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RESUMO

O céncer é sem davida uma das doengas mais devastadoras deste século. Em 2007
causou 7,6 milhdes de mortes. A necessidade de tratamentos mais eficazes tem
motivado o trabalho de pesquisadores de todo o mundo. Dos indmeros novos
tratamentos e medicamentos, os dendrimeros, uma forma Gnica de nanotecnologia surge
como esperanca. Esses promissores nanotransportadores tém a capacidade de detectar
uma célula cancerosa e invadem a célula imitando virus liberando potentes
quimioterapicos no interior tumor. Os beneficios deste novo tratamento sdo o aumento
do poder da droga na eliminagdo do cancer e a reducdo dos seus efeitos secundarios
toxicos quando administrado regularmente. A sintese de derivados do acido
acetilsalicilico, como uma nova droga anticancer tem crescido ao longo do tempo, pois
compostos desta natureza tem muitas aplicagdes como anti-inflamatérios ndo-esterdides
e como agente anticancerigeno. Neste trabalho, um dendrimero de poliglicerol salicilado
(PGLD-AAS) foi sintetizado e caracterizado. Tecnicas padronizadas foram utilizadas
para caracterizacdo do PGLD-AAS, entre eles a espectroscopia *H-RMN, **C-RMN e
Maldi-Tof. Alem disso, ensaios in vitro foram realizados em trés linhagens celulares:
osteosarcoma humano (MG63), linhagem celular normal pulmonar humana de origem
fibroblastica (MRC-5) e carcinoma de pulmdo humano (A-549), para avaliar a
citotoxicidade do, PGLD-AAS. O ICs; que define a concentracdo do dendrimero
salicilado capaz de inibir a reproducdo de 50% das células encontrado foi superior ao
ICso do AAS livre na mesma condi¢do experimental. A inducdo do apoptose pelo
PGLD-AAS foi avaliada por microscopia diferencial de fluorescéncia observando a
morfologia das células apds o ensaio de coloracdo com brometo de etidio e laranja de
acridina. A microscopia diferencial de fluorescéncia indicou que PGLD-AAS induziu
alteracdes morfologicas na membrana citoplasmatica das linhagens de células A549,
MG-63 MRC-5, provavelmente associada a morte celular por apoptose ou necrose. Os
resultados experimentais evidenciam que eventos apoptoticos podem ser iniciados pelo
PGLD-AAS, fazendo desta droga um agente promissor para o tratamento em linhagens

celulares de carcinoma alveolar humano e osteosarcoma.
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ABSTRACT

MOURA, Renata Mendes. Dendrimero de poliglicerol salicilado com propriedades
citotdxicas em células tumorais. Itajubd, 2011. Dissertagdo (Mestrado em Materiais para
Engenharia) — Centro de Estudos e Inovagdo em Materiais Funcionais Avangados,
Universidade Federal de Itajubd, Itajuba, 2011.

Cancer is undoubtedly one of the most devastating diseases of this century.
Claiming 7.6 million lives in 2007, the need for more effective treatments is intensively
sought after around the world by several researchers. From the myriad of new
treatments, and medications, dendrimers, a unique form of nanotechnology arises as
hope. These promising nano-carriers have the ability to detect a cancerous cell, invade
the cell mimicking virus and release potent chemotherapeutic drugs inside the tumor.
The benefits of this new treatment are the increase in the drug's cancer killing power,
and the reduction of its toxic side effects when administered regularly. The synthesis of
acetylsalicylic acid derivatives as new anticancer drugs has been increase along the
time, since compounds of this kind has many applications as non-steroidal anti-
inflammatory, among them, as anticancer agent. In this work a salicylated polyglycerol
dendrimer (PGLD-AAS) was synthesized and characterized. Standard techniques were
used for characterization of the PGLD-AAS, among them ‘H-NMR, *C-NMR and
Maldi-Tof spectroscopy. Also, were made cytotoxicity experiments in cells of the type
MRC-5, MG-63 and A-549 to evaluate the cytotoxicity of PGLD-AAS. The ICsy of
PGLD-AAS in the cellular experiments with tumor cells lines was found to be higher
than that ICsy of the free AAS in the same experimental condition. Induction of
apoptosis by PGLD-AAS was assessed by differential fluorescence microscopy
observing cell morphology after ethidium bromide and acridine orange staining assay.
The differential fluorescence microscopy indicated that PGLD-AAS induced
morphologic changes in cytoplasm cell membranes of A-549, MG-63 and MRC-5,
probably associated with cell death by apoptosis or necrosis. The experimental results
support evidence for apoptotic events that might be started by PGLD-AAS and makes
this drug a promising agent for treatment of carcinomic human alveolar and human

osteosarcoma cell lines.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O estudo e o desenvolvimento de dendrimeros é uma interessante area de
pesquisa com grande potencial aplicativo em nanomedicina e que tem crescido
rapidamente ao redor do mundo dado as propriedades mimetizantes das proteinas
globulares dessa classe de macromoléculas.

A natureza levou quase 4 bilhes de anos para controlar a sintese de estruturas
bioldgicas complexas como as proteinas globulares. Estas moléculas especiais realizam
as mais variadas funcGes no nosso organismo, desde o transporte de nutrientes e

metabdlitos a catalise de reagdes bioldgicas (Figura 1.1) [1].
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Figura 1.1: Algumas proteinas globulares e sua fun¢éo no organismo bioldgico [1].

A grande maioria das proteinas biologicamente ativas sdo globulares, e sua
atividade funcional é intrinseca a sua organizacdo espacial. Exemplos sdo as enzimas,

horménios protéicos (que atuam como mensageiros quimicos), proteinas de transporte



(como as lipo-proteinas, que podem carregar o colesterol) e imunoglobulinas (ou
anticorpos), que protegem o corpo de microorganimos invasores. Muitas proteinas
biologicamente ativas ficam na regido da membrana celular, e atuam de diversas
maneiras [2].

As enzimas sdo uma classe muito importante de proteinas biologicamente ativas.
Elas sdo responsaveis pela catalise de diversas reacbes em nosso organismo. Reacfes
que, sem o auxilio das enzimas, jamais aconteceriam ou, ainda, gerariam indesejados
produtos colaterais. Em uma proteina enzimatica, existe certo dominio chamado de
"sitio ativo", que se liga ao substrato - a molécula reagente - e diminui a energia do
estado de transicdo que leva ao produto desejado. A ligacdo entre o sitio ativo e o
substrato € extremamente especifica: a molécula precisa ter certas caracteristicas
eletrbnicas e espaciais que permitam 0 seu “encaixe” com a proteina. No exemplo da
Figura 1.2 ilustra-se a comparacdo entre as estruturas de uma enzima e de um
dendrimero. No caso da enzima, uma determinada regido da proteina - o modulo SH2 -
liga-se a tirosina fosfatada, que se adapta ao sitio ativo da enzima tal como uma chave

faz a sua fechadura [3].
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Figura 1.2: llustragdo da comparacgdo entre a estrutura supramolecular de uma enzima (A) e de um
dendrimero de geracdo 2 (G2) (B). As figuras representam as superficies equipotenciais

simuladas computacionalmente de ambas as macromoléculas [1-3].

Na década de 80 e 90, grandes desafios foram vencidos na preparacdo de
dendrimeros, sendo hoje conhecidas varias estratégias de sintese que deram origem a

diferentes familias de dendrimeros. Nesta éarea, o atual desafio, consiste na



funcionalizacdo dos dendrimeros tendo em vista aplicacdes tdo diversas quanto na
nanomedicina terapéutica, como o transporte de principios bioativos, ou na
nanomedicina diagndstica, como na ressonancia magnética nuclear de imagem.

Neste contexto, diversos dendrimeros tém sido estudados quanto a sua aplicacdo
na medicina. A busca por dendrimeros mais compativeis com o tecido celular humano,
a exemplo da hemocompatibilidade, tem motivado pesquisadores de todo o mundo a
desenvolver novos precursores, métodos de sintese e substituintes que podem dar ao
dendrimero as caracteristicas desejaveis, como boa solubilidade no fluido fisiolégico e
biocompatibilidade.

Entre os dendrimeros existentes na literatura e no catalogo Sigma-Aldrich, pode-
se destacar o dendrimero de poliglicerol (PGLD) que se enquadra perfeitamente no
perfil da nanomedicina devido a suas propriedades biocompativeis. O PGLD tem sido
intensamente estudado ha cerca de uma década devido as suas promissoras aplicacdes
em nanomedicina, podendo ser obtidos a partir da rota de sintese gliceroquimica,
particularmente interessante para o Brasil, 0 maior produtor de biocombustivel do
mundo[5].

Os estudos iniciais acerca das propriedades biogquimicas do dendrimero de
poliglicerol em nosso grupo de pesquisa na UNIFEI dirigiram o foco de nossa atengédo
para sua bioatividade contra células cancerigenas. Neste contexto, esta dissertacdo de
mestrado dedicou-se especialmente ao estudo de dendrimeros PGLD conjugados com
acido acetilsalicilico (AAS) objetivando sua aplicacdo no tratamento de células tumorais

consideradas malignas.

1.1: Objetivos desse trabalho.

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a citotoxidade e viabilidade celular
em condi¢des in vitro do PGLD-AAS em cultura de células das linhagens de
osteosarcoma humano (MG63), linhagem celular normal pulmonar humana de origem
fibroblastica (MRC-5) e carcinoma de pulmdo humano (A-549) e analisar sua acédo
como potencial agente antineoplasico. Os seguintes objetivos especificos dessa

dissertacdo sdo apresentados abaixo:

a) Observar o efeito da citotoxicidade do PGLD-AAS em células de mamifero da
linhagem CHO-K1.



b) Analisar os efeitos do PGLD-AAS sobre a viabilidade de células das linhagens MG-
63, A-549 e MRC-5;
c) Verificar as alteragdes morfoldgicas nas células das linhagens MG-63, A-549 e
MRC-5 causados pelo PGLD-AAS;
d) Avaliar o processo de internalizagédo do PGLD-AAS nas linhagens celulares MG-63,
A-549 e MRC-5.

1.2: Estrutura da dissertacéo:

No Capitulo 2 é apresentada uma revisdo bibliografica com as caracteristicas
principais dos dendrimeros de poliglicerol que motivaram esse trabalho e alguns
conceitos fundamentais que interrelacionam o céancer e a inflamagéo, que facilitardo o
entendimento dos estudos realizados nesse trabalho.

O Capitulo 3 apresenta a epidemiologia do cancer no Brasil, dissertando sobre a
epidemiologia do cancer e uma descricdo breve de sua fisiopatologia, referindo-se a
oncogénese, detalhando a biologia tumoral e, dados importantes sobre a imunologia
tumoral, esclarecendo a relacdo entre o tumor e 0 hospedeiro. Ainda no Capitulo 3 séo
contemplados os mecanismos envolvidos na inflamacdo e o cancer. A importancia dos
receptores de citocinas, seu papel no processo imunoinflamatorio e sua ligagdo com o
cancer sdo discutidos.

No Capitulo 4 sdo descritos os materiais e métodos de sintese e as técnicas de
caracterizacdes fisico-quimicas e bioquimicas utilizadas nessa Dissertacéo.

No Capitulo 5 a sintese e a caracterizacéao fisico-quimica do dendrimero PGLD e
de seu bioconjugado PGLD-AAS sdo apresentadas. Os resultados da citotoxicidade em
células de mamiferos e a viabilidade celular resultante dos ensaios in vitro nas linhagens
tumorais MG-63 e A-549 sdo discutidas. Ainda no capitulo 5 sdo apresentados 0s
resultados da microscopia de fluorescéncia utilizando os corantes Brometo de Etideo e
Laranja de Acridina para analise dos processos de apoptose e/ou necrose celular bem
como o processo de internalizacdo celular do dendrimero PGLD-AAS nas linhagens
celulares estudadas.

No capitulo 6 sdo tecidas algumas consideracdes finais sobre as possiveis
interacdes entre 0 PGLD-AAS e as linhagens celulares estudadas nessa dissertacéo.

O Capitulo 7 aborda as principais conclusfes obtidas a partir dos resultados
experimentais sobre a interagdo entre o PGLD-AAS e as linhagens celulares MG-63, A-
549 e MRC-5.



O Capitulo 8 aborda as perspectivas de trabalhos futuros.
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CAPITULO 2
CONSIDERAGCOES INICIAIS

Os grandes desafios da medicina contemporanea destacam a necessidade de uma
intensa pesquisa para fornecer tratamentos para muitas enfermidades cronicas que
afligem a populacdo do século XXI tais como as doencas neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson), diabetes, doencas cardiovasculares e o0 cancer. Essas
enfermidades se devem aos fendmenos demogréficos atuais e o progressivo
envelhecimento da populagdo mundial.

De acordo com projec6es da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), até 2025 a
populacdo de idosos no Brasil crescera 16 vezes. Com esse aumento da populacdo de
idosos 0 numero de procedimentos médicos tém aumentado vertiginosamente tanto em
complexidade como em seu custo, muitas vezes inacessivel a populacdo de paises de
economia emergente. Prevé-se que até o ano de 2025, a elevada demanda por
atendimento médico deverd torna-se um grave problema de salde publica. Nesse
sentido, as respostas aos desafios da salde publica, estdo fortemente ligados a
articulacdo, implementacdo, organizacdo e desenvolvimento de novas bases entre as
engenharias e as ciéncias da vida, especialmente a medicina [1].

Observa-se nos ultimos anos um significativo crescimento da aplicacdo das
nanotecnologias na medicina e, a0 mesmo tempo, um crescente otimismo acerca do
potencial dessas aplicacbes uma vez que 0 emprego da nanotecnologia significaria
melhores oportunidades de diagndstico e o desenvolvimento de terapias mais eficazes.
Tal fato levou 6rgédos internacionais como NIH (EUA), Sociedade Real Inglesa e de
Engenharia e a Fundacdo de Ciéncias Européia a introduzir a terminologia
nanomedicina [1].

