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RESUMO 

 

KRETZER, Iara Fabricia. Terapia antitumoral combinada de derivados do 
paclitaxel e etoposídeo associados à nanoemulsão lipídica rica em colesterol -  
LDE. 2007. 121p. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 

 

 A LDE é uma nanoemulsão rica em colesterol com composição semelhante às 
lipoproteínas naturais. Devido a sua capacidade de ligação aos receptores da 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) cuja expressão é aumentada em células 
neoplásicas, a LDE pode ser usada como veículo de agentes quimioterápicos 
concentrando os mesmos no tecido tumoral. A base racional da quimioterapia 
combinada é utilizar medicamentos que atuem em diferentes partes dos processos 
metabólicos da célula, aumentando dessa forma a probabilidade de destruição de 
uma maior quantidade de células tumorais. O principal fator limitante do uso 
combinado dos quimioterápicos paclitaxel e etoposídeo é o efeito mielossupressor. 
O direcionamento específico do fármaco às células tumorais promovido pela LDE, 
tornaria possível a terapia antitumoral combinada LDE-oleato de paclitaxel e LDE-
oleato de etoposídeo, sem produzir os efeitos colaterais observados com o uso 
combinado das formulações comerciais. O presente estudo tinha como objetivo 
avaliar os efeitos da terapia antitumoral combinada LDE-oleato de paclitaxel e LDE-
oleato de etoposídeo em comparação com a terapia dos respectivos fármacos 
isoladamente, bem como com a terapia combinada do paclitaxel e etoposídeo 
comerciais. A atividade antitumoral foi determinada em camundongos portadores de 
melanoma após a administração de intraperitoneal de LDE-oleato de paclitaxel 15 
mg/kg e LDE-oleato de etoposídeo 10 mg/kg. Nos grupos dos fármacos comerciais 
injetou-se paclitaxel 3,75 mg/kg e etoposídeo 2,5 mg/Kg, ou paclitaxel 7,5 mg/Kg e 
etoposídeo 5 mg/kg. Os fármacos foram administrados em dois esquemas 
terapêuticos: 11º, 13º, 15º; e 11°, 14°, 19° dias após a inoculação do tumor. Todos 
os grupos apresentaram aumento na taxa de sobrevida em comparação ao grupo 
controle. Por outro lado, nos grupos LDE-fármacos foi observada uma redução dos 
efeitos de mielossupressão, visto que as doses administradas nestes grupos foram 2 
e 4 vezes maiores do que nos demais. Os tratamentos do melanoma nos dois 
protocolos terapêuticos mostraram-se eficazes na redução da massa tumoral, sendo 
seu efeito inibitório acima de 90% nos grupos LDE-fármacos e na combinação dos 
quimioterápicos comerciais de maior dose. O número de metástases foi menor nos 
grupos de combinação LDE-Fármacos. Os resultados mostraram que a terapia 
antitumoral combinada  LDE-oleato de paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo foi 
mais eficaz que as terapias isoladas destes fármacos e que a terapia combinada 
com o paclitaxel e etoposídeo comerciais. 

 
Palavras-Chave: Nanoemulsão. Quimioterapia combinada. Paclitaxel. Etoposídeo. 
Terapia alvo. 
 

 



 

 

ABSTRACT 

 

KRETZER, Iara Fabricia. Antitumor Combined Therapy of paclitaxel and 
etoposide derivatives associated to a cholesterol-rich nanoemulsion – LDE. 
2007. 121p. Dissertation (Masters Degrees). Faculty of Pharmaceutical Sciences, 
University of São Paulo, São Paulo, 2007. 
 
 
LDE is a cholesterol-rich emulsion with similar composition to the natural lipoproteins. 
Due to its ability of binding to the Low Density Lipoprotein (LDL) receptors and 
concentrate in neoplastic cells which present overexpression of these receptors, LDE 
may be used as vehicle to target antineoplastic drugs against cancer cells. Combined 
chemotherapy is a therapeutic strategy against cancer that usually uses drugs that 
act in different parts of cells metabolism, increasing the chances of destruction of the 
cancer cells. In addition, adverse effects can be reduced when combining agents with 
different toxicities at lower doses than the usual in single therapy. The major limiting 
factor in combining the chemotherapeutic agents paclitaxel and etoposide is their 
side effects such as leukopenia, thrombocytopenia and anemia. The ability of LDE to 
carry the drug into the cell may bring a strong possibility of combining LDE- paclitaxel 
oleate and LDE-etoposide oleate without producing the toxic effects observed in the 
combined use of the commercial formulations of these drugs. The current study was 
designed to evaluate the effects of combined antitumoral therapy of LDE- paclitaxel 
oleate and LDE-etoposide oleate in comparison to the combination of commercial 
paclitaxel and etoposide formulations and to the single therapy with the same LDE-
agents. Antitumoral activity was determined in melanoma-bearing mice after injection 
of LDE-paclitaxel oleate 15 mg/kg and LDE-etoposide oleate 10 mg/kg, or 
commercial paclitaxel 3.75 mg/kg and etoposide 2.5 mg/kg, or commercial paclitaxel 
7,5 mg/kg and etoposide 5 mg/kg. Drugs were administered in two protocols: 11º, 
13º, 15º; and 11°, 14°, 19° days after tumor implantation. All groups had an increase 
in the survival rate in comparison to the control group, however LDE combination 
groups showed reduction in the bone marrow toxicity, since the doses used were 2 
and 4 fold greater that in the commercial drugs groups. The tumor growth inhibition 
rate was greater in both LDE-drugs combination groups and in the higher dosage of 
paclitaxel and etoposide combination (over 90% in comparisson to the control). There 
were also great reduction of metastatic nodes in LDE-drugs combination groups in 
comparison to the commercial drugs combination groups. Our results showed that 
the antitumor combined therapy of LDE-paclitaxel oleate and LDE-etoposide oleate  
was more effective than the therapies with LDE-paclitaxel oleate and LDE-etoposide 
oleate alone, and the combined therapy of commercial paclitaxel and etoposide 
formulations. 
 
 

Keywords: Nanoemulsion. Combined chemotherapy. Paclitaxel. Etoposide. Drug 
targeting. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento da quimioterapia nos anos 50 e 60 resultou na 

disponibilidade de estratégias terapêuticas para pacientes com malignidades 

hematológicas e muitos tipos de tumores sólidos avançados. Esses avanços 

confirmaram que a quimioterapia pode realmente curar o câncer e promoveram a 

integração da quimioterapia em estratégias terapêuticas como cirurgias e a 

radioterapia nos estágios iniciais da doença (DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG, 

2005). Porém, o tratamento com monoquimioterapia tem como principal obstáculo o 

desenvolvimento de resistência celular aos fármacos (GOODMAN; GILMAN, 2001; 

ALMEIDA et al., 2005).  

A quimioterapia combinada com agentes citotóxicos convencionais alcança 

resultados importantes, diferente da quimioterapia com um único agente. Além disso, 

proporciona o máximo de morte celular e previne ou diminui o desenvolvimento 

subseqüente de resistência celular aos fármacos (DEVITA; HELLMAN; 

ROSENBERG, 2005). Muitos estudos estão sendo realizados para a obtenção de 

uma maior eficiência da quimioterapia com a combinação de diversos agentes 

antineoplásicos (ALMEIDA et al., 2005). 

A dificuldade da quimioterapia combinada se dá na procura de um índice 

terapêutico favorável, visto que é desejável o uso de doses altas capazes de atingir 

o maior nível de morte celular possível, o que causa efeitos indesejáveis após o 

tratamento. Portanto, o uso clínico desses fármacos exige que seus benefícios 

sejam constantemente confrontados com a toxicidade dos mesmos (ECKHARDT; 

BORDEN, 1993; CHABNER; CALABRESI, 1995; SALMONM, 1998). Neste contexto, 

a terapêutica ideal seria baseada em agentes quimioterápicos que tivessem as 

células neoplásicas como alvos específicos, garantindo o uso de doses e 

combinações eficazes, e agredindo o mínimo possível os tecidos normais.  

A tecnologia moderna forneceu dados sobre eventos moleculares e genéticos 

das células neoplásicas que permitem maiores possibilidades terapêuticas (DEVITA; 

HELLMAN; ROSENBERG, 2005). Todo o conhecimento a respeito do 

comportamento e características das células neoplásicas abre um extenso campo de 

pesquisa para o desenvolvimento de estratégias inovadoras na busca da cura do 

câncer. Neste contexto, muitos estudos foram realizados com a finalidade de 

aumentar a especificidade da quimioterapia às células tumorais, através do uso de 
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diversos tipos de veículos para agentes antineoplásicos: polímeros (KAN et al., 

1990), emulsões lipídicas (MARANHÃO, et al., 1994; LUNDBERG, 1994; 2003; 

RENSEN et al., 2001), anticorpos (JUNGHANS et al., 1996; DUBOWCHIK; 

WALKER, 1999) e lipossomas carregados positivamente (SENGUPTA et al., 1998; 

2000; MAMOT, 2003; FUJIMURA, 2006).  

Dentre os estudos de terapia alvo, vários autores têm trabalhado na 

possibilidade de utilização das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) para dirigir 

fármacos antitumorais às células neoplásicas (GAL et al., 1981; RUDLING et al., 

1983; MASQUELIER et al., 1986; LUNDBERG et al., 1987; SMIDT et al., 1992; 

TOKUI et al., 1995; DUBOWCHIK; WALKER, 1999; RENSEN et al., 2001; CHUNG; 

WASAN, 2004). As pesquisas se basearam em evidências de que as células 

neoplásicas apresentam um aumento no número de receptores de LDL como 

conseqüência da maior demanda de colesterol para a síntese de novas membranas 

(HO et al., 1978).  

Através do princípio que visa a entrada de quimioterápicos nas células 

tumorais via receptores de LDL, Maranhão et al. (1994), ampliaram os estudos nesta 

área, com o uso de outro veículo capaz de exercer esta função: uma nanoemulsão 

lipídica rica em colesterol.  

 

1.1 LIPOPROTEÍNAS E CÂNCER 

 

1.1.1 Lipoproteínas de baixa densidade  

 

A lipoproteína de baixa densidade (LDL), produto final da degradação da 

lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL), é uma nanoemulsão natural que 

transporta a maior parte do colesterol circulante no plasma humano. A fração LDL é 

constituída de partículas esféricas, cuja estrutura básica compõe-se de um núcleo 

apolar de ésteres de colesterol (45-50 % de massa lipídica) e um resíduo de 

triglicerídeos (3-9 %) circundado por uma monocamada de fosfolipídeos (16-25 %) 

que também contém colesterol livre (5-8 %).  

A ligação da LDL aos receptores (rLDL) se faz por meio de domínios 

presentes na apoliproteína B-100 (apo B-100). A apo B-100 se encontra ancorada 

na monocamada de fosfolipídeos e representa aproximadamente 20 % do peso da 

partícula (EISENBERG et al., 1980; CHUNG; WASAN, 2004). 
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O fígado é o principal órgão de remoção plasmática da LDL, sendo 

responsável por 70 % de sua degradação. Entretanto, quase todos os tecidos do 

organismo expressam receptores de LDL (rLDL). Esses receptores encontram-se em 

regiões específicas, depressões da membrana celular denominadas “coated pits”, 

revestidas por proteínas denominadas clatrinas. Após a interação das lipoproteínas 

com os receptores essa região sofre invaginação, formando vesículas endocíticas. O 

envoltório de clatrina dissocia-se e ocorre fusão de várias vesículas formando os 

endossomos. A diminuição do pH nesses endossomos promove o desligamento do 

complexo receptor-LDL com o retorno do receptor à superfície celular. Segue-se a 

fusão de lisossomos com a vesícula, a degradação dos seus componentes e 

liberação de lipídeos no citoplasma. O colesterol da LDL liberado é utilizado em 

diversos processos, principalmente na síntese de membranas (GOLDSTEIN et al., 

1979, CHUNG; WASAN, 2004). 

Em 1978, Ho et al., observaram um aumento na atividade do rLDL nas 

células leucêmicas do sangue periférico de pacientes com leucemia não linfóide 

aguda (LNLA), em relação às células mononucleares de indivíduos sadios. O 

aumento dos receptores nas células neoplásicas é um fenômeno muito intenso, 

podendo atingir de 3 a 100 vezes o número das células normais correspondentes. 

Alguns anos após, Gal et al. (1981) mostraram que algumas linhagens celulares 

neoplásicas (carcinoma epidermóide vaginal, carcinoma epidermóide cervical e 

adenocarcinoma endometrial), expressavam cerca de 15 a 30 vezes mais rLDL do 

que as células de linhagem normal (células fibroblásticas cervicais e células 

epiteliais de glândula endometrial).  

Posteriormente, vários estudos confirmaram o aumento de expressão de rLDL 

em células neoplásicas, entre eles: células de glioma (RUDLING et al, 1983); câncer 

de mama (RUDLING et al., 1986); câncer de bexiga (UEYAMA et al., 1990); 

linhagens de câncer gástrico (TOKUI et al., 1995); melanoma (VERSLUIS et al., 

1996) ; e linhagens celulares de gliobastomas (MALETINSKA et al., 2000). 

O aumento de expressão de rLDL pode ser explicado pelo fato de que células 

neoplásicas apresentam uma rápida proliferação, exigindo uma demanda maior de 

colesterol e fosfolipídeos para a síntese de novas membranas celulares (LENZ et al., 

1997). Para suprir esta demanda, a célula multiplica os receptores para receber a 

LDL que proporciona o aporte desses lipídeos, fato este, que explicaria o aumento 

no número de rLDL e a hipocolesterolemia verificada em algumas neoplasias 
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(BUDD; GINSBERG, 1986; HENRIKSON et al., 1989; DUBOWCHIK; WALKER, 

1999).  

Vários estudos demonstraram as alterações no metabolismo lipídico de 

pacientes com câncer. Entre eles: hipocolesterolemia encontrada em pacientes com 

câncer (BARCLAY et al., 1955; BASES et al., 1965; NYDEGGER et al., 1972); 

relação entre a diminuição nos níveis de colesterol plasmático e a progressão da 

doença (KREGER et al., 1992; PEKKANEN et al., 1994; IRIBARREN et al., 1995); 

normalização dos níveis plasmáticos de colesterol em pacientes com neoplasias 

após tratamento e remissão da doença (NIENDORF et al., 1995; HUNGRIA et al., 

1995; NAKAGAWA et al., 1995; BARONI et al.,1996).  

A possibilidade de se utilizar a LDL como agente direcionador de fármacos 

para as células neoplásicas tem sido explorada desde meados dos anos 80 por 

diversos grupos (RUDLING et al., 1983; LUNDBERG, 1987; SMIDT et al., 1992; 

SAMADI et al., 1993; TOKUI et al., 1995; XIAO et al., 1999). Essa utilização está 

baseada em três hipóteses que envolvem propriedades inerentes da partícula de 

LDL e do seu receptor (SAMADI et al., 1993):  

• A LDL poderia transportar grandes quantidades de fármacos lipofílicos 

com efeitos citotóxicos; 

• A internalização do fármaco na LDL protegeria o mesmo contra o ataque 

de biomoléculas plasmáticas e água; 

• O fármaco incorporado na LDL teria maior concentração nas células 

neoplásicas que apresentam aumento de expressão de rLDL em relação às 

células normais. 

 

Existem vários estudos bem sucedidos da associação de agentes 

antineoplásicos a LDL, entre eles: doxorubicina (KADER et al., 1998, CHU et al., 

2001), derivados lipofílicos N-substituidos da daunorubicina (VERLUIS et al., 1998) 

e derivados lipofilícos da doxorubicina (MASQUELIER et al., 2000).  

Apesar de todas as vantagens advindas do emprego da LDL como agente 

direcionador de fármacos, sua utilização na clínica continua bastante limitada. O 

maior obstáculo para sua aplicação está relacionado com a sua natureza endógena, 

o que incorre na necessidade de isolamento do soro humano (RENSEN et al., 

2001). Na prática, encontra-se dificuldade no isolamento por plasmaferese, além do 
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surgimento de alterações na sua estrutura durante a manipulação para incorporação 

de fármacos (VERSLUIS et al.,1998). Além disso, o uso de um hemoderivado como 

a LDL é acompanhado do risco de transmissão de doenças infecciosas. 

