de distribuicdo (SOLOMON; GABIZON, 2008).

Os sistemas constituidos de lipideos anfifilicos (fosfolipidios propilenoglicol
(PEG), dispersos em &gua, permitem incorporar o farmaco em vesiculas. O farmaco
pode ficar retido na bicamada ou na fase aquosa (SOLOMON; GABIZON, 2008). Os
lipossomas estabilizados com PEG tem a capacidade de permanecer mais tempo na
circulagdo, uma vez que esses sistemas conseguem diminuir a fagocitose mononuclear
(MPS). Outra vantagem € o aumento da concentragdo na regido tumoral e na regido
inflamatoria (GABIZON; MARTIN, 1997).

A desvantagem desses sistemas sdo os efeitos adversos, os quais diferem da
forma DOX cloridrato ou forma livre. Esses efeitos sdo sobre a mucosa oral, como
mucosite (estomatite) e esofagite. A eritrodisestesia palmo-plantar pode ocorrer apds 2
ou mais ciclos de quimioterapia com formas peguiladas de DOX (SOLOMON,;
GABIZON, 2008), e caracteriza-se pela sindrome de méao e pés inflamados apos a
guimioterapia, com dores nas maos e na regiao plantar dos pés, disestesia (disturbios
neurolégicos que ocasionam alteracdo na sensibilidade), eritema, bolhas e ulceragdes.

Em casos mais graves aconselha-se a interrupcao do tratamento (SIMAO et al., 2012).
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A mielossupressao também foi relatada apds o uso desses sistemas contendo
DOX, caracterizada com leucopenia e neutropenia. A trombocitopenia e anemia
também séo frequentes (SOLOMON; GABIZON, 2008).

As nanoparticulas oferecem um novo tipo de tratamento para o cancer por meio
de sistema de liberacdo do farmaco para o alvo, que permite direcionar o quimioterapico
para o ambiente tumoral. As formulacdes de liberacdo modificada apresentam um
aumento na Dy e aumento no indice terapéutico, caracterizando diminuicdo dos
efeitos toxicos (HALLEY; FRENKEL, 2008).

Esses sistemas nanoestruturados utilizam vetores para direcionar o farmaco até o
endotélio tumoral. As células tumorais necessitam de nutrientes para 0 seu crescimento
e angiogénese, assumindo caracteristica de um processo ndo ordenado com areas de
necrose, ma vascularizacdo e menor difusdo do farmaco nessas areas. O intersticio do
tumor é composto de colageno e gel fluido, que oferecem resisténcia ao quimioterapico
até o interior das células. O transporte de farmaco para o tumor depende da pressao
intersticial, da difusdo do farmaco, do tamanho da particula, da natureza hidrofébica e
da carga elétrica (HALLEY; FRENKEL, 2008).

Dentre os novos sistemas desenvolvidos, destacam-se as microemulsées (ME),
as quais sao alternativas para compartimentalizar o componente terapéutico de
caracteristica lipofilica e/ou hidrofilica. Essas formulacdes apresentam caracteristicas
tais como transparéncia, alta estabilidade e tamanho de goticula reduzido
(ABOOFAZELI; BARLOW; LAWEWNCE, 2000; OLIVEIRA et al 2009).Outra
caracteristica desses sistemas é o aumento da solubilidade do farmaco lipofilico e a
protecdo contra hidrolise enzimatica, conferidos por tensoativos lipidicos (D’CRUZ;

UCKEEN, 2001).
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A formacéo de MEs depende do balanco hidrofilico e lipofilico dos tensoativos,
que sofrem influéncia da temperatura, forca i0nica, presengca de co-tensoativos e
estrutura quimica. As MEs séo constituidas dos seguintes componentes: agua, 6leo,
tensoativos e co-tensoativos (LAWRENCE; RESS, 2000; D’ CRUZ; UCKUN, 2001).

O diametro das goticulas da fase interna e a viscosidade do sistema estdo
relacionados com a liberacao e difusdo do farmaco (CORREA et al., 2005).