O objetivo primario da nanomedicina ¢ a reparacao e a melhora integral de todos
0s sistemas bioldgicos humanos, trabalhando ao nivel molecular com dispositivos de
engenharia e nanoestruturas para se obter beneficios médicos. Nesta definicdo de
nanomedicina se incluem o uso de ferramentas analiticas para se elucidar as bases
moleculares das enfermidades assim como o projeto de dispositivos terapéuticos em

nanoescala que propiciem terapias mais eficazes [2].



Para atingir os objetivos primarios da nanomedicina torna-se necessario se
identificar precisamente as células e os receptores relacionados com as situacdes
clinicas especificas e a eleicdo adequada de nanoveiculos precisos para se obter as
respostas clinicas adequadas minimizando assim os efeitos colateriais indesejaveis.
Atualmente, fagocitos, células dendriticas, células tumorais e a neovascularizagcdo
tumoral s&o os principais alvos da nanomedicina [2].

As recomendacOes da Fundacdo Europeia de Ciéncia e acatadas pela Comisséo
Europeia, criaram as chamadas plataformas em nanomedicina cujas areas de atuagdo sdo

apresentadas na figura 2.1.

Sistemas nanomeétricos

Sistemas analiticos Sistemas de liberagao
e de imagem (Novas Terapias)

Aplicagées Clinicas

Estudos de toxicidade e biosegurancga

Figura 2.1: Campos de atuacdo em medicina dos sistemas nanométricos segundo a Fundagdo Européia de
Ciéncia.

No periodo de 2002 a 2004 o numero de patentes originadas no campo da
nanotecnologia a nivel mundial foi de 8.528 sendo 5.500 dos EUA, 1.300 do Japéo e
600 da Alemanha sendo que o maior nimero de patentes corresponde as areas de

informatica e ciéncias biomédicas.



Na &rea de producdo de novos farmacos e produtos terapéuticos tanto cientistas
europeus como dos EUA tém promovido o projeto de desenvolvimento de
nanomedicamentos de primeira geracdo. Neste sentido, a nanotecnologia tem
desenvolvido sistemas nanométricos que atuam como transportadores do principio ativo
(moléculas ou fragmentos de moléculas). Em escala nanométrica o farmaco pode
atravessar as diferentes barreiras biolégicas imposta pelo organismo humano. Vale
ressaltar que os sistemas de liberacdo de farmacos convencionais possuem mobilidade
limitada no organismo humano uma vez que 0s processos envolvidos em tais sistemas
sdo regidos essencialmente por suas propriedades fisico-quimicas tais como a absorcao
e biodistribuigdo (Figura 2.2).

Células
Microorganismos

Atomos Moléculas Nanosistemas Virus

Figura 2.2: Os sistemas nanoscépicos de liberacdo controlada sdo maiores que as moléculas tipicas e
alguns sdo menores que os virus. O tamanho dos sistemas nanoscopicos de liberacdo séo
similares a muitas proteinas o que constitui uma das razdes pelas quais podem interagir

dentro das células.

Um notavel desenvolvimento foi atingido nas duas Gltimas décadas quanto ao
desenvolvimento de nanosistemas para a vetorizacdo de medicamentos, genes ou células
em diferentes tecidos do corpo humano destacando-se as nanoesferas, nanocapsulas,
lipossomas, micelas e dendrimeros (Figura 2.3) [3]. Acredita-se de modo geral que 0s
sistemas nanoscépicos bioativos irdo revolucionar drasticamente a forma como a

medicina é praticada atualmente.



// o \\ g —
/ A . o \ //. : °
°| <o % ®
P2 Qee®
\ <l
‘\: /.// \\v
Nanoesfera Nanocapsula

3?21)‘( fé;
44/\:\ I}x: &

Dendrimero

Lipcsoma
A

Figura 2.3: Nanosistemas para a entrega local ou sistémica de farmacos. A. Imagem tridimensional do
processo de endotelizacdo favorecido pelo uso da seqliéncia de peptideos CWQPPRARI.
Observa-se a superficie de teflon (em branco) e sobre esta as células endoteliais aderidas.

Gracas ao uso destes biomateriais se prolonga a vida media de uma prétese arterial [3].

Os Dendrimeros, também conhecidos como “arvores moleculares”, representam
uma nova classe de macromoléculas com estrutura globular, monodispersa e hiper-
ramificada que adquiriram uma grande importancia no meio académico e industrial
devido as suas potenciais aplicaces em diversas areas da medicina. Sdo sistemas
macromoleculares de quarta geracdo com relacdo a sua arquitetura molecular (Figura
2.4).
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Figura 2.4: Evolucédo temporal das arquiteturas de macromoléculas organicas.

Na década de 80 e 90, grandes desafios foram vencidos quanto a rota sintética
para o preparo destas novas moléculas, sendo hoje conhecidas vérias estratégias de
sintese que deram origem a diferentes familias de dendrimeros. Nesta area, o atual
desafio, consiste na funcionalizacdo dos dendrimeros tendo em vista suas aplicacdes tdo

diversas tais como nanoreatores ou nanofarmacos.

Cada uma das camadas existentes entre o nucleo e a superficie da estrutura
arborescente de um dendrimero determina o que se conhece com o nome de geracédo da
estrutura dendritica. Assim, a medida que se vdo produzindo reacdes de polimerizacédo
se aumenta consecutivamente o nimero de gera¢Ges de um dendrimero e se modifica
também sua estrutura e a distancia entre os grupos superficiais. O aumento do nimero

de geracBes de um dendrimero aumenta em aproximadamente em 1 nm o didmetro da
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estrutura de um dendrimero além de duplicar sua massa molecular e o nimero de grupos

funcionais (Figura 2.5).

_L_ Molécula nucleo

Moléculas
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@ Moléculas superficie

Figura 2.5: Esquema da estrutura dos dendrimeros. Cada nimero indica a geragao da estrutura polimérica.

O principal dendrimero comercializado atualmente é o dendrimeros poli(amido
amina) (PAMAM), conhecido pelo nome de Starburst e o dendrimero de poli(propileno
imina) (PPI) conhecido com o nome de Astramol (Figura 2.6). A firma australiana
Starpharma desenvolveu um gel (VivaGel) para o tratamento da herpes cujo
componente ativo € um dendrimero de polilisina que se fixa a proteinas da herpes
simplex virus 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), o que impede sua fixacdo aos receptores CD4
(Figura 2.7) [4]. Em 2004 o produto foi aprovado pela FDA para iniciar o estudo clinico
Fase I, tornando-se assim o primeiro dendrimero utilizado em humanos. A mesma
empresa esta desenvolvendo atualmente dendrimeros para o tratamento de sindromes

respiratOrias causadas por virus como o coronavirus.
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Figura 2.6: llustracdo das estruturas quimicas dos dendrimeros PAMAM e PPID.
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Figura 2.7: Mecanismo de acdo dos dendrimeros como antivirais [4].

Com relacdo a sua aplicacdo no tratamento do cancer, existem alguns trabalhos
que descrevem o encapsulamento molecular por dendrimeros de agentes citostaticos
como adriamicina, metotrexato, 5-fluoruracil, paclitaxel ou; a sintese de dendrimeros
que possuem atividade citotoxica como o SPL 7435 da empresa Starpharma que, através
de estudos comparativos in vitro, demonstrou uma atividade anadloga ao ABT75 (da
firma Abbott) que se encontra atualmente em fase clinica Il em pacientes com cancer de
célon refratario a taxanos [5-6].

Atualmente, as melhores perspectivas de aplicagdo dos dendrimeros em
oncologia estdo centradas na terapia fotodinamica e na terapia de captura de néutrons
pelo boro [7-8]. Na terapia fotodindmica se faz a conjugacdo entre o dendrimero
PAMAM e o acido 5-aminolevulinico [6-7] ou protoporfirina que absorvem radiacao
eletromagnética levando a formacao de um estado triplete fotoativo com a consequente
geracdo de radicais livres que reagem com o oxigénio molecular formando produtos
citotoxicos para a célula neoplasica. A fase seguinte no desenvolvimento da terapia
fotodinamica com dendrimeros seria a inclusdo de compostos geradores de luz tais
como a luciferina-luciferase realizando-se sua ativacdo uma vez gque 0 nanosistema é
capturado pelas células alvo.

Um dendrimero particularmente interessante para a ciéncia dos biomateriais é o

dendrimero de poliglicerol (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Dendrimero de poliglicerol (PGLD) de geracdes 3 (G-3) e 4 (G-4) [9].

O dendrimero PGLD possui um esqueleto baseado na funcdo éter onde cada
ramificacdo termina em uma funcdo hidroxila, 0 que torna o material altamente
funcional, por exemplo, uma molécula com um peso molecular de 5.000 g/mol possui
68 grupos hidroxila terminais.

Ao mesmo tempo, é fato reconhecido na literatura de que poliéteres alifaticos
tendem a ser biocompativeis 0 que torna o PGLD um dendrimero adequado para
aplicacbes como um agente de entrega de compostos biologicamente ativos. A
observacdo da estrutura do PGLD recorda a estrutura dos poli(etileno glicois) (PEG)
(Figura 2.9), materiais aprovados pelo FDA para uma grande variedade de aplicacGes
médicas e biomédicas. O poli (etileno glicol) (PEG) e seus derivados tém encontrado
uma variedade enorme de aplica¢fes na industria farmacéutica e medicina, devido a sua
biocompatibilidade, inércia quimica e excelente solubilidade em ambos o0s meios

organicos e aquosos [10].
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Figura 2.9: Estrutura do poli(etileno glicol) hiperramificado.

A sintese de dendrimeros de poliglicerol e seus derivados tem origem

essencialmente nos trabalhos de Rainer Haag da Universidade Livre de Berlin e Holger

Frey da Universidade de Mainz (Figura 2.10) conforme podem ser observados nos

varios trabalhos a respeito da sintese e caracterizacao de dendrimeros do glicerol e suas

estruturas hiper-ramificadas [11-22].

Figura 2.10: Os professores Rainer Haag e Holger Frey das universidades de Berlin e Mainz,

respectivamente.

Embora a sintese de estruturas dendriticas do poliglicerol ndo ultrapasse cerca de

uma década, suas potenciais aplicacbes na medicina sdo muito promissoras. Como

exemplo pode-se citar seus derivados sulfatados para aplicacdes como inibidores da

inflamacdo ou como agentes antirombdticos como analogos da heparina (Figura 2.11)

[22-23].
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Figura 2.11: llustracdo do sulfato de poliglicerol, andlogo da heparina e potente inibidor da inflamagéo
[23-24].

O sulfato de poliglicerol parece atuar na cascata de inflamacdo inibindo a
interacdo entre leucocitos e o endotélio ativado, atuacdo proporcionada por sua
multifuncionalidade periférica que mimetiza os receptores de adesdo [25-26]. O
mecanismo da inflamag&o ocorre atraves de uma complexa cascata na qual os leucdcitos
interagem com o endotélio ativado, seguida por transmigracdo através da parede do
vaso sanguineo e migracdo posterior para o tecido extravascular. Cada passo deste
processo € regulado por citocinas e quimiocinas e por varias familias de moléculas de
adesdo, incluindo as selectinas, integrinas e 1g-CAMs [25-26]. A ligacdo com as
selectinas faz com que os leucocitos desacelerem seu movimento (“rolling™) sobre o
endotélio. Com isto o0s leucocitos podem ser ativados por quimiorreceptores
aumentando a afinidade de seus receptores de adesdo (integrina b2) para os ligantes do
endotélio ativado. Um sinal quimiotéatico induz os leucocitos a se "espremerem' entre as
células endoteliais do vaso e migrarem para o centro da inflamacéo.

Estudos recentes tém apontado a relacdo entre o desenvolvimento de cancer e a
superexpressdo anormal das enzimas formadoras de eicosandides, tais como as
ciclooxigenases (COX) 1 e 2 e lipooxigenases em uma grande variedade de tumores
animais e em humanos [26-28]. Atualmente estudos tém sido focados na enzima pro-
inflamatéria ciclooxigenase 2 (COX-2) cuja superexpressdo parece estar relacionada a
eventos considerados chave no processo da carcinogénese tais como a hiper-
proliferacdo celular, inibicdo da apoptose (morte celular programada) e a angiogénese
tumoral [27-30].
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A aspirina é um agente antiinflamatorio ndo esteroidal (AINE), seu mecanismo
de acdo envolve a supressdo do processo inflamatdrio pela inibicdo da ciclooxigenase
(COX), impedindo assim a sintese de prostaglandinas. A aspirina promove inibicéo
irreversivel da atividade da ciclooxigenase pela ligacdo covalente com uma molécula de
serina do local ativo [35-38].

Embora haja uma extensa literatura sobre a utilizacdo da aspirina no tratamento
do céancer, seu mecanismo de atuacdo ainda ndo esta devidamente elucidado e os sérios
efeitos colaterais atribuidos a baixa especificidade de inibicdo destes compostos sobre a
COX-2 tém gerado muitas controvérsias ao longo de pelo menos quase quatro décadas
[39-41].

A necessidade de uma elevada dosagem do AAS para atuacdo contra o cancer e
0 periodo prolongado de tempo necessario para conseguir atingir melhoras no quadro
clinico sdo fatores limitantes no uso desse medicamento como quimiopreventivo ou
quimioterapico. Portanto, as propriedades do dendrimero de poliglicerol como sua
elevada funcionalidade periférica e a possibilidade da entrega controlada e vetorizada
do principio bioativo ao local alvo e por um periodo de tempo prolongado tornam o
conjugado PGLD-AAS um sistema potencialmente atrativo para o tratamento do cancer.

Uma primeira motivacdo para o desenvolvimento dessa dissertacdo baseia-se na
capacidade produtiva pelo Brasil de glicerina. O Brasil tem se destacado
significativamente no panorama mundial do biodiesel, devido a sua grande diversidade
de producdo de grdos, de onde € extraido o 6leo vegetal, e sua extensa criacdo de
animais bovinos que fornecem gordura animal ou sebo. Assim, dentro deste cenario da
producdo de biodiesel nacional, o Brasil produz atualmente em torno de 2 bilhGes de
litros de biodiesel. Por volta de 10% de todo produto resultante da fabricacdo do
biocombustivel é transformado em glicerina, ou seja, cerca de 160 mil toneladas de
glicerol sdo produzidas a cada ano [42]. A elevada demanda na producédo da glicerina e
a limitada capacidade de absorcdo do produto pelo mercado tradicional do glicerol
(industria de cosméticos, de resinas, farmacéutica, téxtil, alimenticia) tém levado ao
desenvolvimento de rotas gliceroquimicas voltadas a utilizacdo do volume excedente de
glicerol. Desta forma, uma aplicacdo atualmente promissora deste poliol seria utiliza-lo
na producdo do PGLD e/ou polidis hiperramificados para aplicacbes na industria
farmacéutica e na medicina gerando, portanto, produtos de elevado valor agregado.