Uma alternativa ao uso da LDL foi proposta inicialmente por alguns autores, 

nestes modelos fazia-se uso de emulsões artificiais com características semelhantes 

à LDL sem o domínio protéico (GINSBURG et al., 1982, HALBERT et al., 1984; 

OWENS et al., 1995; RENSEN et al., 2001). Contudo, o uso destes sistemas se 

restringiu em sua maioria apenas aos estudos das interações lipídicas, uma vez que 

eles não possuíam o domínio da apoliproteína que se liga aos rLDL.  

 

1.1.2 Nanoemulsão lipídica rica em colesterol (LDE) 

 

Maranhão et al. (1993) realizaram estudos simulando o metabolismo da LDL 

através do uso de uma nanoemulsão lipídica rica em colesterol, a LDE. A 

nanoemulsão constituída de aproximadamente 66 % de fosfolipídeos, 33 % de éster 

de colesterol e 1 % de triglicerídeos (HIRATA, 1991), seria utilizada na investigação 

da hipercolesterolemia relacionada à aterosclerose.  

Em trabalho publicado em 1993, Maranhão et al., demonstraram que a LDE 

ligava-se aos rLDL, sendo captada pelas células. Os resultados de testes realizados 

em ratos mostraram que a LDE apresentava resposta metabólica semelhante à da 

LDL natural, sugerindo que estivesse sendo captada pelos mesmos receptores que 

retiram a LDL da circulação.  

Apesar da LDE não ter proteína, ao ser injetada na circulação plasmática, 

entra em contato com as lipoproteínas naturais, e adquire dentre outras, a apo E, 

que pode ser reconhecida pelo receptor da LDL. Neste processo, a apo B-100 

(responsável por ligar a LDL aos receptores celulares), não se liga a LDE. Portanto, 

é a apo E que serve de ponte para a LDE ligar-se ao receptor, sendo assim captada 

pelas células (MARANHÃO et al., 1993).  

Hirata et al. (1999), demonstraram que a LDE tem uma taxa de remoção 

plasmática superior à da LDL em ratos, indicando uma maior afinidade da LDE pelos 

rLDL em relação à própria LDL natural. Este resultado confirma a teoria de que o 

meio ligante ao receptor utilizado pela LDE é a apo E. 
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Estudos in vitro mostraram que a LDL natural compete com LDE pela 

captação celular (MARANHÃO et al.,1997), e que a LDE é captada pelos rLDL 

(MARANHÃO et al., 2002).  

Por ser obtida artificialmente, a LDE se difere da LDL ao não apresentar os 

riscos relacionados com a utilização de hemoderivados. Este fato, associado aos 

elementos disponíveis sobre o comportamento da LDE, fez com que Maranhão et al. 

(1993, 1994) levantassem a hipótese de que a LDE poderia substituir a LDL natural 

como veículo para direcionar quimioterápicos para os tecidos malignos, evitando 

órgãos e tecidos normais. Neste sentido, os quimioterápicos seriam incorporados à 

LDE, a qual seria injetada na circulação, adquirindo a apo E, e então, se ligaria 

preferencialmente aos receptores de LDL das células neoplásicas, os quais estariam 

em número muito maior comparativamente às células normais. Desta forma, a LDE 

aumentaria a eficiência do tratamento quimioterápico ao mesmo tempo em que 

reduziria seus efeitos colaterais. 

Esta hipótese foi primariamente comprovada em estudos que demonstraram 

uma remoção da LDE com velocidade três vezes maior nos pacientes com leucemia 

não linfóide aguda do que em pacientes com leucemia linfóide aguda (com 

expressão normal de rLDL). Também foi demonstrado que, em contrapartida, após 

os pacientes serem tratados com quimioterápicos convencionais e atingirem 

completa remissão da doença, a remoção plasmática da LDE tornava-se mais lenta. 

Mostrou-se, portanto, que as células de LNLA, com receptores em número muito 

maior, provocaram remoção acelerada da nanoemulsão. Neste trabalho ficou 

comprovado que cerca de 70 % da LDE injetada foi captada pelas células 

leucêmicas dos pacientes portadores de LNLA (MARANHÃO et al., 1994).  

A captação e concentração da LDE em tumores sólidos foram comprovadas 

em estudos realizados em pacientes com câncer de ovário e mama, que mostraram 

o aumento da concentração de LDE nos tecidos neoplásicos. Em câncer de ovário, 

por exemplo, a captação da LDE foi dez vezes maior do que no tecido normal (ADES 

et al., 2001), enquanto que em carcinoma de mama, a captação tumoral foi 4,5 

vezes maior do que a do tecido mamário normal (GRAZIANI et al., 2002).  

A LDE foi utilizada como veículo para os quimioterápicos carmustina, 

paclitaxel, e etoposídeo. Quando incorporada à LDE, a carmustina apresentou 

diminuição dos seus efeitos tóxicos (MARANHÃO et al., 2002). Com o paclitaxel, a 
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associação apresentou-se estável, a atividade citotóxica do fármaco foi preservada e 

a toxicidade em camundongos foi menor (RODRIGUES et al., 2002).  

Com exceção da carmustina, os quimioterápicos foram modificados 

quimicamente a fim de se tornarem mais lipofílicos para melhorar a associação com 

a LDE. O paclitaxel foi transformado no derivado oleato, e de fato, a associação 

LDE-oleato de paclitaxel se apresentou mais estável que a anterior, sem reduzir a 

ação citotóxica do fármaco. Além disso, a toxicidade animal foi em torno de doze 

vezes inferior à do fármaco comercial e em ensaios de regressão tumoral a 

preparação foi novamente superior à formulação comercial (RODRIGUES et al., 

2005). Dias et al. (2007) demonstraram que em pacientes com tumores 

ginecológicos (ovário, endométrio e cérvice uterina), a captação da LDE-oleato de 

paclitaxel pelos tecidos tumorais foi 3,5 vezes maior do que nos respectivos tecidos 

normais. 

Nos estudos envolvendo o etoposídeo, o aumento da taxa de associação a 

LDE também foi obtido pelo aumento da lipofilicidade da molécula, sem reduzir a sua 

ação citotóxica (VALDUGA et al., 2003). Ensaios em camundongos mostraram que 

além da redução dos efeitos tóxicos, a preparação LDE-oleato de etoposídeo teve 

maior efeito antitumoral quando comparado ao etoposídeo comercial (LO PRETE, 

2006). Em ensaios clínicos com pacientes com câncer de ovário, a captação do 

fármaco pelo tecido tumoral foi quatro vezes superior ao tecido ovariano contralateral 

normal (AZEVEDO et al., 2005). Pacientes com linfoma submetidos ao tratamento 

com LDE-oleato de etoposídeo não mostraram toxicidade considerável e, além 

disso, a doença permaneceu estável durante o tratamento (PINHEIRO et al., 2006). 

 

1.2 QUIMIOTERAPIA E CÂNCER 

 

1.2.1 Paclitaxel 

 

Paclitaxel é o fármaco precursor da classe de agentes estabilizantes de 

microtúbulos, os taxanos. (ROWINSKY et al., 1990). O fármaco foi extraído no início 

dos anos 60 a partir do extrato da casca do teixo do Pacífico, chamado Taxus 

brevifolia. Sua forma pura somente foi obtida em 1969 e a estrutura foi descrita pela 

primeira vez em 1971 (WANI et al.,1971).  



 

 

19

O paclitaxel tem atividade antineoplásica em carcinoma epitelial de ovário, 

câncer de mama, colo uterino, cabeça, células não-pequenas de pulmão e sarcoma 

de Kaposi associados com AIDS. Também foi avaliada sua eficácia em várias 

neoplasias epiteliais e hematológicas (ROWINSKY et al., 1990; HOSSFELD et al., 

1993; USP-DI, 2004b).  

O mecanismo de ação do paclitaxel foi divulgado em 1984 por Manfredi et al. 

Diferentemente de outros agentes que agem nos microtúbulos, tais como os 

alcalóides da vinca, o paclitaxel promove a polimerização da tubulina. Os 

microtúbulos são essenciais para a manutenção da forma celular, sendo um dos 

componentes do fuso mitótico e do transporte de organelas dentro das células. A 

ligação do paclitaxel aos microtúbulos estimula a polimerização da tubulina, fato este 

que estabiliza os microtúbulos. Dessa forma, o ciclo celular acaba sendo bloqueado 

na sua última fase (G2) e na mitose, impedindo a divisão celular e proliferação das 

células neoplásicas (HORWITZ, 1992; HORWITZ et al., 1993; HOSSFELD et al., 

1993; ROWINSKY; DONEHOWER, 1995; KALECHMAN et al., 2000).  

O mecanismo preciso pelo qual o paclitaxel é transportado para dentro das 

células é desconhecido. Supõe-se que devido à sua natureza hidrofóbica, o 

paclitaxel possa entrar na célula por difusão passiva (MANFREDI et al., 1984; 

RODRIGUES, 2004).  

Um dos maiores problemas associados com a formulação do paclitaxel é a 

toxicidade do seu veículo Cremophor EL®, cujos efeitos colaterais incluem reações 

de hipersensibilidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade. O veículo também tem 

influência na função do endotélio e músculos, causando vasodilatação, dificuldade 

respiratória, letargia e hipotensão (WEISS et al., 1990; ROWINSKY et al., 1990; 

LIEBMANN et al., 1993). No intuito de amenizar os efeitos adversos e reduzir a 

incidência de reações de hipersensibilidade medidas profiláticas são adotadas 

durante o tratamento com o paclitaxel, como o uso de anti-histamínicos e 

corticosteróides durante a infusão (HOSSFELD et al., 1993; SHARMA et al.,1995). 

Outros efeitos característicos incluem leucopenia e trombocitopenia, sendo que a 

neutropenia raramente dura mais de sete dias (USP-DI, 2004b). 
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1.2.2 Etoposídeo  

 

O etoposídeo é um fármaco da classe das podofilotoxinas, largamente 

utilizado no tratamento do câncer. É utilizado no tratamento de câncer de células 

pequenas e não pequenas de pulmão, tumores de células germinativas, linfomas de 

Hodgkin e não Hodgkin, leucemia não linfóide aguda, câncer de ovário, mama e 

gástrico (HOSSFELD et al., 1993; GOODMAN; GILMAN, 2001; GORDALIZA et 

al.,2004; USP-DI, 2004a).  

O mecanismo de ação exato do etoposídeo é desconhecido. Este agente é 

inibidor da topoisomerase II, uma DNA-girase cuja atividade é bem maior nas células 

em proliferação. Durante a replicação da hélice do DNA nas células de mamíferos, 

ocorre um giro reversível em torno do filamento de replicação para impedir que a 

molécula de DNA se enovele irreversívelmente no decorrer da segregação mitótica 

(HANG; DALE; RITTER, 1997).  

O fármaco parece agir no estágio pré-mitótico do ciclo celular, inibindo a 

síntese de DNA. Pode ser considerado um agente de fase específica, com máximo 

efeito nas fases S tardia (síntese de DNA) e G2 (intervalo pré-mitótico) da divisão 

celular. O etoposídeo causa quebras nas fitas duplas e simples do DNA, produz 

“cross-links” (ligações cruzadas de proteínas) e aberrações cromossomais. A quebra 

da fita de DNA devido à formação de um complexo ternário com a enzima 

topoisomerase-II, é provavelmente o efeito inicial das seqüências biossintéticas e 

cinéticas que levam à citotoxicidade. A enzima permanece ligada à extremidade livre 

do filamento quebrado de DNA, levando à propagação das quebras deste, e 

conseqüente morte celular (GOODMAN; GILMAN, 2001; USP-DI, 2004a). 

Pacientes fazendo uso do etoposídeo têm efeitos colaterais como  náusea e 

vômito. Os efeitos tardios são alopécia e mielossupressão. A leucometria tende a 

retornar à normalidade aproximadamente vinte dias após a administração do 

fármaco (HOSSFELD et al., 1993; USP-DI, 2004a).  

 

1.2.3 Quimioterapia combinada  

 

Clinicamente a quimioterapia combinada começou a ser empregada nos anos 

60 no tratamento da leucemia linfóide aguda. Desde então, estudos como o de 

Corbett et al. (1979) descrevem que sistemas de tumores de animais foram muito 



 

 

21

utilizados em ensaios de combinações para fornecer bases mais fortes de quais 

agentes, regime de doses e seqüência de tratamento deveriam ser utilizados. As 

vantagens marcantes do uso de modelo de tumores animais para esses propósitos 

são: tempo relativamente curto para estudo de tumor animal, e habilidade de se 

controlar todos os aspectos de cada ensaio. 

Dois fármacos citotóxicos, administrados em combinação, podem exercer 

seus efeitos independentemente ou interagir de forma farmacológica e bioquímica. 

Os dois fármacos podem causar dano celular nos mesmos alvos. Se isto é feito de 

modo que se aumente a citotoxicidade comparando-se ao uso dos agentes 

isoladamente, pode ocorrer sinergismo terapêutico. Por outro lado, também pode 

ocorrer o aumento da toxicidade nas células normais do hospedeiro, sem que ocorra 

aumento no efeito terapêutico (WITTES; GOLDIN, 1986). Quando a ação de um 

fármaco interfere no metabolismo do outro, ou ambos os fármacos atuam na mesma 

via metabólica ou função celular, efeitos de sinergismo são esperados. Nestes 

casos, é recomendada a realização de ensaios pré-clínicos desta combinação 

(DEGEORGE et al., 1998). 

A escolha de um esquema terapêutico pode aumentar ou diminuir a atividade 

antitumoral de agentes antineoplásicos. Até mesmo a seqüência de administração 

dos fármacos pode alterar a resposta à terapêutica (WITTES; GOLDIN, 1986; 

DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG, 2005). Portanto, a completa avaliação de uma 

combinação particular de dois fármacos é um procedimento trabalhoso que requer a 

determinação sistemática dos efeitos da alteração dos esquemas terapêuticos e 

variação na intensidade de doses, na eficácia da terapia. 

De um modo geral a combinação de fármacos provou ser mais efetiva do que 

a monoterapia no tratamento do câncer, tanto nos casos de tumores metastizados, 

como nos casos de pacientes em risco de recidiva pós-cirurgia (CHABNER; 

THOMAS, 2005). Isto porque a quimioterapia combinada permite o alcance de 

resultados importantes que não são possíveis com o tratamento com um único 

agente (DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG, 2005): 

• Promoção de uma máxima morte celular, com uma margem de toxicidade 

tolerada pelo indivíduo para cada fármaco, desde que a dose não seja 

comprometida; 

• Promoção de uma margem maior de cobertura às linhagens de células 

resistentes em uma população de tumor heterogêneo, e 
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• prevenção ou retardamento do desenvolvimento de novas linhagens 

resistentes. 

 

Diversos estudos avaliaram as respostas terapêuticas de combinações que 

incluem os agentes paclitaxel e etoposídeo. No caso do câncer de células pequenas 

de pulmão, um estudo de fase II mostrou que o paclitaxel pode ser administrado em 

doses completas (175 mg/m2) junto de um regime terapêutico 

carboplatina/etoposide, mantendo uma toxicidade tolerável (RECK et al., 2003). 

Apesar deste tipo de câncer ser responsivo à quimioterapia, a média de sobrevida 

dos pacientes permaneceu em 8 a 10 meses. Nestes casos, a terapia combinada de 

diversos agentes antineoplásicos com o etoposídeo possui um efeito de sinergismo 

e ao mesmo tempo podem ser bem toleradas. Porém, estratégias terapêuticas que 

envolvem a combinação de agentes quimioterápicos ditos eficazes para este tumor, 

não apresentaram repostas promissoras em longo prazo (KURUP; HANNA, 2004).  

A combinação do quimioterápico paclitaxel com agentes citotóxicos 

complementares também tem sido investigada para o tratamento do câncer de 

células não pequenas de pulmão (LOKICH et al., 1998). Neste caso, o Cancer 

Center de Boston (USA) realizou um ensaio clínico combinando três fármacos: 

paclitaxel, cisplatina e etoposide. O estudo mostrou que a toxicidade foi o fator 

limitante para a escolha das doses e intervalos de administração, sendo que regimes 

diferentes apresentaram diferentes respostas terapêuticas. 

