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RESUMO

O cancer de prostata é o segundo cancer que mais acomete a saude dos
homens. Inovagdes tecnolégicas sdo desenvolvidas a fim de melhorar o tratamento
e diminuir os efeitos colaterais que tratamentos convencionais provocam. Portanto,
faz-se necessario estudar as novas abordagens de tratamentos para o cancer de
préstata. O objetivo do estudo € realizar uma revisao sistematica sobre o uso de
nanoparticulas em tratamento de cancer de préstata em animais. A revisdo
sistematica foi realizada nas bases de dados PUBMED, SCIELO, LILACS, Cochrane
Library e EMBASE e a escolha dos descritores baseada em termos indexados no
DECS/MESH, e séo: Nanoparticulas, Nanomedicina e Cancer de prostata. Ao final
da revisdo foram alcancados seis artigos cientificos, com temas utilizando
nanoparticulas carreando medicac6es. Em todos os estudos foi possivel observar o
beneficio da atuagdo das nanoparticulas encapsulando medicamentos em
tratamentos de animais com cancer de préstata, diferente de tratamento com
medicag0des livres que apresentam mais efeitos adversos e diminuigdo da vida dos
animais estudados.

DESCRITORES: Nanoparticulas. Nanomedicina. Cancer de Préstata.



ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cancer in men's health.
Technological innovations are developed in order to improve treatment and reduce
the side effects that conventional treatments cause. Therefore, it is necessary to
study new treatment approaches for prostate cancer. The aim of the study is to
perform a systematic review on the use of nanoparticles in the treatment of prostate
cancer in animals. The systematic review was carried out in the PUBMED, SCIELO,
LILACS, Cochrane Library and EMBASE databases and the choice of descriptors
was based on terms indexed in DECS/MESH, which are: Nanoparticles,
Nanomedicine and Prostate Cancer. At the end of the review, six scientific articles
were reached, with themes using nanoparticles carrying medications. In all studies, it
was possible to observe the benefit of the action of nanoparticles encapsulating
drugs in treatments of animals with prostate cancer, different from treatment with free
medications that have more adverse effects and decrease the life of the animals
studied.

DESCRIPTORS: Nanoparticle. Nanomedicine. Prostate Cancer.
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1. INTRODUCAO

O avanco tecnolégico favorece o desenvolvimento de alternativas eficientes
em tratamentos de doencas. A nanotecnologia atribui-se a particulas de escalas
nanométricas (10-9 = 0,000000001) e possuem caracteristicas incomuns das
escalas maiores ja exploradas. Considerando seu tamanho, as nanoparticulas
possuem facilidade de adentrar a corrente sanguinea facilitando o tratamento de
diversas patologias (MARTIOLI; COPATTO; PINHEIRO, [s.d.]).

As nanoparticulas (NPs) estdo sendo aplicadas em diferentes estudos,
incluindo terapias de cancer, detecgdo e monitoramento de cancer utilizando
terapias fototérmica e terapias fotodinamicas, NPs com ac¢des antimicrobianas com
liberacdo de antibidticos e agentes antimicrobianos, terapias de NPs ligadas ao ferro
para tratamento de anemia, NPs com propriedades anestésicas, vacinas para
tratamento de doencas como a hepatite A e a influenza realizadas a partir de NPs
organicas, NPs com terapias génicas para entrega de siRNA ou mRNA utilizadas
principalmente contra cancer (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2016).

O cancer é um dos principais problemas de salde publica, de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer INCA, no ano de 2018 foram registrado cerca de 18
milhdes de novos casos de cancer no mundo. Sendo o cancer de préstata (CaP) a
quinta causa global de morte por cancer, com taxas de 375.304/mortes (Sung et al.,
2021). De acordo com as estimativas do GLOBOCAN, a taxa de incidéncia no ano
de 2020, foi de 1.414.259 novos casos de cancer de préstata em todo o mundo.

Estudos epidemioldgicos sédo realizados com o objetivo de descobrir as
principais causas dessa patologia, entre elas estdo: o consumo de cigarro e alcool,
bem como habitos alimentares inadequados com ingestdo de gorduras saturadas
gue levam a obesidade (ADJAKLY et al., 2015).

Os tratamentos convencionais disponiveis para tratar o CaP limitam-se a
cirurgias, radioterapia, quimioterapias e imunoterapia, na qual pode-se observar
falhas devido falta de resposta ao tratamento, ocasionando efeitos colaterais e
consequentemente impedindo a qualidade de vida do paciente (Goncalves; Haas,
2021). Com o proposito de tratar o cancer de prostata, a utilizacdo de quimioterapias
tem a finalidade de impedir a proliferacdo e multiplicacao celular tumoral, visando o
tratamento e a diminuicdo de efeitos metastaticos. No entanto, 0 uso desses

quimioterapicos pode causar efeitos toxicos as células saudaveis e resisténcia
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medicamentosa. Além disso, como 0s agentes quimioterapicos sdo metabolizados e
excretados pelo figado e rins, como consequéncias podem ocorrer disfuncdes
desses 6rgdos. Alternativas para a entrega das drogas para que possam alcancar
as células cancerigenas da prostata sem prejudicar células saudaveis e 6rgaos ja
estdo sendo estudadas (AMJAD; KASI, 2020).

Levando em consideracdo o avanco nas alternativas de tratamentos, 0s
sistemas de direcionamento e entrega baseados em nanoparticulas tém mostrado
efeitos benéficos quanto ao tratamento de céncer (Gavas et al. 2021). Com a
finalidade de direcionar e controlar a liberagdo de farmacos em células tumorais, e
assim diminuir os efeitos colaterais o que traz vantagens quando comparado aos
tratamentos convencionais (Regis et al., 2021).

O CaP é um tumor sélido que possuem vasos tumorais permedaveis devido a
neovascularizagdo irregular, na qual facilita o tratamento e direcionamento de
farmacos com nanoparticulas devido o efeito de permeabilidade e retengcédo (EPR).
As NPs com tamanhos de 100 ~ 200nm sé&o ideais para alcancar os tumores sélidos
pelo EPR sem que sejam eliminados, além disso, exibem menos efeitos adversos,
com melhores respostas terapéuticas quando comparadas aos quimioterapicos
convencionais (WU, 2021).

O uso de nanoparticulas com o intuito de desenvolver ativos eficazes no
direcionamento de alvos biolégicos, com liberacdo controlada, aumenta a
biodisponibilidade do ativo sem alterar a distribuicao e absorcdo. As formulaces
desenvolvidas de forma eficiente podem diminuir os riscos de toxicidade além do
que, os tratamentos podem ser realizados por diversas vias de administracdo, como:
consumo oral, inalacao, injecao intravenosa e subcutanea (CANCINO et al., 2014).

Assim, a proposta foi realizar uma revisao sistemética a partir de estudos
com animais in vivo quanto a existéncia de medicacbes e nanoparticulas em
tratamento de cancer de préstata, com a proposta de subsidiar futuros estudos que
serdo realizados em animais com cancer de prostata e aprimorar os estudos ja

realizados, além de fornecer novos insights para os estudos clinicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

O céncer é uma patologia de alteragdo celular que em determinado
momento pode invadir outros tecidos, esse fato € denominado como metastase e
acomete grande parte da populacdo do mundo. Sendo assim, tornou-se uma
preocupacdo para os pesquisadores e profissionais da saude. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que cerca de 20 milhdes de
pacientes terdo algum tipo de cancer nos proximos vinte anos (EDIS et al., 2021).

A palavra cancer é originada do grego karkinos, que tem como significado
caranguejo, e foi descrita pela primeira vez por HipdOcrates, pai da medicina. O
cancer pode ocorrer devido a proliferacdo celular anormal na qual as células
multiplicam-se excessivamente desenvolvendo o0s tumores também conhecidos
como neoplasias. A proliferacdo celular ocorre de duas maneiras (Figura 1): a
controlada, em que as células crescem fixadas e autolimitadas apresentando
sucintas alteracbes de forma ou funcédo tecidual, e a ndo controlada em que as

células multiplicam-se de formas anormais (BRAZIL, 2018).

FIGURAL- Tipo de crescimento celular

Normal Hiperplasia Displasia Carcinoma in situ  Carcinoma Invasivo Metastase
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Fonte: Adaptado BEN-DAVID et al., (2020)

Com o proposito de entender o crescimento tumoral, os autores Ray et al.,
(2019) descreveram o ciclo celular, que ocorre em quatro fases conforme a Figura 2.
Na fase G1, acontecem a preparacdo para a sintese de &cido desoxirribonucleico
(DNA), através das interrupcdes de bases puricas, pirimidicas, fosfatos e riboses,
para que ocorra a sintese de nucleotideos, aminoacidos e proteinas. Na fase
sintética ou S ha interacdo de DNA e a enzima duplicase de DNA, para ocorrer uma
duplicacdo. Na fase G2, periodo pré-mitotico, a sintese completa de DNA e o
aumento de cromossomos ocorre para que a célula inicie a divisao celular, e por fim

a fase mitética/M que refere-se a mitose, com a movimentagdo dos cromossomos e
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a clivagem celular sendo assim possivel a distribuicdo de pares de cromossomos
para células-filhas. Na fase G1, caso a célula esteja madura, e com nutrientes
adequados, o hormdnio de crescimento passara para fase S, caso contrario a célula

entra na fase GO de periodo mais prolongado de repouso, com menor atividade
metabolica.

Figura 2 — Ciclo Celular

FASE M FASE GO
FASE G2 Mitose {divisdo niclea) e Células terminalmente
: citocinese (divisdo diferenciadas retirarm-se
Sem S'f’ﬁese de celular) produzem duas dos ciclos celulares
DMA. Sintese de células filhas indefinidamente.
RMNA e proteina — 2
B, — Go
M —TEE—
hora /
// Ponto de Reentrada
/ A célula retorna de GO e
/ \ entra na fase G1.
|l
\ \ G1
\ | 6-12 horas
\ S | ,
\ 6 - 8 horas | Fase G1
/
\»\ \, Sintese de RNA e
NG \ proteina. Sem
Fase S L \ v sintese de DNA.
A sintese de DNA dobra a — *L”/ o
quartidade de DNA na Ponto de Restrigao
Célula. RNA e proteinas .
tambérm sao sintetizadas. Uma célula que passa por este

ponto esta comprometida a
passar para fase S.

Fonte: Adaptacéo (RAY et al., 2019).

As células cancerigenas multiplicam-se de forma descontrolada e néo
coincidente com o processo regular do ciclo celular, ocasionando danos e mutacfes

ao DNA e consequentemente o desenvolvimento de tumores (RAY et al., 2019).

2.2 CANCER DE PROSTATA

No Brasil e em outros paises, 0 cancer de préstata (CaP) € a segunda
neoplasia maligna que mais acomete os homens. De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), o niumero estimado de novos casos em 2020 foi cerca
de 65.840 casos, sendo 15.983 casos de mortes. Ao considerar por regides

brasileiras, o risco estimado de CaP é de 72,35/100 mil na Regido Nordeste; de
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65,29/100 mil na Regidao Centro-Oeste; de 63,94/100 mil na Regido Sudeste; de
62,00/200 mil na Regido Sul; e de 29,39/100 mil na Regi&o Norte.

A préstata € uma glandula que pesa aproximadamente 20g. Pertence ao
sistema reprodutor masculino e esta localizada na parte inferior do abdémen, na
qual produz uma parte do sémen. Esse fluido é necessario para fase reprodutora do
homem e proporciona protegdo e nutrigdo na sobrevida dos espermatozoides. A
préstata possui células que se dividem e se reproduzem de modo ordenado e
controlado. Entretanto, quando ocorre uma disfuncéo celular, elas podem dar origem
ao tumor que é classificado como: Benigno, também conhecido como hiperplasia
prostatica benigna (HPB), ou maligna conhecida como céncer de prOstata ou
neoplasia de préstata (TONON; SCHOFFEN, 2009).

Os fatores de riscos de CaP podem ser desenvolvidos devido a idade e o
histérico familiar. A maioria dos casos é observada em homens com idade avancada
e que possuem parentes de primeiro grau, como pai e irmdos com a doenca. Ha
maior prevaléncia em pessoas negras, pacientes que consomem uma dieta rica em
gorduras, e que possuem sindromes metabdlicas, como a obesidade (Giri; Beebe-
Dimmer, 2016). Pacientes com histérico familiar de cancer de prostata tem 11 vezes
maior probabilidade de desenvolver a doencga. Os estudos com genoma humano tém
avancado nas pesquisas com a finalidade de identificar familias passiveis de
desenvolver a doenca (REIS et al. 2016).