As MEs podem ser administradas pela via oral, ocular (GARTI; ASERIN,
1996), topica, dérmica (D’CRUZ; UCKUN, 2001), transdérmica, parenteral (LI et al.,
2002), pulmonar, vaginal, retal (D’CRUZ; UCKUN, 2001) e nasal (LI et al., 2002). As
formulacfes parenterais devem ser estéreis, apirogénicas, isotbnicas, atoxicas, estaveis e
o tamanho de goticula ndo deve exceder 1 mm, a fim de evitar o risco de embolia
(TROTTA; PATTARINO; IGNONI, 2002).

Existem MEs do tipo lipidicas que séo alternativas para liberacdo de farmacos,
principalmente quimioterapicos (MARANHAO et al., 1995, 1996; MITRA et al., 2001;
OWENS; BAILLIE; HALBERT, 2001; FORMARIZ et al., 2006). A sua estrutura é
composta por um lipidio neutro na regido interna, que possui a capacidade de solubilizar
substancias lipofilicas no dominio hidrofébico da fase interna oleosa (LUNDBERG
MORTIMER; REDGRAVE, 1996). A sua liberacdo acontece de forma lenta e continua
(GARTI; ASERIN, 1996).

Considerando os aspectos promissores desses sistemas, Formariz et al. (2008)
desenvolveram uma ME lipidica, rica em colesterol na fase interna, para direcionar a
DOX para as células tumorais. A ME lipidica foi composta de 17% de tensoativos
(Eumulgin/fosfatidilcolina de soja/Oleato de sédio) (35:35:30 p/p), 3% de colesterol
como fase oleosa e tampéao Tris-HClI 0,01M pH 7,2, representando 80% de fase

aquosa. A concentracdo de colesterol foi de 3%, ideal para formar um sistema

78



translicido, ja que o aumento na concentracdo de colesterol dificulta a liberacdo de
DOX devido a formacdo de estruturas rigidas ou ocorréncia de cristalizacdo do
colesterol, causando maior retengédo de DOX (FORMARIZ, et al., 2006).

Formariz et al. (2006) determinaram o tamanho de goticula da fase interna
oleosa. Os testes foram realizados com ME contendo DOX e n&o contendo o farmaco
(vazia). O tamanho de goticulas e o indice polidispersdo (PDI), foram determinados por
Light Scattering, que fornece informacdo sobre o movimento translacional das goticulas
da ME e determina o tamanho da goticula (ABOOFAZELI; BARLOW; LAWEWNCE,
2000).

A ME vazia apresentou tamanho de goticula 62-168 nm e, apds a incorporacao
do fa&rmaco, o sistema apresentou goticulas de 96-215 nm. O aumento de tamanho das
goticulas na fase interna foi devido ao efeito hidrofébico da DOX em 6leo, aumentando
o volume (FORMARIZ et al., 2006).

No mesmo estudo observou-se aumento dg &juda da DOX veiculada pelo
sistema microemulsionado em animais que receberam a formulacdo pela via
intraperitoneal (25,39 mg/Kg para ratos e 54,65mg/Kg para camundongos). O mesmo
parametro, para a DOX cloridrato, foi de 9,05 mg/Kg em ratos e 12, 25 mg/Kg em
camundongos. Isso significa que a nova formulagdo aumentosy@iL2,8 vezes para
ratos e em 6 vezes para camundongos (FORMARIZ, 2008).

No trabalho de Formariz (2008), a avaliacdo do potencial de dano cardiaco da
DOX foi realizada através da determinacdo do biomarcador cardiaco (CK-MB) pelo
método cinético Kit Labtest pré e pés-tratamento dos animais (ratos e camundongos),
com o farmaco veiculado em ME e livre na forma de cloridrato. A atividade da enzima
se mostrou aumentada em 2,70 vezes no grupo que recebeu DOX cloridrato (p < 0,05)

em relacdo ao grupo controle em ambas as espécies. O grupo DOX-ME apresentou

79



diminuicdo de 1,79 vezes na atividade isoenzima, quando comparado com a forma
cloridrato (FORMARIZ, 2008).

Assim, esse sistema microemulsionado reduziu a cardiotoxicidade da DOX,
avaliada através da atividade da CK-MB, quando comparada ao produto comercial
disponivel no mercado (p6 liofilizado na forma de cloridrato), além de aumentapa DL
em ratos wistar e camundongos, e manter g,imentando a margem de seguranca
do produto (FORMARIZ, 2008).