Outros exemplos do uso de quimioterapia combinada com estes agentes é o 

estudo em tumores de células germinativas combinando os agentes paclitaxel, 

isofosfamida, carboplatina e etoposídeo (MOTZER et al., 2000; KONDAGUNTA et 

al., 2007), e a indicação do paclitaxel, etoposídeo e carboplatina para o tratamento 

de primeira linha de carcinomas de sítio primário desconhecido (USP-DI, 2004b). 

Apesar do crescente uso dos quimioterápicos paclitaxel e etoposídeo 

combinados, o efeito mielossupressor que ambos os fármacos apresentam  é um 

fator limitante para esta modalidade terapêutica. Neste contexto, o direcionamento 

específico dos fármacos às células tumorais promovido pela nanoemulsão lipídica 

rica em colesterol (LDE), tornaria possível a terapia antitumoral combinada LDE-

oleato de paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Trabalhos anteriores realizados com a associação da LDE com agentes 

quimioterápicos demonstraram que a LDE é um veículo promissor para o 

direcionamento de fármacos de ação antineoplásica, porque, além de aumentar a 

concentração do fármaco nos tecidos neoplásicos, reduz grandemente a toxicidade 

dos mesmos. 

A quimioterapia combinada é uma estratégia terapêutica que visa utilizar 

medicamentos que atuam em diferentes partes dos processos metabólicos da 

célula, aumentando dessa forma, a probabilidade de destruição de uma maior 

quantidade de células cancerosas. 

O principal fator limitante do uso combinado dos agentes quimioterápicos 

paclitaxel e etoposídeo é o efeito mielossupressor que ambos os fármacos 

apresentam. Porém, o direcionamento específico dos fármacos às células tumorais 

promovido pela LDE, tornaria possível a terapia antitumoral combinada LDE-oleato 

de paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo, sem produzir os graves efeitos colaterais 

observados com o uso combinado das formulações comerciais. 
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3 OBJETIVOS 

 

� Determinar a eficácia da terapia antitumoral combinada LDE-oleato de 

paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo em comparação à terapia combinada do 

paclitaxel e etoposídeo comercial; 

� Comparar a eficácia da terapia antitumoral combinada LDE-oleato de paclitaxel 

e LDE-oleato de etoposídeo com a monoterapia dos mesmos agentes associados 

à LDE; 

� Verificar os efeitos hematológicos da administração combinada de LDE-oleato 

de paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo em comparação à terapia combinada do 

paclitaxel e etoposídeo comercial. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

Os lipídeos trioleína, oleato de colesterol e colesterol utilizados na produção 

das emulsões, foram adquiridos da Nu-Check Prep. (Elysian, EUA). A fosfatidilcolina 

foi obtida da Lipid Products (Surrey, Inglaterra).  

O paclitaxel foi adquirido da Calbiochem (Calbiochem-Novabiochem 

corporation, La Jolla, EUA), dimetilsulfóxido, e óleo de castor polietoxilado 

(Cremophor® EL) e demais solventes orgânicos foram adquiridos da Sigma 

Chemical Company (St. Louis, MO, EUA).  

O Oncosídeo® (etoposídeo em sua formulação comercial) e seu veículo foram 

doados pela Indústria Farmacêutica Quiral Química do Brasil (Juiz de Fora, MG, 

Brasil).  

 Para a realização deste trabalho foram utilizados 140 camundongos 

isogênicos C57BL/6J fêmeas, com peso mínimo 20 g e de aproximadamente dois 

meses de idade.  

 Para os estudos de eficácia antitumoral foi utilizado um modelo de tumor 

murino, melanoma B16F10. Os camundongos foram cedidos pelo Laboratório de 

Bioquímica e Biofísica da Divisão de Desenvolvimento Científico, do Instituto 

Butantan (São Paulo, Brasil). Durante o período de experimentação, os animais 

foram mantidos no biotério da Divisão de Desenvolvimento Científico, com ciclo de 

luz claro/escuro de 12 horas, temperatura constante de 20 ºC, água filtrada e 

esterilizada, e ração "ad libidum". 

   

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparo da LDE 

 

A LDE foi preparada segundo a técnica descrita por Maranhão et al. (1993). A 

mesma foi preparada a partir da mistura de 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de 

oleato de colesterol, 1 mg de trioleína, e 0,5 mg de colesterol livre, dissolvidos em 

clorofórmio-etanol (2:1 v/v). A mistura foi seca sob fluxo de nitrogênio e mantida em 

dessecador a vácuo, por 16 h, a 4°C, para a remoção total dos solventes residuais. 
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Ao final desse período foram adicionados 10 mL de tampão TRIS-HCl 0,01 M, pH 

8,0 à mistura. A suspensão foi emulsificada por irradiação ultrassônica durante 3 h, 

sob atmosfera de nitrogênio, com temperatura variando entre 51 e 55 °C (na qual os 

componentes estão em estado de transição cristal-liquído), controlada por 

termômetro digital inserido diretamente no frasco. A irradiação ultrassônica foi 

realizada com uma potência de 125 watts, em modo contínuo de operação por um 

disruptor de células Branson, modelo B 450 (Arruda Ultrassom, São Paulo, SP, 

Brasil), equipado com ponta de titânio de 1 cm de diâmetro. 

A emulsão foi ultracentrifugada (Ultracentrífuga Sorvall, Wilmington, EUA) por 

30 min, a 35.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante (1,0 mL), contendo partículas que 

flotam em densidade 1,006 g/mL, foi retirado e descartado. O volume restante teve 

sua densidade ajustada para 1,210 g/mL pela adição de brometo de potássio e foi 

novamente submetido à ultracentrifugação a 35.000 rpm, durante 2 h, a 4 °C. Do 

sobrenadante foram removidos 2,0 mL contendo a fração de partículas de tamanho 

e composição desejados. A nanoemulsão foi dialisada utilizando-se 4,0 L de tampão 

TRIS-HCl 0,01 M, pH 8,0, estéril e saco de diálise Spectrapor 6 (Spectrum Medical 

Ind., Los Angeles, EUA), por 16 h, a 4°C, para a total remoção do brometo de 

potássio. Após esse período, a nanoemulsão foi esterilizada por filtração em filtros 

com poros de 0,22 µm de diâmetro (Millipore, São Paulo, SP).  

Todo o procedimento de preparo das nanoemulsões foi realizado em câmara 

de fluxo laminar vertical, para evitar contaminação por microorganismos. 

 

4.2.2 Associação do oleato de etoposídeo à LDE  

 

O oleato de etoposídeo, sintetizado conforme método descrito por Valduga et 

al. (2003), foi associado à LDE numa razão 5:1, em massa de lipídeos:fármaco. O 

etoposídeo foi dissolvido em etanol (10 % do volume final) e misturado com a LDE. A 

associação do fármaco foi realizada por irradiação ultrassônica, com potência de 125 

Watts, por 40 min a 55 ºC em banho de água/gelo. A fração do fármaco que não se 

associou à LDE foi separada por centrifugação a 3.700 rpm por 30 min. Apenas o 

etoposídeo associado à LDE foi utilizado no experimento. As preparações foram 

esterilizadas em filtro Millipore 0,22 µm e realizadas no mesmo dia do experimento. 
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4.2.3 Associação de oleato de paclitaxel à LDE  

 

O oleato de paclitaxel sintetizado conforme método descrito por Rodrigues et 

al. (2005), foi associado à LDE numa razão 5:1 em massa de lipídeos:fármaco. O 

paclitaxel foi dissolvido em etanol (10 % do volume final) e a LDE adicionada à 

solução. A associação foi realizada por sonicação por 40 min com temperatura 

variando entre 50 e 55 ºC em banho de água/gelo. As preparações foram realizadas 

no mesmo dia dos respectivos experimentos e esterilizadas em filtro Millipore 0,22 

µm. 

 

4.2.4 Ensaios preliminares e determinação dos grupos de trabalho 

 

Trabalhos prévios publicados pelo laboratório mostram uma maior eficácia na 

terapia antitumoral com LDE-oleato de etoposídeo (LDE-olet) em relação ao 

etoposídeo comercial (Et). Também foi demonstrado que a dose de 10 mg/kg do 

oleato de etoposídeo associado à LDE foi suficiente para a melhora no índice 

terapêutico do fármaco, em protocolo de administração nos dias 1, 3 e 5 (LO PRETE 

et al., 2007). Da mesma forma, em modelo de melanoma murino a LDE-oleato de 

paclitaxel (LDE-olptx) mostrou ser mais eficaz que o paclitaxel comercial (Ptx) na 

dose de 15 mg/kg administrada nos dias 1, 4 e 9 (RODRIGUES et al., 2005). 

Baseado nestes resultados preconizou-se para os testes de eficácia 

antitumoral com quimioterapia combinada, o uso das doses de 15 mg/kg para os 

derivados de taxanos e 10 mg/kg para os derivados da podofilotoxina em dois 

esquemas terapêuticos: administração dos quimioterápicos nos dias 1, 3 e 5; e 

administração dos quimioterápicos nos dias 1, 4 e 9. 

Devido à intensificação dos efeitos colaterais causados pelo uso combinado 

de agentes quimioterápicos com reações adversas similares, realizou-se um teste 

preliminar em camundongos para observação dos efeitos da administração de 

paclitaxel e etoposídeo comercial nas doses de 15 e 10mg/kg, respectivamente. Os 

fármacos foram injetados intraperitonealmente com intervalo de duas horas entre a 

aplicação do paclitaxel e do etoposídeo.  

As doses utilizadas levaram a um drástico efeito de toxicidade, com a morte 

de 100 % dos animais em até seis dias, inviabilizando o experimento. Portanto, 
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optou-se por trabalhar com doses inferiores para as formulações comerciais de 

paclitaxel e etoposídeo (1/4 da dose utilizada com os fármacos associados à LDE).  

O efeito da quimioterapia combinada na neutropenia de animais foi avaliado 

em quatro grupos distintos: 

 

� LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (1o/3o/5o);  

� LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (1o/4o/9o);  

� Ptx 3,75/et 2,5 (1o/3o/5o);  

� Ptx 3,75/et 2,5 (1o/4o/9o). 

 

Com a observação da sobrevivência de todos os animais neste ensaio e visto 

que a redução das doses de quimioterápicos é considerada fator importante no 

fracasso da quimioterapia combinada, optou-se também por utilizar esquemas 

terapêuticos com dose maior de paclitaxel e etoposídeo comerciais nos ensaios com 

animais portadores de tumor (Ptx 7,5/et 5). 

Todos os grupos foram comparados com grupos de animais portadores de 

tumor tratados isoladamente com: 

� LDE-oleato etoposídeo 10 mg/Kg (11o/13o/15o), conforme Lo Prete (2005); 

� LDE-oleato paclitaxel 15mg/Kg (11o/14o/19o), conforme Rodrigues (2004); 

� Nanoemulsão lipídica rica em colesterol (LDE);  

� Solução de cloreto de sódio 0,9% (controle). 

 

 A figura 1 mostra uma representação esquemática dos ensaios realizados 

para determinação dos grupos e esquemas terapêuticos que foram empregados 

para avaliação da eficácia da quimioterapia combinada no modelo de melanoma 

murino abordado neste trabalho. 
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Avaliação: sobrevida, redução tumoral, caquexia, disseminação tumoral, e efeitos hematológicos. 

  Coleta Sangue dias 12, 14, 16, 27 e  33    Coleta Sangue dias 12, 15, 20, 27 e  33 

Tratamento dias 11, 13 e 15 
 

Tratamento dias 11, 14 e 19 
 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 ptx 7,5/et 5ptx 3,75/et 2,5 ptx 7,5/et 5 ptx 3,75/et 2,5 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 

11 dias

Definição dos grupos de trabalho: 
 

� Administração dias 1, 3 e 5 = LDE-olptx 15/LDE-olet 10, ptx 7,5/et 5 e ptx 3,75/et 2,5 
� Administração dias 1, 4 e 9 = LDE-olptx 15/LDE-olet 10, ptx 7,5/et 5 e ptx 3,75/et 2,5 

 

Novo grupo = � dose:  
ptx 7,5 + et 5 
 (dias 1, 3 e 5) 

Novo grupo = � dose:  
ptx 7,5 + et 5 
(dias 1, 4 e 9) 

���� 

Coleta Sangue dias 2, 4 e 6 Coleta Sangue dias 2, 5 e 10 

LDE-olptx 15 + 
LDE-olet 10  

(dias 1, 3 e 5) 

ptx 3,75 +  
et 2,5  

(dias 1, 3 e 5) 

LDE-olptx 15 + 
LDE-olet 10 

(dias 1, 4 e 9) 

ptx 3,75 +  
et 2,5 

(dias 1, 4 e 9) 

           ��→�                    ��→� 
� para 1/4 dose:   
ptx 3,75 + et 2,5 

ptx 15 + et 10 (dias 1, 4 e 9) ptx 15 + et 10 (dias 1, 3 e 5) 

Figura 1. Representação dos ensaios preliminares e determinação dos grupos de trabalho: = 
Camundongos C57BL/6J,  = Administração de quimioterapia (doses em mg/kg), �= Elevada 
toxicidade, �= morte, ptx = paclitaxel, et = etoposide, LDE-olptx = LDE-oleato paclitaxel, LDE-
olet = LDE -oleato etoposídeo,  = Coleta de sangue,  = leucometria, ���� = Animais vivos, 
 = implante de células de melanoma B16F10, = camundongos portadores de tumor.  
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4.2.5 Implante de células de melanoma B16F10 em Camundongos da 

Linhagem C57BL/6 

 
Aproximadamente 100 µL contendo 5x104 células de melanoma B16F10 

viáveis, em solução de fosfato tamponada, foram injetados subcutaneamente na 

região dorsal, previamente depilada, de camundongos fêmeas C57BL/6J, em 

condições estéreis. 

A contagem de células viáveis foi realizada em câmara de Neubauer 

utilizando-se o corante azul de trypan, o qual cora o núcleo celular das células 

inviáveis.  

 Após o implante do tumor, os animais foram observados a cada 72 h e o 

crescimento tumoral acompanhado até atingir diâmetro médio de 0,5 cm3, sem a 

presença de ulcerações ou necroses. Entre o 10º e 14º dias após a inoculação, os 

tumores foram visualizados macroscopicamente. 

 

4.2.6 Avaliação do efeito antitumoral 

 

O efeito antitumoral da combinação LDE-oleato de etoposídeo e LDE-oleato 

de paclitaxel foi avaliado de acordo com o protocolo estabelecido pelo National 

Cancer Institute (PLOWMAN et al., 1997).  

Após desenvolvimento do tumor com visualização macroscópica, foram 

injetadas intraperitonealmente soluções de LDE-oleato de paclitaxel 15 mg/kg e 

LDE-oleato de etoposídeo 10 mg/kg sempre duas horas após a injeção do primeiro 

fármaco. Da mesma forma, nos grupos dos fármacos comerciais foram injetadas 

soluções de paclitaxel 3,75 mg/kg e etoposídeo 2,5mg/kg, e soluções de paclitaxel 

7,5mg/kg e etoposídeo 5mg/kg. Os grupos controles receberam pela mesma via de 

administração e no mesmo esquema, soluções de cloreto de sódio 0,9 %. As 

administrações dos fármacos se deram em dois esquemas terapêuticos: 11º, 13º e 

15º dias; e 11°, 14° e 19° dias, após o implante das células tumorais. 

Os parâmetros tumorais analisados foram: peso corpóreo e a massa tumoral, 

avaliados três vezes por semana até o 35° dia após o início do experimento. As 

medições foram feitas de forma longitudinal e transversal do tumor, com auxílio de 

um paquímetro. Observações diárias da taxa de sobrevida dos animais foram 

realizadas até o 60º dia de experimentação.  
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A massa do tumor foi estimada a partir do seu diâmetro, sendo calculada de 

acordo com a expressão (GERAN et al., 1972):  

 

                Comprimento (mm) X [largura (mm)] 2 

Massa Tumoral (mg) =     

      2 

 

A taxa de redução da massa tumoral foi calculada a partir da média da 

massa tumoral dos grupos tratados em relação à média do grupo controle, de acordo 

com padrões do National Cancer Institute (NCI) descritos por Plowman et al. (1997). 

  

4.2.7 Avaliação do efeito do tumor melanoma B16F10 sobre o peso  

 

O peso corpóreo e a massa tumoral dos camundongos foram acompanhados 

a partir do início do tratamento (11o dia após o implante do tumor). Estes parâmetros 

foram avaliados três vezes por semana até o 35° dia após o início do experimento.  