De acordo com Giri e Beebe-Dimmer (2016), a sindrome hereditaria do
cancer de mama e ovario (SCMOH) quando associada aos riscos causadores de
cancer, podem desenvolver mutacdes em BRCA1 e BRCA2 (proteinas supressoras
de cancer), essas mutacdes sao observadas comumente em cancer de prostata. A
mutacdo de BRCAZ2, observada em pacientes com cancer de préstata, € mais
agressiva e apresenta diminuicdo na expectativa de vida. De acordo com Zhen et al.,
(2018) os individuos que possuem alteracdes genéticas em BRCA1 e BRCAZ2, e tem
a doenga em estagio avangado (grau de Gleason = 8) possuem maior probabilidade
em desenvolver metastase e comprometimento dos linfonodos. Os testes genéticos
s6 sdo recomendados em pacientes com inicio mais agressivo da doenca e com
histérico familiar positivo.

O diagnodstico para detectar e rastrear o cancer de préstata consiste na
realizacdo de exames padronizados, 0 antigeno prostéatico especifico (PSA), toque

digital da glandula, ultrassonografia transretal, bidpsia e estudos histopatolégicos. A
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biopsia € aconselhada quando os niveis de PSA ultrapassam 4 ng/mL (BACELAR
JUNIOR et al., 2015).

Segundo os autores Franco e Souhami (2015) quando a neoplasia de
prostata esta localizada, pode-se realizar o tratamento através da retirada do tumor
que consiste na resseccado completa da prostata (prostatectomia radical), reduzindo
a progressao para metastase. Porém, algumas complicagdes pos-cirurgia podem ser
observadas como disfuncgéo erétil, incontinéncia urinaria e lesao do reto.

De acordo com Franco e Souhami (2015) em casos mais avancados de
CaP, sao realizados tratamentos com radioterapia em associacdo com
hormonioterapia. O mecanismo biol6gico de hormonioterapia consiste no bloqueio
da liberacdo de hormonio liberador de horménio luteinizante (LHRH), que ira
controlar o hipotalamico-pituitario liberador de horménio luteinizante (LH) e o
horménio foliculo-estimulante (FSH) incumbidos da producdo testicular de
testosterona. A acdo de radioterapia com a hormonioterapia mobiliza o sistema
imune tumoral, inibindo a sintese de DNA e a proliferacdo celular, diminuindo a
disseminacdo micrometastatica do tumor e consequentemente diminui as células
tumorais. No entanto, devido a diminuicdo hormonal para melhora do CaP, é
possivel observar alguns efeitos colaterais, como: fadiga, perda de libido, diminuicéo
da densidade Ossea, anemia, alteragbes da musculatura e problemas
cardiovasculares (FRANCO; SOUHAMI, 2015).

Para que ocorra a metastase do CaP varias etapas devem ocontecer, entre
elas: a angiogénese, a migragdo local, a invasdo, o extravasamento de células
tumorais e a colonizacao do novo sitio a ser metastizado. O estagio de proliferacdo
celular tumoral ocorre através da entrada, na corrente sanguinea, de células
malignas, que se ligam ao endotélio vascular e invadem os 0ssos causando como
consequéncia a metastase 6ssea, sendo relacionado a principal causa de morte
apos o avanco da doenca (JIM et al., 2011).

Segundo Dornas et al., (2008) a quimioterapia é indicada quando a doenca
que se encontra avancada com grande volume tumoral, lesbes 0sseas metastéticas
e que nado respondem ao tratamento de hormonioterapia. Os primeiros
quimioterapicos utilizados para tratar pacientes com cancer de préstata resistente a
castragdo metastéatica foram o mitoxantrona e a estramustina, sendo aprovados para

uso em 1981 e como resultado houve a diminuicdo dos niveis de PSA dos pacientes
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em tratamento. Entretanto, ndo se pode observar melhora da sobrevida desses
pacientes e por isso em 2004 comecaram a utilizar os quimioterapicos taxanos.

O uso de docetaxel no tratamento de CaP trouxe resultados promissores
guanto ao aumento prolongado da sobrevida dos pacientes. No entanto, alguns
pacientes analisados desenvolveram resisténcia ao quimioterapico e entdo
posteriormente, foi desenvolvido o cabazitaxel para tratamentos de pacientes que
tiveram resisténcia ao uso de docetaxel, sendo aprovado o seu uso clinico no ano de
2010 (HAUKE; TEPLY, 2016).

O CaP pode progredir e avancar para 0S 0ssos, tornando resistente a
terapias e a castragdo. O quimioterapico docetaxel é utilizado com a finalidade de
obter o tratamento, entretanto pode ocorrer resisténcia medicamentosa. O uso de
docetaxel (DTX) e a prednisona sdo as medicacfes utilizadas no tratamento de
cancer de proéstata resistente a castracdo metastatica (mMCRPC) e apenas alguns
pacientes respondem ao tratamento de forma eficaz, sendo que a expectativa de
vida média € menor que 20 meses (Teply et al., 2018).

Devido a resisténcia do tumor a drogas e os efeitos colaterais, a realizacéo
de quimioterapia pode trazer alguns efeitos indesejaveis aos pacientes. Por isso,
novas pesquisas com medicamentos e nanotecnologia séo realizadas, a partir dos
Taxanos, uma classe de diterpenos, que compreende o paclitaxel (PTX), o docetaxel
(DTX), e o cabazitaxel (CBZ), nas quais sao considerados os mais utilizados como
agentes quimioterapicos no tratamento de cancer de préstata (KOMMINENI et al.,
2019).

Os quimioterapicos convencionais utilizados podem apresentar efeitos
citotoxicos celulares, devido ao seu baixo indice terapéutico, diante disso é
necessario administrar um alto volume medicamentoso para que possam exercer as
suas funcdes anticancerigenas, mas como consequéncia, em longo prazo podem

causar danos as células saudaveis (EDIS et al., 2021).

2.3 NANOPARTICULAS E CANCER

A nanotecnologia € a area que estuda a formulacdo de nanoparticulas. O
fisico Richard Feynman foi o primeiro cientista a demonstrar métodos de

desenvolvimento dessas moléculas que possuem escala de 1 a 100 nm. A
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fabricacdo de nanoparticulas pode ser oriunda de diversos materiais e de acordo
com a finalidade pode ser de diferentes tamanhos. As elaboragbes de
nanoparticulas vém sendo realizada por pesquisadores cientistas em ensaios in vivo
e in vitro para tratamentos de doencas, transportes de ativos e substancias
medicamentosas, sinalizadores tumorais e auxilio de diagnosticos de doencas
(Apolinario et al., 2020).

As nanoparticulas cujo uso em terapia de cancer se expandiu nas diversas
areas de pesquisas e apresenta resultados promissores na veiculacdo de farmacos,
diminuindo os efeitos adversos, permitindo a estabilidade da droga administrada, o
aumento da absorcdo do farmaco e a transferéncia tissular na atividade
farmacodinamica (SILVA, 2015).

De acordo com Costa e Silva (2017), as nanoparticulas podem ser usadas
para transportar substancias anticancerigenas que irdo combater diretamente as
células sem prejudicar tecidos saudaveis. As nanoparticulas podem concentrar-se

em tumores solidos de forma passiva e ativa, como mostra a Figura 3.

Figura 3. Direcionamento passivo e ativo de NPs para células cancerigenas.
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Fonte: Adaptacéo (Yao et al., 2020).

No direcionamento passivo, as drogas séo entregues no local do tumor para
que exercam sua funcédo terapéutica. Os tumores possuem proliferacdo celular
cancerigena induzindo a neovascularizacdo e os poros da parede celular estéo

aumentados quando comparados aos tecidos normais devido a angiogénese
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acelerada e pouco eficaz. E possivel que nanoparticulas se acumulem no tecido
tumoral liberando a droga nas células cancerigenas (YAO et al., 2020).

A angiogénese € a formacao de vasos sanguineos, sem a formacao desses
vasos, 0s tumores ndo se desenvolveriam mais que 1-2 mm?3 e sofreriam hipoéxia,
levando a morte celular. Para que ocorra a angiogénese é imprescindivel que haja
estimulos de mediadores moleculares da angiogénese, como exemplo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Diversas pesquisas ja foram realizadas com
a finalidade de diminuir o processo de angiogénese celular, entretanto as células
cancerigenas possuem resisténcias as terapias antiangiogénicas (HASHEMI
GORADEL et al., 2018).

A capacidade pré e antiangiogénica dos nanomateriais traz beneficios na
area da saude, afinal os sistemas de entrega nanoparticulados com a droga
terapéutica sao capazes de suplantar a difusdo tecidual, atingindo de forma mais
segura as células-alvo para que a droga seja entregue, esse fenbmeno ocorre
devido a vasculatura permeavel e a drenagem linfatica defeituosa dos tumores
sélidos. Esse fato foi descrito por Matsumura e Maeda no ano de 1986 e foi
nomeado de efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) (ROSENBLUM et al., 2018).

Conforme descrito pelos autores Attia et al., (2019) devido ao efeito de
permeabilidade e retencdo, algumas condi¢cdes podem intervir no direcionamento
das nanoparticulas ao tumor, entre elas: o tamanho, a quimica da superficie e a
carga. Os tamanhos das nanoparticulas influenciam o tempo que ficardo em
circulacdo sanguinea, nanoparticulas maiores podem ser removidas pelo reticulo
endoplasmatico j& nanoparticulas menores que 5nm séo eliminadas da circulagdo
através de filtragem renal. Consequentemente é importante considerar o tamanho e
a geometria das nanoparticulas e as interacdes celulares (COSTA; SILVA, 2017).

A quimica da superficie nanoparticulada e a carga também devem ser
consideradas. Moléculas hidrofébicas ou carregadas aceleradamente podem ser
opsonizadas através do sistema reticuloendotelial. A elaboracdo de nanoparticulas
hidrofilicas neutras ou aniénicas é preferivel. Com essa finalidade, alguns polimeros
solliveis em agua como os polietilenoglicol (PEG), sao utilizados nos conjugados
superficiais de nanocarreadores (ATTIA et al., 2019).

No direcionamento ativo, € necessario que haja uma interacao entre ligantes
e receptores. Os ligantes irdo direcionar as nanoparticulas as células cancerigenas

qgue induzirdo a endocitose por meio da liberacdo da droga terapéutica. Os ligantes
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mais utilizados em pesquisas sao 0s anticorpos monoclonais, peptideos,
aminoacidos, vitaminas, carboidratos, proteinas e siRNAs (YAO et al., 2020).

De acordo com Bertrand et al., (2014) para realizar pesquisas no tratamento
de cancer com uso de nanoparticulas, é necessario conhecer a biologia do tumor a
ser analisado e as propriedades fisico-quimico dos nanomateriais utilizados, para
isso é necessario que haja interacdes entre 0os quimioterapicos e as nanoparticulas
em direcionamento ao tumor. A eficacia das nanoparticulas € precisa quanto a
liberacdo otimizada dos farmacos, caso nao haja compatibilidade entre o
nanomaterial e as células tumorais, 0s quimioterapicos irdo atingir os tumores de
outras formas ou ainda irdo difundir de volta para a vasculatura. Portanto, a
afinidade entre os quimioterapicos e o ambiente tumoral deve ser considerada ao
projetar os nanocarreadores.

As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas sdo imprescindiveis
devido ao seu desempenho na associacdo com farmacos para que ocorra sua
liberacdo de modo eficaz. O potencial zeta representa o potencial de superficie das
particulas, que €é motivado através de mudancas na interface com o meio
dispersante devido a desagregacao dos grupos funcionais na superficie da particula
ou do absorvimento de condicdo i6nica no meio aquoso de dispersao
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

O indice de polidisperséo (PDI) € a medida da amplitude da distribuicdo do
tamanho das amostras, os valores variam de 0,0 (para uma amostra uniforme) a 1,0
(para uma amostra polidispersa com populacbes de particulas de diversos
tamanhos). O Food and Drug Administration (FDA) ndo menciona um PDI aceitavel,
entretanto destaca a relevancia do tamanho e da distribuicdo do tamanho das
nanoparticulas. Avaliar o indice de polidispersdo de nanoparticulas é importante
devido a influéncia na captacdo celular por endocitose, na qual particulas e
moléculas s&o absorvidas pelas células (DANAEI et al., 2018).