A segunda motivacdo para o desenvolvimento desse trabalho baseia-se no fato

de que nossos estudos iniciais sobre dendrimeros PGLD com atividade fibrinolitica e
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antiagregante plaquetaria constataram que o conjugado PGLD-AAS possui uma
significativa bioatividade contra células de carcinoma mamario humano do tipo MCF-7.
Essa observagdo nos motiva a indagar se 0 PGLD-AAS possui atividade contra outras
linhagens celulares carcinogénicas.

Uma vez que o fracasso de muitos farmacos para o tratamento do céancer é
atribuido a baixa concentracdo que alcanca os alvos terapéuticos, torna-se pertinente
saber se as caracteristicas de polaridade permitem que o PGLD-AAS difunda através
das membranas celulares das células selecionadas para estudo, a saber: células
fibroblasticas de pulmdo (MRC-5), carcinoma de pulmdo (A-549) e osteossarcoma
(MG-63).
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CAPITULO 3
INFLAMACAO E CANCER

3.1. Epidemiologia do Cancer

O céancer ndo é uma unica doenca, mas uma colecdo inteira de transtornos que
constituem, pelo menos, 300 diferentes tipos histoldgicos. Estes tipos podem ser
agrupados em uma série de classes, baseada principalmente sobre a origem
embrioldgica das células do tumor inicial. Os carcinomas sdo de origem epitelial
(ectodérmica e endodérmica); sarcomas sdo derivados de tecido conjuntivo
(mesodérmica), leucemias sdo a partir de células formadoras de sangue; melanomas
derivam de células de pigmento (melandcitos) e teratomas surgem a partir de células
germinais ou de tecido gonadal [1].

Os tumores sdo os resultados de crescimento anormal de células localizadas. Para
um tumor se tornar maligno, as celulas devem comecar a metastase (movimento), e
invadem outros tecidos. O tumor original € chamado de tumor primario. Na metastase
as novas coldnias, ou focos, séo referidos como tumores secundarios ou centros de
metéstase. Cada centro vai surgir a partir de uma célula inicial diferente, mas todos

derivam da Unica célula fundadora do tumor primario [1].

Os tipos de cancer séo classificados pelo tipo de célula que se assemelha ao
tumor e, portanto, o tecido que se presume ser a origem do tumor. Estes sdo
relacionados a histologia e ao local, respectivamente. Exemplos de categorias gerais

incluem [1]:

e Carcinoma: Os tumores malignos derivados de células epiteliais
ocorrendo na pele, tecidos internos e 6rgdos, incluindo as formas mais
comuns de cancer de mama, préstata, pulmdo e colon. Este grupo
representa o tipo de cancer mais comum.

e Sarcoma: Os tumores malignos derivados de tecido conjuntivo, ou
células mesenquimais. Sdo tumores relacionados a 0ssos, musculos ou

tecidos conectivos.
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e Linfoma e leucemia: neoplasias derivadas hematopoiéticas (formadoras
de sangue) de células. Envolvem medula e globulos brancos do sangue,
representando um tipo especial de sarcoma formado por ceélulas
individuais mantidas em suspensdo no sangue. Os Linfomas séo
associados aos linfonodos.

e O tumor de células germinativas: Os tumores derivados das células
totipotentes. Em adultos mais freqlientemente encontrados no testiculo e
ovario; em fetos, bebés e criancas pequenas freqlientemente encontrados
na linha média do corpo.

e Blastoma: Um tumor (geralmente maligno) que se assemelha a um tecido
embrionério ou imaturo. Muitos desses tumores sdo mais comuns em

criangas.

Dependendo do sistema de classificacdo usado, ha 100 ou mais tipos de cancer, e

eles podem surgir em qualquer parte do corpo [1].

Os tumores malignos (canceres) sdo geralmente nomeados com carcinoma,
sarcoma ou blastoma como um sufixo, com a raiz da palavra originada do termo grego
ou latim para o 6rgdo de origem. Por exemplo, um céncer de figado é chamado de

hepatocarcinoma, um cancer das células de gordura é chamado de lipossarcoma [1].

Alguns tipos comuns de cancer tém sua nomenclatura relacionada a suas
caracteristicas. Por exemplo, o tipo mais comum de cancer de mama é o carcinoma
ductal de mama. Aqui, o adjetivo ductal refere-se ao aspecto do cancer sob o

microscopio, assemelhando-se ductos mamarios normais [1].

O Instituto Nacional do Céancer (Inca) define a enfermidade como um grupo de
doencas ocasionadas por desordens celulares desencadeadas por fatores genéticos e
ambientais. Sua caracteristica principal, presente em todo tipo de cancer é a proliferacdo
celular sem controle com capacidade de invasdo de outros tecidos [2].

Dados publicados do Inca sobre a estimativa de novos casos de cancer em 2010
mostram que podem ser esperados 489.270 casos novos de cancer neste ano, nimeros
validos também para o ano seguinte. As neoplasias de maior importancia em homens

serdo as de prostata e de pulmdo, e em mulheres, as de mama e colo do Utero. Essa
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estatistica ndo considera cancer de pele ndo-melanoma, valores que acompanham o0s
dados observados na América Latina [2].

Dentre 236.240 casos novos de cancer masculinos e 253.030 femininos, 0s
tumores mais incidentes em homens serdo pele ndo-melanoma (53 mil casos novos),
préstata (52 mil), pulmao (18 mil), estdbmago (14 mil) e colon e reto (13 mil). Tumores
de pele ndo-melanoma (60 mil casos novos), mama (49 mil), colo do utero (18 mil),
cblon e reto (15 mil) e pulm&o (10 mil) serdo os mais significativo para as mulheres. As

estimativas citadas estdo representadas na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Estimativa de novos casos de neoplasia em e sua localizagdo primaria no Brasil no ano de
2010.

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) projeta que em
2030 quase 21,4 milhGes de novos casos serdo diagnosticados anualmente. Em 2008,
Gltimo ano para o qual existem dados disponiveis, um nimero estimado de 12,7 milhdes
de novos casos foram diagnosticados e 7,6 milhGes de mortes por cancer ocorreram.

Os paises em desenvolvimento tiveram uma maior propor¢do da incidéncia de
cancer, 56 % dos novos casos a nivel mundial e 63 % das mortes por cancer. Os
canceres mais comumente diagnosticados mundialmente em 2008 foram o cancer de
pulmdo, com 1.610 mil casos e cerca de 13 % do total e o cancer de mama, com 1.380

mil casos, cerca de 11%. Os principais fatores que explicam essa projecdo € o
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envelhecimento da populacdo [3]. A Figura 3.2 ilustra a distribuicdo global da

incidéncia de cancer e sua taxa de mortalidade no ano de 2008.
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Figura 3.2: Incidéncia dos tipos de cancer (A) e Mortalidade do cancer no Mundo (B) em 2008 [3].
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3.2: O mecanismo da inflamacéo

Entende-se como inflamacgéo a reagéo local dos tecidos vascularizados a algum
tipo de agressdo ou trauma. A alteracdo da homeostase e morfostase leva o organismo a
reagir com o objetivo de minimizar os efeitos causados pela injdria por meio de uma
rede de sinais quimicos e reacGes teciduais, principalmente vasculares. Esses fatores
desencadeiam uma resposta adaptativa que se denomina "processo inflamatorio”, isto
porque se refere a um fendmeno dindmico, constituido por fases evolutivas, inter-
relacionadas entre si dependendo uma da outra. A inflamac&o, portanto, € uma reacdo de
defesa local do organismo [4].

A inflamacdo, com seus sinais clinicos cléssicos, é conhecida desde a época da
Grécia antiga (phlogosis em grego e inflammatio em latim). Celsus, no século II,
descreveu 0s quatro sinais classicos da inflamagéo: rubor (eritema), calor (temperatura
elevada), tumor (edema) e dor (algia) [5].

Uma das respostas inflamatorias é a vasodilatagdo que resulta no rubor da area
inflamada, o tumor é resultado do acumulo de liquido no local. A percepc¢édo de calor
vem do réapido acumulo de sangue arterial com temperatura mais elevada na regido. A
dor apresenta um mecanismo mais complexo que envolve a distensdo dos tecidos, a
estimulacdo de terminacdes nervosas livres e a lesdo direta tecidual pelo agente
agressor.

O processo inflamatorio passa por diferentes momentos, a inflamacdo pode,
entdo, ser divida em diferentes fases:

A primeira fase € a irritativa onde ocorrem alteragbes morfoldgicas ou
funcionais dos tecidos, causadas pelo agente de agressdo ou por razdes caracteristicas de
determinados tecidos. A fase seguinte, denominada fase vascular envolve as alteracdes
vasculares no que se referem a todos os seus elementos: fluxo, calibre, pressdo e
distribuicdo sanglinea na area inflamada [4].

Na fase exsudativa, ocorre a migracdo dos componentes inflamatorios do interior
do vaso sanguineo para o intersticio. A fase reacional ou exsudativa da inflamacdo se
inicia na presenca dos mediadores quimicos, caracterizada pela resposta vascular e
celular que se manifesta pelos sinais classicos de Celsus [6]. As alteracdes funcionais e
anatdmicas ocorridas até este ponto originam células com caracteristicas degenerativas
que podem ser reversiveis ou acarretar em um material necrotico irreversivelmente,

caracterizando a fase degenerativa-necrética. Com o intuito de repor os tecidos
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danificados, a inflamagdo entra entdo na fase produtivo-reparativa, que envolve a
proliferagao celular [7].

Pélo
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Figura 3.3- Fases do processo inflamatério.

A - A ferida é caracterizada por um ambiente isquémico em que um coagulo de fibrina se
formou. As bactérias, neutrofilos e plaquetas sdo abundantes e anexos da pele normais (tal como foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas) ainda estéo presentes na pele fora da ferida.

B- Uma escara (crosta) é formada na superficie da ferida. A maioria das células do estagio
anterior de reparo migraram da ferida, novos vasos sanglliineos agora povoam a area. A migracdo das
células epiteliais pode ser observada sob a escara.

C- Colageno desorganizado foi estabelecido por fibroblastos que migraram para a ferida. A
ferida re-epitelizadas é ligeiramente maior do que a superficie circundante, e a regido cicatrizada nao
contém anexos da pele [8].
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Estabelecendo a inflamagdo como um fendmeno essencialmente defensivo, seu
papel essencial seria diluir fatores quimicos nocivos ou excitar a fagocitose e 0s
mecanismos imunitarios, tendentes a eliminacao do agente fagocitério [6].

Para isso ela mobiliza sua capacidade de movimentacdo, adesé@o e englobamento
de particulas. Nesse sentido o fendbmeno maior importancia ¢ o deslocamento de
leucdcitos (neutréfilos, mondcitos e eosindfilos) da luz vascular para o local da injuria.

O mecanismo de recrutamento dos leucécitos envolve a ativacdo dos membros
de uma familia de moléculas de adesdo denominada selectina (selectina P, L e E) que
facilitam o deslocamento ao longo do endotélio vascular. Além disso, ocorre 0
desencadeamento dos sinais que ativam e regulam as integrinas dos leucécitos, mediada
por moléculas de citocinas. Essas integrinas sdo responsaveis pela imobilizacdo de
neutréfilos na superficie do endotélio vascular. O passo seguinte é a transmigracdo
através do endotélio para os locais da lesdo [6].

Selectinas
< »>
1 Marginacao e .
Rolamento ) _ Integrinas
2 Ativacao
3 Adesao Estavel
Tecido

4 Transmigragao

Figura 3.4: Diapedese Mecanismo normal de migracéo dos linfdcitos para o local de infecgéo [9].
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Isso acontece na presenca de prostaglandinas que contribuem para a
permeabilidade capilar e também atuam na quimiotaxia, atraindo células
polimorfonucleadas, neutréfilos e macrofagos que fagocitam os elementos que estdo na
origem da inflamagdo [10].

~=~41- Tecido danificado
=i | lihera Histamina, que
| atrai um maior fluxo
=~ sanguineo para esta
area

Bactérias ) - Fagdcitos englobam
s hactérias, células
mortas e detritos de
células.

4- A acgéo plaguetarea,
promove o selamento da
area.

Plaguetas

2- Na presenca de
Histaminas, os capilares
se tornam permeaveis,
liberando fagdcitos e

fatores de coagulagio.

Figura 3.5: Esquema simplificado do processo inflamatério [11].

Com o tempo decorrido do processo inflamatorio ha uma variacdo qualitativa e
quantitativa dos diferentes elementos celulares presentes, caracterizando uma
inflamacdo aguda ou cronica. Nesse sentido, 0s seguintes tipos celulares podem ser
distinguidos [12]:

1) Inflamag&o aguda:

« Neutrofilos: granulécitos tipicos da fase aguda, devido a sua capacidade de
diapedese e alta velocidade de migracdo. Tém acgdo fagocitica e podem provocar
necrose tecidual ao liberar suas enzimas lisossémicas para o intersticio quando

mortos.
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e Eosinofilos: estdo relacionados a fenémenos alérgicos e em alguns processos

neoplasicos. Tem capacidade de fagocitose inferior aos neutréfilos [13].

2) Inflamagé&o cronica

o Basofilos e Mastocitos: granuldcitos encontrados em maior quantidade em
processos cronicos. Os baséfilos contém granulos de heparina e histamina; os
mastacitos, de histamina [13].

e Macréfagos: originados dos monacitos, essas células mononucleares tem alta
capacitade de fagocitose, tendo acdo sobre ampla variedade de antigenos.
Observados mais comumente em estagios de cronicidade e granulomas [13].

e Linfocitos e plasmocitos: migram mais lentamente que os neutrofilos para o foco
inflamatdrio, tendo acdo coadjuvante nas atividades macrofagicas. Reconhecem
antigenos e desenvolvem respostas para elimina-los, principalmente em quadros

inflamatarios cronicos e granulomatosos [13].