Do peso corpóreo total foi subtraído o valor da massa tumoral, distinguindo-se 

portanto o peso real do animal. Esta variação no peso dos animais foi analisada em 

duas datas distintas pós-tratamento dos animais (20o e 31o dias após início do 

experimento). 

O percentual de redução do peso real dos animais dos diferentes grupos foi 

estimado através da relação entre o peso real (nos 20o e 31o dias após início do 

experimento) e peso corpóreo total na data do início do tratamento dos animais (11o 

dia).  

 

4.2.8 Avaliação do efeito da terapia antitumoral combinada sobre o 

desenvolvimento de metástases 

 

Após o 60º dia de experimentação, os animais sobreviventes foram 

sacrificados por deslocamento cervical e em seguida realizou-se necropsia, análise 

de tumores dorsais, identificação de lesões internas macroscópicas, documentação 

de medidas e fotos. Os animais que morreram ao longo do experimento foram 

imediatamente separados conforme seu grupo de tratamento e congelados. 

Posteriormente foram selecionados de forma aleatória para necropsia. 
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O percentual de animais de cada grupo com metástases e a multiplicidade 

dos nódulos metastáticos, foram determinados na necropsia. 

 

4.2.9 Avaliação dos efeitos hematológicos 

 

4.2.9.1 Avaliação dos efeitos hematológicos da quimioterapia combinada 

 

Camundongos receberam injeções de LDE-oleato de paclitaxel 15 mg/kg e 

LDE-oleato de etoposídeo 10 mg/kg 2 h após a injeção do primeiro, ou soluções de 

paclitaxel 3,75 mg/kg e etoposídeo 2,5 mg/kg também 2 h após a injeção do 

primeiro. O grupo controle recebeu pela mesma via de administração e no mesmo 

esquema, soluções de cloreto de sódio 0,9 %. As administrações dos fármacos se 

deram em dois esquemas terapêuticos: 1º, 3º e 5º dias; e 1°, 4° e 9° dias de 

experimento. 

Um dia após administração da quimioterapia, amostras de sangue periférico 

foram colhidas do plexo venoso retrorbital de animais, com o auxílio de um 

microcapilar Helmington heparinizado.  

Foi realizada a contagem do número de leucócitos (nº céls/mL) em câmara de 

Malassez. O sangue total foi diluído em solução de Turk (1/20) para a contagem das 

células. 

 A partir do sangue total foram confeccionados esfregaços sanguíneos 

corados com corante panótico para análise do diferencial de células. 

 

4.2.9.2 Avaliação dos efeitos hematológicos em animais portadores de melanoma  

 

Um dia após administração da quimioterapia em animais portadores de tumor 

(item 4.2.6), amostras de sangue periférico foram colhidas do plexo venoso 

retrorbital com o auxílio de um microcapilar Helmington heparinizado.  

Foram realizadas contagens do número de leucócitos (nº céls/mL) e do 

número hemácias (nº céls/mL) em câmara de Malassez. O sangue total foi diluído 

em solução de Turk (1/20) para a contagem de leucócitos e em solução de NaCl 0,9 

% (1/1000) para a contagem de hemácias. As plaquetas (nº céls/mm³) foram 

contadas em câmara de Neubauer, a partir do sangue total diluído (1/100) em 
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solução de oxalato de amônio 1 %. Foi analisada também a contagem diferencial de 

células em esfregaço sanguíneo corado com corante panótico. 

Após o fim do tratamento os parâmetros hematológicos também foram 

avaliados no 27o e 33o dias após o início do experimento, para o acompanhamento 

do perfil hematológico dos camundongos pós-quimioterapia. 

 

4.2.10 Análise estatística 

 

Para a análise dos dados dos experimentos utilizamos a análise de variância 

(ANOVA) seguida do teste de comparação múltipla de Tukey-Kramer. A 

probabilidade de sobrevida foi analisada com curvas de sobrevivência de Kaplan-

Meir. Para as análises foram utilizados os programas Graphpad Prism 4.0 e 

Graphpad Instat 3.01. Os níveis críticos para significância foram de p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EFEITO DA TERAPIA ANTITUMORAL COMBINADA NA TAXA SOBREVIDA  

 

5.1.1 Efeito da terapia combinada paclitaxel e etoposídeo comerciais na 

sobrevida de camundongos  

 

A figura 2 mostra o efeito drástico de toxicidade causado pelo uso 

combinado dos quimioterápicos paclitaxel e etoposídeo comerciais. Houve morte de 

100 % dos animais em até seis dias do início do experimento.  

 
 
 
 
 

Figura 2. Probabilidade de sobrevida de animais em resposta ao tratamento com paclitaxel e 
etoposídeo: (�) Ptx 15/et 10 (1o/3o/5o); (�) Ptx 15/et 10 (1o/4o/9o); e (	) Controle. 

 

 

Os animais foram pesados no dia seguinte à injeção dos fármacos. Os 

animais do grupo Ptx 15/et 10 (1o/3o/5o), perderam 4 % do seu peso corpóreo inicial, 

após a administração da primeira dose de quimioterapia, e 20 % após a segunda 

dose (p<0,001). Apenas 25 % dos animais sobreviveram para receber a terceira 

dose de quimioterápicos, mas morreram no mesmo dia da administração.  No caso 

do grupo Ptx 15/et 10 (1o/4o/9o), os animais perderam 10 % do seu peso inicial já na 
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primeira dose de quimioterapia (p<0,05), e todos morreram antes mesmo da 

administração da terceira dose dos quiomioterápicos.  

 

5.1.2 Efeito da terapia antitumoral combinada na sobrevida dos animais 

portadores de melanoma B16F10 

 

A probabilidade de sobrevida foi avalidada no período de 60 dias. As figuras 3 

e 4 representam probabilidade de sobrevida dos camundongos tratados com 

quimioterapia combinada nos dias 11, 13 e 15 e 11, 14 e 19, respectivamente. Os 

animais dos grupos tratados com quimioterapia apresentaram aumento na 

probabilidade de sobrevida quando comparados ao grupo controle e ao grupo que 

recebeu apenas a LDE. Neste caso, 100% dos animais morreram em 23 dias de 

experimento. 

 

 

 
 
Figura 3. Probabilidade de sobrevida de animais portadores de melanoma B16F10 tratados com 
quimioterapia combinada nos dias 11º, 13º e 15º após a inoculação do tumor. 
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Figura 4. Probabilidade de sobrevida de animais portadores de melanoma B16F10 tratados com 
quimioterapia combinada nos dias 11º, 14º e 19º após a inoculação do tumor. 
 
 

As figuras 3 e 4 também mostram que no 60o dia, o grupo LDE-olptx 15/LDE-

olet 10 (11o/14o/19o), teve um aumento de 6 % probabilidade de sobrevida em 

relação ao LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o). Da mesma forma, os grupos 

tratados com formulações comerciais Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o), e Ptx 7,5/et 5 

(11o/14o/19o), apresentaram um aumento na taxa de sobrevida de 4 % e 22 % em 

relação aos grupos Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o), e Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o), 

respectivamente. 

Nas tabelas 1 e 2 são mostradas as taxas de mortalidade dos animais 

tratados (com quimioterapia combinada ou não), no 35º dia de experimento (dia em 

que a porcentagem de mortalidade dos camundongos do grupo controle atingiu 100 

%).  
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Tabela 1. Taxa de mortalidade de camundongos portadores de melanoma B16F10 

tratados com regimes terapêuticos de agentes únicos e quimioterapia combinada 

nos dias 11o, 13o e 15o. 

 

 

 
% Mortalidade  

 

 
Regime terapêutico 
 

 35°°°° dia 

Controle 100
 

LDE 100 

Etoposídeo 10 mg/kg 801 

LDE-olet 10 mg/kg 671 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 47 

Ptx 3,75/et 2,5 36 

Ptx 7,5/et 5 12 � � • 

      Notas: 1 = Lo Prete, 2005. 
   = Controle vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,05) 

� = Ptx 7,5/et 5 vs Etoposídeo e Controle (p< 0,001) 
� = Ptx 7,5/et 5 vs LDE (p< 0,01) 
• = Ptx 7,5/et 5 vs LDE-Olet (p< 0,05) 
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Tabela 2. Taxa de mortalidade de camundongos portadores de melanoma B16F10 

tratados com regimes terapêuticos de agentes únicos e quimioterapia combinada 

nos dias 11o, 14o e 19o. 

 

 

 
% Mortalidade  

 

 
Regime terapêutico 
 

 35°°°° dia 

Controle 100
 

LDE 100 

Paclitaxel 15 mg/kg 381 

LDE-olptx 15 mg/kg 751 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 47 

Ptx 3,75/et 2,5 56 

Ptx 7,5/et 5 19* � 

      Notas:  1 = Rodrigues, 2004. 
      = Controle vs Paclitaxel (p< 0,05) 

∗ = Ptx 7,5/et 5  vs Controle (p< 0,001) 
   � = Ptx 7,5/et 5  vs LDE (p< 0,01) 

 

De acordo com Lo Prete et al. (2007), animais tratados apenas com 

etoposídeo comercial 10 mg/kg apresentaram uma taxa de 80 % de morte, e a 

associação LDE-oleato de etoposídeo 10 mg/kg apresentou 67 %  de morte no 

mesmo período (Tabela 1).  

A tabela 2 mostra uma taxa de 38 % e 75 % de morte para os grupos LDE-

oleato de paclitaxel 15 mg/kg e paclitaxel comercial 15 mg/kg, respectivamente.  

 

 



 

 

39

5.2 AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA ANTITUMORAL 
 

5.2.1 Efeito da terapia antitumoral combinada sobre o crescimento do tumor 

de melanoma B16F10 

 

A figura 5 representa o efeito dos tratamentos (administrados nos dias 11, 13 

e 15), na evolução do crescimento do tumor de melanoma. As curvas de 

crescimento do tumor indicam não haver uma diferença entre os grupos de 

tratamento quimioterápico (p>0,05), porém quando comparados ao controle, e ao 

grupo tratado apenas com LDE a diferença é enorme (p<0,001). 

 
 

 
 
Figura 5. Crescimento da massa de tumoral em camundongos tratados com quimioterapia 
combinada nos dias 11º, 13º e 15º após o implante do tumor: (
) LDE-olptx 15/LDE-olet 10; (�) Ptx 
7,5/et 5; (�) Ptx 3,75/et 2,5; (	)  Controle; e (�) LDE. � = após esta data, morte dos animais tratados 
com LDE; ��� = Controle vs LDE (p<0,001);  = Grupos tratados com quimioterapia vs LDE (p< 
0,001); ∗∗∗ = Grupos tratados com quimioterapia vs Controle (p< 0,001). Resultados expressos em 
média ± erro padrão. 
 

 

Os tumores do grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 apresentaram comportamento 

muito semelhante aos do grupo Ptx 7,5/et 5, e ambos cresceram menos do que no 

grupo Ptx 3,75/et 2,5.  

Também não houve diferença no efeito do crescimento dos tumores entre os 

tratamentos combinados administrados nos dias 11, 14 e 19, representados na 

0

5

10

15

20

25

11º 14º 18º 22º 27º 31º

Tempo (dias)

M
as

sa
 T

u
m

o
ra

l (
g

)

∗∗∗ 

��� 

 

��� 



 

 

40

figura 6. Nota-se que o comportamento dos grupos deste protocolo se assemelhou 

muito com os grupos apresentados na figura 5. 

 
 
 
 

 
 
Figura 6. Crescimento da massa de tumoral em camundongos tratados com quimioterapia 
combinada nos dias 11º, 14º e 19º após o implante do tumor: (
) LDE-olptx 15/LDE-olet 10; (�) Ptx 
7,5/et 5; (�) Ptx 3,75/et 2,5; (	)  Controle; e (�) LDE. � = após esta data, morte dos animais tratados 
com LDE; ��� = Controle vs LDE (p<0,001);  = Grupos tratados com quimioterapia vs LDE (p< 
0,001); ∗∗∗ = Grupos tratados com quimioterapia vs Controle (p< 0,001). Resultados expressos em 
média ± erro padrão. 
 

 

Fotos que representam a evolução da massa tumoral dos dias 16, 24, e 31 

após a inoculação do tumor, são mostradas nas figuras 7 e 8. Nestas figuras 

destacam-se os tumores em processo de remissão nos grupos LDE-olptx 15/LDE-

olet 10 e também no grupo Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o). 
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Figura 7. Representação da evolução da massa tumoral nos dias subseqüentes à inoculação das 
células B16F10: A, B e C = LDE-olptx 15/LDE-olet 10; D, E e F = Ptx 3,75/et 2,5; G, H e I = Ptx 7,5/et 
5; J, L e M = Controle. Administração nos dias 11o, 13o e 15o após a inoculação do tumor. MT = 
Média da massa tumoral. �Área de necrose - tumor em processo de remissão.  

 

16o dia   MT = 0,48g      24o dia   MT = 2,17g       31o dia   MT = 1,23g     

                      A                              B                     C

  16o  dia    MT = 2,22g     24o dia   MT = 11,82g    31o dia   MT = 17,50g       

                    J                         L                       M 
 

 16o dia   MT = 0,24g     24o dia   MT = 1,62g       31o dia    MT = 6,59g          
 

16o dia   MT = 0,34g    24o dia    MT = 1,73g        31o dia     MT = 1,37g             

                 G                      H                               I

                  D                        E                         F
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Figura 8. Representação da evolução da massa tumoral nos dias subseqüentes à inoculação das 
células B16F10: A, B e C = LDE-olptx 15/LDE-olet 10; D, E e F = Ptx 3,75/et 2,5; G, H e I = Ptx 7,5/et 
5; J, L e M = Controle. Administração nos dias 11o, 14o e 19o após a inoculação do tumor. MT = 
Média da massa tumoral. �Área de necrose - tumor em processo de remissão.  

 

 

16o dia   MT = 0,22g    24o dia     MT = 0,41g      31o dia     MT = 1,32g 

                  G                         H                             I 
 

16o dia   MT = 0,67g    24o dia   MT = 2,98g      31o dia    MT = 3,63g 

               D                            E                            F 
 

 16o dia   MT = 0,29g         24o dia    MT = 0,47g     31o dia   MT = 1,32g     

                       A                            B                        C 

16o dia   MT = 2,22g    24o dia     MT = 11,82g   31o dia  MT = 17,50g    

                        J                          L                       M 
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5.2.2 Percentual de redução da massa tumoral 

 

As figuras 9 e 10 mostram com clareza a eficácia antitumoral da quimioterapia 

combinada em todos os grupos, com altos índices de redução da massa tumoral. Os 

resultados revelam que tanto o grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o), quanto 

o grupo Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o) foram mais eficazes em reduzir o tumor do que o 

grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o), com 93 %, 92 % e 62 % de redução 

respectivamente (p<0,05) (Figura 9). 

 

 
 

 
 
Figura 9. Redução da massa tumoral em camundongos tratados com quimioterapia combinada nos 
dias 11º, 13º e 15º após a inoculação do tumor: (
) LDE-olptx 15/LDE-olet 10; (�) Ptx 7,5/et 5; (�) 
Ptx 3,75/et 2,5. °°°° = Ptx 3,75/et 2,5 vs Demais tratamentos (p< 0,05). Resultados expressos em média 
± erro padrão. 

 

 No caso dos grupos de tratamento representados na figura 10, não houve 

diferença entre eles (p>0,05) e as percentagens de redução da massa tumoral foram 

de 92 % para os grupos LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/14o/19o) e Ptx 7,5/et 5 

(11o/14o/19o), e 79 % para o grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o). 
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Figura 10. Redução da massa tumoral em camundongos tratados com quimioterapia combinada nos 
dias 11º, 14º e 19º após a inoculação do tumor: (
) LDE-olptx 15/LDE-olet 10; (�) Ptx 7,5/et 5; (�) 
Ptx 3,75/et 2,5. Resultados expressos em média ± erro padrão. 
 

 

Não houve diferença na redução da massa tumoral entre os grupos dos 

protocolos de tratamento nos dias 11, 13 e 15 e 11, 14 e 19 (p>0,05). 

 O grupo de animais tratados apenas com LDE não apresentou regressão 

tumoral. Ao contrário, em todas as datas analisadas o grupo apresentou elevada 

taxa de crescimento da massa tumoral chegando a 81% no 20o dia. 