Algumas caracteristicas dos nanocarreadores devem ser consideradas, tais
como: a) a preservacdo da nanocapsula no sangue até que possa atingir as células
cancerigenas; b) nao sofrer depuracdo pelo sistema reticulo endotelial; c) esquivar-
se do sistema fagocitario mononuclear; d) penetrar o micro ambiente tumoral via
vasculatura tumoral; e) transpor por alta pressdo o fluido tumoral e f) atingir as
células cancerigenas, sem danificar as células saudaveis. Todas essas

caracteristicas sdo fundamentais para que os nanocarreadores possam liberar os
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quimioterapicos as células cancerigenas, ocasionando a eficicia terapéutica e a
reducado de da toxicidade (GAVAS et al., 2021).

Existem diversas NPs sendo utilizadas no tratamento de cancer como pode
ser observado na Figura 4. De acordo com Tobler e Rocha, (2020) a Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da Ameérica, a European Medicines
Agency (EMA) da Europa e a Agéncia de Vigilancia de Saude do Brasil (ANVISA),
sdo agéncias regulamentadoras de medicamentos, as mesmas demonstram
interesses nos medicamentos originados de nanomateriais, analisando os impactos
da nanotecnologia para a saude humana.

Existem cerca de 60 nanomedicamentos no mundo, sendo que a ANVISA
permite o uso de 10 nanomedicamentos no Brasil para o tratamento de tumores,
entre eles: Daunoxome®, Caelyx®, Lupron-depot, Neodecapeptyl, Brexin, Maxsulid,
Ambisome® (Oliveira et al., 2016). No entanto, ndo existem avaliagbes padronizadas
quanto ao uso dessas nanomedicagfes, 0 Seu usO segue protocolos gerais de
medicacfes e nenhuma analise especifica tem sido realizada sobre as mesmas. A
ANVISA disponibiliza para consulta de medicamentos o] site
(https://consultas.anvisa.gov.br/) ao realizar pesquisas com 0 termo
nanomedicamentos nao é possivel alcancar respostas sobre o mesmo e, identificar

qguais nanomedicacdes possuem registro ativo no Brasil (PRIMO, 2021).

Figura 4. Nanoparticulas utilizadas no tratamento do cancer
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Fonte: Adaptacéo (YAO et al., 2020).



21

As nanoparticulas organicas possuem beneficios quanto a suas estruturas
moleculares. Em sua fabricacdo € possivel utilizar moléculas quimicas com
interacOes hidrofébicas e anfifilicas, encapsulando os farmacos e utilizando-os de
forma simples ou conjugada. Algumas nanoparticulas organicas ja séo licenciadas
para uso clinico, conforme mostra a Figura 5; como exemplo, tém-se os lipossomas
que dispdem de uma camada exterior lipidica e seu nucleo (interior) pode ser
utilizado para produzir medicamentos hidrofébicos ou hidrofilicos, que sdo muito
utilizados para tratamento de cancer de prostata e mama. Ainda de acordo com os
autores, muitos estudos utilizam como revestimentos os polimeros hidrofilicos PEG
em superficie, decorrendo na modificagdo e caracteristicas das NPs para prolongar

a circulacao no sangue (DIN et al., 2017).

Figura 5: Nanomedicamentos para terapia do cancer aprovado pela FDA.

Nanoparticula Medicamento Indicagao Ano
Lipossoma-PEG Doxorrubicina Céancer de ovario metastatico 1995
PLGA Acetato de Leuprolida Cancer de prostata 2002
Albumina Paclitaxel Cancer de ovario metastatico 2005
mPEG-PLA Paclitaxel Cancer de ovario metastatico 2007
Lipossoma Irinotecano Céancer de pancreas 2015

Fonte: Adaptacdo GAVAS et al., (2021).

As nanoparticulas inorganicas sdo muito utilizadas nos tratamento de cancer
devido a facilidade de conjugacéo e ligacédo entre a area de superficie e o volume do
medicamento a ser utilizado (Edis et al., 2021).

Os nano-tubos de carbono tem se mostrado promissor na terapia do cancer,
pois sdo de peso leve, possuem resisténcias mecéanicas, condutividade elétrica,
térmica e sua superficie é de facil modificacdo, sdo capazes de encapsular as
drogas nas cavidades internas da particula ou ainda fixa-las em superficies, de
forma covalente e ndo covalente ocasionando a passagem por endocitose nas
membranas celulares (Edis et al., 2021).

As nanoparticulas de silica mesoporosas também ganharam destaque
devido a capacidade de armazenar grande quantidade de drogas em seus poros,

elas apresentam otimas caracteristicas de biocompatibilidade com aumento da area
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de superficie e desse modo pode-se ligar a uma maior quantidade de ativos (DIN et
al., 2017).

As nanoparticulas hibridas sdo a juncdo de particulas organicas e
inorganicas. A finalidade é envolver matérias organicas com superficies inorganicas
para aumentar a eficiéncia antitumoral. Os autores citaram a incorporagao de
nanoparticulas de ouro com dendrimeros com finalidade terandstica com uso de
curcuma que foi encapsulada com a nanoparticula com o objetivo de tratar células
cancerigenas do colorretal, essas nanoparticulas desenvolvidas, além de exercer
atividade antitumoral positiva, apresentaram facilidade de obter imagens a partir do
exame de tomografia computadorizada (EDIS et al., 2017).

Algumas nanopatrticulas sdo mais utilizadas na pratica clinica e descritas em

artigos cientificos. O Quadro 1 exibe a representacdo esquematica dessas

nanoparticulas.

Quadro 1. Descri¢éo de nanoparticulas

Nanoparticulas

Caracteristicas

Nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS)

Sédo formados por lipido so6lido em seu exterior, como
triglicerideos, acidos gordos, fosfolipidios que envolvem
0 meio interno aquoso, sendo essa uma estrutura
lipidica que pode veicular farmacos lipossolaveis
(COUTINHO, 2015). Possuem algumas vantagens
devido a sua eficiéncia de proteger farmacos e acidos
nucleicos de degradacdo quimica, sendo de melhor
biocompatibilidade e baixo custo (RADAIC et al., 2014).

Micelas poliméricas

Sao polimeros constituidos por blocos de anfifilicos de
copolimeros formando nano capsulas em meio aquoso,
em seu interior é formado por uma zona hidrofébica
reservando farmacos, ja em seu exterior € hidrofilica,
sendo soluvel em agua e sangue podendo ser
administrado intravenoso (PARREIRA; EUGENIO,
2011).
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Dendrimeros

Os dendrimeros sao hiperramificados com cerca de 1-
10nm e podem encapsular diferentes materiais, sendo
importantes na distribuicdo de farmacos (SILVA, 2015).
Possuem vantagens em relacdo a outros polimeros
devidos ao seu tamanho e ao numero de grupos
funcionais, trazendo maior seguranc¢a na quantidade de
farmaco complexado (MOREIRA, 2013).

Nanoparticulas metélicas

Pode ser elaborado a partir de diferentes metais, como
0 ouro, um metal nobre que possui diferentes estados
de oxidacdo. A entrega do farmaco a uma célula
especifica pode ser realizada através de nanoparticulas
de ouro (AuNPs), reduzindo efeitos adversos e téxicos.
A liberacéo de ativos pode ser provocada por estimulos
internos como a glutationa e o pH, ou ainda por

estimulos externos como a luz (ENGEL, 2016).

Nanoparticulas de silica

As nanoparticulas mesoporosas de silica vem obtendo
destaque em estudos devido a sua efetividade na
entrega de  substancias terapéuticas e a
biocompatibilidade. Seu tamanho pode variar entre 2 a
50nm e envolvem farmacos e substancias ativas na
aplicacao do cancer (BUENO, 2015).

Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo particulas esféricas
formadas por camadas lipidicas com estrutura flexivel
de facil interagdo com membranas celulares, facilmente
excretadas pelo organismo. Podem ser usadas como
sistema de transporte e liberacdo de farmacos e
também integrar compostos hidrossollveis na parte
interna e lipossoliveis na membrana lipidica
(PARREIRA; EUGENIO, 2011). Preparadas no

tratamento de cancer sdo combinadas com drogas e
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revestidas por polimeros facilitando a distribuicdo da
droga. As nanoparticulas oriundas de albumina e
lipossomas ja sdo aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) (SILVA, 2015).

Fonte: Autor
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Fazer uma revisdo sistematica sobre o uso de nanoparticulas em tratamento

de cancer de prostata em animais.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar as nanoparticulas e medicamentos utilizados no tratamento do
cancer de prostata.

e Apontar os resultados da incorporacdo de nanoparticulas e medicamentos,
levando em consideracdo as atividades antitumorais, toxicidade sistémica e

avaliagcBes histologicas dos animais tratados.
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4. METODOLOGIA

As diretrizes metodoldgicas para elaboracdo de revisdo sistemética do
Ministério da Saude apontam algumas etapas a serem consideradas:

Etapa 1. definicdo da questdo a ser pesquisada com base no acrénimo
PICO, sendo P — populagdo: a populagdo a ser pesquisada; | — intervencdo: a
intervencdo a ser pesquisada; C — controle: um comparador ou um controle
determinado; O — desfecho: o desfecho a ser pesquisado.

Etapa 2. selecdo do estudo — Consiste em criar estratégias de busca
utilizando palavras-chaves que devem ser estabelecidas na pesquisa dos artigos
que serdo inseridos na revisdo sistematica. A procura de artigos pode ser feita em
bases de dados, como: biblioteca Cochrane, MEDLINE, EMBASE, SciELO, entre
outras, sendo necessario aplicar termos corretos e a utilizacdo de conectivos
adequados para tornar a procura mais eficaz.

Etapa 3: selecé@o dos artigos — inicialmente os artigos sédo avaliados através
dos resumos e titulos por dois pesquisadores separados em formato cego, seguindo
os critérios de exclusdo e inclusdo pré-estabelecidos. Esses critérios sao
estabelecidos a partir da questao definida e, caso haja discordancia na selecdo dos
estudos, ambos devem entrar em consenso.

Etapa 4: extracdo de dados — todos os dados do estudo devem ser
considerados, tais como método, participantes, cenario clinico, intervencgdes,
desfecho e os resultados. A partir da extracdo de dados € possivel sintetizar as
informacdes necessérias para a construcdo da revisdo e assim apresentar as
conclusdes (BRASIL, 2021).

4.1 PROTOCOLO

A metodologia desta revisdo foi registrada na base de registros de
protocolos de revisdes sistematicas (RSs) PROSPERO, com ID CRD42021271008,
em 17 de dezembro de 2021. Um dos objetivos da base de dados PROSPERO é
evitar a duplicidade involuntaria da publicacdo de RSs que avaliem a mesma

questao clinica. O registro prospectivo de RS torna o processo de sintese mais
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transparente e esclarece sobre quais analises foram planejadas previamente,
facilitando a avaliacdo de possivel relato seletivo de resultados posteriores.

O delineamento da pesquisa foi realizado conforme as recomendacfes do
Protocolo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews e Meta-Analysis

(PRISMA) confome descrito no Anexo B.

4.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.2.1 _Pergunta

Esta revisdo foi delineada e executada para responder a seguinte pergunta:
Quais os beneficios do uso de nanoparticulas e medicamentos no tratamento do
cancer de préstata em animais? Para formulacdo da pergunta foi utilizada a
estratégia PICO, sendo: P_ Animais (ratos e camundongos); |_ Uso de
nanoparticulas e medicamento no tratamento; C_ Animais que receberam

medicamento livre e solucao salina; e O_ Eficacia no tratamento.

4.2.2 Critérios de inclusdo e exclusdo

Os critérios de incluséo e exclusao foram estabelecidos a partir da questao e
da estratégia PICO.

Critérios de inclusdo: Artigos cientificos publicados em qualquer idioma,
entre o ano de 2010 e 2021 e que descreviam sobre o tratamento de cancer de
prostata em animais (ratos e camundongos machos) utilizando medicamentos e
nanoparticulas.

Critérios de exclusdo: 1) publicacbes que antecederam o ano de 2010; 2)
revisdes de literatura, cartas, relatos de casos, teses, capitulos de livros, resumos,
estudos in vitro e estudos em humanos; 3) estudos com uso de fitoterapicos; 4)

estudos sobre diagnostico de cancer de préstata.