Uma familia de citocinas quimiotaticas, chamadas quimiocinas, se mostra
fundamental para a evolucdo natural da resposta inflamatéria. Elas possuem um grau
relativamente elevado de especificidade para a quimiotaxia de leucdécitos. O perfil das
quimiocinas que persiste em um sitio inflamatério determina o desenvolvimento da
doenca crbnica. As citocinas pro-inflamatorias TNF-a (fator de necrose tumoral-a.)
controla as populacdes de células inflamatorias, além de mediarem muitos dos outros
aspectos do processo inflamatério. O fator de crescimento transformador, TGF-B1,
também é importante por influenciar tanto positiva como negativamente 0s processos de
inflamacéo e reparo [14].

O processo de reparacdo e cicatrizagdo estd intimamente associado a
inflamacdo. A ativacdo plaquetaria e a agregacdo, além de acelerarem a coagulacao,
fornecem proteinas secretadas e conteddo granulocitico, os quais ajudam a iniciar e
acelerar a resposta inflamatéria do hospedeiro. Exemplos de tais proteinas secretadas
incluem metabdlitos da ciclooxigenase, heparina, serotonina, a trombina, fatores de
coagulacdo (Fator V), as proteinas adesivas (fibrinogénio e fator de  on Willebrand),
proteinas plasmaticas (imunoglobulina e albumina), fatores de crescimento celular (fator
de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de angiogénese derivado de
plaguetas, TGF-a, TGF-B e fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF)), enzimas

(heparanase e fator XIIlI) e inibidores da protease (inibidor do ativador de
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plasminogénio-1, a2-macroglobulina e a2-antiplasmina). Na sequéncia, temos a
hemostasia e liberacdo de TGF-B1 ¢ PDGF, a formagdo de tecido de granulagdo ¢
facilitada pela quimiotaxia de neutrdfilos, mondcitos, fibroblastos e miofibroblastos,
bem como pela sintese de matriz extracelular (ECM) e neoangiogénese [14].

Quando ocorre uma lesdo na membrana celular, receptores de membrana,
acoplados a uma proteina regulatoria (proteina G) sdo ativados. Como a composicao da
membranana celular é essencialmente de fosfolipideos, a enzima fosfolipase A2,
presente nos leucdcitos e plaquetas, é acionada por citocinas pré-inflamatdrias, como a
interleucina (IL)-1. Acredita-se também que estimulos fisicos, ao alterarem a membrana
celular produzam um influxo de Ca*?, que ativa a fosfolipase A, [15-16].

Esse processo leva a degradacdo dos fosfolipideos, particularmente

fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina e catalisa a liberacdo do acido araquidénico.

Prostaglandina H, PGE isomerass
e

Foslolipidos

Figura 3.6. Agdo da Ciclooxigenase: apds algum estimulo as fosfolipases A, liberam o acido
araquidénico, o qual metabolizado pela via das ciclooxigenases, ira formar compostos instaveis
PGG e depois PGH. Dependendo do complexo de enzimas presentes no tecido serdo formadas as
diferentes prostaglandinas como PGE,, PGF,,PGl, e TXA; [17].

O écido araquiddnico (AA) é um dos precursores de eicosandides, 0s quais
atuam como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos, como resposta
inflamatoria, agregacdo plaquetéria, permeabilidade vascular e na formacdo de
sinalizadores bioldgicos. Ele é o ponto de formagéo de prostaglandinas (PGs) que agem
como mediadores secundarios da inflamacéo, criando um ambiente favoravel para a
continuidade da inflamacdo [18].

A responsavel pela sintese de prostaglandinas a partir de acido araquiddnico €
chamada de enzima araquidonato ciclooxigenase (COX), também chamada de
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prostaglandina H sintase. Sendo assim, o &cido araquiddénico liberado servird como
substrato para duas vias enziméticas distintas: a via das ciclooxigenases (COXs), que
desencadeia a biossintese das prostaglandinas (PGs) e dos tromboxanos (Tx) [19].

Atualmente, existem duas isoformas conhecidas: ciclooxigenase-1 (COX-1)
(constitutiva) e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (indutiva). As duas isoformas tém estrutura
protéica primaria similar e catalisam essencialmente a mesma reacdo. A COX-1 e a
COX-2 sdo proteinas integrais que se localizam dentro da bicamada lipidica de
fosfolipideos da membrana. O nimero de aminoécidos que compdem as duas enzimas €é
bastante semelhante, variando de 599 aminoacidos para a COX-1 e de 604 aminoacidos
para a COX-2 [20].

A COX-1 esta presente em grande quantidade na maioria dos tecidos. Ela esta
relacionada com inumeras fungbes fisiologicas, como a modulacdo da formacdo de
secre¢des gastricas protetoras [21].

A COX-2 aparece em niveis muito baixos sob condi¢des fisiologicas, entretanto,
em situacdo de dano tecidual, a COX-2 pode ser induzida por varios estimulos celulares
(fatores de crescimento mitdgenos, endotoxinas e citocinas), sendo superexpressa nos
locais de inflamacdo. Estudos recentes sugerem a existéncia de uma terceira variante
catalitica, a ciclooxigenase-3 (COX-3). A COX-3, possivelmente uma variante da COX-
1, encontra-se distribuida principalmente no cortex cerebral, medula espinhal e coragéo
[20].

As COXs possuem duas atividades distintas. Uma atividade de endoperoxido
redutase que oxida e cicliza o &cido graxo precursor nao-esterificado, para formar o
endoperoxido ciclico prostaglandina G (PGG), e outra atividade de peroxidase que
converte o0 PGG em prostaglandina H (PGH) [16].

A segunda via enzimatica do qual o acido araquiddnico € precursor é a via das
lipoxigenases, responsavel pela sintese de leucotrienos, lipoxinas e outros compostos
[43]. Os compostos da familia das PGs e dos leucotrienos sdo denominados de
eicosandides, em virtude de serem derivados de acidos graxos essenciais de vinte
carbonos esterificados em fosfolipidios da membrana celular. Os eicosandides sao

substancias biologicamente ativas, com meia-vida curta [22-23].
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Figura 3.7: Sintese de prostaglandina via &cido araquidénico [24].

@) conceito chave é que a inflamacéo normal, por

exemplo, a inflamagdo associada com a cura da ferida, € geralmente auto-limitada,
porém, a desregulacdo de qualquer um dos fatores convergentes pode levar a alteracdes

e, finalmente, patogénese. Este parece ser o caso durante a progressao neoplasica.

3.3. A relacéo do cancer com o processo inflamatério.

A carcinogénese passa por varios estagios antes de chegar ao tumor: estagio de
iniciacdo, onde agentes carcindgenos alteram a célula genéticamente; estagio de
promoc¢do em que a célula alterada é transformada em célula maligna, de forma lenta e
gradual; e estagio de progressdo que é a multiplicacdo descontrolada e irreversivel das
células alteradas, nesse estagio, o cancer ja esta instalado [25].

A associacdo funcional entre inflamacdo e céancer foi feita inicialmente por
Virchow em 1983, que sustentou a teoria de que o cancer se inicia em locais acometidos
por inflamagBes decorrentes de lesbes e irritacdes por um longo periodo de tempo,

levantando a hipotese de que a resposta inflamatdria favorecia a proliferacédo celular.
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Hoje entendemos que nem toda proliferacdo celular resulta em cancer, no
entanto, esta proliferacdo associada a um ambiente rico em células inflamatorias e
fatores de crescimento, agentes danosos ao DNA e favoravel a angiogénese se torna
propicio para o desenvolvimento e progressao da doenca [26].

Uma explicacdo para a participacdo de células inflamatdérias no processo
neoplasico é que neoplasias surgem nas areas de infeccdo e inflamacéo, simplesmente
como parte da resposta normal do hospedeiro. Funcionalmente, muitos agentes
promotores, que direta ou indiretamente, induzem a proliferacdo celular, recrutam
células inflamatdrias.

Quando a homeostase do tecido é perturbada, macr6fagos e mastocitos
secretam no local os complementos soliveis da inflamacdo, tais como citocinas,
quimiocinas, mediadores bioativos e proteinas remodeladoras da matriz extracelular,
que recrutam leucdcitos adicionais para circularem no tecido danificado (isto é,
inflamacdo) [27].

A inflamacdo normal € auto-limitada, porque a producdo de citocinas
antiinflamatdrias acompanha as citocinas pro-inflamatorias. No entanto, a resposta
inflamatdria permanece nos tumores, pois as células tumorais produzem varias citocinas
e quimiocinas que atraem leucocitos [28].

O componente inflamatorio do desenvolvimento neoplasico pode incluir uma
diversidade de leucdcitos, por exemplo: linfocitos, neutrofilos, células dendriticas,
macrofagos, eosinofilos e mastdcitos [29].

As células dendriticas migram para tecidos periféricos inflamados onde eles
capturam os antigenos e, apos a maturacdo, migram para linfonodos para estimular a
ativacdo de linfocitos T. Curiosamente, as células dendriticas encontradas em infiltrados
neoplasicos sdo freglientemente imaturas e deficientes na capacidade estimuladora de
linfocitos T [29].
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Figura 3.8: Inflamagdo normal e neoplasica: A figura mostra que células do sistema imune adaptativo,
chamadas células B produzem o sinal de que inicia a inflamagéo na camada epidérmica da pele.
Um modelo de como isso pode funcionar é que um antigeno no ambiente do tumor estimula as
células B para liberar anticorpos que alvejam células imunes inatas (como neutrdfilos,
macrofagos e mastocitos), que criam e mantém a inflamagdo. Uma vez ativadas, células liberam

fatores inatos (tridngulos), que pode promover o crescimento e a propagacao do tumor [30].

Os leucdcitos e outras celulas fagociticas como os linfocitos, sdo capazes de
produzir um conjunto variado de citocinas, mediadores citotdxicos, incluindo espécies
oxigénio-reativas como as prostaglandinas, serina e cisteina proteases, e agentes
perfurantes da membrana, além de TNF, interleucinas e interferons [29].

Estas espécies reagem como um agente mutagénico do DNA nas células em
proliferacdo, através da geracdo de oxigénio e nitrogénio reativos que formam o
peroxinitrito, que sd8o normalmente produzidos por essas células para combater a
infeccdo, mas leva a danos oxidativos do DNA e prejudica sua reparagdo. A subversdo
da morte celular e/ou programas de reparacdo ocorre em tecidos cronicamente
inflamados, resultando na replicacdo do DNA e na proliferacdo de células que perderam
o controle do crescimento normal [29].

Embora os fatores ambientais do processo inflamatério na fase aguda possam

inibir o desenvolvimento e matar as células neoplésicas apos a ativacdo por IL-2,
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interferon e IL-12, exercendo um efeito paradoxal durante o desenvolvimento do cancer
[31]. Repetidos danos teciduais e regeneracdo de tecidos (inflamagdo cronica), na
presenca de espécies altamente reativas de nitrogénio e oxigénio liberadas pelas células
inflamatorias, resultam em alteracbes genbmicas permanentes, tais como mutacdes
pontuais, dele¢des ou rearranjos [28].

A hipotese mais plausivel para essa relacdo entre cancer e processo inflamatorio
estd na presenca de prostaglandinas, associadas a ciclooxigenase, principlmente da
isoforma COX-2, liberada na inflamagdo. O papel da COX nas neoplasias foi sugerido
ap6s a demonstracdo de que alguns processos neoplasicos possuem altos niveis de
metabolitos do acido araquiddnico, como a prostaglandina E2 (PGE2) [32].

Além da acdo das espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, a superexpressao
de COX-2 favorece mecanismos de promocdo tumoral, como aumento da angiogénese,
inibicdo da apoptose, modulagdo da resposta imune, maior capacidade de invasdo e
metéstase [33-34]. Sendo que a presenca de COX-2 pode ser essencial para a
vascularizagdo e crescimento do tumor.

A neoformacdo de capilares a partir de vasos sanguineos pré-existentes é
denominada angiogénese. Esse fendmeno depende da motilidade, proliferacdo e
formacdo de células endoteliais. O desenvolvimento embrionario, reproducao,
regeneracdo e remodelacdo tecidual sdo processos fisiologicos onde existe uma
importante participacdo da angiogénese [35].

No entanto esse desenvolvimento de novos vasos sanguineos também é
fundamental no desenvolvimento de patologias, como a carcinogénese. Folkman (1971)
propds no principio da década de setenta a importante participacdo do desenvolvimento
de microcirculagdo no processo de crescimento tumoral. A angiogénese tem sido
demonstrada como um fator de grande relevancia, uma vez que o desenvolvimento de
novos vasos sangllineos € necessario para o suporte de oxigénio, de nutrientes, e
também para remover moléculas toxicas [36].

Quando os tumores solidos atingem um volume de 1 a 2 mm3, seu crescimento
passa a ser diretamente dependente da angiogénese, pois esse é o tamanho limite para a
simples difusdo de nutrientes e gases como CO2 e O2 [37-38].

Como o processo de diferenciacdo do endotélio desses neovasos ndo é perfeito,
estes exibem uma estrutura desorganizada e tortuosa, com paredes relativamente finas e

com menos células musculares lisas. As células endoteliais associadas ao tumor sdo
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anormais em formato, crescem umas sobre as outras e permanecem em um ambiente
rico em fatores pro-angiogénicos e citocinas inflamatorias [38].

A angiogénese tumoral envolve a superexpressao de fatores angiogénicos e a
baixa expressao de inibidores de angiogénese, ou seja, sua indugdo é regulada por varias
moléculas que podem ser liberadas por células tumorais, ou células normais, incluindo
células endoteliais, células epiteliais, células mesoteliais, leucdocitos e seus fatores de
secrecédo, que podem atuar como promotores ou inibidores do processo. Os promotores
de angiogénese enviam sinal para os tecidos normais circundantes, em que a ativacao de
genes especificos e a expressdo de proteinas estimulem o crescimento e proliferacédo de
novos vasos sanguineos [39].