Nas tabelas 3 e 4 estão representados parâmetros associados à atividade 

antitumoral dos diferentes regimes terapêuticos (combinados ou não) no 25º dia de 

experimento. A partir da média da massa tumoral dos camundongos foi possível 

determinar o índice de retardamento do crescimento do tumor. A tabela 3 mostra que 

este índice foi semelhante para os grupos de terapia combinada, diferenciando-se 

somente nos grupos tratados com etoposídeo comercial 10 mg/kg isoladamente e 

com LDE (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). Na tabela 4, observa-se que só 

existe diferença entre os tratamentos com paclitaxel comercial 15 mg/kg 

isoladamente e novamente com a LDE (p<0,05 e p<0,001 respectivamente).  
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Tabela 3. Redução da massa do tumor B16F10 em grupos de camundongos 

tratados com quimioterapia combinada ou isolada, nos dias 11o,13o e 15o, após o 

implante do tumor. 

 

 

 
% TGI 

 
T-C 

Regime terapêutico 
25° dia (dias) 

Controle - - 

LDE *** 1 -28  01 

Etoposídeo 10 mg/kg • 248 42 

LDE-olet 10 mg/kg 
287 102 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 82 8 

Ptx 3,75/et 2,5 86 10 

Ptx 7,5/et 5 85 6 
  Notas:    1 = Rodrigues, 2004. 
  2 = Lo Prete, 2005. 

∗∗∗ = LDE vs Demais grupos (p< 0,001) 
• = Etoposídeo vs Ptx 7,5/et 5, LDE-olet e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,05) 

 
  % TGI = 100 - [(Média da massa tumoral dos animais tratados / Média da massa tumoral do 
controle)   x 100] 
  T - C = Índice de retardamento da progressão do tumor (tempo médio estimado para um grupo 
tratado (T) e o controle (C) alcançarem uma determinada massa tumoral (> 750 mg). 
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Tabela 4. Redução da massa do tumor B16F10 em grupos de camundongos 

tratados com quimioterapia combinada  nos dias 11o,14o e 19o, após o implante do 

tumor. 

 

 

 
% TGI 

 
T-C 

 
Regime terapêutico 
 

 25° dia (dias) 

Controle - - 

LDE *** 1 -28  01 

Paclitaxel 15 mg/kg 
  158  41 

LDE-olptx 15 mg/kg 167 71 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 96 6 

Ptx 3,75/et 2,5 75 6 

Ptx 7,5/et 5 96 8 

Notas:       1 = Rodrigues, 2004. 
  ∗∗∗ = LDE vs Demais grupos (p< 0,001) 

 = Paclitaxel vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e Ptx 7,5/et 5 (p< 0,05) 

   % TGI = 100 - [(Média da massa tumoral dos animais tratados / Média da massa tumoral do 
controle)  x 100] 
   T - C = Índice de retardamento da progressão do tumor (tempo médio estimado para um grupo 
tratado (T) e o controle (C) alcançarem uma determinada massa tumoral (> 750 mg). 
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5.2.3 Efeito do crescimento do tumor de melanoma B16F10 sobre o peso  

 

O peso corpóreo e a massa tumoral dos camundongos foram acompanhados 

a partir da data de início do tratamento do tumor implantando (11o dia).  

Do peso corpóreo total foi subtraído o valor da massa tumoral distinguindo-se 

portanto, o peso real do animal. Esta variação no peso dos animais foi demonstrada 

em duas datas distintas pós-tratamento dos animais, no 20o e 31o dias após início do 

experimento. 

As figuras 11 e 12 mostram em porcentagem, as variações de peso dos 

animais tratados com quimioterapia combinada no 20o dia de experimento. 

 
 
 

 
 
Figura 11. Variação de peso no 20o dia após a inoculação do tumor em animais tratados nos dias 
11o, 13o e 15o: (�) Peso total e (�) Peso real (Peso total - massa tumoral). � = após esta data, morte 
dos animais tratados com LDE; ��� = Controle vs LDE (p<0,001);  = Grupos tratados com 
quimioterapia vs LDE (p< 0,001); ∗∗∗ = Grupos tratados com quimioterapia vs Controle (p< 0,001). 
Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
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Figura 12. Variação de peso no 20o dia após a inoculação do tumor em animais tratados nos dias 
11o, 14o e 19o: (�) Peso total e (����) Peso real (Peso total - massa tumoral). � = após esta data, morte 
dos animais tratados com LDE; ��� = Controle vs LDE (p<0,001);  = Grupos tratados com 
quimioterapia vs LDE p< (0,001); ∗∗∗ = Grupos tratados com quimioterapia vs Controle (p< 0,001). 
Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
 

 

Nesta data destacou-se o grupo tratado  exclusivamente com a LDE, onde 

aproximadamente 45 % do peso corpóreo dos animais referia-se à massa tumoral, 

refletindo o estado avançado da doença. O grupo controle apresentou menor 

variação de peso, sendo que aproximadamente 26 % do seu peso total foi 

relacionado à massa  de tumor.  

Dentre os grupos de quimioterapia combinada, a variação de peso ficou entre 

2,5 e 5,5 % (p<0,05). Quando comparados aos grupos controle e LDE, todos os 

tratamentos tiveram uma variação de peso muito inferior (p<0,001) e refletem 

redução na massa tumoral.  

Os gráficos das figuras 13 e 14 mostram a variação de peso dos animais 

tratados com quimioterapia combinada no 31o dia de experimento. Nesta data a 

massa tumoral do grupo controle foi responsável por 54 % do peso total dos animais, 

o que ilustra a progressão do tumor em relação ao 20o dia com uma diferença de 28 

% entre as duas medidas. 
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Figura 13. Variação de peso no 31o dia após a inoculação do tumor em animais tratados nos dias 
11o, 13o e 15o: (�) Peso total e (�) Peso real (Peso total - massa tumoral). ∗∗∗ = Grupos tratados com 
quimioterapia vs Controle (p< 0,001); •• = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olptx 15/ LDE-olet e Ptx 7,5/et 5 (p<0,01). 
Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
 
 
 
 

 
 
Figura 14. Variação de peso no 31o dia após a inoculação do tumor em animais tratados nos dias 
11o, 14o e 19o: (�) Peso total e (����) Peso real (Peso total - massa tumoral); (�) Peso total e (����) Peso 
final (Peso total - massa tumoral). ∗∗∗ = Grupos tratados com quimioterapia vs Controle (p< 0,001). 
Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
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Os grupos tratados com a combinação LDE-fármacos e a combinação de 

paclitaxel e etoposídeo nas maiores doses apresentaram aproximadamente 5 % de 

variação no peso. Já em ambos os grupos tratados com a combinação paclitaxel e 

etoposídeo em doses menores Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o), Ptx 3,75/et 2,5 

(11o/14o/19o), houve redução no peso real dos animais. Cerca de 26 % e 15 % do 

peso total dos animais era relativo à massa tumoral, respectivamente.  

Os dados da tabela 5 mostram o percentual de redução do peso real dos 

animais dos diferentes grupos, estimado através da relação entre o peso real (nos 

20o e 31o dias após início do experimento) e peso corpóreo total na data do início do 

tratamento dos animais (11o dia). Não há diferença entre os grupos tratados 

(p>0,05), mas fica evidente a redução no peso dos animais não tratados com 

quimioterapia (p<0,001). 

 

 

Tabela 5. Percentual de redução do peso em animais portadores de tumor B16F10. 

 

1 Redução de peso (%) 
 
Regime terapêutico 
 

 
20°°°° dia 31°°°° dia 

Controle 17 36 

LDE 30 - 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) 8 5,5 

Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o) 3,7 12,2 

Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o) - 1 1,4 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/14o/19o) 10 2,2 

Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o) 1,3 8,4 

Ptx 7,5/et 5 (11o/14o/19o) 6,1 0,1 
  1 = Percentual de redução do peso real (peso corpóreo total - massa tumoral) em relação ao peso 

corpóreo total na data do início do tratamento dos animais (11o dia).  



 

 

51

5.2.4 Efeito da terapia antitumoral combinada sobre o desenvolvimento de 

metástases  

 

Nas figuras 15 e 16 destaca-se o percentual de camundongos com nódulos 

metastáticos de todos os grupos. Os grupos Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o), Ptx 3,75/et 

2,5 (11o/14o/19o) e Ptx 7,5/et 5 (11o/14o/19o) apresentaram respectivamente 82, 80 e 

70 % de animais com presença de metástase. Todos os animais do grupo controle 

apresentaram nódulos metastáticos. 

 

 
 

 
 
 
Figura 15. Percentual de animais com nódulos metastáticos, tratados no 11o, 13o e 15o dia após o 
implante do tumor: (����) Animais com metástase. (����) Animais sem metástase. • = LDE-olptx 15/LDE-
olet 10 vs Controle (p< 0,05). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
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Figura 16. Percentual de animais com nódulos metastáticos, tratados no 11o, 14o e 19o dia após o 
implante do tumor: (����) Animais com metástase. (����) Animais sem metástase. Resultados expressos 
em média ± erro padrão. 
 

 

Na figura 15 destacou-se o  grupo  LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) 

com número de animais com metástases menor do que nos demais grupos.   

As figuras 17 e 18 ilustram o número de nódulos encontrados nos animais. 

Ficou evidente que a multiplicidade de sítios metastáticos foi menor nos grupos de 

tratamento com agentes antineoplásicos associados à LDE, especialmente nos 

grupos LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) e LDE-olptx 15/LDE-olet 10 

(11o/14o/19o). Os resultados dos dois grupos foram semelhantes ao encontrado para 

o tratamento exclusivo com LDE-oleato de etoposídeo.  

Todos os tratamentos combinando quimioterápicos nas formulações 

comerciais também apresentaram redução do número de nódulos metastáticos em 

relação ao controle. Porém, a diferença de doses entre estes grupos, bem como a 

diferença de intervalo nas administrações dos quimioterápicos não resultou em  

redução no número de nódulos encontrados. 
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Figura 17. Número de nódulos metastáticos em animais tratados no 11o, 13o e 15o dia após o 
implante do tumor. ∗∗∗ = LDE-olptx 15/LDE-olet vs Controle (p< 0,001). ∗∗ = Ptx 3,75/et 2,5; Ptx 7,5/et 
5 e LDE-ol et vs Controle (p< 0,01). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
 

 

 

 

 
Figura 18. Número de nódulos metastáticos em animais tratados no dia 11o, 14o e 19o dia após o 
implante do tumor. ∗∗∗ = LDE-olptx 15/LDE-olet vs Controle (p< 0,001); ∗∗ = Ptx 7,5/et 5 vs Controle 
(p< 0,01); ∗ = Ptx 3,75/et 2,5 e LDE-olptx vs Controle (p< 0,05). Resultados expressos em média ± 
erro padrão. 
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A sequência de figuras 19 a 22 ilustram as necropsias de todos os grupos 

estudados. Alguns animais do grupo controle, apresentaram tumor muito avançado 

como representado na figura 19 (F), onde fica visível  a grande disseminação e a 

agressividade do câncer. Todos os animais deste grupo apresentaram nódulos 

metastáticos e mestástases ganglionares (Figura 19A) e, em 66 % deles, também 

foram encontrados nódulos em gânglios paraórticos (Figura 19C). Em 67 % foram 

encontrados nódulos pulmonares (Figura 19D), e em apenas 17 % dos animais 

encontrou-se nódulos de metástases retroabdominais (Figura 19B), no peritôneo 

(Figura 19B) ou no mesentério. A figura 19 (E) mostra em detalhe a vascularização 

próxima a um nódulo ganglionar. 

 A figura 20 ilustra a necropsia de animais dos grupos tratados com 

combinação de fármacos associados à LDE. A vascularização foi discreta na maioria 

dos animais do grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o), que teve 30 % dos 

seus animais metastizados com nódulos ganglionares (Figura 20 A e B). Apenas em 

10 % dos animais foram encontrados nódulos no pulmão.  No caso do grupo LDE-

olptx 15/LDE-olet 10 (11o/14o/19o), 50 % dos animais apresentaram metástases 

ganglionares e somente 10 % do grupo apresentou também nódulos no pulmão. Na 

figura 20 (C e D) fica evidente que a vascularização deste grupo é reduzida. 

 Na figura 21 observa-se o intenso processo de vascularização em ambos os 

grupos tratados com paclitaxel 7,5 mg/kg e etoposídeo 5 mg/kg. No caso do grupo 

Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o), 44 % dos animais apresentaram nódulos hepáticos (Figura 

21C);  37 % nódulos ganglionares; 15 % nódulos no mesentério e 7,4 % no baço e 

pulmão. No grupo Ptx 7,5/et 5 (11o/14o/19o), 40 % dos animais apresentaram 

nódulos ganglionares, 30 % hepáticos (Figura 21F), e 10 % dos animais possuiam 

nódulos subcutâneos, próximos à derme, mesentério ou pulmão. 

 A figura 22 mostra fotos das necropsias dos grupos Ptx 3,75/et 2,5 

(11o/13o/15o), Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o), LDE e LDE-oleato de paclitaxel e LDE-

oleato de etoposídeo isoladamente (LDE-olptx e LDE-olet). Do grupo Ptx 3,75/et 

2,5 (11o/13o/15o), 50 % dos animais apresentaram nódulos ganglionares, 30 % 

pulmonares, 20 % hepáticos (Figura 22D) e 10 % intestinais ou retroperitoneais. 

No grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o) foram observadas metástases em 80 % dos 

camundongos (Figura 16). Dos animais deste grupo, 60 % apresentaram nódulos 

ganglionares, 30 % pulmonares (Figura 22C) e 20 % hepáticos. 
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 O gráfico da figura 15 mostrou que 60 % dos animais tratados unicamente 

com LDE-oleato de etoposídeo apresentaram sítios de metástases, sendo que 20 % 

dos animais aprentaram nódulos ganglionares e 40 % metástases no estômago 

(Figura 22B).  

No tratamento exclusivo com LDE-oleato de paclitaxel, 40 % dos 

camundongos metastizaram (Figura 16), todos com metástase ganglionar e 20 % 

também com nódulos no pulmão ou estômago. A vascularização observada neste 

grupo esta representada na figura 22 (E e F). 

 Finalmente, o grupo onde se administrou apenas a LDE apresentou 67 % dos 

animais metastizados, sendo que 33 % deles apresentaram nódulos ganglionares e 

hepáticos (Figura 22A), e outros 33 % nódulos ganglionares e pulmonares. 
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Figura 19. Animais portadores de melanoma do grupo controle: A) Região dorsal sem vascularização 
e gânglios metastáticos (�). B) Abertura do abdômen com metástases retroabdominal (�) e 
peritoneal (�). C) Nódulos metastáticos em gânglios paraórticos próximos ao hilo renal (�). D) 
Pulmão com nódulo metastático (�). E) Nota-se vascularização (�) e gânglio metastático (�). F) 
Animal com tumor altamente disseminado em estágio avançado. 
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Figura 20. Animais portadores de melanoma tratados com LDE-olptx 15/LDE-olet 10: A e B.  
LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) = Região dorsal (A) e ventral (B) com vascularização 
(�) e gânglio normal (�). C e D. LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/14o/19o) = Região dorsal pouco 
vascularizada (C) com o tumor (�) e metástase ganglionar (�); região ventral (D) sem 
vascularização e com gânglio metastático (�). 
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Figura 21. Animais portadores de melanoma tratados com Ptx 7,5/et 5: A, B e C. Ptx 7,5/et 5 
(11o/13o/15o) = Região dorsal (A) e ventral (B) com intensa vascularização (�), tumor  dorsal em 
estágio avançado (�), e região abdominal (F) com metástase hepática (�). D, E e F. Ptx 7,5/et 5 
(11o/14o/19o) =  Região dorsal (D) e ventral (E) com intensa vascularização (�); e região abdominal 
(F) com metástase hepática (�). 
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Figura 22. Animais portadores de melanoma: A) grupo tratado apenas com LDE, com metástases em 
gânglios paraórticos superior e inferior próximos ao hilo renal (�). B) Metástase no estômago do 
grupo LDE-olet (�). C) Metástase pulmonar do grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o).  D) Metástase 
hepática  do grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o). E) Região dorsal do grupo LDE-olptx com 
vascularização (�). F) Região ventral do grupo LDE-olptx com vascularização (�) e gânglio 
metastático (�). 
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5.3 EFEITOS HEMATOLÓGICOS DA QUIMIOTERAPIA COMBINADA  
 

5.3.1 Número de leucócitos  

 

Um dia após administração da quimioterapia, amostras de sangue periférico 

foram colhidas do plexo venoso retrorbital dos camundongos. 