4.3 CRITERIO DE BUSCA

A busca foi realizada nas seguintes bases de dados: MEDLINE (Medical

Literature Analysis and Retrieval System), ScieLO (Scientific Electronic Library
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Online), LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e
BVS Brasil (Biblioteca Virtual em Saude). Os descritores utilizados foram:
nanoparticulas, nanomedicina e cancer de prostata. A escolha dos descritores foi
baseada em termos indexados no DECS (Descritores em Ciéncias da Saude) /

MESH (Medical Subject Headings), conforme mostra Quadro 2.

Quadro2. Apresentacao dos descritores de acordo com as bases de dados.

PUBMED

Nanoparticles AND Prostatic Neoplasms
Nanoparticle. Nanomedicine. Prostate cancer.

Nanopaerticle OR nanomedicine AND Prostatic neoplasms

SCIELO

Nanomedicine OR Nanoparticle AND Prostate Cancer

Nanotherapy OR Nanoparticle AND Prostate Cancer

LILACS

Nanoparticle OR Nanotherapy AND Prostate Cancer

Nanoparticle OR Nanomedicine AND Prostate Cancer

Cochrane Library

Nanotherapy OR Nanoparticle AND Prostate Cancer

Nanomedicine OR Nanoparticle AND Prostate Cancer

EMBASE

Nanoparticle OR Nanotherapy AND Prostate AND CANCER
Nanoparticle OR Nanotherapy AND Prostate CANCER

Nanoparticle AND Prostate AND Cancer

Nanoparticle AND Prostate Cancer

Fonte: Autor

4.4 SELECAO DOS ESTUDOS

Apos a busca dos artigos, eles foram inseridos no Intelligent Systematic
Review (RAYYAN), uma ferramenta gratuita da web para auxiliar os pesquisadores
na triagem e selecdo dos artigos. Dois pesquisadores de forma independente
analisaram os artigos selecionados a partir do critério de inclusdo e exclusdo. Na
primeira fase os artigos duplicados foram excluidos e os titulos e resumos foram

lidos individualmente e de forma cega. Na segunda fase, os artigos foram lidos na
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integra e as divergéncias na selecéo de estudo foram discutidas entre ambos. Caso
houvesse qualquer desacordo entre os autores, um terceiro autor ficaria responsavel

pela decisao final.

4.5 RISCO DE VIES

Avaliar o risco de viés de cada estudo selecionado é imprescindivel para
realizar uma revisdo sistematica. A SYStematic Review Center for Laboratory animal
Experimentation (SYRCLE) é uma ferramenta adaptada, baseada na ferramenta
Cochrane Collaboration RoB Tool que avalia estudos de ensaio clinico randomizado.
A adaptacdo da ferramenta SYRCLE foi ajustada entre os estudos clinicos
randomizados e as intervengfes dos estudos em animais. A ferramenta contém 10
entradas relacionadas ao viés de selecao, viés de desempenho, viés de deteccao e
viés de atrito. Os julgamentos sao respondidos com “sim” para baixo risco de viés,
“ndo” para alto risco de viés e incerto para dados insuficientes (HOOIIJMANS et al.,
2014).

De forma independente, a analise dos artigos foi realizada através dos dois
revisores. Caso houvesse discordancia quanto aos resultados e ao risco de viés um
terceiro revisor iria colaborar com a decisdo das analises dos artigos, o que nao foi
necessario, ja que os artigos ndo apresentaram risco alto de viés e os dois revisores

estavam em concordancia.
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5. RESULTADOS

As etapas de selecdo dos artigos utilizado na revisdo sisteméatica sao

apresentadas na Figura 6.

Figura 6: Identificacdo dos estudos por meio do banco de dados

. Artigos removidos antes da
Cochrane Library (n = 51) triagem:
a Lilacs (n = 246) Artigos duplicados (n = 525)
@ Scielo (n=2) »| Revisdo sistematica (n= 10)
& Pubmed (n=772) Revisdo de literatura (n=12)
= Embase (n= 2.826) Meta- andlise (n=3)
5 Outros animais (n= 28)
i=l
Artigos selecionados (n = . . _
—»| Artigos excluidos (n =578)
3.897)
Artigos analisados pela leitura .| Leituranaintegra
c de titulo e resumo (n = 3.319) i (n=21)
Q
o
&
£ !
Arti liad Artigos excluidos (n=15)
rtigos avaiiados por ——— ] Motivos: Estudos in vitro,
elegibilidade (n = 21) revisdo narrativa,
nanoparticulas utilizadas
como marcadores,
nanoparticulas e uso de ch&a
verde e cUrcuma, estudos
comparativos de cancer de
mama e prostata.
o . ’ . ~
fg Estudos incluidos nareviséo
E (n=6)

Fluxograma da sele¢@o dos artigos a serem incluidos na reviséo sistemética segundo os critérios de

elegibilidade empregados no estudo.
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A selecdo dos artigos foi embasada nos critérios de inclusdo a partir da
leitura dos titulos e dos resumos. Na sequéncia foi realizada uma leitura na integra
com o objetivo de selecionar os artigos de interesse.

Os artigos selecionados totalizaram 3.897 artigos, sendo: 51 Cochrane
Library; 246 Lilacs; 2 Scielo; 772 Pubmed e 2.826 Embase. Antes da triagem alguns
artigos foram excluidos, como: artigos duplicados (n=525), artigos de revisdo
sistematica (n= 10), artigos de revisdo de literatura (n= 12), meta-andlise (n=3) e
outros artigos que pesquisaram animais diferentes do foco da revisdo sistematica,
tais como: cdo (n=11), suino (n=7), peixe (n= 6) e coelho (n=4).

Na selegdo de triagem, havia 3.319 artigos. Apos a leitura dos titulos e dos
resumos seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo, restaram 21 artigos para
leitura na integra. Dos mesmos, foram excluidos 15 artigos, pois as nanoparticulas e
medicacOes utilizadas nesses estudos eram direcionadas de forma ativa, estavam
ligadas a receptores, ou ainda utilizavam tratamentos naturais e n&o tinham relagao

com o tema proposto, restando 6 artigos para o estudo.

5.1 RISCO DE VIES DOS ESTUDOS SELECIONADOS

Para identificar o possivel risco de viés, foi necesséario analisar os artigos
selecionados e responder as questbes conforme cada pergunta de sinalizacdo
conforme mostra o Quadro 3. Através das respostas das perguntas de sinalizacao é
possivel fornecer bases para o julgamento sobre o risco de viés. O julgamento do
risco de viés é classificado conforme as respostas, SIM indicam baixo risco de viés,
NAO indicam alto risco de viés e DADOS INSUFICIENTES indicam que ndo é
possivel atribuir viés.

De acordco com os estudos, apenas dois autores relataram a sequéncia de
alocacdo dos animais, as caracteristicas dos animais em tratamento e animais
controle, nos demais estudos ndo havia informagbes sobre a alocacdo dos
diferentes grupos, ndo havia informacdes sobre o alojamento dos animais e se foi
realizado de forma aleatoria, ndo havia informagdes se os investigadores estavam
cegos quanto a intervencéo recebida, ndo havia informacdes se os animais foram
selecionados aleatoriamente para avaliacdo de resultados. Em todos os estudos
haviam dados dos resultados obtidos a partir dos experimentos, bem como nao

apresentaram problemas que poderiam resultar em alto risco de viés.
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Perguntas de sinalizacdo

Autor/Ano 1. Al 2 Os | 3. A | 4. Os animais | 5. Os | 6. Os animais | 7. O | 8. Os dados | 9. Os | 10. O
sequéncia de | grupos alocacdo foi | foram alojados | cuidadores foram avaliador de relatérios estudo
alocacao foi | foram adequadame | aleatoriamente | e/ou selecionados de resultados do estudo | estava
gerada e | semelhante | nte durante 0 | investigadore | aleatoriamente | resultados | incompletos | estdo livres | aparente
aplicada s na linha | ocultada? experimento? |s  estavam | para avaliacdo | estava foram de mente
adequadame | de base ou cegos dos cego? tratados relatérios livre de
nte? foram quanto ao | resultados? adequadame | seletivos outros

ajustados conheciment nte? de problema
para o de qual resultados? | s que
fatores de intervencao poderiam
confuséo cada animal resultar
na analise? recebeu em alto
durante o] risco de
experimento viés?
?

Shuai et al., 2020 SIM SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Teng et al., 2016 INCERTO SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Cervin et al., 2010 INCERTO SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Elzoghby et al., 2013 SIM SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Hoang et al., 2014 INCERTO SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Hoang et al., 2017 INCERTO SIM INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO INCERTO SIM SIM SIM

Fonte: Quadro adaptado Hooijmans et al., (2014)
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Tabela 1: Risco de viés em estudos individuais conforme ferramenta Syrcles

RISCO DE VIES - FERRAMENTA SYRCLES
AUTOR E ANO SELECAD DESENPENHO DETECCAO ATRITO RELATORIO OUTROS
1 2 3 4 5 6 7 ) 9 10

Shuai etal., 2020

Teng et al_, 2016

Cervin et al., 2010

Elzoghby et al., 2013

Hoanget al., 2014

Hoang et al_, 2017

sm @ nao DADOS INSUFICIENTES

Fonte: autor.

Sendo assim, conforme a tabela acima, ndo foi identificada nenhum risco
alto ou limitacdo metodoldgica que exigisse a exclusdo dos artigos selecionados

para esta revisao sistematica.

5.2 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS SELECIONADOS

Os estudos selecionados foram publicados entre os anos de 2010 e 2021,
na lingua inglesa, e foram conduzidos nos seguintes paises: China, Canada, Suécia
e Egito.

Os quimioterapicos que foram utilizados nos estudos selecionados foram:
cabazitaxel (3), docetaxel (2) e flutamida (1). Todas as drogas foram revestidas com
nanoparticulas com o objetivo de tratar ratos e camundongos induzidos ao cancer de
préstata ou ainda que possuissem resisténcia medicamentosa. No quadro 3, foram
descritos 0os animais utilizados na pesquisa, as intervencdes, o controle e o desfecho

guanto a perda de peso.



Quadro 3. Apresentacao dos estudos selecionados
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ESTUDO POPULACAO INTERVENCAO CONTROLE DESFECHO
Autor/Ano Modelo animal Nanoparticula Medicacé&o + | Dose Controle Tamanho | Perda de peso dos
via da NPs animais
administrada
Shuai et al.,, | Camundongos nus BALB (4-5 semanas de idade), | Metoxi poli | Carbazitaxel (IV) | 8mg/kg Solugéo 20-30nm. | CTX livre - | 15%.
2020 cinco grupos (n=7) por grupo. (etilenoglicol) 15mg/kg salina
poli  (lactideo) 30mag/kg CTX — livre CTX livre - | 27,8.
(MPEG-PLA) CTX - NPs simples
Camundongos ICR (4-5 semanas de idade) 5 30,6%.
grupos (n=10) por grupo.
Teng et al., | Camundongos nus BALB (6 semanas de idade) trés | Alboumina sérica | Cabazitaxel (IV) | 8mg/kg Solugéo 110-140 Cbz-Tween perderam
2016 grupos (n = 6) por grupo. humana (HSA) salina nm. mais peso que Chz-
CBZ-Tween NPs
Cervin et al., | Camundongos machos SCID (4-6 semanas de | Nanoparticulas Estudo 1: 1,62mg/kg LCNP vazio | 80—90 nm | LCNP/docetaxel e
2010 idade) de cristal liquido | Docetaxel (IV) 1,35mg/kg Taxotere perderam
Estudo 1: 30 camundongos divididos em trés grupos | (LCNPs) Taxotere (IP) peso durante o estudo.
(n = 10) por grupo.
Estudo 2: 18 camundongos divididos em dois Estudo 2:
grupos (1 grupo de 12 e 1 grupo de 6 animais). Docetaxel (IV)
Taxotere (IV)
Elzoghby et | Ratos Sprague Dawely Divididos em trés grupos de | Micelas de CAS | Flutamida (IV) 12mg/kg Solucéo 100nm Reducéo da prostata e
al., 2013 8 ratos. carregadas com salina vesicula seminal 11,86
FLT FLT livre e 17,74% droga livre e
34,62 e 24,59% FLT —
micelar.
Hoang et al., | Camundongos BALB divididos em 3 grupos (n = 5) | Polimero de | Docetaxel (V) 170mg/kg Solugéo 122nm DTX - 13,2%
2014 por animais. carboximetilcelul 20mg/kg salina Cellax - N&o houve
ose conjugado 10mg/kg perda de peso
Camundongos NOD-SCID divididos em 3 grupos (n | com docetaxel e significante.
= 10) por animais. PEG (Cellax)
Hoang et al., | Camundongos NOD-SCID divididos em 3 grupos (n | Carboximetilcelu | Cabazitaxel (IV) | 55mg/kg Solugéo 100nm Solucgéo salina — 10%.
2017 = 5) por animais. lose (Cellax- salina CBZ livre em modelo
CB2) CBZ livre PC3- RES - 12 a 17%.