A cardiotoxicidade do sistema microemulsionado contendo DOX também foi
avaliada por Assumpcéo et al. (2012), pela atividade da CK-MB e observou-se que 12
horas apdés a administragcdo de DOX, em dose Unica na forma cloridrato, em ratos
wistar, houve um aumento significativo (p < 0,05) nesse biomarcador cardiaco em
relacdo aos valores basais, anteriores a exposicdo do farmaco. Os animais que
receberam DOX ME nao apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo aos
valores basais. Assim, os resultados obtidos no grupo tratado com DOX cloridrato
apontam para possivel cardiotoxicidade. A auséncia de cardiotoxicidade no grupo
DOX-ME pode ser explicada pela composi¢éo lipidica do sistema, que proporciona
modificacdo na liberacdo do farmaco para os tecidos, conferindo menor distribuicdo
para o miocéardio e consequentemente diminui¢do dos efeitos toxicos.

O dano hepatico causado pela DOX foi avaliado através da determinagéo sérica
das enzimas ALT e AST, e observou-se que no grupo de ratos wistar que recebeu DOX-
ME houve uma diminui¢ao de 2,71 vezes na ALT e 3,16 vezes na AST, comparado com
a DOX cloridrato. Esses achados apontam que a microemulsao foi capaz de diminuir os
efeitos adversos encontrados com a DOX livre (FORMARIZ, 2008).

A atividade antitumoral “in  vivo” da DOX veiculada pelo sistema

microemulsionado foi avaliada em camundongos com tumor ascitico de Erlich por
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Formariz (2008), através da determinacéo do peso relativo do tumor (%) em funcéo das
doses administradas (2,5; 5). A DOX-ME diminuiu o peso relativo do tumor em 3,84
vezes, em relacao ao grupo salina e a menor dose administrada foi capaz de apresentar o
mesmo efeito que o farmaco n&o encapsulado. Observou-se, assim, a potencializacdo da
atividade citotoxica da DOX quando incorporada na ME (FORMARIZ, 2008). A
incorporacdo na DOX nas goticulas da fase oleosa pode justificar a alteracdo no volume
de distribuicdo e alteracdo da permeabilidade celular e, com isso, o aumento da
atividade antitumoral.

Em estudo realizado por Assumpcao et al. (2012) avaliou-se a farmacocinética
da DOX em rato wistar apds administracdo IV bolus na dose de 6 mg/Kg, na forma livre
cloridrato e veiculada a partir do sistema microemulsionado. Os perfis farmacocinéticos
obtidos neste estudo foram diferentes entre as duas formulacées, com diferencas
estatisticas significativas entre as concentracdes plasmaticas de DOX.

A concentracdo plasmatica nos animais que receberam DOX-ME foi maior que
nos animais que receberam DOX-CI, indicando que a DOX permanece em maiores
concentragcdes no sangue circulante quando veiculada pelo sistema microemulsionado, o
que possibilita menor distribuicdo para os tecidos ndo alvos, principalmente o miocardio
(ASSUMPCAO et al., 2012).

O parametro volume de distribuicdo da DOX quando veiculada na formulacdo
microemulsionada foi inferior, quando comparada a forma livre (38,23 k8,85
L/Kg). Esta diferenca foi importante para a menor distribuicdo de farmaco até os
tecidos ndo desejados, como o coragdo, uma vez que a DOX ficou retida na fase interna-
oleosa da ME. Esta caracteristica € extremamente importante para diminuicdo da

cardiotoxicidade inerente a este composto (ASSUMPCAO et al., 2012).
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O clearance médio das formulacdes contendo DOX ndo apresentou diferenca
estatistica significativa, indicando que a nova formulacdo ndo altera a remocdo do
farmaco pelo sistema enzimatico do metabolismo (ASSUMPCAO et al., 2012).

O valor médio da meia vida de eliminagédo para a DOX veiculada na formulacao
foi inferior e significativamente diferente ao da DOX livre (9,24116,5h). Isto pode
ser justificado pela diminuicio do Vd da DOX, observado no sistema
microemulsionado, com consequente menor acumulo periférico (ASSUMPCAO et al.,
2012).