As figuras 23 e 24 mostram o efeito de redução do número de leucócitos 

destes tratamentos, destacando a porcentagem de queda dos mesmos em relação 

aos animais que não receberam os agentes antineoplásicos.  

 

 

 

 
 
 
Figura 23. Contagem de leucócitos em animais tratados nos dias 1, 3 e 5:  (�) Ptx 3,75/et 2,5; (�) 
LDE-olptx 15/LDE-olet 10;   (�)  VR.  ∗∗∗ = VR vs Grupos tratados (p< 0,001);  = LDE-olptx 
15/LDE-olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,01); e  = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5   (p< 
0,05). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

57%
�� 63%

��

50%
�

67%

86%
80%

*********

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

2º 4º 6º
Tempo (dias)

L
eu

có
ci

to
s 

( 
x 

10
6  c

él
s/

m
l)

   G1L  G1C¼  VR    G1L  G1C¼  VR                 2o                                 4 o                                6 o  
Tempo (dias) 

57%
�� 63%

��

50%
�

67%

86%
80%

*********

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

2º 4º 6º
Tempo (dias)

L
eu

có
ci

to
s 

( 
x 

10
6  c

él
s/

m
l)



 

 

61

 

 

Figura 24. Contagem de leucócitos em animais tratados nos dias 1, 4 e 9:  (�)  Ptx 3,75/et 2,5; (�) 
LDE-olptx 15/LDE-olet 10; (�) VR. ∗∗∗ = VR vs Grupos tratados (p< 0,001);  = LDE-olptx 15/LDE-
olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001);  = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,01); e  = 
LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,05). Resultados expressos em média ± desvio 
padrão. 
 

 

Os resultados demonstram aumento da leucopenia dos grupos tratados nos 

dias 1, 3 e 5, do início do tratamento, em relação aos grupos tratados nos dias 1, 4 e 

9, cujo intervalo entre as administrações de quimioterapia foi maior. O momento 

crítico ocorreu após a segunda dose de quimioterapia nos grupos LDE-olptx 15/LDE-

olet 10 (1o/3o/5o) e Ptx 3,75/et 2,5 (1o/3o/5o), que apresentaram respectivamente 63% 

e 86 % de queda do número de células brancas, em relação ao valor de referência 

(Figura 23). 

 Em comparação ao valor de referência, observou-se redução na leucometria 

de todos os grupos. Porém, os grupos que receberam a combinação LDE-fármacos 

demonstraram menor redução do número de leucócitos do que nos tratamentos com 

os quimioterápicos comerciais.  
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5.3.2 Contagem diferencial dos leucócitos  

 

A contagem do diferencial de leucócitos foi realizada sempre um dia após a 

administração da quimioterapia e representa, em valor percentual, a quantidade das 

diferentes linhagens de células leucocitárias presentes no sangue periférico. 

Também podem ser observados aspectos relacionados às células da linhagem 

eritrocitária e megacaríocitica. 

Da mesma forma que no item 5.3.1, foi estudada a resposta hematológica à 

quimioterapia combinada de maior dose LDE-oleato de paclitaxel 15 mg/kg e LDE-

oleato de etoposídeo 10 mg/kg, e de menor dose paclitaxel 3,75 mg/kg e etoposídeo 

2,5 mg/kg .  

Os resultados não demonstram alterações nos parâmetros analisados e estão 

representados nos Apêndices A, B e C.  



 

 

63

5.3.3 Número de leucócitos em animais portadores de melanoma B16F10 

 

Um dia após administração da quimioterapia em animais portadores de tumor 

amostras de sangue periférico foram colhidas do plexo venoso retrorbital dos 

camundongos. 

Após o fim do tratamento os parâmetros hematológicos também foram 

avaliados no 27o e 33o dia após o início do experimento para o acompanhamento do  

perfil hematológico dos camundongos pós-quimioterapia. 

Após a primeira dose de quimioterapia, os grupos que receberam a 

combinação de formulações comerciais tiveram suas contagens reduzidas em 

relação ao controle e valor de referência, diferentemente dos grupos LDE-fármacos. 

Os grupos que receberam monoquimioterapia (LDE-olptx e LDE-oletop) mantiveram-

se dentro da normalidade (Figuras 25 e 26). O grupo tratado apenas com a LDE não 

apresentou diferença em relação ao valor de referência (p>0,05). 

 

 

 
Figura 25. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = LDE-
olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,001); ∗ = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 
0,05);  = Ptx 7,5/et 5 vs VR (p< 0,001);  = Ptx 7,5/et 5 vs LDE-olet (p< 0,01); ••• = LDE vs 
Controle, LDE-olptx 15/LDE-olet 10, Ptx 7,5/et 5 e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001); •• = LDE vs LDE-olptx 
15/LDE-olet 10 (p< 0,01).   
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Figura 26. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Ptx 
7,5/et 5 vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,001); ∗∗ = Ptx 7,5/et 5 vs VR (p< 0,01); ∗ = Ptx 7,5/et 5 vs 
Ptx 3,75/et 2,5 p< 0,05;  = LDE vs Controle, Ptx 7,5/et 5 e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001);  = LDE vs 
LDE-olptx (p< 0,01);  = LDE vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e VR (p< 0,05). Resultados expressos em 
média ± desvio padrão. 
 

 

Após a segunda dose de quimioterapia (Figuras 27 e 28), todos os grupos 

apresentaram queda na leucometria em relação aos valores de referência e ao 

grupo controle, exceto o grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o). Na figura 28 nota-se 

que o grupo LDE-oleato de paclitaxel não se diferenciou dos valores de referência e 

do grupo controle. Da mesma forma, o grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/14o/19o), 

manteve-se dentro da normalidade. 
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Figura 27. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗ = Controle 
vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01); ∗ = Controle vs LDE-olet (p< 0,05); ••• = Ptx 3,75/et 2,5 vs 
LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e Ptx 7,5/et 5 (p< 0,001); •• = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olet (p< 0,01);  = 
VR vs LDE-olptx 15/LDE-olet 1, Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,01); � = LDE vs LDE-olptx 15/LDE-olet 
10, Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,05). 

 

 

 

Figura 28. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. �� = Ptx 
3,75/et 2,5 vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01); � = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olptx (p< 0,05). Resultados expressos 
em média ± desvio padrão. 
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Na terceira dose de quimioterapia (Figuras 29 e 30), todos os grupos 

mantiveram valores próximos aos valores de referência. 

 

 

Figura 29. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗ = LDE-olet 
vs Ptx 7,5/et 5, Ptx 3,75/et 2,5  e VR (p< 0,05). 
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Figura 30. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. Resultados 
expressos em média ± desvio padrão. 
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O 27o dia de experimento está representado nas figuras 31 e 32, é nítido que 

ocorre um aumento da leucometria do grupo controle. Nesta data também se 

destaca uma redução leucocitária no grupo LDE-oleato de etoposídeo. 
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Figura 31. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ��� = Controle 
vs Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,001); �� = Controle vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,01); � = Controle vs LDE-
olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01); ••• = LDE-olet vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e VR (p< 0,001); •• = 
LDE-olet vs Ptx 7,5/et 5 e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,01). 
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Figura 32. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19.  = Controle 
vs Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx (p< 0,01);  = Controle vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,05); ��� = Ptx 
3,75/et 2,5 vs Ptx 7,5/et 5, LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e LDE-olptx (p< 0,001). Resultados expressos 
em média ± desvio padrão. 
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No 33o dia (Figuras 33 e 34) os grupos Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o) e Ptx 7,5/et 5 

(11o/14o/19o) apresentaram redução dos seus valores quando comparados aos 

demais grupos. No grupo LDE-oleato de etoposídeo ocorre o retorno à normalidade. 

 

Figura 33. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ��� = Controle 
vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,001); �� = Controle vs LDE-olet (p< 0,01); ••• = Ptx 7,5/et 5 vs LDE-olptx 
15/LDE-olet 10 (p< 0,001); •• = Ptx 7,5/et 5 vs VR (p< 0,01); • = Ptx 7,5/et 5 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 
0,05). 
 
 

 
Figura 34. Leucometria de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ��� = Controle 
vs Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx (p< 0,001); �� = Controle vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01); ••• = Ptx 
7,5/et 5 vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001); •• = Ptx 7,5/et 5 vs LDE-olptx, VR e LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(p< 0,01); ∗∗∗ = Ptx 3,75/et 2,5 vs Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx (p< 0,001); ∗ = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,05). Resultados expressos em média ± desvio padrão. 
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5.3.4 Número de hemácias em animais portadores de melanoma B16F10 

 

Após a primeira dose de quimioterapia os grupos LDE-fármacos não 

apresentaram alterações em relação ao controle e valor de referência (Figuras 35 e 

36), diferente dos grupos Ptx 7,5/et 5 (11o/13o/15o), e Ptx 7,5/et 5 (11o/14o/19o). 

Nestes dois grupos houve redução na contagem de hemácias, o que não aconteceu 

com as combinações Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o) e Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o). 

 

 
 

 
Figura 35. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = LDE-olptx 
15/LDE-olet 10 vs Controle, Ptx 7,5/et 5  e LDE (p< 0,001); ∗∗ = Controle vs VR p< 0,01; • = Ptx 7,5/et 
5 vs Ptx 3,75/et 2,5 e VR (p< 0,05); �� = LDE vs Ptx 3,75/et 2,5 e VR (p< 0,01). Resultados expressos  
em média  ± desvio padrão.  
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Figura 36. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 

Ptx 3,75/et 2,5  e LDE-olptx 15/LDE-olet 10  (p< 0,001); ∗∗ = Controle vs VR (p< 0,01); ••• = Ptx 7,5/et 
5 vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10  (p< 0,001); • = Ptx 7,5/et 5 vs Ptx 3,75/et 2,5  e VR (p< 0,05); ��� = 
LDE vs Ptx 3,75/et 2,5, LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e VR (p< 0,001). Resultados expressos em média  
± desvio padrão. 
 
 

 

As figuras 35 e 36 mostram que tanto o grupo controle, quanto o grupo LDE 

tiveram suas contagens de hemácias reduzidas em relação ao valor de referência. 

Este efeito foi intensificado na segunda avaliação dos hemogramas (Figuras 37 e 

38).  
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Figura 37. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p< 0,001); •• = VR vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01);  • = VR vs LDE-olet e LDE-olptx 15/LDE-
olet 10  (p< 0,05); ��� = LDE vs Demais grupos (p< 0,001). 

 

 

 

 
Figura 38. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p< 0,001); ��� = LDE vs Demais grupos (p< 0,001). Resultados expressos em média  
± desvio padrão. 
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A partir do 16o dia de experimento o número de hemácias do grupo controle e 

LDE voltam a subir continuamente (Figuras 39 e 40). Os grupos tratados nos dias 

11, 13 e 15 (Figura 39) mostraram redução do número de hemácias, e o grupo Ptx 

7,5/et 5 (11o/13o/15o) teve a maior queda deste parâmetro. Os tratamentos 

representados na figura 40 mantiveram-se abaixo do valor de referência. 

 
 

Figura 39. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, Ptx 3,75/et 2,5  e LDE (p< 0,001);  ∗ = Controle vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,05); ��� = LDE vs LDE-olet 
(p< 0,001); �� = LDE vs Ptx 3,75/et 2,5  (p< 0,01); � = LDE vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,05); •• = VR vs LDE-
olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 

 

 

 

Figura 40. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
LDE (p< 0,001); ∗ = Controle vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,05); ��� = VR vs Ptx 7,5/et 5 e LDE (p< 0,001); �� 
= VR vs Ptx 3,75/et 2,5 , LDE-olptx  e LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01); •• = LDE vs LDE-olptx 
15/LDE-olet 10  e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,01). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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O número de hemácias no 27o dia de experimento está representado nas 

figuras 41 e 42, e mostra que o grupo controle apresentou maior grau de anemia 

comparado com todos os outros grupos, com uma taxa de redução de 58 % em 

relação ao valor de referência. Nos demais grupos a redução foi menor, destacando-

se principalmente o grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o) (Figura 42), que teve redução 

de 38 % em relação ao valor de referência. 

 
 
 

 
 
Figura 41. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ��� = Controle 
vs VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10  , Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,001); � = Controle vs Ptx 3,75/et 2,5  
(p< 0,01); ••• = VR vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001); • = VR vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e Ptx 7,5/et 5 
(p< 0,05). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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Figura 42. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10  , Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx  (p< 0,001); ∗∗ = Controle vs Ptx 3,75/et 2,5 
(p< 0,01); �� = Ptx 3,75/et 2,5 vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01); � = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olptx (p< 0,01); ••• 
= VR vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10  e Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001); •• = VR vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01). 
Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 

 

 

No último dia de análise, representado nas figuras 43 e 44, o grupo Ptx 

3,75/et 2,5 (11o/14o/19o) (Figura 44) manteve redução em relação ao valor de 

referência em torno de 33 %. O grupo controle apresentou acentuada anemia 

comparada com todos os outros grupos, com uma taxa de redução de 69 % em 

relação ao valor de referência.  

 
Figura 43. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p< 0,001). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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Figura 44. Hemácias de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p < 0,001); ��� = Ptx 3,75/et 2,5 vs VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e Ptx 7,5/et 5 (p <  
0,001); �� = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olptx (p < 0,01). Resultados expressos em média  ± desvio 
padrão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

***

���

��

0

2

4

6

8

10

12

14
H

em
ác

ia
s 

( 
x1

0
9  c

él
s/

m
l)

 Controle     LDE-olptx 15/ 
     LDE-olet 10    

Ptx 7,5/ 
  et 5 

      VR    Ptx 3,75/ 
     et 2,5       

LDE-olptx 

33o dia   



 

 

76

5.3.5 Número de plaquetas em animais portadores de melanoma B16F10 

 

Já na primeira coleta, após o primeiro dia de tratamento, são nítidas as 

alterações no número de plaquetas dos grupos que não receberam quimioterapia 

(controle e LDE) (Figuras 45 e 46). Estes grupos apresentaram surpreendentes 

elevações de 137 % para o grupo controle e 210 % para o grupo LDE comparando-

se com o valor de referência. 

 

 
 

 
 
Figura 45. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10, Ptx 3,75/et 2,5 , Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,001); �� = LDE vs 
Controle (p< 0,01); ��� =  LDE vs Demais grupos p< 0,001. Resultados expressos em média  ± 
desvio padrão. 
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Figura 46. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10, Ptx 3,75/et 2,5, Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx (p < 0,001); � = LDE vs 
Controle  (p < 0,05);  ��� = LDE  vs  Demais grupos (p < 0,001).  Resultados expressos em média   ±  
desvio padrão. 
 

 

 

Na segunda observação (Figuras 47 e 48) os valores do controle e LDE 
continuaram a aumentar, com uma taxa de crescimento de 68 % e 15 % em relação 
à medida anterior. 
 
 

 
Figura 47. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, Ptx 3,75/et 2,5 , Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p< 0,001); ∗ = Controle vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 
0,05);  = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs VR (p< 0,001);  = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs Ptx 7,5/et 
5 (p< 0,01); ••• = VR vs Ptx 3,75/et 2,5 (p< 0,001); •• = VR vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01);  • = VR vs LDE-
olet (p< 0,05); ��� = LDE vs VR, e Ptx 7,5/et 5 (p< 0,001); � = LDE vs Ptx 3,75/et 2,5 e LDE-olet (p< 
0,05). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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Figura 48. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, Ptx 7,5/et 5, LDE-olptx e LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,001); ∗∗ = Controle vs Ptx 3,75/et 2,5 
(p< 0,01);  = Ptx 3,75/et 2,5 vs Ptx 7,5/et 5 e LDE-olptx (p< 0,05); ��� = VR vs Ptx 3,75/et 2,5  e 
LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,001); �� = VR vs Ptx 7,5/et 5 (p< 0,01); ••• = LDE vs VR, Ptx 7,5/et 5 
e LDE-olptx (p< 0,001); •• = LDE vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,01). Resultados expressos em 
média  ± desvio padrão. 