Dentre estas moléculas estd um grupo de proteinas chamadas de VEGF
(vascular endothelial growth factor), sendo considerado um dos mais importantes
fatores de crescimento endotelial e indutor da angiogénese. O fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) contém proteinas especificas que através da ligacdo as
quinases receptoras de tirosinas especificas, agem no aumento da permeabilidade
vascular, crescimento, proliferacdo, migracao e sobrevivéncia das células endoteliais.
Assim, esta molécula pré-angiogénica poderd ser um indicador do comportamento
biolégico do tumor, associando-se a sua superexpressdo a um fenotipo agressivo [40-
41].

A expressdo de um fenotipo angiogénico € anterior a demonstracdo de
propriedades invasivas pelo tumor, o que indica sua importancia para o crescimento
local do tumor, bem como para o desenvolvimento de metéastase [35].

A ciclooxigenase-2 possui papel vital na regulacdo da angiogénese associada
com a proliferacdo das células neoplasicas. O aumento na expressdao de COX-2 esta
relacionado a producao do fator de crescimento endotelial, determinando a habilidade
para estimular o desenvolvimento de células endoteliais e promover a angiogénese.[42-
43].
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Figura 3.9: A: Formacdo de neovasos no processo angiogénico. B: Massa tumoral nutrida por essa nova

rede de capilares [44].

Os macréfagos associados a tumores (TAM) sdo o componente inflamatério
encontrado mais significativamente na maioria dos infiltrados tumorais. Mondcitos
precursores originam estes componentes que sdo atraidos para os tumores pela acdo de
quimiocinas. Os TAM produzem uma série de potentes fatores de crescimento
angiogénicos, citocinas e proteases linfangiogénicas, que sdo mediadores que
potencializam a progressdo neoplasica [45].

Varios estudos relatam a superexpressdao de COX 2 em neoplasias mamarias.
Essa superexpressdo € mais comum em tumores que apresentam caracteristicas
associadas a um prognostico muito ruim [46-47].

Na mama, demonstrou-se que a atividade da COX-2 pode induzir a oxidacao de
estrogénio a dietilestilbestrol, com significativa toxicidade ao gene. Além disso, a
presenca de niveis elevados de COX-2 esta associada a resisténcia a terapia hormonal,
possivelmente por meio do aumento da expressao da aromatase pelas células estromais
no tumor mamario induzido por PGE2 [48].

Um exemplo é o aumento do infiltrado leucocitario paralelo a carcinogénese
mamaria. A ativacdo aguda do linfécito B pode desempenhar um papel na erradicacao
precoce das células neoplasicas, ou pode participar na regressdo espontanea de tumores
através de mecanismos mediados por imunoglobulinas, no entanto quando ativado de
forma crdnica o linfécito B pode ter, paradoxalmente, um papel na potencializacdo no

desenvolvimento do carcinoma [49-50].
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Quando comparadas a pacientes saudaveis os linfonodos de pacientes com
cancer de mama contém uma rica populacdes de linfocitos B proliferativos e sua

presenca esta relacionada a aumentos no estagio da doenca (fase | versus fase Il) [50].

Normal Breast DCIS Invasive Carcinoma

Figura 3.10: O desenvolvimento de carcinoma de mama humano é caracterizada por infiltracdo abundante
de células do sistema imunolégico. As SecOes representam o tecido mamario normal, pré-
maligno, e tecido mamario maligno. Corados com hematoxilina e eosina (H & E) (painéis
superiores), e apés imunodeteccdo de CD45 (antigeno comum para leucécitos, de coloragéo

marrom). A sigla DCIS, representa carcinoma ductal in situ [50].

Diferentes tipos de tumores também apresentam a superexpressdo da COX-2,
como por exemplo, o cancer de pulmdo. Um estudo feito com 89 pacientes com cancer
de pulmdo de ndo pequenas células (NSCLC) submetidos a ressec¢do curativa,
analisaram por PCR em tempo real amostras tumorais e constataram a expressdo de
COX-2 em 100% dos casos, relacionando a expressdo da COX-2 e sobrevida limitada
dos pacientes [51].

A metéstase € definida como o comprometimento a distancia, por uma parte do
tumor que ndo guarda relacdo direta com o foco primario. Ao longo dsse processo,
fatores mecénicos e imunologicos devem ser superados para que as células neoplasicas
consigam implantar-se em um novo 6érgao e terem crescimento autbnomo em relacéo ao
tumor primario [52].

A metastase por via hematogénica acomete principalmente os 6rgdos mais
vascularizados como pulmao, figado e cérebro. Geralmente com origem venular, devido
ao fato que as veias e vénulas possuem paredes mais frageis, sdo mais facilmente
penetradas do que artérias e arteriolas. As metastases por via arterial podem ocorrer, por
exemplo, quando células metastaticas cruzam o leito capilar pulmonar, quando
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atravessam comunicagdes arteriovenosas ou quando as proprias metastases pulmonares
funcionam como foco de novas células tumorais capazes de metastatizar [52].

As ramificagBes dos vasos pré-existentes se comunicam com a rede vascular
imatura, possibilitando a migracdo das células. Estas seguem, assim, na circulacéo

sanguinea, podendo originar metéstases a distancia.

llustracao Metastase B : W"j@ :,
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Figura 3.11: Imagem mostra como ocorre o processo da metéstase, quando as células cancerigenas se

reproduzem e se espalham pelo corpo, formando novos tumores [53].

Outra via de disseminacdo sistémica de um tumor maligno é estabelecida pelo
sistema vascular linfatico. Os capilares linfaticos sdo caracterizados por sua
descontinuidade da membrana basal, o que facilita a permeacdo de células tumorais.
Além disso, a baixa velocidade do fluxo linfatico e a composicdo da linfa (semelhante a
do fluido intersticial) favorecem a viabilidade celular (nos vasos sanguineos, pelo
contrario, a toxicidade celular é elevada). Como tal, a corrente linfatica é preferencial
para a disseminacdo de muitos tipos de tumores malignos, principalmente os que

apresentam histogénese epitelial [52].
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3.4. Antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) e cancer.

Os avangos no conhecimento sobre as bases moleculares do cancer tém criado
uma boa expectativa de terapias mais apuradas e eficazes para o tratamento da doenca.
Embora se tenha atingido um sucesso razoavel através da utilizacdo da radioterapia e da
cirurgia, duas das terapias mais utilizadas no tratamento do cancer, na maioria dos casos
0 sucesso da utilizacdo dessas técnicas s6 é contemplado se o cancer estiver em estagio
inicial [54].

A utilizagdo da quimioterapia teve inicio na década de 40, com o uso da
mostarda nitrogenada e hormonios, e foi introduzida na clinica na década de 50.

A terapéutica quimioterapica tem obtido muito sucesso nos casos de alguns tipos
de leucemia aguda infantil e subgrupos da doenca de Hodgkin e alguns linfomas. A
melhoria na expectativa de vida nesses casos torna essa terapia recomendavel. Além
disso, a quimioterapia como adjuvante no tratamento cirargico, principalmente nos
casos de cancer de mama, colon e pulméo apresenta uma grande eficiéncia, aumentando
a longevidade de pacientes acometidos por essa doenca [54].

Recentemente, muitos pesquisadores tém enfatizado a utilizacdo de medicina
complementar para prevencdo e tratamento do Cancer, utilizando agentes
quimioprotetores e antioxidantes.

Um dos caminhos apontados no tratamento quimioterapico esta associado a
relacdo entre o cancer e a inflamacdo, como mencionado anteriormente. Sob essa
perspectiva, a via das prostaglandinas no processo inflamatério, mais especificamente a
enzima COX desponta como um caminho farmacoldgico promissor na prevencao e
tratamento do cancer. Sendo assim a utilizacdo de Antiinflamatérios ndo-esteroidais
(AINEs) com finalidade quimioterapica vem sendo uma possibilidade amplamente
estudada.

Os AINEs compdem um grupo variado de substancias que compartilham das
mesmas propriedades farmacéuticas. Estes compostos possuem uma variedade quimica,
gue em sua maioria, consistem de um ou mais anéis aromaticos ligados a um
grupamento &cido funcional. Geralmente sdo &cidos organicos fracos que atuam
principalmente nos tecidos inflamados apresentando acdo analgésica, antitérmica e
antiinflamatdria em doses terapéuticas. Sua absor¢do é répida e completa depois da

administracdo oral (exceto as preparacOes entéricas e de liberacdo lenta). N&o
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atravessam imediatamente a barreira hematoencefdlica e sdo metabolizados
principalmente pelo figado e predominantemente excretados pela urina [55].

O principal mecanismo de agdo dos AINESs ocorre através da inibicao especifica
da COX e consequente reducdo da conversdo do acido araquidénico (AA) em
prostaglandinas. O resultado desta reacdo é a produgdo de PGG2, que por sua vez ao
interagir com a enzima peroxidase configura a PGH2, convertendo as prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos (TXs) [56].

Os agentes antiinflamat6rios ndo esteroidais convencionais (ndo seletivos, 0s
quais inibem tanto a enzima cicloxigenase-1 (COX-1), quanto a cicloxigenase-2 (COX-
2), podem provocar efeitos colaterais, como distrbios gastrintestinais e renais
decorrentes da inibicdo da COX-1. Atualmente, com o intuito de reduzir os efeitos
colaterais promovidos pelos AINEs convencionais, foram desenvolvidos compostos que
apresentam seletividade pela inibicdo da enzima COX-2, fato que justifica a melhor
tolerabilidade a este tipo de medicamento, evitando reagdes adversas. Esse tipo de
antiinflamatodrio tem sido utilizado, de maneira rotineira, por pacientes com dor crénica

e desconfortos associados, por exemplo, a osteoartrite e artrite reumatoide [57].

Acido Araquiddnico (Aa)
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Inibida por AINEs seletivos
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Figura 3.12 Esquema do mecanismo de a¢do da Ciclooxigenage. adaptado de [58].
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Uma vez que a COX-2 parece atuar na carcinogénese de varias formas,
incluindo efeitos sobre apoptose, proliferacdo celular, imunomodulagdo, agressdo do
tumor, neoangiogénese e invasdo tumoral, provavelmente mediado pela PGE2, a
inibicdo da enzima COX e da catélise de prostaglandinas (PG) inibe a atuacdo destas
neste processo.

Estudos epidemioldgicos indicam que a utilizacdo desses medicamentos reduz o
risco de cancer de 40-50%, podendo ser preventiva para o cancer de pulméo [57]. O
acido acetilsalicilico demontrou acdo preventiva para cancer colorretal que
superexpressam a COX-2 e sua influéncia no controle da doenca ja estabelecida [59-
60]. O uso prolongado de antiinflamatérios ndo esteroidais reduz o risco de cancer de
cblon [61-62]. Além disso o &cido acetilsalicilico pode reduzir a incidéncia de cancer de

pulméo [51] e mama [26].

3.4.1. Acido Acetilsalicilico.

No século V a.C. Hipdcrates, médico grego e pai da medicina cientifica,
escreveu que o po acido da casca do salgueiro ou chordo (que contém salicilatos mas é
potencialmente toxico) aliviava dores e diminuia a febre [63].

Foi em Chipping Norton, no Condado de Oxford, Reino Unido, que o reverendo
Edmund Stone, em 1973 redescobriu as propriedades antipiréticas da casca do salgueiro
e as descreveu na literatura cientifica. O principio ativo da casca, a salicina ou acido
salicilico, do nome latino do salgueiro Salix alba, foi isolado na sua forma cristalina em
1828 pelo farmacéutico francés Henri Leroux e por Raffaele Piria, quimico italiano
[63].

A partir do 4&cido salicilico, Felix Hoffman sintetizou a aspirina (&cido
acetilsalicilico) em 1897 (Figura 3.13-3.14). Este novo medicamento mantinha a
propriedade analgésica desejada do acido salicilico, porém com uma menor acidez. O
acido acetilsalicilico foi obtido a partir da esterificacdo do acido salicilico com anidrido

acetico em presenca do acido sulfurico que atua como catalisador [64].
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“Uma mistura preparada com 50
partes de dcide safiallico e 75
partes de anidrido acético ¢
aguecida por cerca de 2 horas a
cerca de 500 °C num balio de
reflinco. U'm (iguido claro é obtido
do qual quande resfriado, é
extraido wma massa cristaling,
que ¢ o dado acettlsalicilico. O
excesso  deanidvido  acético  é
extraido por pressio e o dc
acetifsalicilico é recristafizado em
cloroformio seco.”
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Figura 3.13: Acima: Hoffmann e a é&rvore do salgueiro, de onde é extraido o principio ativo

salicilina. Abaixo, manuscrito original sobre a sintese de &cido acetilsalicilico

assinado por Hoffmann [65].
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Figura 3.14: Esquema Quimico da sintese de Acido Acetilsalicilico a partir da casca do salgueiro
[64]

O 4cido acetilsalicilico foi o primeiro farmaco a ser sintetizado na histéria da
farmacia e ndo recolhido na sua forma final da natureza, primeira criacdo da indUstria
farmacéutica e o primeiro farmaco vendido em tabletes [40-57]. A Bayer perdeu a
marca registrada Aspirina em muitos paises apds a Primeira Guerra Mundial, como
reparacao de guerra aos paises aliados.

O mecanismo de acdo do acido acetilsalicilico foi demonstrado em Londres, em
1971, por John Vane, do Royal College of Surgeons e viria a receber o Prémio Nobel da
Medicina e Fisiologia pela sua descoberta em 1982. Apds a demonstracdo dos seus
efeitos antiinflamatorios, esse composto foi introduzido na medicina em 1899 [55].

O é&cido acetilsalicilico administrado por via oral sofre absor¢do no estbmago e
intestino, sua distribuicdo € rapida e para todas as partes do organismo, sendo

metabolizado no figado. Com absor¢cdo oral, alcanca concentracdo plasmatica
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considerdvel em 30 minutos, com pico maximo em 2 horas, apresentando uma
biodisponibilidade de 70%. Pode, no entanto, sob altas doses, atingir concentragdes
sangliineas detectaveis por periodos de até 30 horas [64-65].