Fonte: Autor.
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5.2.1 Animais

Em trés estudos (SHUAI et al.,, 2020; TENG et al., 2016; HOANG et al.,
2014), foram usados os mesmos animais, camundongos “Nude” da linhagem BALB.
Ainda na pesquisa de Shuai et al., (2020) foram utilizados camundongos do Institute
of Cancer Research — ICR. J& os pesquisadores Cervin et al., (2010); Hoang et al.,
(2014) e Hoang et al.,, (2017) utilizaram os camundongos com sindrome da
imunodeficiéncia combinada severa (SCID), entretanto nos estudo (Hoang et al.,
2014; 2017) os camundongos além de serem imunodepremidos eram diabéticos e
obesos (NOD). Diferente dos outros estudos, os autores Elzoghby et al., (2013)
utilizaram ratos Sprague Dawely.

Em quatro estudos analisados (TENG et al., 2016; Cervin et al., 2010; Hoang
et al.,, 2014; e Hoang et al., 2017), o cancer de prostata nos animais foi induzido
através de células cancerigenas de prostata PC-3 através de injecdo via subcutanea
nos flancos dos animais. Apoés isso, determinaram o valor do crescimento tumoral.
Ainda nas pesquisas de Hoang et al., (2014) e Hoang, et al. (2017), por se tratar de
resisténcia medicamentosa, os animais receberam células PC-3 e células C4-2B-
RES, respectivamente, diretamente na medula éssea. No estudo de Elzoghby et al.
(2013), os ratos foram induzidos ao cancer de prostata através do horménio
androgeno e as dosagens dos niveis de PSA foram realizados para confirmar o
cancer de préstata. Nos estudos de Shuai et al., (2020) foram utilizados
camundongos ICR saudéaveis e os animais receberam células de cancer de prostata

humano Du-145 nos flancos via subcutanea.

5.2.2 Intervencéo

Nos estudos de Shuai et al., (2020) foram injetados nos camundongos nus
BALB por via intravenosa, o tratamento conjugado de NPs (CTX-NPs a 8 mg/kg,
MPEG2k-PLA2KCTX NPs a 15 mg/kg, e mPEG4k-PLA4k-CTX NPs a 15 mg/kg
durante 30 dias. Os camundongos ICR receberam medicamentos atraves da veia da
cauda, sendo CTX-NPs a 15 mg/kg, mPEG4k-PLA4k-CTX NPs a 15 e 30mg/kg.

Teng et al., (2016) avaliaram as nanoparticulas de albumina sérica — HSA

carregadas com cabazitaxel a 8mg/kg e cabazitaxel ligada por tween a 8mg/kg.
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Cervin et al., (2010) realizaram dois estudos. No estudo 1, as nanoparticulas
de cristal de liquido (NPCL) com docetaxel (1,62mg) foram administradas por via
intravenosa e o taxotere foi administrado via intraperitoneal, com doses de 1,62mg.
No estudo 2, foi administrado NPCL com docetaxel e taxotere via intravenosa,
ambos com dose total de 1,35mg/kg. Elzoghby et al., (2013) utilizaram em sua
formulacédo flutamida carregado com nanoparticulas micelares de caseina (CAS) e
solucéo de flutamida livre, ambos com 12mg/kg via intravenosa.

Hoang et al., (2014) prepararam polimero de carboximetilcelulose conjugado
com docetaxel e PEG (cellax). Os animais inoculados com o tumor PC-3 receberam
dose de DTX 20mg/kg e cellax 170mg/kg. Apés inoculacdo de células PC-3 na
medula 6ssea, 0os animais receberam doses de DTX 10mg/kg e cellax 170mg/kg.
Nos estudos de Hoang et al., (2017), também foi utilizado o polimero cellax,
entretanto conjugado com cabazitaxel para tratar os animais com CaP e metéstase
0ssea resistentes ao docetaxel. As concentragcdes administradas foram 2mg/kg de

CBZ livre e 55mg/kg de cellax.

5.2.3 Controle

Dentre os estudos selecionados, Teng et al., (2016); Elzoghby et al., (2013);
Hoang et al., (2014); e Hoang et al., (2017), analisaram o grupo de animais controle
com o uso de solugéo salina (n=4). Outros estudos (Shuai et al., (2020); Cervin et
al., (2010); Elzoghby et al., (2013); Hoang et al., (2014); e Hoang et al., (2017),
compararam 0s animais através de medicacdes livres de NPs (n=4) e um estudo

Cervin et al., (2010) avaliou a atividade da NP vazia.

5.2.4 Desfecho

Todas as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram tamanhos maiores
que 5 nm e menores que 200 nm, o limite do tamanho das NPs permite o
direcionamento das mesmas ao tumor atraves do efeito de permeabilidade e
retencdo. Todos os estudos analisados tiveram reducao do tumor com o uso de NPs
e medicamentos e a perda de peso dos animais foram menores quando comparado

ao controle e ao uso medicamento livre.
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No Quadro 4, foram listados os autores, seus objetivos e conclusdes. Em
todos os estudos analisados, foi possivel observar a eficiéncia do uso de
nanoparticulas carreando medicacdes para tratar o cancer de préstata induzido em

animais.



Quadro 4: Apresentacao dos estudos, objetivos e concluséo.
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Autor e ano

Estudo

Objetivo

Conclusao

SHUAI etal., 2020

Self-assembling poly(ethylene
glycol)-block-polylactide-cabazitaxel
Conjugate nanoparticles for
anticancer therapy with high efficacy
and low in vivo toxicity

Conceber uma nova classe de
nanoterapias montadas com proé-
drogas poliméricas que mantém a
atividade farmacol6gica enquanto
aliviam substancialmente a
toxicidade da droga em animais.

() liberacdo sustentada do farmaco
na circulacdo sistémica, impedindo a
liberacdo inicial do farmaco; (i)
sintese facil de estruturas
guimicamente bem definidas para
conjugados  polimero-droga; (i)
flexibilidade na escolha de ligagBes
guimicas para a conjugacdo de
drogas, em que é possivel integrar
racionalmente uma variedade de
ligacbes que respondem  ao
microambiente tumoral para uma
cinética de liberacdo de drogas
adaptavel; (iv) materiais
convencionais de PEG/PLA
aprovados pela FDA; (v) um
processo simples de automontagem
de uma etapa para a fabricacdo de
nanoterapias de 50nm adequadas
para a penetracdo profunda do
tumor; e (vi) toxicidade do farmaco
aliviada com uma margem de
seguranca elevada em comparacao
com as formulagbes ndo covalentes
tradicionais.

TENG et al., 2016

Cabazitaxel-loaded human serum
albumin nanoparticles as a
therapeutic agent against prostate
cancer

Nanoparticulas de albumina de soro
humano carregadas com cabazitaxel
(Cbz-NPs) foram sintetizadas para
superar a toxicidade relacionada ao
veiculo da formulagdo clinica atual
do medicamento com base em

Os resultados deste estudo
mostraram que Cbz-NPs tém
vantagens de seguranca
significativas em comparacdo com
Cbz-Tween. Cbz-NPs mostrou
circulagcdo sanguinea prolongada e
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Tween-80 (CbzTween).

aumento do acumulo de Cbz em
tumores, juntamente com toxicidade
reduzida. Portanto, os Cbz-NPs tém
potencial na futura terapia clinica do
cancer de prostata.

CERVIN et al., 2010

Properties and effects of a novel
liquid crystal nanoparticle formulation
of docetaxel in a prostate cancer
mouse model

Desenvolver uma formulacdo de
nanoparticulas de docetaxel segura
e eficaz.

A formulacdo LCNP / docetaxel
usada neste estudo mostrou um
efeito significativamente melhor na
regresséo do tumor, em comparagao
com o] Taxotere disponivel
comercialmente. A coloracéo
imunohistoquimica de tecidos
tumorais ndo mostrou grandes
diferencas entre os dois grupos de
tratamento. No entanto, a expresséo
do Ki-67 no nucleo do tecido tumoral
colhido foi reduzida no LCNP /
docetaxel, o que pode refletir uma
melhor capacidade de penetracéo
desta substancia.

Elzoghby et al., 2013

Micellar Delivery of Flutamide Via
Milk Protein Nanovehicles Enhances
its Anti-Tumor Efficacy in Androgen-
Dependent Prostate Cancer Rat
Model

Descrever e a  preparagéo,
caracterizagdo fisico-quimica da
formulacdo de flutamida (FLT) a
base de micelas automontadas de
caseina biocompativel (CAS) com o
objetivo de controlar a liberagdo do
farmaco, aumentar sua eficacia
antitumoral e reduzir sua
hepatotoxicidade.

O uso de micelas de FLT-CAS
apresentou maior atividade
antitumoral que o farmaco livre,
representada pela diminuicdo do
nivel sérico do antigeno prostéatico
especifico (PSA). Descobriu-se que
as micelas FLT-CAS reduzem com
eficiéncia a proliferagdo celular do
tumor da préstata, inibem a
angiogénese tumoral e aumentam a
inducdo de apoptose tumoral. O
risco de hepatotoxicidade também foi
menor para micelas de drogas do
que para droga livre. As micelas
FLT-CAS podem servir como um
agente terapéutico potencialmente
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novo no tratamento de tumores de
prostata.

Hoang et al., 2014

Docetaxel-carboxymethylcellulose
nanoparticles display enhanced
anti-tumor activity in murine models
of castration-resistant prostate
céancer

Desenvolver um sistema aprimorado
de administracdo de medicamentos
para mitigar a toxicidade do DTX e
reduzir o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos, com
intuito de prolongar o tempo que os
pacientes podem permanecer sob a
quimioterapia DTX.

Os camundongos com metastases
de cancer de préstata para 0 0sso,
tratados com Cellax apresentaram
de 2 a 3 vezes melhora,
sobrevivéncia e qualidade de vida
em relacdo ao uso de DTX nativo e
controle.

Hoang et al., 2017

Cabazitaxel-conjugated
nanoparticles for docetaxel-resistant
and bone metastatic prostate cancer.

Desenvolver de um sistema de
distribuicdo baseado em polimero
para CBZ para melhorar sua
seguranca e eficacia contra mCRPC
resistente a DTX.

Cellax-CBZ exibiu distribuicdo ao
tumor 157 vezes maior em
comparacdo com CBZ livre, com
acumulo reduzido na maioria dos
orgdos. Cellax-CBZ forneceu cura
duravel (> 120 dias) para 70% dos
camundongos com 0SSO metastatico
e CaP resistente a DTX, enquanto
camundongos tratados com solucéo
salina e CBZ livre sucumbiram a
doenca no primeiro més.
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6. DISCUSSAO

Os animais ratos e camundongos foram utilizados nos estudos
experimentais. Os autores Shuai et al., (2020); Teng et al., (2016) e Hoang et al.,
(2014) utilizaram em suas pesquisas os camundongos “Nude” da linhagem BALB.
Os mesmos surgiram pela primeira vez na Escocia em 1962 e possuem mutacdo no
cromossomo 11. Os camundongos machos homozigotos ndo possuem timo, o que
os tornam deficientes na producéo de linfocitos T e, por isso, sdo muito utilizados em
pesquisas devido a diminuicdo da resposta imune (Santos, 2002). Ainda na pesquisa
de Shuai et al., (2020) foram manuseados os camundongos do Institute of Cancer
Research (ICR), que sao animais endogamicos, utilizados em pesquisa devido ao
baixo custo, a facilidade na reproducdo e ao crescimento acelerado (KIM et
al., 2017).

No estudo de Cervin et al., (2010); Hoang et al.,(2014) e Hoang et al.,(2017)
foram utilizados camundongos com sindrome da imunodeficiéncia combinada severa
(SCID). Os mesmos possuem gene recessivo autossémico no cromossomo 16 e nao
possuem linfécitos T e B, sendo utilizados em pesquisas com metéstase tumoral.
(Santos, 2002). J4 Elzoghby et al., (2013) utilizaram ratos Sprague Dawely, um
modelo animal heterogéneo muito utilizado em pesquisas de toxicologia e
farmacologia por serem déceis e de facil manejo. Esses animais, quando fémeas,
sdo muito usados em estudos para a inducdo tumoral, pois sdo mais suscetiveis ao
cancer de mama (NEVES et al., 2013).