 

 

Após a segunda dose de quimioterapia, todos os grupos apresentaram 

aumento do número de plaquetas em relação ao valor de referência, destacando-se 

o grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) representado na figura 47, e o grupo 

Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o), na figura 48. O único grupo que se manteve dentro dos 

valores de referência foi o LDE-oleato de paclitaxel. 

O aumento dos valores plaquetários manteve-se na terceira data de 

observação, conforme ilustrado pelos gráficos das figuras 49 e 50. Com exceção do 

grupo LDE-olet, os demais grupos tratados nos dias 11, 13 e 15 (Figura 49) tiveram 

suas contagens aproximadas aos elevados valores do grupo controle e LDE. Na 

figura 50 pode-se observar fenômeno semelhante, sendo que o grupo Ptx 7,5/et 5 

(11o/14o/19o) teve o menor aumento. O grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o) teve o 

maior aumento na contagem de plaquetas, chegando a um valor cerca de cinco 

vezes superior ao valor de referência. 
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Figura 49. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗ = LDE-olet vs 
Controle (p< 0,01); ∗ = LDE-olet vs LDE (p< 0,05); ��� = VR vs Demais grupos (p<0,001). Resultados 
expressos em média  ± desvio padrão. 
 

 

 

 

 
Figura 50. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
VR, LDE-olptx  e Ptx 7,5/et 5 (p< 0,001); ��� = LDE-olptx 15/LDE-olet 10 vs VR (p< 0,001); �� = LDE-
olptx 15/LDE-olet 10 vs LDE-olptx  (p< 0,01);  = Ptx 7,5/et 5 vs VR (p< 0,001);  = Ptx 7,5/et 5 vs 
LDE (p< 0,01);  = Ptx 7,5/et 5 vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p< 0,05); ••• = Ptx 3,75/et 2,5 vs VR, Ptx 
7,5/et 5, LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e LDE-olptx  (p< 0,001); ◊◊◊ = LDE vs VR e LDE-olptx  (p< 0,001). 
Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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No 27o dia de experimento todos os animais do grupo LDE já haviam morrido 

(Figuras 51 e 52). Os gráficos destas figuras mostram que todos os grupos 

apresentavam trombocitose intensa, com valores que variaram aproximadamente de 

três a cinco vezes o valor de referência. 

 

Figura 51. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = VR vs 
Demais grupos (p< 0,001). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
 

 

 

 

Figura 52. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = VR vs 
Demais grupos (p< 0,001). Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
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No último dia de análise, todos os grupos mantiveram trombocitose (Figuras 

53 e 54), principalmente o grupo controle e o grupo Ptx 3,75/et 2,5 (11o/14o/19o), 

com valores sete e cinco vezes superiores ao valor de referência, respectivamente 

(Figura 54).  

Figura 53. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p< 0,001); ��� = VR vs Demais grupos (p< 0,001). Resultados expressos em média  
± desvio padrão. 
 
 

 
 
Figura 54. Plaquetas de animais portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19. ∗∗∗ = Controle vs 
Demais grupos (p< 0,001); ��� = Ptx 3,75/et 2,5 vs LDE-olptx (p< 0,001); �� = Ptx 3,75/et 2,5 vs Ptx 
7,5/et 5 (p< 0,01). ••• = VR vs Ptx 3,75/et 2,5, Ptx 7,5/et 5, LDE-olptx 15/LDE-olet 10 e LDE-olptx  (p< 
0,001). Resultados expressos em média  ± desvio padrão.  
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5.3.6 Contagem diferencial dos leucócitos em animais portadores de 

melanoma B16F10 

 

A contagem do diferencial de leucócitos presentes no sangue periférico foi 

realizada sempre um dia após a administração da quimioterapia e representa em 

valor percentual, a quantidade das diferentes linhagens de células leucocitárias 

presentes no sangue periférico. O ensaio também permitiu a observação de 

alterações em outros elementos do sangue, como aspectos relacionados às células 

da linhagem eritrocitária e megacariótica. 

Da mesma forma que nos itens 5.3.3, 5.3.4 e 5.3.5, após o fim do tratamento 

os parâmetros hematológicos também foram avaliados no 27o e 33o dias após o 

início do experimento para o acompanhamento do perfil hematológico dos 

camundongos pós-quimioterapia. 

Os resultados na íntegra estão representados seqüencialmente nos 

Apêndices D a H. Da mesma forma, os Apêndices I a N mostram os resultados 

referentes a três tipos de alterações e estruturas encontradas no decorrer do 

experimento (monócitos vacuolizados, manchas de Gumprecth e policromasia). 

Foram encontradas alterações nos neutrófilos após a segunda dose de 

quimioterapia como demonstrado nas figuras 55 e 56. Em ambos os casos, os 

neutrófilos dos grupos controle e LDE encontravam-se elevados em relação ao valor 

de referência. No grupo LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (11o/13o/15o) também ocorreu 

aumento no número de neutrófilos no 27o dia de experimento (Figura 55). 
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Figura 55. Neutrófilos em camundongos portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15: 
 
 
   Valor de referência 
   LDE-olet;  
   Ptx 7,5/et 5 ** vs LDE (p<0,01) 
   Ptx 3,75/et 2,5 
   LDE-olptx 15/LDE-olet 10 ��� vs Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001); �� vs VR(p<0,01) 
   Controle ��� vs VR, Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001); �� vs Ptx 7,5/et 5  (p<0,01); � vs VR, LDE-
olet (p<0,05) 
   LDE = *** vs VR, LDE-olet, Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001); ** vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(p<0,01) 
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Figura 56. Neutrófilos em camundongos portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19: 
 
  Valor de referência 
  LDE-olptx 
  Ptx 7,5/et 5 * vs controle (p<0,05) 
  Ptx 3,75/et 2,5  
  LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
  Controle ** vs Ptx 7,5/et 5 (p<0,01); * vs Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,05) 
  LDE ��� vs VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10, Ptx 7,5/et 5, Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001); �� vs LDE-
olptx (p<0,01) 
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No caso dos linfócitos, ocorreu aumento dos valores do grupo Ptx 3,75/et 2,5 

(11o/13o/15o) e redução nos grupos controle e LDE-olptx 15/LDE-olet 10 

(11o/13o/15o), no 27o dia de experimento (Figura 57). No entanto, os valores 

encontrados não se encontram fora da normalidade para estes animais. Na figura 58 

o grupo LDE mostrou queda no 20o dia de experimento. O grupo controle também 

mostrou queda nos dias 20 e 27. 
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Figura 57. Linfócitos em camundongos portadores de tumor tratados nos dias 11, 13 e 15: 

 

  Valor de referência 

  LDE-olet 
  Ptx 7,5/et 5 
  Ptx 3,75/et 2,5  *** vs Controle (p<0,001); * vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p<0,05) 
  LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
  Controle ** vs VR (p<0,01);  * vs  Ptx 7,5/et 5 e LDE-olet (p<0,05); 
  LDE  
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Figura 58. Linfócitos em camundongos portadores de tumor tratados nos dias 11, 14 e 19: 

 

  Valor de referência 

  LDE-olptx 
  Ptx 7,5/et 5 * vs LDE (p<0,05) 
  Ptx 3,75/et 2,5 * vs LDE (p<0,05);  vs LDE-olptx 15/LDE-olet 10 (p<0,05) 
  LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
  Controle ��� vs Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001);  � vs Ptx 7,5/et 5e VR (p<0,05) 
  LDE  ��� vs VR, LDE-olptx 15/LDE-olet 10, Ptx 7,5/et 5, Ptx 3,75/et 2,5 (p<0,001); �� vs LDE-
olptx (p<0,01) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Em trabalhos anteriores de nosso laboratório, na tentativa de se aumentar o 

índice terapêutico, carmustina, paclitaxel e etoposídeo foram incorporados à LDE, o 

que foi de fato conseguido em animais de experimentação (MARANHÃO et al., 2002; 

RODRIGUES et al., 2002; VALDUGA et al., 2003, TEIXEIRA et al., 2004). Nesses 

trabalhos, tanto a toxicidade quanto a inibição do crescimento tumoral e a sobrevida 

dos animais foram melhorados quando se associou os quimioterápicos à LDE.     

No presente estudo, abrimos caminho para o uso da LDE na quimioterapia 

combinada. A quimioterapia combinada é usada sistematicamente no tratamento do 

câncer, com freqüência bem maior do que a monoquimioterapia. Nesta modalidade 

são associados os mecanismos de ação de cada um dos fármacos usados, 

propiciando um ataque mais efetivo à doença. Tendo em vista o alto grau de 

incapacitação e mortalidade das neoplasias malignas, é necessário procurar a maior 

efetividade terapêutica possível. A LDE, como foi documentado,  reduz 

drasticamente os efeitos colaterais desses fármacos. Esses fatos nos levaram a 

testar o potencial de aplicação do sistema de nanopartículas na terapêutica 

combinada.      

O quadro de toxicidade levou à diferença de doses do etoposídeo e do 

paclitaxel comercial comparados às preparações de associação com a LDE. No 

estudo piloto, mostramos claramente que a combinação das formas comerciais de 

paclitaxel, na dose de 15 mg/kg e de etoposídeo na dose de 10 mg/kg  não era 

tolerável pelos animais, levando à morte de todos os animais antes do terceiro ciclo 

de tratamento. Pelo contrário, estes níveis de dose, nas combinações com a LDE 

eram perfeitamente toleráveis. Desta forma, julgamos pertinente usar níveis de dose 

diferentes para as preparações comerciais e as associadas à LDE. O fato de doses 

maiores serem usadas nas associações com a LDE está plenamente justificado 

tendo em vista a procura da melhor efetividade terapêutica.    

Com os resultados da leucometria realizada nos animais durante os 

tratamentos ficou evidente que as combinações de paclitaxel e etoposídeo 

comerciais resultam em maior efeito mielotóxico do que fármacos associados à LDE, 

o que é uma das explicações do porquê a nanoemulsão propiciou uma tolerabilidade 

tão nitidamente maior. Devemos destacar que o veículo do paclitaxel, o Cremophor 

EL, tem toxicidade própria.  
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Os resultados encontrados neste estudo estão portanto de acordo com a 

redução de toxicidade encontrada por Lo Prete et al. (2006) e Rodrigues et al. (2005) 

ao testar o LDE-oleato de etoposídeo e o LDE-oleato de paclitaxel. Provavelmente, a 

nova biodistribuição dos fármacos criada pela  associação à LDE, e a melhora dos 

parâmetros farmacocinéticos do quimioterápico, cuja meia-vida é prolongada, com 

aumento do volume de distribuição,  são os fatores que determinam a marcante 

redução de toxicidade. Corroborando estes dados, outros sistemas transportadores 

de paclitaxel ou etoposídeo, tais como lipossomas, emulsões de natureza lipídica e 

polímeros, demonstraram uma atenuação significante dos efeitos tóxicos dos 

fármacos (SOUZA et al. 1993; ALLEN, 1998; GREENWALD et al., 1999; FENG; 

HUANG, 2001; ZHANG; FENG, 2006).  

Um outro ponto que merece atenção é a escolha do modelo oncológico 

experimental. O modelo murino de tumor melanoma B16 é um dos modelos 

utilizados pelo NCI – USA na avaliação da atividade antitumoral de agentes 

antineoplásicos novos. Apesar de haver diferença entre o metabolismo lipídico dos 

camundongos e humano, está bem documentado que a LDL é captada de maneira 

seletiva  por células de tumores de melanoma B16 in vitro e in vivo (PONTY et al., 

1993, VERLUIS et al., 1996, SETIAWAN et al., 1996). Além disso, este modelo tem 

sido utilizado para avaliação dos efeitos antitumorais de fármacos associados à LDE 

nos trabalhos anteriores do nosso grupo. Com base nessas características, este foi 

o modelo animal escolhido para os testes de ação antineoplásica das diversas 

preparações.  

ENTIN et al., (2003) reportaram que camundongos com melanoma B16 não 

tratados morrem em média 35 – 40 dias após a implantação do tumor. De fato, em 

nosso estudo 100 % dos animais do grupo controle morreram até o 35o dia após a 

implantação do tumor. 

No período de 60 dias, os grupos Ptx 7,5/et 5 apresentaram taxas de 

mortalidade inferiores aos demais grupos, indicando que as doses maiores estão 

otimizadas no protocolo experimental.  

Um aspecto importante de nossos resultados provém dos resultados de 

necropsia dos animais. Nesses estudos, observamos que o número de metástases 

dos grupos tratados com as formulações comerciais foi muito maior do que nos 

tratados com as associações à LDE. Isto sugere que o tratamento com a LDE seja 
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mais efetivo na destruição dos sítios metastáticos ou, alternativamente, iniba o 

desenvolvimento das metástases. De qualquer forma, este resultado nos parece 

fundamental, indicando um caminho de pesquisa bastante promissor.  

Estudos realizados por Norton (1988), sugerem que a menos que ocorra 

uma erradicação total das micromestátases, volumes residuais variantes produziriam 

uma resposta similar na probabilidade de sobrevida de pacientes em cinco anos, 

tornando obscura as principais diferenças na redução tumoral em programas 

terapêuticos diferentes. Esta informação reforça a idéia de que o baixo número de 

animais metastizados nos grupos LDE-fármacos é um bom sinal de eficácia 

terapêutica em longo prazo. 

O modelo tumoral de melanoma B16 é conhecido por suas características de 

alta atividade proliferativa e metastática. No momento em que o tumor alcança cinco 

mm, micromestátases já são observadas nos pulmões dos animais (OPHIR et al., 

1999). São considerados curados os animais tratados nos quais ocorreu o 

desaparecimento do tumor primário e que não morreram por metástase em até 150 

dias após a inoculação (ENTIN et al., 2003). No período avaliado (60 dias), os 

grupos LDE-olptx 15/LDE-olet 10 apresentaram 30 a 50 % de animais com 

metástases, indicando uma possível remissão do tumor em 70 a 50% dos animais, 

diferentemente dos grupos que receberam combinação dos fármacos comerciais.  

A associação de fármacos à LDE aumentou o tempo de meia-vida dos 

mesmos. Tal fenômeno pode oferecer uma vantagem adicional ao sistema, pois o 

aumento do tempo de meia-vida encontrado para a LDE-oleato de etoposídeo é 

importante para que se alcance uma máxima atividade antitumoral com o etoposídeo 

(DREWINKO; BARLOGIE, 1976; WOLFF et al., 1987; SLEVIN et al. 1989). Da 

mesma forma, a citotoxicidade do paclitaxel é muito dependente da duração da 

exposição das células ao fármaco e pouco dependente da sua concentração 

(GOBLE; BEAR, 2003). A toxicidade do paclitaxel é dependente do esquema 

terapêutico quando administrado com outros fármacos metabolizados pelo sistema 

citocromo p450 (WOOD, 1995). Por este motivo as formulações com paclitaxel foram 

administradas duas horas antes das formulações do etoposídeo. 

A eficácia antitumoral de todos os grupos que receberam quimioterapia 

combinada foi refletida nos altos índices de redução da massa tumoral observados. 

Os resultados dos tratamentos revelaram que tanto os grupos LDE-fármacos, quanto 

os grupos tratados com fármacos comerciais combinados em maior dosagem, foram 
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mais eficazes em reduzir o tumor do que os grupos comerciais de menor dosagem, 

ultrapassando 90 % de redução na massa tumoral em relação ao controle. Este 

resultado confere com dados da literatura que afirmam que reduções de doses na 

quimioterapia adjuvante estão associadas com significativa redução no efeito 

terapêutico, mostrando que modificações empíricas nas doses utilizadas podem 

causar a falha dos tratamentos (DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG, 2005). 

De acordo com padrões estabelecidos pela divisão de tratamento do câncer 

do NCI, valores de T/C (relação entre a massa tumoral do grupo tratado e grupo 

controle), menores ou iguais a 42 % são indicativos de atividade antitumoral 

significativa. Quando estes valores são menores que 10 %, indicam atividade 

antitumoral altamente significativa (PLOWMAN et al.,1997). Nossos dados 

satisfazem esses critérios, pois no 31o dia de experimento, os grupos de combinação 

LDE-fármacos e os de combinação das formulações comerciais de maior dose 

mostraram valores de T/C de aproximadamente 7 %.  