A biotransformacdo ocorre em diversos tecidos, principalmente no figado. Por
estar ligado as proteinas plasmaticas (albumina), pode produzir toxicidade em casos de
hipoalbuminemia. Acido Acetilsalisilico apresenta meia vida plasmatica em torno de 15
minutos e é excretado basicamente pelos rins, principalmente na forma de acidos
salicilico, salicildrico e gentisico, ou glicuronatos, sendo outra parte excretada sem
sofrer alteracdes. A excrecédo renal envolve filtragdo glomerular, secrecdo tubular ativa e
reabsorcdo ativa [64].

A cinética da eliminacdo do &cido salicilico depende da dose, uma vez que o
metabolismo € limitado pela capacidade das enzimas hepaticas. Desse modo, a meia-
vida de eliminagdo varia de 2 a 3 horas apds doses baixas até cerca de 15 horas com
doses altas. O &cido salicilico e seus metabdlitos sdo excretados principalmente por via
renal [67].

Apesar do ingresso de um grande nimero de diferentes farmacos novos no
mercado, o &cido acetilsalicilico (AAS) continua sendo o analgésico-antipirético e
antiinflamatorio mais amplamente prescrito. E o principio ativo em mais de 50
medicacdes sendo um dos analgésicos mais confidveis do mundo, com mais de 100
anos de comprovada eficiéncia como analgésico, antipirético e antiinflamatorio. Outra
vantagem é o baixo custo e o facil acesso a essa medicacdo. O acido acetilsalicilico
representa um dos farmacos mais consumidos no mundo e neste ano completou 112

anos de sua descoberta [67].
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Figura 3.15: Formula estrutural do Acido Acetilsalicilico [68].

A aspirina € um AINE néo seletivo, pois caracteriza-se por inibir a atividade dos
dois sub-tipos da ciclooxigenase. A inibicdo da fungdo plaquetaria por acetilacdo
irreversivel e inativacgdo COX-1 e COX-2 impede a sintese plaquetaria de
prostaglandinas, endoperdxidos e Tromboxano A2 [39].

O mecanismo de acdo do AAS esta baseado acetilacdo de compostos bloqueando
a ligacdo do é&cido araquidénico no local ativo da enzima. A aspirina modifica
covalentemente a COX-1 e a COX-2, resultando desta forma na inibicéo irreversivel da
atividade das ciclooxigenases. Assim, a duracdo dos seus efeitos esta relacionada a taxa
de renovacdo das ciclooxigenases nos diversos tecidos-alvo. Na estrutura da COX-1, a
aspirina acetila a serina 530 impede a ligacdo do &cido araquidénico ao local ativo da
enzima [69].

Na COX-2, o AAS acetila uma serina homologa na posicdo 516, através de uma
modificacdo covalente da que também impede a atividade de ciclooxigenase dessa
isoforma. Sendo assim, resultados significantes podem ser esperados na area da
quimioprevencdo com o uso da aspirina [70].

No entanto, o carater ndo seletivo do AAS, além da inibicdo da COX-2 no
processo inflamatorio, também impede processos fisiolégicos importantes como
citoprotecdo da mucosa gastrica e algumas funcdes da coagulacdo sanguinea.

Sendo assim, o acido acetilsalicilico (AAS) apresenta alguns efeitos colaterais,
especialmente para pacientes que necessitam de tratamentos por longo periodo de

tempo, restringindo a utilizagdo deste tratamento.
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3.5 Dendrimeros como transportadores de AINEs: conjugacdo versus

encapsulamento

Em geral, toda substancia que entra em contato com o organismo apresenta certo
nivel de toxicidade, afetando o sistema biologico. Desta forma, quando uma terapia
medicamentosa se torna necessaria, existe 0 compromisso de controlar a quantidade do
farmaco a ser administrada, evitando causar danos ao organismo, € a0 mesmo tempo,
proporcionar um tratamento eficiente, que alcance as células alvo, com absorcéo,
metabolizagdo e excrecdo adequadas.

Em alguns casos, isto pode ser alcancado pela administracdo do farmaco em
forma livre por via oral. No entanto, cerca de 40% das moléculas farmacol6gicamente
ativas descobertas sdo rejeitadas, devido principalmente, a reduzida solubilidade e
biodisponibilidade. Para contornar tais problemas, transportadores ou carreadores,
capazes de modularem a liberacdo com alto grau de reprodutibilidade, surgiram como
alternativas eficazes [71-72].

O transportador é empregado para apurar a farmacocinética e a biodistribuicao
do farmaco, além de fornecer uma cinética de liberacdo modificada e direcionada para o
alvo. Ou seja, disponibilizar o farmaco em concentracdo adequada, de forma vetorizada,
agindo em locais especificos conforme a necessidade do organismo, na dosagem
apropriada e no tempo mais eficiente, reduzindo sua degradacdo e a ocorréncia de
efeitos adversos [73].

Outra importante consideracdo, do ponto de vista dos pacientes, é facilitar o
tratamento diminuindo o nimero de doses do medicamento, de modo a simplificar o
processo terapéutico, aumentando a adesdo ao medicamento. Considerando o intervalo
estreito de concentracdo terapéutica, acima do qual se torna toxico e abaixo do qual é
considerado ineficaz. O sistema de liberacdo controlada de farmacos elucida uma
grande parte das limitac6es na utilizacdo de muitos farmacos, permitindo a manutencao
de sua concentracdo em nivel 6timo por um tempo prolongado, sendo administrado, se
possivel, em apenas uma dosagem [41].

A maior parte desses sistemas caracteriza-se pelo tamanho diminuido das
particulas, sendo atualmente desenvolvidos principalmente em escala nanométrica e
pela compartimentacdo de farmacos em ambientes restritos, podendo, com isso,
direciona-lo para as regides pretendidas favorecendo a interagdo com o0s sistemas

biologicos [74].
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Figura 3.16: llustracdo demonstrando a acdo de um transportador de farmaco em uma célula tumoral [75].

Na quimioterapia antineoplasica, a obtencdo de moléculas alvo-especificas, isto
€, que tenham alta especificidade para determinada componente celular, possibilitando o
transporte e a liberacdo do agente terapéutico apenas em sitios apropriados, aumentando
sua eficacia e diminuindo seus efeitos colaterais, se torna particularmente beneéfica.

Além de melhorar as propriedades do farmaco como solubilidade e tempo de
circulacdo no plasma, transportadores poliméricos facilitam o direcionamento da droga
ao tumor solido. Quando se utiliza transportadores com um tamanho que permite a
absorcdo dessas moléculas pela microvasculatura do tumor, com a auséncia de
drenagem linfatica, temos um acumulo seletivo de macromoléculas no tecido tumoral,
um fendmeno denominado ‘Enhanced Permeation and Retention’ (EPR) [76].

Para que um biomaterial possa ser utilizado como um sistema liberador de
farmacos além de biocompatibilidade e baixa citotoxicidade, uma série de atributos
singulares sdo necessarios. Neste campo, 0s polimeros dendriméricos ou dendrimeros
tém atraido grande interesse por exibirem caracteristicas como monodispersividade, alta
capicidade de carga, possibilidade de producdo em larga escala e capacidade
bioconjugacdo [76].

Como relatado anteriormente, os dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas

monodispersas, que possuem uma arquitetura dividida em nucleo e periferia, e tem
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como caracteristica a intensa presenca de grupos reativos. Esta estrutura apresenta alto
peso molecular, que pode ser perfeitamente controlado e grande area superficial com
elevado grau de ramificagdo e de simetria, o que permite a sintese de micelas
unimoleculares [77].

Essas macromoléculas tridimensionais sdo dotadas de pontos de ramificagdo em
cada unidade monomeérica, isto torna possivel a sintese de estruturas com definidos
nameros de geracdo e grupos funcionais terminais [77].

O primeiro relato de sintese de dendrimeros foi em 1978, feito por Vogtle, onde
0s mondmeros empregados foram o acrilonitrilo. A sintese foi feita através de reagdes

de adicdo, seguida de uma reducdo dos grupos nitrilos a aminas primarias.
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Figura 3.17: Primeira tentativa da sintese dendrimérica [78].

Atualmente podemos contar com uma grande variedade de dendrimeros, tanto
em numero de nucleos iniciadores, ou seja, a molécula central ou o nucleo do

dendrimero, bem como nas unidades finais.
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Figura 3.18: Arquitetura de um Dendrimero [77].

Os dendrimeros sdo preparados atraves de uma sintese tridimensional repetitiva
controlada. A sintese tridimensional envolve o uso de ndcleos polifuncionais que
acumulam unidades monomeéricas repetitivas de modo radial e exponencial, capaz de
construir "brago-sobre-braco” até que uma topologia semelhante a uma arvore seja
estabelecida [79].

Os grupos terminais na sintese dendrimérica sdo usados no préximo estagio do
"crescimento™ molecular e, para cada nova geracdo que é formada o nimero de grupos
terminais ira, pelo menos, dobrar. Através de um planejamento cuidadoso, a natureza e
0 nmero de grupos terminais podem ser controlados precisamente. Esta caracteristica é
importante na arquitetura dendrimérica, ja que muitas aplicacGes potenciais podem e

utilizam esta propriedade [79- 80].

Fundamentalmente existem dois modos de sintetizar dendrimeros:
O primeiro seria 0 método divergente, em que se inicia com o nucleo
adicionando-se a este sucessivas camadas de mondmeros até se obter o dendrimero

desejado. Este método tem como principal desvantagem a possibilidade de ocorrerem



52

reacOes incompletas dos grupos terminais, uma vez que estes defeitos estruturais se
acumulam com a construgédo das geragdes seguintes [81-82].

Figura 3.19: Representacdo do método de sintese divergente de dendrimeros [41].

No método convergente utiliza-se 0 processo contrario, onde 0s ramos s&o
sintetizados e sO depois unidos ao nucleo para produzir o dendrimero. Ou seja, um
segmento cresce com cada passo reacional e é acoplado com apenas uma unidade
ramificada. Os efeitos da reacdo de esterificacdo dos segmentos e nucleo limita o

namero de geracdes obtidas por este método [81-82].
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Figura 3.20: Representacdo do método de sintese convergente de dendrimeros [41].

Os dendrimeros exigem apenas um passo por geracao realizado em um volume
minimo de solvente, permitem facil purificacdo e produzem subprodutos
ambientalmente benignos como &gua e nitrogénio. O diametro aumenta
sistematicamente a uma taxa de aproximadamente 1 nm por geracao [41].

Os recentes sucessos em simplificar e aperfeicoar a sintese de dendrimeros
fornecem uma grande variedade de estruturas e a0 mesmo tempo reduzem os custos da
sua producdo [83].

Além disso, o processo de sintese desses compostos permite um dominio

rigoroso de sua arquitetura. Outro fator que propicia a utilizacdo dos dendrimeros como
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sistema liberador de farmaco sdo as diferentes estruturas funcionais de sua superficie,
que sdo passiveis de modificacdo para marcagdo com moléculas célula-especifica.
Outras propriedades exibidas pelos dendrimeros sdo adesdo celular, endocitose e trafico
celular apropriado, dependendo dos grupamentos de sua superficie [84].

Diversas formas de intercambio entre a arquitetura dendritica e moléculas
hospedeiras tem sido propostas. Inicialmente, o estudo de dendrimeros como sistema
liberador de farmacos era focado no seu uso como micela unimolecular e “caixas
dendriticas” para o confinamento de farmacos em seu interior (envolvendo interacdes
eletrostaticas, hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio). O controle da incorporacdo de
moléculas permite que farmaco e outros solutos sejam protegidos em seu interior,
promovendo o seu isolamento em nivel molecular durante o transito para células alvo,
em especies de nichos quimicamente determinados que funcionam como nanoarcabolcgo
[85 -86-87].

Uma vantagem das micelas unimoleculares dendriméricas em relacdo as
micelas poliméricas convencionais é que a estrutura micelar fica mais estavel uma vez
que os segmentos hidrofébicos estdo ligados covalentemente. Atualmente, novas
abordagens para o controle da liberacdo da droga do compartimento micelar envolvem a
utilizacdo de poli(oxietileno), PEO, hibrido e de dendrimeros com grupos hidrofébicos
acetil sensiveis ao pH [86].

Outra forma de unir o principio ativo ao dendrimero seria conjugando
covalentemente para formar um pré-farmaco macromolecular, promovendo a interacdo
entre o farmaco e a superficie dendritica, explorando a multivaléncia das ligacGes
covalentes do farmaco ligando-o a periferia do dendrimero (interacdes eletrostaticas e
covalentes) [86-87].

Nestes casos, 0 carregamento da droga pode ser controlado com a varia¢do do
namero de geracdes e a liberacdo da droga pode ser ajustada com a inclusao de ligacdes
degradaveis entre ela e o dendrimero. Os grupos presentes na superficie podem ser
seletivamente construidos e transformados para originar um preciso espacamento na
superficie das moléculas, o que muitas vezes ndo € possivel com nanoparticulas
convencionais. Os conjugados promovem o aumento da solubilidade e o acimulo
seletivo em tumores sélidos (EPR) e diminuem a toxicidade sistémica [88-89]. Esta
abordagem tem sido utilizada, por exemplo, para sintetizar dendrimeros de poliéster

como carreador do medicamento antineoplasico doxorrubicin [90].
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Uma segunda maneira de conjugar um agente bioativo covalentemente ao
dendrimero é a sua conjugacdo em um ponto focal, moléculas corantes foram acopladas
a um ponto focal de grupos aminas de diferentes tipos de dendrimeros para estudar sua
captacdo celular. Um ligante dissulfeto também foi utilizado para acoplar dendrimeros a
base de guanidina a anticorpos e nanoparticulas poliméricas. Estes conjugados foram

internalizadas pelas células de mamiferos [91-92].
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Figura 3.21: Formas de associacdo do agente bioativo com o dendrimeros [93].

No caso de farmacos encapsulados eles sdo liberados através da difusdo da
matriz droga/dendrimero, em farmacos conjugados aos dendrimeros a liberacdo vem
através da clivagem das ligacbes covalentes que unem o pré-farmaco ao dendrimero. A
sua alta solubilidade em um grande numero de solventes organicos favorece o
processamento e a rapida dissolucdo [85].