Quanto as nanoparticuladas empregadas, os polimeros sintéticos mais
utilizados sao o poliacido latico (PLA) e o polietilenoglicol (PEG). Ambos sdo usados
de forma combinada (MPEG- PAG) e quando associada a outros polimeros exercem
notaveis carreadores moleculares que podem ser administrados em meio aquoso ou
lipidico (Carvalho Lopes; Pereira Torres, 2020). Os copolimeros em bloco anfifilicos
(uma parte polar hidrofilica e outra apolar hidrofébica) sdo usados para transportar
drogas hidrofébicas, como por exemplo, o cabazitaxel, mantendo maior tempo em
circulacdo sanguinea, diminuindo a liberacdo da droga e consequentemente
alcancando o tumor para a entrega do medicamento (CHEN et al., 2021).

No estudo de Shuai et al., (2020) foi realizado uma nanoterapia de pro-
farmaco polimérico anfifiico com objetivo de manter a atividade farmacoldgica e

diminuir os efeitos toxicos em modelos pré-clinicos. Os conjugados anfifilicos de
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MPEG-PLA-CTX foram realizados com varios comprimentos de bloco de PEG e PLA
e sua producéo trouxe como resultado a liberagdo da medicacdo de forma lenta
com limitacdo de exposicdo da droga livre em tecidos e outros 6rgdos. Os estudos
gue utilizaram nanoparticulas conjugado ao PEG, obtiveram resultados promissores
no direcionamento das NPs em células-alvo sem expor outros tecidos ou sofrerem
com a opsonizacgao do sistema reticuloendotelial (CHEN; MOHANRAY, 2006).

Os autores de Teng et al., (2016) empregaram o uso de albumina sérica
humana (HSA) para a construcdo de nanoparticulas de cabazitaxel (Cbz-NPs), as
quais foram sintetizadas por salting up (remocgédo de substancias aquosas) e
comparadas com nanoparticulas oriundas de polissorbato 80 (Cbz-Tween), uma
substancia comercialmente téxica, cujo a formulacdo de medicamentos pode trazer
efeitos colaterais ao organismo. Ja albumina corresponde a maior concentracao de
proteinas plasmaticas, sendo um 6timo carreador de medicamento para o tumor
devido a sua alta solubilidade. Qu et al., (2019) também desenvolveram
nanoparticulas com o uso de albumina sérica humana, para tratar cancer de pulmao
encapsulando o docetaxel, e relataram sobre a toxicidade causada pelo uso de
polissorbato 80 em formulagdes de taxotere em tratamentos de tumores.

A via intravenosa foi a escolha na maioria dos estudos incluidos, com
excecdo do estudo de Cervin et al., (2010) que compararam o0 uso de medicamento
livre via intraperitoneal (taxotere 1,62mg/kg) e LCNP/docetaxel via intravenosa.
Mesmo com a diferenca de administracdo o taxotere livre mostrou ter menor efeito
antitumoral.

O uso de docetaxel pode ocasionar limitacdes quanto a solubilidade e a
estabilidade, estimando a pesquisa quanto a formulacdo de novos medicamentos
menos toxicos com maior penetracdo e direcionamentos em tecidos tumorais
(SOHAIL et al., 2018). Foram elaboradas nanoparticulas cristalinas liquidas (LCNPs)
de encapsulamento eficaz com estabilidade na liberacdo do medicamento em
estudos pré-clinicos. Dois estudos distintos foram realizados, sendo o estudo 2
confirmatdrio dos resultados do estudo 1. Os dois estudos pesquisaram 0 uso de
LCNP/docetaxel e taxotere livre, entretanto no estudo 1 o taxotere foi administrado
via intraperitoneal (IP), diferente do estudo 2 em que as medicacdes foram
administradas via intravenosa (CERVIN et al., 2010).

O estudo de Elzoghby et al.,, (2013) houve a utilizagcdo da medicagao

flutamida (FLT), justificada pelo fato de ser mais eficaz e segura na inibicéo e ligacéo
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com di-hidrotestosterona ao receptor de célula-alvo, que afeta o antigeno especifico
da préstata (PSA) no plasma. Essa medicacdo possui baixa solubilidade aquosa,
baixa permeabilidade e hepatotoxicidade. Em vista disso, foi elaborada uma
nanoparticula a partir da caseina (CAS), uma proteina do leite que facilita a
liberac@o da droga devida sua caracteristica anfifilica. As nanoparticulas de caseina
podem envolver diversas caracteristicas de drogas, como as drogas hidrofobicas ou
hidrofilicas. Além do mais, sdo baratas e de facil acesso, biodegradaveis e nédo sao
toxicas ao organismo. De acordo com os autores Zhen et al., (2013) em uma
pesquisa realizada anteriormente, foram preparadas nanopaticulas ocas de caseina
em solugéo aquosa e como resultados observaram excelentes penetrabilidades em
barreiras celulares tumorais.

O uso de medicamentos por longos periodos pode causar uma elevada
toxicidade e surgimento de resisténcia ao tratamento. Os pesquisadores Hoang et
al., (2014) produziram uma nanoparticula carboximetilcelulose (Cellax) com uso de
docetaxel com a intencao de inibir atividade tumoral de camundongos resistentes a
castracdo. Em um novo estudo publicado em 2017, foram realizadas analises da
mesma nanoparticula, entretanto com uso de cabazitaxel em animais com cancer de
prostata e metastase Ossea resistente ao docetaxel, o objetivo foi direcionar o
medicamento direto para o tumor preservando os 0rgdos dos animais tratados
(HOANG et al., (2017).

De acordo com Anselmo e Mitragotri (2016) a administracéo via intravenosa
de nanoparticulas e medicamentos possuem mais acesso ao tecido corporal, com
maior potencial e probabilidade de chegar ao destino biolégico. Em todos os estudos
selecionados as nanoparticulas que encapsularam os medicamentos mantiveram-se
por mais tempo em circulacdo até atingir o tecido tumoral via efeito EPR. O tamanho
das nanoparticulas interfere no direcionamento aos tumores, tamanhos de NPs
inferior a 200nm s&o mais faceis no direcionamento de modo passivo aos tumores
através do efeito de EPR, e na qual se mostrou mais eficaz quando comparado com
a droga livre.

Em geral, todos os estudos que direcionaram as nanopaticulas ligadas a
medicamentos de forma passiva até o tecido tumoral através do efeito de EPR
mostraram resultados significantes na eficacia terapéutica quando comparado aos
medicamentos livres. Isso € possivel, pois 0s quimioterapicos de baixo peso

molecular séo eliminados rapidamente por meio da filtragdo glomerular renal. Ja com



44

uso de nanocarredores incorporados com quimioterapicos prolongam a
farmacocinética e aumentam a biodisponibilidade como consequéncia. Por isso, a
sobrevida dos animais e a reducdo tumoral foram maiores com drogas incorporadas
guando comparado com a droga livre (FOX et al., 2009).

De acordo com Mehanna et al., (2021) a angiogénese é imprescindivel para
0 crescimento tumoral. Fatores de crescimento estimulam a angiogénese bem como
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1). Na pesquisa de Elzoghby et al., (2013) o emprego
das micelas CAS com flutamida e flutamida livre reduziu significantemente os niveis
de crescimento angiogénicos, mas nenhuma diferenca foi observada entre os
tratamentos. Quanto a atividade antitumoral, a micela CAS ligada flutamida
apresentou melhor resultados com diminu¢cdo dos niveis de PSA, quando
comparado ao farmaco livre.

Nos estudos Cervin et al., (2010) houve inibicdo da angiogénese a partir da
diminuicao dos niveis de VEGF em tumores tratados com LCNP/docetaxel e taxotere
livre. Com a semelhanca da inibicdo de angiogénese os autores concluiram que a
eficacia do uso de nanoparticula ndo se deve a inibicdo de angiogénese e sim
devido as propriedades de penetracdo das nanopatrticulas.

Apenas trés estudos (HOAG et al., 2014; HOANG et al., 2017; e SHUAI et
al., 2020) avaliaram o indice de polidispersdo, com valores de: Cellax-DTX 0,14;
Cellax-CBZ 0,115 + 0,036; CTX-NPs 0,149 + 0,020; mPEG2k-PLA2-CTX NPs 0,188
+ 0,031; e mMPEG4k-PLA4k-CTX NPs 0,140 + 0,022, respectivamente. Os resultados
de PDI foram benéficos em todas as nanoparticulas desenvolvidas pelos
pesquisadores, com indice proximo a 0,0 que € indicativo de maior uniformidade das
particulas, e traz melhores resultados quanto a captacdo celular por endocitose.
Assim como nos trés estudos, os pesquisadores Gao et al., (2019) utilizaram
nanoparticula de caseina modificado com mentol para tratar camundongos com
tumor cerebral os valores de indice de polidispersdo das nanoparticulas também
estavam proximos a 0,0 com valores de 0,20 +0,1 PDI.

Nos estudos de Elzoghby et al., (2013) as micelas de CAS mostraram um
valor de potencial zeta de -33,6 a -37,3mV que é indicativo de boa estabilidade
coloidal. Os autores Hoang et al., (2014) avaliaram o potencial zeta resultando em -
0.8 + 3.1 mV. Para uma alta estabilidade, o valor de potencial zeta deve ser menor

que -30mV ou maior que +30mV, o que as fara serem consideradas catidnicas ou
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anibnicas, respectivamente. As nanoparticulas de potencial zeta negativo (aniénicas)
possuem mais afinidade pela membrana celular. Por isso, sdo mais capturas pelas
células quando comparadas as de potencial zeta positivo (catidnicas) (DUAN; LI,
2012).

Para realizar os tratamentos de cancer, inUmeras doses de quimioterapicos
séo realizadas, desde que ndo haja toxicidade devido a dose maxima tolerada. Em
estudos pré-clinicos, é possivel verificar a relacdo da dose medicamentosa quanto a
diminuicdo tumoral e perda de peso dos animais. Determinar a dose maxima
tolerada em estudos pré-clinicos auxilia a avaliacdo das doses iniciais de tratamento
utilizadas em humanos, por considerar os efeitos colaterais (ASTON et al., 2017).

No estudo Hoang et al., (2014) a dose méaxima tolerada para tratar os
animais foi de 20mg DTX livre e 170mg DTX ligado ao Cellax por trés semanas
consecutivas. A diferenga entre as doses foram significativa, os animais tratados
com Cellax néo tiveram perda de peso corporal, entretanto os camundongos
tratados com DTX livre apresentaram perda de 13,2% de peso corporal. Além disso,
nenhuma alteracdo dos parametros hematolégicos foi observada nos animais
tratados com Cellax. A diferenca das doses é relevante, e indica que € possivel
empregar maiores doses encapsuladas no tratamento de céancer de préstata, sem
prejudicar outros érgaos e tecidos.

Os pesquisadores Hoang et al., (2017) avaliaram a biodistribuicdo de CBZ
livre e Cellax-CBZ com dose Unica de 20mg/kg. A biodistribuicdo do medicamento
determina a eficacia no tratamento e a toxicidade sistémica. A capitacdo tumoral do
Cellax-CBZ ocorreu 72 horas apés a administracdo, diferente do CBZ livre que
ocorreu apos 3 horas e era 20 vezes menor quando comparado ao Cellax-CBZ. Ao
analisar esses resultados, pode-se perceber que varias doses de CBZ livre deveria
ser realizado para tratamento, diferente do Cellax conjulgado com CBZ que
necessita de menos dose por permanecer mais tempo em circulacado sanguinea.

Assim como Hoang et al., (2017) e Hoang et al., (2014) os pesquisadores
Roy et al., (2014) desenvolveram nanoparticulas a base de carboximetilcelulose no
carreamento de docetaxel para tratar cancer de mama em modelos in vivo. O
docetaxel livre foi administrado com dose maxima tolerada de 10mg/kg, ja o uso de
Cellax- docetaxel teve dose aumentada com uso de 30mg/kg e exibiu eficacia no
tratamento com inibicdo de 90% do crescimento tumoral. Os camundongos tratados

com docetaxel livre tiveram 10% de perda corporal. Assim como em tratamento de
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cancer de prostata, os pesquisadores concluiram que doses aumentadas de
quimioterapicos, podem ser utilizadas para tratar os camundongos com céancer de
mama de forma segura.