Desta forma os resultados pré-clinicos de perfil farmacocinético da DOX contida
na ME apresentou diferencas significativas (p < 0,05) em comparacgao ao perfil da DOX
livre em ratos wistar e camundongos swiss, com diminui¢cdo da cardiotoxicidade. Esses
resultados sugeriram que a composicao lipidica da ME proporciona maior captacdo do
farmaco pelas células tumorais.

Candido et al. (2014), investigaram a distribuicdo da DOX em tecido cardiaco e
tumoral em camundongos Swiss fémeas, nas quais foi inoculado e desenvolvido o
tumor de Ehrlich. Esses animais receberam, por via intraperitoneal e em dose Unica (10
mg/Kg), a DOX veiculada pela microemulsao (DOX-ME) ou na forma de cloridrato
(DOX-CI). Quinze minutos ap6s a administracdo a massa tumoral total e o coracdo
foram coletados. A concentracdo média de DOX encontrada no tecido cardiaco foi de
1,8 ng/mg e 0,92 ng/mg, e em tecido tumoral 0,47 ng/mg e 0,85 ng/mg para a DOX-Cl e
DOX-ME, respectivamente. Neste estudo constatou-se que a distribuicdo da DOX
veiculada pela ME em tecido cardiaco apresentou valores significativamente inferiores
com relagdo a distribuicdo da DOX-CI, e que as concentracbes de DOX no tecido
tumoral ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas (p > 0,05). A diminuigédo

da disponibilidade de farmaco para o tecido cardiaco observada por Candido et al.
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(2004) demonstra que o sistema microemulsionado foi capaz de diminuir a
cardiotoxicidade da DOX e manter o efeito terapéutico, tendo em vista a distribuicéo
direcionada ao tecido alvo. Estes resultados obtidos reforcam que o uso destes sistemas
de veiculacdo podem restringir 0 acesso do farmaco, bloqueando possiveis acdes
inespecificas e indesejaveis como aquelas observadas sobre o miocardio na
administracdo da formulagao convencional do cloridrato de DOX.

Esses resultados promissores incentivaram a conducéo de estudos clinicos para
avaliar as caracteristicas da disposic¢ao cinética da DOX veiculada pela ME na presenca
de tumores, avaliar a eficicia terapéutica, assim como os efeitos sobre o tecido cardiaco

através da investigagcdo de biomarcadores.
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II. OBJETIVOS

Geral:
Avaliar o perfil farmacocinético da DOX contida na microemulsdo administrada
por infusdo continua na dose de 30 nfgéravaliar toxicidade sistémica por meio de

hemograma, provas bioquimicas e urinalise em caes com TVT.

Especificos:

. Avaliar o perfil farmacocinético da DOX incorporada na ME,
administrada por via intravenosa em dose Unica (30 fiigfa 1 2e 4 2 sessdo, com
intervalos de vinte e um dias, em cées com TVT,;

. Avaliar a cardiotoxicidade da DOX nesses animais através dos
parametros bioquimicos CK-MB e troponina I.

. Avaliar parametros hematoldgicos, de urinalise (exame fisico, quimico,
sedimentoscopia), relacdo proteina creatinina urinaria e os paradmetros bioquimicos:
fosfatase alcalina, ureia, creatinina, bilirrubina, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), triglicérides, albumina, proteinas totais e colesterol

antes e apds cada sessao de quimioterapia.
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lIl. MATERIAIS E METODOS

Matérias primas, reagentes e solventes

. Acido oléico, Synth, Brasil;
. Agua deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2m™;
. Cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma, Brasil (50 mg de Cloridrato de

doxorrubicina, 200 mg de manitol e 250 mg de lactose);

. Colesterol, Sigma-Aldrich, USA;

. Fosfatidilcolina de soja (Epikur§200), Lucas Meyer, Alemanha;

. Kits labtest: (ALT ref 108); (AST ref 109), (creatinina ref 35); ( uréia ref 104);
(fosfatase alcalina ref 79); ( proteinas totais ref 99); (albumina ref 19); (triglicérides ref
87); (colesterol ref 76); (CK-MB ref 118), (bilirrubina total ref 31) e (bilirrubina direta
ref 93), Sensiprot (ref 36)