Comparado com lipossomas e micelas, os conjugados de medicamentos com
dendrimeros demonstram maior estabilidade, devido as suas estruturas unimoleculares,
sendo portanto, mais faceis de manusear (formulacdo e esterilizacdo).

No entanto, em adicdo ao desafio para a sintese de dendrimeros monodispersos de alta
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geragdo, a conjugacdo de um alto indice de drogas insoliveis na
superficie dos dendrimeros podem resultar em aumento significativo da hidrofobicidade
periférica. Isso pode levar a agregacdo do polimero e a um aumento na sua
polidispersividade [76].

Uma analise comparativa entre 0os compostos encapsulados e conjugados foi
feita por Patri, et al. (2005) com dendrimeros PAMAM de geracdo 5 e demonstrou que
o complexo de inclusdo melhorou a solubilidade em &gua mas apresentou uma liberacao
prematura da molécula bioativa, j& os dendrimeros conjugados covalentemente se
mantiveram estaveis, sendo considerados adequados para a liberacdo de farmacos em
um sitio especifico em condi¢des bioldgicas [76].

O emprego de dendrimeros com o proposito de originar a solubilizacdo de
farmacos insoltiveis ou pouco solveis tem sido muito explorado. Um exemplo seria a
utilizacdo de dendrimeros PAMAM, que foi capaz a melhorar as propriedades de
solubilizacdo da Dimetoxicurcumina, um farmaco conhecido por sua significativa
atividade contra varias linhagens celulares de cancer que possui uso restrito devido a
sua baixa solubilidade em agua [94]. De acordo com Kurniasih et al. (2010) a
solubilidade em agua de corantes ndo polares (pireno, vermelho do nilo, corante
perfluoro diazo) e da droga Nimodipina foi melhorada [95].

Diversos farmacos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) como cetoprofeno,
ibuprofeno, diflunisal e naproxeno apresentaram um aumento significativo na sua
solubilidade quando encapsulados por dendrimeros PAMAM. Os resultados mostraram
que a solubilidade dos AINEs foi aproximadamente proporcional a concentracdo e
geracdo dos dendrimeros utilizados. A acdo da doxorrubicina também foi mais eficiente
no tratamento do cancer de colon em ratos quando associada ao transporte polimérico
[96].

Devido a capacidade de permitir um dominio preciso sobre sua arquitetura e a
apresentacdo de caracteristicas favoraveis para essa finalidade, podemos presumir que
estas moléculas ainda tém muito a oferecer para a terapéutica sendo ferramentas
formidaveis para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos mais seguros

e eficazes.
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3.5.1 Dendrimero de Poliglicerol

O dendrimero de poliglicerol (PGLD) exibe caracteristicas favoraveis para
utilizacdo como carreador farmacoldgico. Este biomaterial tem como principal
caracteristica a presenca de grupos hidroxilas e ligacdes éter. Devido a sua arquitetura
nlcleo-casca ele apresenta propriedades anfipaticas que permitem sua utilizagdo no
processo de encapsulamento e transporte de moléculas polares (tais como corantes e
drogas) em ambientes hidrofilicos e hidrofobicos. Seus grupos hidroxilas funcionais
podem ser transformados e utilizados como sitios para imobilizacdo de substéancias de
interesse bioldgico.

O PGLD apresenta baixa temperatura de transicao vitrea (Tg) e solubilidade em
agua. Sua sintetizacdo ¢ feita atraves do método divergente, que possibilita um melhor
controle da técnica [41-97].

O dendrimero poliglicerol altamente ramificado tem sido utilizado no processo
de encapsulamento e transporte de moléculas polares (tais como corantes e drogas) e,
também, na criacdo de microambientes especiais no seu nucleo. Afinal, a sintese de
dendrimeros permite gerar arquiteturas moleculares similares as observadas em sistemas
biologicos e, devido a isso, essas macromoléculas sdo conhecidas como proteinas
artificiais [95].

O poliglicerol dendritico faz parte dessa classe de materiais versateis e, por isso,
apresenta um futuro promissor na area de aplicacBes biomédicas. Recentes progressos
foram feitos na aplicacdo de dendrimeros biocompativeis como transportadores de

farmaco para o tratamento do cancer [41].
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Figura 3.22: Dendrimero de poliglicerol. Observa-se em destaque a elevada quantidade de

grupos hidroxilas na periferia da macromolécula.

O grupo de biomateriais da Unifei tem estudado as propriedades bioguimicas do
bioconjugado de dendrimero de poliglicerol associado ao acido acetilsalicilico, o
PGLD-AAS, apresentando em trabalhos anteriores sucesso na sintese desse composto e
uma avaliacdo favoravel de suas propriedes bioquimicas, no que se relaciona a
bicompatibilidade, propriedades hemocompativeis e de citotoxidade adequadas para o
contato com o sangue. Logo, o sistema PGLD-AAS pode atuar como transportador do
agente antitumoral diretamente na corrente sanguinea[41].

Desta forma, este material apresenta caracteristicas adequadas relacionadas a
biocompatibilidade, e funcionalidade como sistema carreador do &cido acetilsalicilico,

tornando a utilizacdo deste farmaco favoravel ao tratamento antineoplasico.
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e equipamentos utilizados.

de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) sob a

O estudo da bioatividade e citotoxicidade do PGLD-AAS contra as células
tumorais de pulmdo (ATCC), mama (ATCC) e 6ssea (ATCC) foi realizado no Centro

supervisdo da Dra. Maria Aparecida Pires Camillo.

Os seguintes materiais e equipamentos foram gentilmente cedidos pelo IPEN

para a realizacéo desse trabalho:

*

Meio F12K, GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)

Meio EMEM, GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)

Ampicilina GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)

Fungisona, GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)

Soro fetal bovino (SFB), GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)
Tripsina, GIBCO-BRL (Gaithersburg, EUA)

L-Glutamina — LabSynth, (Brasil);

Dimetilsuiféxido (DMSO), MERK (S&o Paulo, SP, Brasil)
Trypan blue 0,4% (corante vital) - GIBCO-BRL, (Gaithersburg, EUA)
MTS, PROMEGA CORPORATION (Madison, EUA)

PMS, SIGMA (St. Louis, EUA)

Pipetas de 2, 5, 10 e 25 mL, CORNING COSTAR CORR (EUA)

Placa 96 well 3595 e 6 well, CORNING COSTAR CORR (EUA)
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Estufa de cultura de células. Reveo habitat, GS Laboratory Equipment,
(Asheville, EUA)

Fluxo laminar horizontal, classe 11, modelo BBF - 4SS, Biological Safety Cabinet
- Germfree Lab. Inc, (Miami, EUA)

Material plastico estéril para cultura celular - CORNING COSAR CORP
(Cambridge, EUA)

Banho-maha, QUIMIS Ap. Cientificos Ltda., (Sdo Paulo, SP, Brasil)
Centrifuga de bancada, modelo LS 3 plus , CELM (S&o Paulo, SP, Brasil)
Sistema de Filtragdo de 500 mL, 0,22pm, CORNING COSTAR CORR (EUA)
Purificador de 4gua Milli-Q-plus - MILLIPORE, (Bedford, EUA)
Microscopio invertido, modelo eclipse TS 100, Nikon; (Japédo)

Microscopio de Epifluorescéncia Axioskop 40 Zeiss; (EUA)

Leitor de E.L.1.S.A Spectra Max 190 Molecular Devices (EUA)

Camera Fotografica Canon Power Shot A640 (EUA)

Corantes de fluorescéncia: Laranja de Acridina e Brometo de Etidio
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4.2. Sintese do PGLD-AAS.

A sintese e caracterizacdo do PGLD-AAS foi efetuado de acordo com trabalhos
anteriores do grupo de Polimeros Bioativos e Biomiméticos da UNIFEI. O PGLD foi
sintetizado a partir da sintese de Williamsom modificada pela utilizagdo de um
catalisador de transferéncia de fase. Apds purificacdo por didlise, uma reacdo de
esterificacdo entre AAS e PGLD foi promovida com 1,3-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) como agente desidratante e 4-dimetilaminopiridina (DMA) para a acilacdo
catalitica. Ambos, PGLD e PGLD-AAS foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas (*H-NMR, *C-NMR e FT-IR). A Figura 3.1 ilustra a estrutura do
PGLD-AAS utilizado nesse trabalho [1-2-3-4].
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Figura 4.1: llustracdo da estrutura do PGLD-AAS utilizado nesse trabalho [1-4]. L,
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4.3. Linhagens celulares utilizadas.

As linhagens celulares utilizadas nessa dissertacdo foram adquiridas por
importacdo da American Type Culture Collection (ATCC-EUA) e European Collection
of Cell Cultures (ECACC). As caracteristicas das linhagens celulares utilizadas séo
descritas a sequir.

4.3.1. Célula pulmonar humana de 14 semanas de gestacdo (MRC-5) de origem
fibroblastica.

A cultura da célula MRC-5 foi efetuada em meio de cultura do tipo Eagle's
Minimum Essential Medium (EMEM) com adicdo de soro fetal bovino em
concentracdo final de 10% e 1% de antibidtico (ampicilina) e antifungico (fungisona), a
uma atmosfera Umida de 95% de ar e 5% CO,. A temperatura do meio de cultivo foi
mantida em 37 °C. O inéculo inicial foi de 5,0 .10* células.mL™, que foram
subcultivadas a cada dois dias e mantidas em fase log de crescimento celular até
atingirem a sub-confluéncia na placa de cultura de onde foram descoladas pela agéo da
solugdo de tripsina (0,05%) /EDTA( 0,02%) em solucdo tampdo fosfato pH 7,4. A
Figura 4.2 ilustra a microscopia 6tica da célula MRC-5 [5].

ATCC Number: CCL-171
Designation:  MRC-5

Low Densit Scale Bar= 100um Hi h Density o N Scale Bar = 100um
y A g B

Figura 4.2: Micrografia Cultura da linhagem MRC-5, com baixa densidade (A) e alta densidade (B) [6].
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4.3.2. Célula pulmonar tumoral (carcinoma) A-549

O meio apropriado para a cultura de células A-549 de origem epitelial € 0 meio
F-12, com adicdo de soro fetal bovino em concentracdo final de 10% e 1% de
antibiético (ampicilina) e antifingico (fungisona), a uma atmosfera Umida de 95% de ar
e 5% CO,. A temperatura do meio de cultivo foi mantida em 37 °C. O inoculo inicial
foi de 5,0 .10 células.mL™, que foram subcultivadas a cada dois dias e mantidas em
fase log de crescimento celular até atingirem a sub-confluéncia na placa de cultura, de
onde foram descoladas pela acdo da solucdo de tripsina (0,05%) /EDTA( 0,02%) em
solucdo tampao fosfato pH 7,4. A Figura 4.3 ilustra a microscopia Gtica de células de
carcinoma A-549 [6].

ATCC Number: CCL-185
Designation: A-549

Low Denﬂ Scale Bar= 100pm High Density . Scale Bar= 100pm
¥ A g B

Figura 4.3: Micrografia da cultura da linhagem celular ATCC A-549, com baixa densidade (A) e alta
densidade (B) [7].
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4.3.3. Célula 6ssea tumoral MG-63 (ECACC)

A experimentacdo com células Osseas tumorais de osteossarcoma, MG-63
(ECACC-Alemanha) de origem fibroblastica foi efetuado em meio de cultura Eagle's
Minimum Essential Medium (EMEM) com adicdo de soro fetal bovino em
concentracdo final de 10% e 1 % de antibiético (Ampicilina) e antifingico (Fungisona),
em atmosfera Gmida de 95% de ar e 5% CO,. O indculo inicial foi de 5,0 .10™
células.mL™, que foram subcultivadas a cada dois dias e mantidas em fase log de
crescimento celular até atingirem a sub-confluéncia na placa de cultura de onde foram
descoladas pela acdo da solugéo de tripsina (0,05%) /EDTA( 0,02%) em solucdo tampao
fosfato pH 7,4. A Figura 4.6 mostra a micrografia otica das células da linhagem MG-63

[8].

Figura 4.4: Micrografia da cultura da linhagem celular de célula 6ssea tumoral MG-63 de origem

fibrobléstica com alta densidade [9].
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4.3.5. Célula de ovario de Hamster Chinés (CHO)

Nesse trabalho, a experimentagdo com células CHO (ATCC) de origem
fibrobléstica foi efetuado em meio de cultura F12 K, 1,5 g.L™ de bicarbonato de sddio e
4,5 g.L™" glicose suplementado com 200 nM metotrexato, 0,002 mg.mL™ de insulina e
10% soro fetal bovino. A cultura celular foi feita em atmosfera de 95% ar e 5% de CO5,.
A temperatura da cultura celular foi mantida em 37 °C. A Figura 3.7 mostra a
micrografia Otica das células da linhagem CHO [10].

ATCC Number: CRL-12445
Designation: CHO DP-12#1934 all8.42

Low Density A ) Scale Bar = 100um High Density - B Scale Bar = 100pm

Figura 4.5: Micrografia da cultura da linhagem celular de células CHO de origem fibroblastica, com baixa
densidade (A) e alta densidade (B) [11].
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4.4. Metodologias utilizadas
4.4.1. Determinacéo da viabilidade celular

Muitos métodos in vitro, para pesquisa de citoxicidade em biomateriais, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem
em submeter o material direta ou indiretamente ao contato com uma cultura de células
de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares como a lise das células (morte
celular), inibicdo de crescimento celular e outros efeitos ocasionados pelo biomaterial
e/ou seus extratos [12-13].

O material comprovadamente citotoxico é representado por aquele que libera um
elemento ou composto quimico em quantidade suficiente para causar a morte celular. A
morte celular é causada pela inibigdo de vias metabolicas. O nimero de células afetadas
indica a dose e poténcia da substancia analisada capazes de matar as células. O conceito
de dose liberada do composto toxico é considerado equivalente a dose absorvida pelas

células.