A atividade tumoral dos animais tratados foi avaliada de acordo com a
regressao tumoral e a diminuicdo do peso corporal. Para avaliacdo antitumoral os
autores Shuai et al., (2020) analisaram os camundongos nus Balb. Os animais
tratados com solucdo salina exibiam um crescimento tumoral rapido e continuo, os
animais tratados com CTX livre a 8mg/kg apresentaram reducdo tumoral, entretanto
0s que foram tratados com mMPEG2k- PLA2k-CTX e mPEG4k-PLA4k-CTX NPs
15mg/kg tiveram uma reducgéo significativa com desaparecimento tumoral em trés
de sete camundongos. Os melhores resultados foram observados através da
administracdo de mMPEG4k-PLA4k-CTX NPs a 15 mg/kg, o que produziu uma
regressdo do tumor durante todo o estudo. Além disso, com o uso da dose
aumentada, ndo houve queda de peso dos animais, diferente dos que usaram a
dosagem CTX livre a 8mg/kg e tiveram perda corporal de 15%.

Na avaliacdo antitumoral de Teng et al., (2016) tanto o uso de Cbz-NPs e
Cbz-Tween diminuiram o tumor dos animais com cancer de préstata, entretanto os
animais tratados com Cbz-Tween mostraram maior reducdo do peso corporal
quando comparado com o uso de Cbz-NPs. Em uma pesquisa realizada pelos
autores Qu et al., (2019) para tratamento de cancer de pulméo em animais, o uso de
nanoparticulas HSA e docetaxel exibiram efeitos terapeuticos com melhores
resultados quando comparado ao docetaxel livre. Além disso, as nanoparticulas
permaneceram mais tempo em circulagdo sanguinea com efeito aprimorado na
permeabilidade e retencdao.

De acordo com Cervin et al., (2010) o estudo 1 obteve resultados
promissores no uso de LCNP/docetaxel com regressao tumoral dos camundongos
pesquisados (volume tumoral de 10% ou menos), e 0 uso de taxotere também
apresentou regressao tumoral (volume tumoral de 18%). J4 o uso de LCNP vazio
ndo apresentou reducdo tumoral como ja era esperado. No estudo 2, é possivel
observar resultados ainda mais promissores quanto ao uso de LCNP/docetaxel
(volume tumoral de 13 = 7%), com regressao tumoral ainda maior quando
comparado com a formulacdo de texotere (volume tumoral de 39 + 13%). Diante
disso, observou-se que o uso de LCNP/docetaxel trouxe melhores resultados quanto

a regressao do tumor, sendo confirmado pelo estudo 2. Nos dois estudos o uso de
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medicacgdo trouxe perda de peso para os camundongos devido a perda de massa
tumoral diferente do uso de LCNP vazio em que n&o houve perda de peso.

Em um estudo para tratar cancer de mama com metastase 6ssea, 0S
pesquisadores Thapa et al., (2016) avaliaram a eficacia da combinacéo de cisplatina
e docetaxel encapsulados com LCNP ligados ao folato no direcionamento ao cancer.
Os animais em tratamento com a droga livre tiveram reducdo de peso corporal,
diferente dos animais tratados com medicacdo nanoparticulados e ligado ao folato,
gue ndo apresentaram perda de peso corporal durante o estudo. Além disso, tiveram
uma sobrevida de 100% dos animais tratados com nanoparticulas. De acordo com
0s autores, esses resultados sdo possiveis devidos o tempo prolongado das
medicacfes encapsuladas, e como consequéncia a diminuicdodos efeitos adversos.

Para analisar a eficacia antitumoral os autores Elzoghby et al.,, (2013)
avaliaram o nivel sérico de PSA. Os ratos tratados com FLT livre 12mg/kg tiveram a
reducéo de PSA de 12,84% e 55,43% no 14° e 28° dias, respectivamente. Quando
comparado com as micelas de CAS carregadas com FLT, houve maior reducao dos
niveis de PSA, sendo de 42,45% e 65,95%. O peso relativo (%) da prostata e da
vesicula seminal em relacdo ao peso corporal dos ratos também foi analisado o
tratamento com FLT livre teve peso de 11,86% (prostata) e 17,74% (vesicula
seminal), jA o tratamento com micelas CAS e FLT teve uma reducdo de 34,62%
(prostata) e 24,59% (vesicula seminal). De acordo com os autores, essa reducédo de
PSA e peso relativo (%) comparando a FLT livre e a FLT ligada a CAS sucede
devido a permeacao e retencdo aprimorada do sistema de entrega manométrico. As
micélas CAS-FLT com tamanho de 74,6nm passam livremente nas juncdes
endoteliais dos capilares do tecido tumoral trazendo melhores resultados no
tratamento.

No tratamento de camundongos portadores de glioma Gao et al., (2019)
utilizaram diferentes formulagbes de nanoparticula encapsulando hidroxi-
camptotecina modificados com mentol e compararam com uso da medicacéo livre.
Os resultados também foram promissores com o uso das medica¢fes encapsuladas,
e 0 tempo de sobrevida dos animais foi cerca de 1,5 vezes maior em animais
tratados com a nanoparticula de caseina e mentol. Os 6Orgaos (coragcédo, baco,
figado, pulm&o e rim) foram retirados e corados com H&E para andlise de alteractes
histol6gicas, e nenhum dano significativo foi observado. Os pesquisadores

concluiram que o0s nanocarreadores ligados a metanol possuem excelente
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capacidade de penetracdo tumoral e baixa toxicidade sistémica, prolongando a
sobrevida média dos camundongos no estudo.

Os camundongos tratados com Cellax 170mg/kg uma vez por semana
durante 3 semanas ndo apresentaram perda de peso. Entretanto os camundongos
tratados com DTX 25mg/kg apresentaram perda de peso de 13,2% no 16° dia.
Como ja esperado, o Cellax reduziu o tumor completamente ate os 120 dias de
tratamento dos modelos de camundongos enxertados com tumor PC-3. Enquanto
isso, os camundongos tratados com DTX demostraram uma diminuicdo tumoral nos
primeiros 20 dias, mas logo depois 0s tumores aumentaram e 0s animais tiveram
que ser sacrificados no 44° dia. JA4 os animais de controle que utilizaram solucéo
salina tiveram que ser sacrificados com 20 dias devido a dermatite ulcerativa grave.
Os camundongos com metastase Ossea também apresentaram resultados
parecidos, os que foram tratados com Cellax tiveram uma sobrevida de 68 dias, no
entanto os camundongos em tratamento com DTX e solugdo salina tiveram menor
tempo de vida, sendo de 30,5 e 21 dias, respectivamente (HOANG et al., 2014).

Em dois estudos que foram realizadas microCT para visualizar e quantificar
a degradacdo da metastase 6ssea, os camundongos tratados com DTX e CBZ,
tiveram perda Ossea intensa diferente dos camundongos tratados com Cellax e
Cellax-CBZ que permaneceram normais em compara¢do com 0s animais saudaveis.

O uso de CBZ livre mostrou pouca atividade antitumoral em tumor de
préstata resistente a DTX. Todos os tumores analisados excederam o tamanho de
1.000mms3 em 21 dias, o que foi comparavel com a administracdo de solucao salina.
Em contrapartida, as nanoparticulas de Cellax-CBZ obtiveram eficacia antitumoral
por 64 dias. O estudo realizado com camundongos induzidos ao cancer de prostata
resistente a castracdo com metdstase Ossea que foram tratados com CBZ
estabilizou a doenca por 35 dias, porém com 54 dias tiveram que ser sacrificados. O
melhor resultado foi com uso de Cellax-CBZ, os camundongos perderam peso até o
14° dia, recuperando-se até o 120° dia e exibindo uma atividade antitumoral mais
eficaz (HOANG et al., 2017).

Para analise histologica dos estudos foram utilizadas as seguintes
coloragbes: hematoxilina e eosina (H&E, Sigma) e coloragdo terminal de
desoxinucleotidil transferase mediada por dUTP nick-end labeling (TUNEL).

Os estudos de Shuai et al., (2020) e Teng et al., (2016) tiveram resultados
promissores. Em ambos o0s estudos, o uso de CTX-NPs e CBZ-NPs,
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respectivamente, diminuiram a toxicidade dos principais érgados estudados e ndo
houve sinais de necrose ou morte celular quando comparado com o grupo controle.
Entretanto o mesmo nao foi observado no estudo de Cervin et al., (2010) no qual o
nivel de apoptose foi realizado pelo ensaio de TUNEL e as células dos animais
tratados com LCNP/docetaxel e taxotere livre ndo tiveram diferencas significantes de
indice apoptotico, sendo 76,6 + 3,7% e 74,4 + 4,8% respectivamente.

Assim como Shuai et al., (2020) utilizaram mPEG-PLA em seus estudos,
Cheng et al.,, (2011) desenvolveram nanoparticulas com uso de mMPEG-PLA
encapsulando cisplatina no tratamento de cancer de ovéario. Ao avaliar a toxicidade
dos animais com o uso de diversas doses, observaram resultado de 40% na taxa de
mortalidade de animais tratados com nanoparticula e cisplatina a 100mg/kg.
Entretanto com o uso de cisplatina livre a 10mg/kg tiveram taxa de mortalidade de
62,5%. Com isso concluiu que o uso das nanoparticulas carregadas com cisplatina,
mesmo em doses maiores, traz maior seguranca na aplicacao clinica.

As amostras histopatoldgicas do estudo Elzoghby et al., (2013) foram
coradas com H&E para analise da prostata dorso lateral dos ratos. Os ratos tratados
com salina tiveram elevado numero de lesbes hiperplasicas e displasicas indicando
o CaP, diferente do tratamento utilizando FLT livre e micelas CAS carregada de FLT,
que reduziram as lesfes. De acordo com o0s autores, ambos 0s tratamentos
conseguiram cumprir com o objetivo terapéutico.

Os neutrofilos sdo células brancas presentes na corrente sanguinea.
Quando ha uma diminuicdo de neutrofilos usa-se o termo de definicdo neutropénia.
Os pacientes submetidos a quimioterapia podem ter diminuicdo de neutréfilos, um
dos principais efeitos adversos apresentados. Também, essa diminuicdo celular
pode ser associada a mortalidade e morbidade dos pacientes em tratamento
(Nascimento et al., 2014). O uso de CTX livre causou neutropenia nos camundongos
estudados (Shuai et al., 2020). O mesmo pbde se observar nos camundongos
tratados com DTX livre que apresentaram diminuicdo dos neutréfilos desde o inicio
do tratamento até o final, diferente do uso das medica¢Bes nanoparticuladas que
nao provocaram essas alteracoes celulares HOANG et al., 2014).

Aléem dos estudos hematologicos e a proliferacdo celular, a toxicidade
sistémica reflete todos os efeitos adversos que sdo apresentados pelo modelo de
estudo. Numa pesquisa in vitro sobre micela CAS-FLT, eles obtiveram como

resultado a liberacdo lenta do farmaco com duracdo de 5 dias. Ja o uso da
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medicacao livre foi liberada ligeiramente apos 2 horas. Isso mostra o beneficio do
encapsulamento da FLT quanto a liberacdo do farmaco de forma lenta ao atingirno
tumor. A administracdo do LCNP/docetaxel mostrou reducédo da proliferacdo celular
no nucleo do tumor, quando comparado com o taxotere livre. Isso se da devido a
capacidade de penetracdo da nanoparticula no tumor, porém concluiram que novos
estudos deveriam ser realizados (CERVIN et al., (2010).

O aumento de alanina aminotransferase (ALT) esta correlacionado com os
danos celulares do figado. Para avaliacdo de toxicidade os autores Elzoghbyet al.,
(2013) e Hoang et al., (2014) dosaram o ALT do soro dos ratos e camundongos. Os
niveis séricos de ALT com uso de FLT livre foi maior que o uso de micelas CAS-FLT
e 0 uso de Cellax ndo apresentaram alteracbes soroldgicas. Esses resultados
indicam a vantagem do uso de nanoparticulas na incorporacdo da flutamida e
docetaxel. Nos estudos de Teng et al., (2016) e Hoang et al., (2017) também foi
possivel observar alteracdes do figado, entretanto ndo foi dosado o ALT, as
alteracdes foram observadas de analise histoldgica.