O fato de não ter havido  diferença (p<0,05) entre os percentuais de redução 

das massas tumorais dos grupos LDE-olptx 15/LDE-olet 10, ptx 7,5/Et 5, LDE-olptx 

15 e LDE-olet 10 pode ser explicado de duas maneiras. Uma delas, por possível  

saturação dos receptores de LDL das células tumorais (BROWN; GOLDSTEIN, 

1986), o que limita a entrada das nanopartículas na célula e, por extensão, a 

captação celular do quimioterápico a elas associado. Uma outra explicação é que a 

entrada nas células de quantidades crescentes  do colesterol constituinte da LDE 

possa ter reduzido a expressão dos receptores. Experimentos anteriores realizados 

com etoposídeo e paclitaxel corroboram esta hipótese mostrando que não houve 

diferença nas curvas de crescimento tumoral, entre diferentes níveis de dose 

testados com estes fármacos associados à  LDE (RODRIGUES et al., 2005; LO 

PRETE et al., 2006).  

O fato de que o grupo de animais que receberam exclusivamente a LDE, 

tenha apresentado elevada taxa de crescimento da massa tumoral pode estar 

relacionado com a maior disponibilidade de colesterol provido pela LDE, e 

prontamente consumido pelas células tumorais para a síntese de novas membranas.  

A redução do número de animais com metástases sugere que mesmo com a 

semelhança nos resultados de regressão tumoral, a terapia combinada LDE-oleato 

de paclitaxel e LDE-oleato de etoposídeo é mais eficiente do que as monoterapias 

com os mesmos fármacos associados à nanoemulsão. O mesmo é válido quando se 
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comparam os resultados das terapias combinadas LDE-fármacos com a combinação 

do paclitaxel e etoposídeo comerciais.  

Além do efeito de direcionamento dos fármacos associados à LDE, essas 

formulações podem modular a resposta específica contra o tumor induzindo a ação 

de células Natural Killer (NK) e CD8 (citotóxicas). O mecanismo de inibição de 

crescimento tumoral é provavelmente apoptótico. Resultados anteriores corroboram 

esta hipótese e mostram um aumento do número de células apoptóticas em estudos  

in vitro  com LDE- oleato de etoposídeo (LO PRETE et al., 2006).  

Estudos com outros sistemas mostram dados semelhantes, a exemplo da 

doxurrubicina lipossomal anti-CD19, que apresentou morte celular por apoptose 

após a rápida internalização dos imunolipossomas e lenta liberação do fármaco dos 

lisossomas e endossomas (LOPES et al.,1999). O número de moléculas de 

fármacos levados para dentro da célula é maior quando os complexos fármacos-

transportadores são endocitados e gradualmente liberados dentro da célula (ALLEN  

et al., 2002). 

Nas respostas induzidas com o paclitaxel e etoposídeo comerciais, o 

mecanismo de inibição de crescimento tumoral é provavelmente de toxicidade e 

conseqüente necrose das células. Este processo leva a uma resposta inflamatória 

que, ao contrário daquela induzida por processos apoptóticos, gera um efeito 

inibitório sobre as células imunológicas, favorecendo o crescimento tumoral. A 

presença de vascularização observada  nos grupos de combinação do paclitaxel e 

etoposídeo comerciais pode ser resultado da liberação de citocinas inflamatórias e 

da presença de leucócitos infiltrados.  

O aparecimento de monócitos vacuolizados nos animais dos grupos Ptx 

3,75/et 2,5 (11o/13o/15o) e LDE-olptx pode ser decorrente do microambiente tumoral 

rico em radicais livres, citocinas, hipóxia, baixo pH, além da interação dos fármacos 

com as células infiltradas. A presença de vacúolos em monócitos reflete o seu 

estado ativação, em resposta a este microambiente tumoral e a indução de morte 

celular pelo fármaco sobre as células tumorais. Por outro lado, esse fenômeno, o de  

vacuolização, também ocorre na recuperação de quimioterapias mielosupressoras, 

em resposta a um estímulo intenso de mielopoiese. 

Levando em conta a nítida redução no crescimento tumoral, e a redução do 

número de nódulos metastáticos encontrados, pode-se afirmar que os regimes 

terapêuticos combinando fármacos associados à LDE são eficazes. Além disso, o 
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sistema LDE permite o uso de doses maiores dos agentes quimioterápicos sem que 

ocorram os efeitos colaterais comuns a eles. Tal fato pode ser observado nos 

resultados que mostram similaridade nas contagens dos parâmetros hematológicos 

(hemácias, plaquetas e leucócitos) de camundongos portadores de tumor, sendo 

que as doses utilizadas nos grupos de combinação LDE-fármacos foram duas ou 

quatro vezes maiores do que nos grupos de combinação de quimioterápicos 

comerciais. 

Apesar do crescente uso clínico dos quimioterápicos paclitaxel e etoposídeo 

combinados, o efeito mielossupressor que ambos os fármacos apresentam é um 

fator altamente limitante ao uso  desta modalidade terapêutica. Neste contexto, o 

direcionamento específico dos fármacos às células tumorais promovido pela LDE 

pode viabilizar a terapia antitumoral combinada LDE-oleato de paclitaxel e LDE-

oleato de etoposídeo, sem produzir os efeitos colaterais observados com o uso 

combinado das formulações comerciais. Neste caso, evita-se a necessidade de 

redução das doses de cada fármaco, fator responsável pela falha de diversas 

terapias antitumorais. Além disso, os estudos que associam fármacos e seus 

derivados à LDE sugerem que o sistema LDE é flexível o suficiente para a inclusão 

de muitos agentes antitumorais, tornando possível a terapia combinada com 

diferentes preparações LDE-fármacos.  
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7 CONCLUSÕES 

 

� A eficácia terapêutica da combinação LDE-oleato de paclitaxel e LDE-oleato de 

etoposídeo é maior que a combinação dos mesmos quimiterápicos na sua 

apresentação comercial; 

� A eficácia terapêutica do uso  combinado de LDE-oleato de paclitaxel e LDE-

oleato de etoposídeo é maior do que a dos mesmos agentes associados à LDE 

administrados isoladamente; 

� A toxicidade hematológica foi menor no tratamento com a combinação dos 

fármacos associados à LDE do que com a combinação dos mesmos fármacos 

na sua apresentação comercial. 
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APÊNDICE A. Diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos 

saudáveis após a primeira administração de quimioterapia combinada 

 

 
 

Nota: Resultados expressos em média  ± desvio padrão. 
 
 

 

Grupos de Tratamento 
Neutrófilos 

(%) 
Linfócitos

(%) 
Eosinófilos 

(%) 
Monócitos 

(%) 
Basófilos 

(%) 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/13o/15o) 14,0 ± 3,9 83,6 ± 3,6 1,0 ± 1,0 1,4 ± 1,7 0 

 LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/14o/19o), 13,2 ± 4,9 82,5 ± 3,7 0,25 ± 0,5 1,0 ± 0,8 0 

Ptx 3,75/et 2,5 
(11o/13o/15o), 14,8 ± 2,5 83 ± 3,5 0,5 ± 1,0 1,8 ± 0,5 0 

Ptx 3,75/et 2,5  
(11o/14o/19o) 13,5 ± 3,0 81,2 ± 3,2 1,2 ± 0,9 2,0 ± 1,2 0,5 ± 0,6 

VR 20,5  ± 6,8 76,0 ± 5,6 1 ± 1,2 1,0 ± 1,2 0,5 ± 0,6 
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APÊNDICE B. Diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos 

saudáveis após a segunda administração de quimioterapia combinada. 

 

 

Grupos de Tratamento  
Neutrófilos 

(%) 
Linfócitos 

 (%) 
Eosinófilos 

(%) 
Monócitos 

 (%) 
Basófilos 

(%) 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/13o/15o) 13,8 ± 6,6 81,8 ± 7,0 1,6 ± 2,5 2,2 ± 1,3 0,2 ± 0,4 

 LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/14o/19o), 16,6 ± 9,6 79,0 ± 9,6 0,8 ± 0,8 2,4 ± 0,9 0,6 ± 0,9 

Ptx 3,75/et 2,5 
(11o/13o/15o), 16,5 ± 8,5 80,5 ± 

10,4 0,2 ± 0,5 2,5 ± 2,4 0,2 ± 0,5 

Ptx 3,75/et 2,5  
(11o/14o/19o) 13,0 ± 5,8 83,0 ± 7,7 0,2 ± 0,5 3,25 ± 2,2 0 

VR 20,5  ± 6,8 76,0 ± 5,6 1,0 ± 1,2 1,0 ± 1,2 0,5 ± 0,6 

Nota: Resultados expressos em média  ± desvio padrão 
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APÊNDICE C. Diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos 

saudáveis após a terceira administração de quimioterapia combinada. 

 

 
 

Grupos de Tratamento  
Neutrófilos 

(%) 
Linfócitos 

 (%) 
Eosinófilos 

(%) 
Monócitos 

 (%) 
Basófilos 

(%) 

LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/13o/15o) 15,2 ± 6,9 80,8 ± 8,2 1,0 ± 0,7 2,0 ± 1,2 0,4 ± 0,9 

 LDE-olptx 15/LDE-olet 10 
(11o/14o/19o), 20,0 ± 5,6 78,0 ± 8,5 1,0 ± 1,4 1,0 ± 1,4 0 

Ptx 3,75/et 2,5 
(11o/13o/15o), 25,0 ± 10,4 69,5 ± 10,9 0,5 ± 1,0     4,0 ± 1,6 

** 0,5 ± 1,0 

Ptx 3,75/et 2,5  
(11o/14o/19o) 16,5 ± 5,7 79,3 ± 6,9 0,5 ± 1,0 3,0 ± 1,2 0,2 ± 0,5 

VR 20,5  ± 6,8 76,0 ± 5,6 1,0 ± 1,2 1,0 ± 1,2 0,5 ± 0,6 

Notas: ** = Ptx 3,75/et 2,5 (11o/13o/15o) vs VR (p<0,01) 
           Resultados expressos em média  ± desvio padrão  
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APÊNDICE I. Principais alterações encontradas nos esfregaços de sangue periférico 

de camundongos portadores de melanoma B16F10 após a primeira administração 

de quimioterapia.  

 
 
 

Grupos de 
Tratamento 

12o dia 

Monócitos 
Vacuolizados (%) 

Manchas de 
Gumprecth (%) 

Policromasia 
(+) 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 1 

2,5 ± 1,9 14,0 ± 4,6 2 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 1 1,2 ± 1,25 12,8 ± 5,9 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 1 0,08 ± 0,08 9,5 ± 2,3 2 ± 0 

LDE-OlEtop 2 0 ± 0 6,0 ± 3,8 2 ± 1 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 2 

1,0 ± 0,7 7,1 ± 1,4 2 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 2 3,4 ± 3,1 10,4 ± 5,7 1 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 2 2,4 ± 2 8,1 ± 5,3 2 ± 0 

LDE-OlPtx 2 0 ± 0 9,0 ± 3,8 3 ± 0 

Controle 0 ± 0 11,2 ± 5,5 2 ± 0 

VR 0 ± 0 8,6 ± 3,3 3 ± 0 
          Notas:  1. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 13 oe 15 o dias. 

         2. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 14 oe 19 o dias. 
                   Resultados expressos em média (M)  ± erro padrão (EP). 
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APÊNDICE J. Principais alterações encontradas nos esfregaços de sangue 

periférico de camundongos portadores de melanoma B16F10 após a segunda 

administração de quimioterapia. 

 
 
 

Grupos de 
Tratamento 
14o/15o dia 

Monócitos 
Vacuolizados (%) 

Manchas de 
Gumprecth (%) 

Policromasia 
(+) 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 1 

0,6    ± 0,4 5,2 ± 1,5 3 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 1 0,4 ± 0,4 7,5 ± 1,2 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 1 1,5 ± 1,1 14,6 ± 8,5 2 ± 1 

LDE-OlEtop 2 0,6 ± 0,6 0 ± 0 3 ± 1 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 2 

1,6 ± 1,6 6,3 ± 1,6 3 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 2 0 ± 0 11,2 ± 3,1 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 2 2,2 ± 1,4 3,1 ± 1,7 1 ± 0 

LDE-OlPtx 2 0,6 ± 0,6 0 ± 0 0 ± 1 

Controle 0 ± 0 17,4 ± 7,6 2 ± 1 

VR 0 ± 0 2,6 ± 1,6 3 ± 0 
          Notas:  1. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 13 oe 15 o dias. 

         2. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 14 oe 19 o dias. 
                   Resultados expressos em média (M)  ± erro padrão (EP). 
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APÊNDICE L. Principais alterações encontradas nos esfregaços de sangue 

periférico de camundongos portadores de melanoma B16F10 após a terceira 

administração de quimioterapia.  

 
 
 

Grupos de 
Tratamento 
16o/20o dia 

Monócitos 
Vacuolizados (%) 

Manchas de 
Gumprecth (%) 

Policromasia 
(+) 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 1 

2,3 ± 2,3 5,8 ± 1,9 2 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 1 0,4 ± 0,4 3,8 ± 1,3 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 1 0,2 ± 0,2 4,3  ± 1,8 2 ± 0 

LDE-OlEtop 2 0 ± 0 4,0 ± 4,0 2 ± 0 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 2 

2,0 ± 2 1,1 ± 1,1 3 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 2 0 ± 0 9,1 ± 5,8 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 2 0,3 ± 0,3 5,0 ± 2,2 2 ± 0 

LDE-OlPtx 2 0 ± 0 0 ± 0 1 ± 1 

Controle 0,6 ± 0,6 2,3 ± 2,3 2 ± 1 

VR 0 ± 0 0 ± 0 4 ± 0 
          Notas:  1. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 13 oe 15 o dias. 

         2. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 14 oe 19 o dias. 
                   Resultados expressos em média (M)  ± erro padrão (EP). 
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APÊNDICE M. Principais alterações encontradas nos esfregaços de sangue 

periférico de camundongos portadores de melanoma B16F10 após o fim do 

tratamento (27o dia de experimento). 

 
 
 

Grupos de 
Tratamento 

27o dia 

Monócitos 
Vacuolizados (%) 

Manchas de 
Gumprecth (%) 

Policromasia 
(+) 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 1 

0 ± 0 2,5 ± 2,5 2 ± 2 

Ptx 3,75/et 2,5 1 0 ± 0 16,0 ± 4,0 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 1 5,0 ± 5,0 0 ± 0 2 ± 1 

LDE-OlEtop 2 0 ± 0 0 ± 0 2 ± 1 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 2 

0 ± 0 1,1 ± 1,1 2 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 2 0 ± 0 0 ± 0 2 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 2 0 ± 0 2,0 ± 1,3 2 ± 1 

LDE-OlPtx 2 4,0 ± 4,0 0 ± 0 2 ± 1 

Controle 0 ± 0 0 ± 0 2 ± 1 

VR 0 ± 0 1,5 ± 0,6 1 ± 1 
          Notas:  1. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 13 oe 15 o dias. 

         2. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 14 oe 19 o dias. 
         Resultados expressos em média (M)  ± erro padrão (EP). 
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APÊNDICE N. Principais alterações encontradas nos esfregaços de sangue 

periférico de camundongos portadores de melanoma B16F10 após o fim do 

tratamento (33o dia de experimento). 

 
 
 

Grupos de 
Tratamento 

33o dia 

Monócitos 
Vacuolizados (%) 

Manchas de 
Gumprecth (%) 

Policromasia 
(+) 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 1 

0 ± 0 6,7 ± 3,9 2 ± 1 

Ptx 3,75/et 2,5 1 12,0 ± 12,0 5,0 ± 5,0 3 ± 0 

Ptx 7,5/et 5 1 0 ± 0 1,6 ± 1,6 3 ± 1 

LDE-OlEtop 2 2,6 ± 1,1 6,4 ± 2,7 3 ± 0 

LDE-olptx 15/ 
LDE-olet 10 2 

0 ± 0 0 ± 0 3 ± 0 

Ptx 3,75/et 2,5 2 0 ± 0 2,5 ± 2,5 1 ± 1 

Ptx 7,5/et 5 2 0 ± 0 6,6 ± 4,4 3 ± 1 

LDE-OlPtx 2 12,6 ± 5,4 7,0 ± 3,2 3 ± 0 

Controle 0 ± 0 0 ± 0 4 ± 0 

VR 0 ± 0 1,5 ± 0,6 1 ± 1 
          Notas:  1. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 13 oe 15 o dias. 

         2. Administração de quimioterápicos nos 11 o, 14 oe 19 o dias. 
         Resultados expressos em média (M)  ± erro padrão (EP). 
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