. Oleato de sadio, Sigma-Aldrich, USA;

. Oleo de ricino polioxil-40-hidrogenado (Eumul%ithE40), Pharma Special,
Brasil;

. Mini Vidas Biomeériux ( kit cTnl), USA;

. Reagente ABX Vetpack, France;

. Tween 20, AUDAS Farmacopéia Fina, Brasil.
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3.1 Animais

Foram incluidos no estudo 5 cdes sem racga definida (SRD) com peso variando
entre 8 a 15,8 Kg, sendo 1 fémea e 4 machos, diagnosticados com TVT (Figura 1 e
Tabela 1), com confirmagdo citoldgica, sem metastases clinicamente detectaveis ou
quimioterapia prévia. Estes animais foram alojados ao Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel’- Hospital Veterinario da FCAV — Jaboticabal- SP, UNESP,
onde receberam racdo e 4dad libitum" e foram mantidos em canis individuais. O
proprietario de cada animal foi devidamente informado sobre o projeto de pesquisa -
conforme o termo de consentimento livre (Anexo 1) — autorizando sua inclusao
formalmente Os animais somente foram incluidos no estudo apdsmsentimento (por
escrito) de seu proprietario ou responsavel.

Para a inclusdo dos animais no estudo foram avaliados 0s seguintes parametros:
hemograma completo, ALT, creatinina e avaliacdo da funcdo cardiaca por
ecodopplercardiografia. Foram critérios de exclusdo, além de alteragbes nos parametros
acima investigados, a presenca de outros tumores além do TVT, quimioterapia prévia e
doencas infecciosas.

O protocolo experimental deste estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA), 6rgdo assessor da Congregacéo da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, e registrado sob o

namero 025175/12 (Anexo 2).
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Tabela 1: Caracteristicas dos animais incluidos no trabalho

Animal Peso (Kg) Idade estimada (anos Género
Al1G2 15,2 3 fémea
A2G2 15 2 macho
A3G2 15,6 8 macho
A4G2 9 6 macho
A5G2 8 3 macho

3.2. Protocolo Experimental

A formulacdo de DOX-ME foi preparada dissolvendo-se Eumulgin/FS/OS
(35:35:30 p/p) na fase oleosa (CHO) em proporgcao previamente estabelecida (17%
Eumulgin:FS:0S), 3% de CHO e 80% tampao fosfato PBS, pH 7,3. O sistema foi
submetido a ultrassom de haste (Sonicador, Sonics®, Vibra-Cell), para a
homogeneizacdo da mistura, operando em modo descontinuo, por 20 minutos a
temperatura ambiente.

Apds homogeneizacdo, a DOX foi adicionada até atingir a concentragao final de
2,0 mg/mL e o sistema foi centrifugado a 5.000 rpm por 30 minutos, a fim de eliminar
o residuos de titanio provenientes da haste do sonicador.

A formulacéo final apresentou pH préximo de 8,5, o qual foi ajustado com acido
fosférico 1 mM até o pH 7,0-7,3.

A formulacéo foi levada para capela de fluxo laminar apds a limpeza do local
com alcool 70%, filtrada em membrana RS 0,22 um e envasada em frasco de vidro

estéril. Este procedimento garantiu a esterilidade da ME.
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O protocolo experimental proposto neste estudo incluiu 5 animais tratados com
microemulsdo contendo doxorrubicina (n=5, 30 nfy/por infusdo continua lenta
durante 30 minutos, taxa de infuséo de 1 Mihim, em 04 ciclos, com intervalo de 21
dias. Vinte minutos antes da administracdo do quimioterapico, foi administrado o anti-
histaminico difenidramina (1mg/Kg) com o objetivo de prevenir reacdo anafilatica
decorrente da grande sensibilidade causada pela DOX (DALECK et al., 2009)

Todos o0s exames de hemograma, bioquimicos e urinalise foram feitos no
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria- Hospital Veterinario “Governador Laudo

Natel’- Hospital Veterinario da FCAV — Jaboticabal- SP, UNESP.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experiéncia clinica da administracdo da microemulsdo contendo
doxorrubicina

A anafilaxia é uma reacdo de hipersensibilidade aguda que pode ser fatal devido
a liberacédo de mediadores como a histamina.