Nos estudos que foram analisados camundongos fémeas com carcinoma de
mama metastético, utilizaram como tratamento o Cellax (170mg/kg de docetaxel)
comparado com uso abraxane (170mg/kg paclitaxel). No primeiro tratamento, um
total de 85% de camundongos tratados com abraxane desenvolveram metastase
pulmonar e apenas 40% dos camundongos tratados com cellax tinham nodulos
pulmonares. No segundo tratamento, 0s animais tratados com abraxane
apresentaram toxidade grave com metastase (osso, baco, figado, espaco
intraperitoneal e rim), jA& os animais tratados com cellax ndo apresentaram
metastase, 0s tumores estavam ausentes nos 6rgaos (ERNSTING et al., 2012)

Apenas nos estudos de Cervin et al., (2010) e Elzoghby et al., (2013) foram
analisados o uso da expressdo da proteina humana Ki-67, associada com a
proliferacdo celular tumoral. No estudo de Elzoghbyet al., (2013) as imagens dos
trés estudos (CAS-FLT, FLT livre e solucdo salina) foram observadas em
microscopio e obtiveram o0s seguintes resultados: os ratos tratados com FLT livre e
de controle apresentaram uma elevada coloracédo indicando mais células Ki-67. Ja
os ratos tratados com micelas de CAS-FLT a coloracdo estava muito mais fraca
indicando a inibicdo de proliferacdo e crescimento celular. Da mesma forma, o

tratamento com uso de LCNP/docetaxel em camundongos mostrou redugcao de
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células coradas com Ki-67e o indice de proliferacdo celular foi muito mais baixo do
gue o tratamento com taxotere livre.

Como foi observado em todos os estudos analisados, houve a diminuicédo
dos pesos dos animais tratados com medicacdo livre e, algumas das doses
administradas eram menores quando comparadas as medica¢gOes carreadas por
nanoparticulas. Os estudos que utilizaram nanoparticulas resultaram na diminuicéo
dos tumores. Como mencionado o tempo de sobrevida dos animais tratados com
nanoparticulas foi maior em comparacdo com os grupos controles (uso de solucéo
salina e medicacédo livre). A eficacia do tratamento se deu devido a permanéncia
maior dos medicamentos nanoparticulados em circulacdo sanguinea, aprimorando o
efeito de permeabilidade e retencdo. Os tecidos que foram analisados, como: figado;
rins; o0ssos; baco e pulmdo, ou ainda, marcadores sorolégicos de alanina
aminotransferase (ALT) e leucécitos tiveram melhores resultados com o uso de

medicacao e nanoparticula.
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7. CONCLUSAO

As nanoparticulas utilizadas para tratar cancer de préstata em animais
foram: polimero de carboximetilcelulose, nanoparticulas micelar de caseina,
nanoparticulas de cristal de liquido, nanoparticulas de albumina sérica e
nanoparticula de conjugado de poli (etilenoglicol) - bloco - polilactideo (MPEG-PLA),
encapsulando as seguintes medicacdes: cabazitaxel, docetaxel e flutamida.

A atividade antitumoral foi avaliada de acordo com a regressao tumoral e a
perda de peso corporal dos animais em tratamento. Em todos os estudos
analisados, as nanoparticulas com uso de medicamento mostrou eficacia e
regressao tumoral, em destaque o uso de nanoparticula carboximetilcelulose com
docetaxel e nanoparticula mMPEG-PLA com carbazitaxel reduziram 70% do tumor
dos animais em tratamento, sem que houvesse perda de peso.

Nas andlises histolégicas o uso de nanoparticulas mPEG-PLA com
carbazitaxel e, nanoparticula de albumina sérica humana com cabazitaxel,
reduziram a toxicidade dos principais 6rgdos, sem sinais de necrose ou morte
celular. Diferentes das outras nanoparticulas, que também diminuiram as lesfes,
entretanto os resultados mostraram ser parecidos com os tratamentos controle.

Na avaliacao de atividade sistémica as nanoparticulas de mPEG-PLA com
carbazitaxel e nanoparticula carboximetilcelulose com docetaxel ndo tiveram
reducdo das células de defesa, além disso, as nanoparticula carboximetilcelulose
com docetaxel ndo apresentou reducdo sorolégica de alanina aminotranferase
(ALT). As outras nanoparticulas empregadas tiveram resultados significativos,

contudo, eram parecidos com o uso da medicacéao livre.
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Item Tipo de Dominio Descricdo do dominio Revisar o julgamento dos autores
preconceito
1 Viés de Geragdo de Descreva os métodos usados, se houver, para gerar a sequéncia de alocagdc com detalhes suficientes A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada
selegio sequéncia para permitir uma avaliagde se deve produzir grupos comparaveis. adeguadamente? (*)
2 Viés de Caracteristicas Descreva todos os possiveis fatores progndsticos ou caracteristicas dos animais, se houver, que sio Os grupos foram semelhantes na linha de base
selegio base comparados para julgar se os grupos intervengdo e controle eram semelhantes no inicio do ou foram ajustados para fatores de confus3o na
experimento. analise?
3 Viés de Ocultagio de Descreva o método usado para ocultar a sequéncia de alocacdo com detalhes suficientes para A alocagdo foi adequadamente ocultada? (%)
selegio alocagio determinar se as alocagdes de intervencio poderiam ter sido previstas antes ou durante a inscrigio.
4 Vigs de Alojamento Descreva todas as medidas utilizadas, se houver, para alojar os animais aleatoriamente dentro da sala | Os animais foram alojados aleatoriamente
desempenho aleatorio de animais. durante o experimento?
5 Vigs de Cegueira Descreva todas as medidas usadas, se houver, para que os cuidadores e pesquisadores do estudo Os cuidadores g/ou investigadores estavam
desempenho cego saibam qual intervengio cada animal recebeu. Fornega qualquer informacgio relativa 2 eficadca cegos gquanto ao conhecimento de qual
do cegamento pretendido. intervengio cada animal recebeu durante o
experimento?
6 Viés de Avaliagio de Descreva se os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados e quais Qs animais foram selecionados zleatoriamente
detecgio resultado aleatéric  métodos para selecionar os animais, se houver, foram usados, para avaliagdo dos resultados?
7 Viés de Cegueira Descreva todas as medidas usadas, se houver, para cegar os avaliadores de resultados de saber qual O avaliader de resultados estava cego?
detecgio intervengio cada animal recebeu. Fornega qualquer informagdo relativa 3 eficacia do cegamento
pretendido.
8 Vigs de atrito Dados de Descreva a integridade dos dados de resultados para cada resultade principal, incluindo atritos e Os dados de resultados incompletos foram
resultado exclusdes da analise. Indique se foram relatados atritos 2 exclusdes, os nimeros em cada grupo de tratados adequadamente? (¥}
incompletos intervengdo (em comparagio com o total de animais randomizados), razdes para atritos ou exclusdes
e quaisguer reinclusdes nas analises para a revis3o.
9 Viés de Relatdrio de Indique coma o relato seletivo de resultados foi examinado e o que foi encontrado. Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios
reportagem resultadoe seletivo seletivos de resultados? (%)
10 Outro Outras fontes de Declare quaisguer preccupacdes importantes sobre viés ndo cobertas por outros dominios da O estudeo estava aparentemente livre de outros

preconceito

ferramenta.

problemas que poderiam resultar em alto risco
de viés? [¥)
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Sec¢do/topico N. Item do checklist Relatado na pégina
n.

TiTULO

Titulo 1 | Identifique o artigo como uma revisdo sistematica, meta-analise, ou ambos.

ABSTRACT

Resumo estruturado 2 | Apresente um resumo estruturado incluindo, se aplicavel: referencial tedrico; objetivos;
fonte de dados; critérios de elegibilidade; participantes e intervengoes; avaliagao do
estudo e sintese dos métodos; resultados; limitacdes; conclusdes e implicagdes dos
achados principais; numero de registro da revisao sistematica.

INTRODUGCAO

Racional 3 | Descreva a justificativa da revisdao no contexto do que ja é conhecido.

Objetivos Apresente uma afirmagdo explicita sobre as questdes abordadas com referéncia a
participantes, intervengdes, comparagoes, resultados e desenho de estudo (PICOS).

METODOS

Protocolo e registo 5 | Indique se existe um protocolo de revisao, se e onde pode ser acessado (ex. enderego
eletrdnico), e, se disponivel, forne¢a informacgdes sobre o registro da revisdo, incluindo o
numero de registro.

Critérios de 6 | Especifique caracteristicas do estudo (ex. PICOS, extens3o do seguimento) e

elegibilidade caracteristicas dos relatos (ex. anos considerados, idioma, se é publicado) usadas como
critérios de elegibilidade, apresentando justificativa.

Fontes de informagdo 7 | Descreva todas as fontes de informag¢do na busca (ex. base de dados com datas de
cobertura, contato com autores para identificagdo de estudos adicionais) e data da ultima
busca.

Busca 8 | Apresente a estratégia completa de busca eletronica para pelo menos uma base de

dados, incluindo os limites utilizados, de forma que possa ser repetida.




Secdo/topico N. Item do checklist Relatado na pagina
n.

Resultados de estudos 20 | Para todos os desfechos considerados (beneficios ou riscos), apresente para cada estudo:

individuais (a) sumario simples de dados para cada grupo de intervencdo e (b) efeitos estimados e
intervalos de confianga, preferencialmente por meio de graficos de floresta.

Sintese dos resultados 21 | Apresente resultados para cada meta-analise feita, incluindo intervalos de confianga e
medidas de consisténcia.

Risco de viés entre 22 | Apresente resultados da avaliacdo de risco de viés entre os estudos (ver item 15).

estudos

Analises adicionais 23 | Apresente resultados de anadlises adicionais, se realizadas (ex. andlise de sensibilidade ou
subgrupos, metarregressdo [ver item 16]).

DISCUSSAO

Sumario da evidéncia 24 | Sumarize os resultados principais, incluindo a forga de evidéncia para cada resultado;
considere sua relevancia para grupos-chave (ex. profissionais da salude, usuarios e
formuladores de politicas).

Limitactes 25 | Discuta limitag@es no nivel dos estudos e dos desfechos (ex. risco de viés) e no nivel da
revisdo (ex. obtencdo incompleta de pesquisas identificadas, relato de viés).

Conclustes 26 | Apresente a interpretacdo geral dos resultados no contexto de outras evidé&ncias e
implicactes para futuras pesguisas.

FINANCIAMENTO

Financiamento 27 | Descreva fontes de financiamento para a revisdo sistematica e outros suportes (ex.

suprimento de dados), papel dos financiadores na revisdo sistematica.
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Secdo/topico N. Item do checklist Relatado na pagina
n.

Selegdo dos estudos 9 | Apresente o processo de selegdo dos estudos (isto é, busca, elegibilidade, os incluidos na
revisdo sistematica, e, se aplicavel, os incluidos na meta-analise).

Processo de coleta de 10 | Descreva o metodo de extragdo de dados dos artigos (ex. formas para piloto,

dados independente, em duplicata) e todos os processos para obtencdo e confirmacgdo de dados
dos pesquisadores.

Lista dos dados 11 | Liste e defina todas as variaveis obtidas dos dados (ex. PICOS, fontes de financiamento) e
guaisquer suposicdes ou simplificagdes realizadas.

Risco de viés em cada 12 | Descreva os métodos usados para avaliar o risco de viés em cada estudo (incluindo a

estudo especificagdo se foi feito durante o estudo ou no nivel de resultados), e como esta
informacgdo foi usada na andlise de dados.

Medidas de 13 | Defina as principais medidas de sumarizacdo dos resultados (ex. risco relativo, diferenga

sumarizagao media).

Sintese dos resultados 14 | Descreva os métodos de analise dos dados e combinacdo de resultados dos estudos, se
realizados, incluindo medidas de consisténcia (por exemplo, 12) para cada meta-analise.

Risco de viés entre 15 | Especifique gualguer avaliac3o do risco de vies que possa influenciar a evidéncia

estudos cumulativa (ex. viés de publicagado, relato seletivo nos estudos).

Anadlises adicionais 16 | Descreva métodos de anadlise adicional (ex. analise de sensibilidade ou analise de
subgrupos, metarregress3o), se realizados, indicando quais foram pré-especificados.

RESULTADOS

Selegdo de estudos 17 | Apresente numeros dos estudos rastreados, avaliados para elegibilidade e incluidos na
revisdo, razdes para exclusdo em cada estagio, preferencialmente por meio de grafico de
fluxo.

Caracteristicas dos 18 | Para cada estudo, apresente caracteristicas para extracdo dos dados (ex. tamanho do

estudos estudo, PICOS, periodo de acompanhamento) e apresente as citagdes.

Risco de viés entre os 19 | Apresente dados sobre o risco de viés em cada estudo e, se disponivel, alguma avaliacdo

estudos

em resultados (ver item 12).