No presente estudo, todos os animais 5 animais (100%) selecionados para a
administracdo da DOX-ME apresentaram reac¢do anafildtica minutos apds o inicio da
infusdo continua, o que levou a interrupcdo da administracdo aos 10 minutos de infuséo.

Durante a infusdo observou-se o quadro de hipersensibilidade, por meio dos
sintomas: urticaria, eritema, edema, nausea, diarréia e vomito. As Figuras 2, 3, 4
ilustram o quadro de anafilaxia durante administracdo da ME.

Em seguida, administrou-se cortisona e anti-histaminico, a fim de reduzir o
quadro de anafilaxia.

ApoOs estes sintomas a ME passou por adequacdes em sua composi¢cdo, como a
substituicdo de Emulgfhpor Tween 20. Segundo a literatura o Eum(iginde ser
responsavel por reacdes de anafilaxia (LORENZ et al., 1982; FRUIJTIER-P"OLLOTH,
2005). Em um segundo momento, desenvolveu-se uma ME sem oleato de sodio, uma
vez que esse componente poderia ter um potencial toxico para administracdo
endovenosa. O tamanho de goticulas adequadas e PDI foram mensurados por Light
Scattering em todas as formulacdes desenvolvidas, a fim de garantir a seguranca.

Apos as modificacdes propostas para a ME, foram selecionados animais higidos

para administracdo das formulacbes vazias (ndo contendo doxorubicina, apenas a
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microemulséo base). Em todas as administracdes, os diferentes animais apresentaram
reacOes anafilaticas minutos apés o inicio da infuséo.

Desta forma constatou-se que o sistema microemulsionado proposto ndo é
biocompativel com este modelo animal, mesmo ap0s as adapta¢cfes sugeridas, o que
inviabilizou a avaliagdo do perfil farmacocinético da DOX a partir da administracéo da

ME no presente estudo.

Figura 1: Animal apresentando edema e eritema periocular e reacao urticariforme por

todo o corpo (visivel na regido cervical).

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 2: Animal apresentando edema na regiao da orelha e ocular.

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 3: Animal apresentando urticaria.
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V. CONCLUSOES

. O uso clinico da ME-DOX proposta néo foi possivel em decorréncia da
bioincompatibilidade com o modelo animal estudado, tendo como consequéncia reacoes

alérgicas, observadas em todos os caes que a receberam.
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Anexo 1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: ASPECTOS TOXICO-FARMACOLOGICOS DA
DOXORRUBICINA CONTIDA EM MICROEMULSAO EM CAES PORTADORES DE
TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL

Pesquisadora: Doutoranda Juliana Uruguay Corréa Vidigal Assumpc¢ao — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Araraquara — SP.

Orientadora: Profa. Dra. Rosangela Goncgalves Peccinini- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas-UNESP, Araraquara.

Pesquisadora: Mestranda Rafaela Bortolotti Viéra — Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinaria — UNESP — Jaboticabal — SP.

Orientador: Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi.

Responsavel clinicd’rofa. Dra. Mirela Tinucci Costa/ Unesp — Jaboticabal — SP.

ObservactesProjeto Integrado da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica de Araraquara,
UNESP e da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP.

Objetivo da pesquisa:Esta pesquisa tem como objetivo avaliar se a nova formulacao
de doxorrubicina tera o mesmo efeito antitumoral da doxorrubicina ja utilizada na terapéutica
sem causar efeitos danosos sobre o coracao.

Este produto foi estudado em camundongos e ratos de laboratdrio e mostrou, nesses

modelos animais, ter eficacia antitumoral sem o aparecimento de danos ao coragao.

Justificativa: O dano sobre o coracdo € o principal efeito toxico da doxorrubicina, o
que restringe seu uso no tratamento de tumores. Com o objetivo de minimizar este efeito, foi
desenvolvida na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP uma nova formulagéo
contendo doxorrubicina.

O presente estudo pretende avaliar a eficicia antitumoral do novo produto em casos de
Tumor Venéreo Transmissivel de cé@es assim como verificar se ha ocorréncia de efeitos toxicos
sobre o coracdo, o que frequentemente ocorre com a formulacdo atualmente utilizada na

terapéutica apds uso ciclico do produto.

Procedimento: Os pacientes serdo divididos em 2 grupos (cada grupo com 10 animais):
um grupo recebera doxorrubicina na forma comercial ja disponivel no mercado e 0 segundo

recebera a nova formulacdo de doxorrubicina. Os animais receberdo as formulacfes por infusdo
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continua lenta durante 30 minutos, com intervalo de 21 dias para cada aplicacdo. Durante todo o
periodo de tratamento do TVT serdo realizadas coletas de sangue anteriormente a administragéo
do farmaco e 10 dias ap0s cada sessao, repetindo o mesmo procedimento durante as 4 sessoes.
Serédo obtidos os valores dos exames bioquimicos relacionados a funcao renal, funcéo hepética e
a cardiotoxicidade, além do hemograma completo.

Nesse periodo os animais serdo mantidos no Hospital Veterinario-Unesp Jaboticabal

para observacéo e receberdo alimento de boa qualidade, sob os cuidados da equipe do projeto.

Transtornos ou riscos aos animaisA doxorrubicina € um quimioterapico amplamente
utilizado na clinica humana e veterinaria, podendo atuar ndo somente nas células tumorais como
nas ceélulas saudaveis, dessa forma mesmo com a nova formulacdo os animais poderdo
apresentar os efeitos toxicos principalmente sobre o coragdo, assim como diminuicdo das

células vermelhas e brancas do sangue.

Beneficio: ao participar desta pesquisa 0s animais receberdo tratamento com
quimioterdpico para a diminuicdo do tumor, sem custos para o proprietario, insencdo dos custos
de diagnédsticos e exames antes e apds a administragcdo dos compostos. Estes animais serdo
mantidos em observag¢do durante todo o periodo de tratamento, monitorado pela equipe
veterinaria sob a supervisdo da Profa. Dra Mirela Tinucci Costa. Esperamos que este estudo
traga informacdes importantes sobre o comportamento do farmaco no organismo e sobre 0s
efeitos téxicos relacionados ao produto. Os pesquisadores se comprometerdo a divulgar os
resultados obtidos ao proprietéario do animal incluido no estudo assim como se comprometem a

manter sigilo sobre a identidade dos proprietérios.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Declaro que em ...... /.....12013 concordei voluntariamente com a participagcdo de meu
(o7 [0 J , RGHV n®............ , No projeto de pesquisa acima referido. Fui

devidamente informado em detalhes pelo pesquisador responsavel que:

. O estudo implica que meu animal sera submetido a procedimentos, exames
complementares e tratamentos devidamente planejados, cujos eventuais riscos me foram
explicados;

. O animal ficard internado no Hospital Veterindrio durante todo o periodo de

tratamento;
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. O medicamento utilizado - doxorrubicina - podera produzir efeitos toxicos ao
musculo cardiaco e danos graves a medula 6ssea que causardo extensa diminuicdo das células
sanguineas.

. O animal podera apresentar diarréia, vOmito, colite hemorragica, necrose
perivascular, alopecia, nefrotoxicidade e reacfes anafilaticas.

. A nova formulacdo tende a apresentar diminuicdo dos efeitos toxicos em
comparagdo com a formulagdo comercial, entretanto a nova formulacéo estd em fase de teste
clinico, podendo apresentar efeitos toxicos ainda néo relatados. Todavia, se 0 animal vier a
Obito agudamente, sem demonstrar alteracdes clinicas detectaveis, autorizo meu animal a passar
por exame necroscopico.

. Meu animal ndo é obrigado a continuar participando do projeto e ele podera, a
qualqguer momento, ser excluido da pesquisa por minha decisdo, sem que isso impeca-o de
receber o tratamento convencional.

. A pesquisa nao sera feita se houver risco para o0 meu animal. Da mesma forma,
caso algum risco proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, os pesquisadores se
comprometem a me alertar sobre o fato e a suspender de imediato a participagdo do animal

como paciente.

Assim declaro que fui informado (a) sobre todos os procedimentos que meu animal ir&4
receber durante a pesquisa, de forma clara e objetiva e todas as informacfes serdo mantidas em

sigilo.

Declaro que fui informado que posso retirar o(s) animal(is) a qualquer momento do

estudo.

Nome por extenso do proprietario do animal:
Assinatura:
RG:

Nome por extenso do pesquisador responsavel:
Assinatura:
RG:

Nome por extenso do médico veterinério, carimbo ou nome legivel com CRMV
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Assinatura:

RG:

OBERVACOES COMPLEMENTARES:

Telefone dos pesquisadores responsaveis:

Juliana Uruguay C. V. Assumpgéo - (16) 3301-6989 e (16) 9734-2058
Rafaela Bortolotti Viéra - (16) 9394-5176

Jaboticabal, 28 de Junho de 2013.
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Anexo 2- Aprovacao comité de ética

L ETYETE ST o

unesp™ mEmesmnnst L7

CEUA — COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADOD

Carificamnes qua ¢ Proleoola o™ 02517512 do beballo o pesgusa
inffulade “Aspeciog Wilco-fearmacalégive de doxorrubicine contida em

microemulsdo om pios portadores oo Tumor Vendéreo Trapsmessivel™, aob a
redponsabiidads. da Pra® Or' Moela Tipucol Costa esta oo scorda com o

Prirssipios Eficos na Expermeniacio Aninal, adoledo p=ic Colégio Brasileiro da
Expesimariacie (COEEL) & fal aprevado pala COMISSA0 DE ETICA MO USO DE
kIS S (CEUAY em reunida ordinana de 18 da noyembeo ge J72

Jabrdicabai, Of de npwembirnag de- 2012

ML L"lﬂn:'rll... k"- I'-"l,L'i!ﬂ-r-!f-;

Prof. Dir. o Ba Cie Mardi
Coordenador - CEUA
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Anexo 3- Pardmetros farmacocinéticos

Parametros farmacocinéticos da DOX comercial em3@@sg/ni, obtidos ap6s administracéo por infuséo continua, ( n=10 para M1).

Parametros Al1G1 A2G1 A3G1 A4G1 A5G1 A6G1 A7G1 A8G1 9G1 A10G1 Méedia
Kel (min-1) 0,0006 0,0005 0,00013 0,0009 0,0009 0,0009 0,0009 0,0009 0,0009 0,0009 0,00t
Meia vida (h) 19,25 23,1 8,9 12,83 57,75 1155 28,87 15,61 16,5 8,19 30,65
vd (L) 2984,72 6978,36 25837,6 1934,39 2336,67 2581,98 6501,43 5837,5 5837,5 12491,83 733
Vd (L/Kg) 284,26 459,1 1291,89 1291,89 519,26 379,7 928,77 711,89 1277,96 489,87 763,
Cl (L/min/Kg) 0,17 0,3 1,68 0,16 0,1 0,08 0,38 0,527 0,9 0,691 0,5
Cl (mL/min/Kg) 170,56 229,55 1679,44 161,2 103,85 75,94 371,51 526,8 894,57 690,72 490,
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Parimetros farmacocinéticos da DOX comercial em cdies 30 mg/m’, obtidos apés administragdo por infusdo continua, ( n=8 para M3).

Parimetros AlG1 A2G1 A3G1 A4G1 AS5G1 ATGI1 ABGI A9G1 Média
Kel (min-1) 0,0002 0.0006 0.0008 0.0007 0,0033 0,0008 0,0005 0,00243 0,0012
Meia vida (h) 31,75 19.25 14.45 16.04 3.5 14,43 23,1 4,75 19,16
Vd (L) 4097.42 3714.37 4127.66 4900.4 438756 782,02 686998 899395 59030,24
Vd (L/Kg) 388,52 24437 206,28 490,04 438,77 11,72 837.80 562,12 397.45
Cl (L/min/Kg) 0,078 0.15 0.165 0.35 43.88 0.09 0.42 1,36 5,81
Cl (mL/min/Kg) 77.70 146,70 165,11 352,83 0.15 8938 418.9 1365 326,96
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