O estudo da viabilidade celular apds incubagdo do meio de cultura das linhagens
celulares com PGLD-AAS foi realizado segundo a norma ISO 10.993-5 utilizando-se
controle negativo e positivo. O controle negativo deve ser um material que ndo produz
resposta citotoxica, sendo utilizado nesse trabalho o préprio meio de cultura celular.
Como controle positivo utilizou-se o fenol, um material que ocasiona em resposta
citotoxica reprodutivel.

O parametro mais utilizado para avaliacdo da toxicidade é a viabilidade celular,
que pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais. No presente trabalho a
viabilidade celular ap06s a exposicdo das linhagens celulares descritas ao PGLD-AAS,
pode ser mensurada pela incubacdo com corante vital MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio) e reagente acoplador de elétrons,
PMS. (metassulfato de fenazina) na razdo 20:1, e incubado por 2 horas. Apds o altimo
periodo de incubacdo, a placa foi levada a uma leitora ELISA (espectrofotdmetro para
placas de 96 poc¢os) com filtro de 490 nm para leitura das densidades dpticas [13].

A inducdo da toxicidade pela amostra avaliada é medida em uma faixa de
concentracdes especifica do biomaterial e a concentracdo que produz uma reducdo em

50% da absorcdo de MTS foi considerada como o parametro de toxicidade. O indice de
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Citotoxicidade (IC50% - concentracdo de extrato que inibe a formacdo de 50% das
colénias em relacéo ao controle) foi estimado, ajustando modelos matematicos as curvas
construidas a partir da porcentagem de coldnias formadas em relacéo ao controle, versus
a concentragdo do extrato expressa em porcentagem [13].

4.4.2. Preparo das linhagens celulares para cultura

Para o descongelamento das células foi reservado, dentro da capela de fluxo
laminar e 5 mL do meio de cultura apropriado para cada linhagem celular em um tubo
para centrifuga de 15 mL. O vial de cultura celular foi retirado do armazenamento em
nitrogénio liquido, abrindo imediatamente ¥ da rosca da tampa. Depois de fechados os
vials sdo levados para o fluxo laminar.

Foi adicionado 1 mL do meio de cultura no vial para homogeneizagdo. Este
contetdo foi colocado no tubo para centrifuga ja preparado. Depois de centrifugado por
5 minutos a 1000 rpm. O meio de cultura foi aspirado e substituido por um novo meio,

para cultivo no frasco apropriado, que é levado para uma estufa para manutencdo da

cultura celular a 37° C em uma atmosfera com 5% de CO,. A Figura 3.8 ilustra o

procedimento para descongelamento celular.

M
W

AV B
Figura 4.6: Vials com linhagem celular retirados do nitrogénio liquido (A) e frasco contendo linhagem

celular cultivada (B).

O passo seguinte ao descongelamento celular envolveu a tripsinizacao,

necessaria para a manutencgdo e suspensdo das células para os ensaios, uma vez que elas
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se aderem a&s placas. Para tanto, as células em confluéncia, mantidas em frascos de
cultura celular, foram lavadas com solucéo fisioldgica e a seguir, foi adicionado 0,05 %
de tripsina. Apds 5 minutos de incubagdo com tripsina, foi adicionado o0 mesmo volume
de meio de cultura com soro fetal bovino e esta solugéo foi transferida para tubos de
centrifuga de 15 mL e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. Apos troca de meio, as
células foram homogeneizadas e a quantidade adequada de células foi semeada em novo

frasco de cultura celular.

9 , = =
Trpsinizagdo Centrifugagdo Comtagem )
* celular
Calulas em -
sub-conflugncia Sobranadanta Células Suspensao

celular

Figura 4.7: Esquema da cultura celular, etapa de preparo das células que serdo utilizadas

no teste de viabilidade celular [14].

Para a obtencdo de uma suspensdo celular com 1,2 x 10° células por mL de meio
de cultura, quantidade adequada para o ensaio, as células foram contadas em camara de
Neubauer. Este método consiste em colocar uma laminula sobre a area demarcada na
camara de contagem. Depois de homogeneizada a suspensao celular é transferida para
um tubo de ensaio onde foi adicionado corante azul de tripano 0,2% (Trypan Blue),
obtendo assim uma suspensdo celular diluida. Uma aliquota de 10 pL foi pipetada na

borda da laminula, preenchendo cuidadosamente a camara de contagem.

Figura 4.8: llustracdo Camara de Neubauer demostrando a pipetagem da suspensao celular.
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Com auxilio de microscépio invertido foi feita contagem das células nas 4 areas
de um lado da cdmara de contagem (Fig. 4.9), o valor obtido foi dividido por 4 para
obter a média. Para obter o numero de células/mL, este valor foi multiplicado por
10.000, pois: 1mL = 1 cc = 1.000 mm?®. Uma vez que na cAmara de Neubauer obtemos o
nimero de celulas por 0,1 mm?, ent&o devemos multiplicar por 10; portanto 10.000.
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Figura 4.9: llustracdo da divisdo em quadrantes de uma Camara de Neubauer (A) Camara de
Neubauer (quadriculado de 0,0025mm? e profundidade de 0,100mm) (B).
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4.4.3. Preparacdo do meio de cultura para o ensaio de bioatividade do PGLD-AAS

O meio F12 para a linhagem A-549 foi preparado com 20% de soro fetal bovino

e 2% de antibiético e antifungico e pipetado 50uL na placa de 96 pocos.

De maneira semelhante para as linhagens MG-63 e MRC-5, foi preparado o meio
EMEM com 20% de soro fetal bovino, acrescentando ainda 2 % de antibidtico e
antifungico e 2% de piruvato e 50uL do meio de cultura foi pipetado na placa de 96

POCOS.

Como controle positivo foi utilizada solucdo de Fenol 3% diluida em meio de
cultura sem soro a 50%, essas dilui¢des foram feitas consecutivamente até obtermos 10
diluicGes distintas. Para o controle negativo foi empregado o proprio meio de cultura,

pipetando-se 50uL, e adicionando a este 50uL da suspenséo celular.

A solucéo de &cido acetilsalicilico, preparado em uma solugdo de 10 mg.mL-1
foi diluida em meio de cultura sem soro a 50%, essas diluicbes foram feitas

consecutivamente até se obterem 10 dilui¢Ges distintas.

4.4.4. Preparo das solu¢des do PGLD e PGLD-AAS para 0s ensaios in vitro.

Para o0 ensaio de citotoxidade 1,5 mL de PGLD foi diluida em 1,5 mL de meio
de cultura. Esta solucdo de 50% de extrato de PGLD foi homogeinezada e diluida em
50% do meio de cultura consecutivamente, gerando dez amostras com concentracGes
diferentes. Foi preparada também uma solucdo a 20% do conjugado PGLD-AAS que
foi diluida em 50% consecutivamente, gerando dez amostras com concentracfes
diferentes. A Figura 4.10 e a tabela 1 ilustram o processo de diluicdo das amostras em

seus respectivos vials.
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Figura 4.10: Amostras de AAS, PGLD e PGLD-AAS para os ensaios de citotoxicidade.

Tabela 1: Preparo das dilui¢des do controle positivo e das amostras de PGLD, PGLD-AAS e AAS em

solucdo tampéo PBS, pH 7.4.

Concentracéo 1 2 3 4 5 6 7 8
Inicial.
FENOL 3
% 15 0,75 0,375 0,1875 0,09375 0,046875 0,023438 0,011719 0,005859
PGLD- (%
m/m) 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625 0,78125 0,390625 0,195313
PGLD-AAS
(%o m/m) 20 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,15625 0,078125
AAS 10mg/mL 5 25 125 0,625 0,3125 0,15625 0,078125 0,039063

0,00293  0,001465

0,097656 0,048828

0,039063 0,019531

0,019531 0,009766

11

0,000732

0,024414

0,009766

0,004883

Apos filtragdo em Millipore 45 um as amostras iniciais foram pipetadas em

triplicata (50 pL/pogo) em placa de cultura com 96 pogos e mantidas na estufa até a

preparacdo das suspensdes celulares.

As células foram removidas da garrafa de cultura com tripsina a 0,05%,

centrifugadas, ressuspensas e contadas em camara de Neubauer. Foram preparadas

12

0,000366

0,012207

0,004883

0,002441
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suspensodes celulares em seu meio de cultura, com soro fetal bovino, distribuidas (50
ul) sobre as placas de cultura contendo as amostras. O volume total de cada poco foi de
100 pL.

Na microplaca uma coluna controle de trés pogos foi preparada com meio sem
células (branco) e meio em vez de amostra mais as células (controle negativo). As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera imida sob 5 % de CO;

por 72 horas.

Apos este periodo, 20 uL. de uma mistura (20:1) de 0,2 % de MTS e 0,09 %
PMS em PBS foram adicionadas a todos 0s pocos, retornando as microplacas para a

estufa. Procedeu-se em seguida a leitura em espectrofotdmetro a 490 nm.

4.4.5 Microscopia otica por coloracéo diferencial fluorescente.

As linhagens de células foram testadas (100ul/poco) em placas de 96 pocos.
Passadas 24 horas em estufa a 37°C (5% de CO, e 100% umidade relativa), as células
foram tratadas com 100ul/poco de diferentes diluicdes dos extratos, para verificacdo da
viabilidade celular. Apds o tratamento com AAS livre, extrato PGLD e extrato PGLD
AAS. As células foram incubadas por mais 1, 4 ou 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacdo, 25ul. do sobrenadante foi adicionado em cada pogo para manter um volume
adequado para 0 ensaio.

A técnica para microscopia de fluorescéncia consistiu em adicionar dois corantes
fluorescentes: alaranjado de acridina (Sigma, 100ug/mL) e brometo de etidio (Sigma
100ug/mL), na propor¢do de 1:1 para cada 25uL de meio contendo as células
(SPECTOR, 1998) em uma lamina histoldgica com a cultura celular aderida coberta
com uma laminula. Estas foram lavadas com 50uL PBS (pH 7,4) e metanol foi
acrescentado. Depois de fixadas as laminas, foram levadas ao microscépio de
epifluorescéncia (Axioskop 40, Zeiss) com filtro adequado. Esse microscépio de
fluorescéncia contém uma fonte de luz que excita substancias fluorescentes, essas
absorvem energia e emitem luz na faixa do espectro visivel [15].

Também foram feitas micrografias apenas com alaranjado de acridina, o
que permite a visualizagdo das células para avaliagcdo da permeabilidade aos extratos e

das caracteristicas do estagio celular de desenvolvimento em que se encontram [16].
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese e caracterizacao fisico-quimica

O processo de sintese e caracterizacdo do PGLD e PGLD-AAS foi realizado de
acordo com os trabalhos anteriores do grupo de biomateriais da UNIFEI [1-4]. O
dendrimero de poliglicerol (PGLD) é um polimero solivel em dgua que contém grupos
hidroxilas e ligacdes éter sendo caracterizado, portanto, como poliéter. A baixa
citotoxicidade e a aprovacdo dos poligliceréis (PGL’s) pelo FDA (EUA) [5-7] para
utilizacdo como agente emulsificante na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia

tem proporcionado a publicacdo de varias patentes sobre a aplicacdo de PGL"s [8-12].

Considerando sua massa e topologia, 0 PGLD pode ser considerado idealmente
como uma nanoparticula isotropica devido essencialmente a sua natureza globular. As
nanoparticulas poliméricas sdo coldides macromoleculares cujo tamanho varia de 1-10
nm. O termo nanoparticula € um nome coletivo para nanoesferas e nanocapsulas.
Nanoesferas tém uma estrutura matricial. Nesse caso, os farmacos podem ser absorvidos
na superficie da esfera ou encapsulados dentro da particula (Figura 5.1). Nanocépsulas
sdo sistemas vesiculares em que o principio bioativo estd confinado em uma cavidade
consistindo em um nucleo interno oleoso circundado por uma membrana polimérica.
Neste caso, as substancias bioativas sdo normalmente dissolvidas no nicleo interno,

mas também pode ser adsorvido a superficie da nanocéapsula [13].



83
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Figura 5.1: - Nanoparticulas isotrépicas que atuam como sistemas transportadores de farmacos. Adaptado
de [14].

Embora exista uma grande quantidade na literatura de trabalhos publicados
sobre nanomateriais isotropicos (nanoesferas, micelas, nanocapsulas e lipossomas)
recentemente foi demonstrado na literatura que nanomateriais anisiotropicos tambem
podem ser obtidos (Figura 5.2). A aplicacdo de nanocapsulas anisiotropicas constitui um
tema de grande interesse para a comunidade cientifica no que concerne ao estudo da

interacdo nanomaterial-célula bioldgica.
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Figura 5.2: Nanocapsulas isotrdpica (A) e anisiotropicas (B,C). Espera-se que num futuro muito proximo
as nanocapsulas anisiotropicas poderdo ser utilizadas como sistemas transportadores de
farmacos. Adaptado de [15].

O dendrimero bioativo PGLD-AAS é uma nanoparticula globular, idealmente
isotropica, e que se constitui do ponto de vista da quimica farmacéutica como um pro-
farmaco. A modificacdo molecular do AAS mediante sua ligacdo ao PGLD via ligagéo
éster constitui-se num método promissor de obtencdo de um sistema transportador com
propriedades biofarmacéuticas melhoradas, tais como aumento no tempo de
permanéncia no organismo e propriedades de solubilidade consideravelmente
melhoradas, possibilitando a administracdo de doses menores, diminuigédo da toxicidade
e elaboracdo de formas farmacéuticas adequadas para o tratamento de pacientes que ja
apresentam rins e figado debilitados pela enfermidade ou pela idade.

Nesse trabalho, a rota de obtencdo do dendrimero PGLD foi efetuada a partir da
sintese de Williamsom modificada pela utilizacdo de um catalisador de transferéncia de
fase. Por exemplo, para a sintese de familias de PGLD de geracdo zero a trés (G = 0-3),
um processo iterativo de seis etapas onde a alilagdo de um ndcleo de poliglicerol
seguido da dihidroxilacdo catalitica com 6xido de N-metilmorfolina da ligacéo alilica
foi adotado. A reacdo de alilagdo sob condicdes de transferéncia de fase permitiu a
formacdo quantitativa do dendrimero com bons rendimentos, préximo a 80%, reduzindo
assim, o numero de defeitos na cadeia macromolecular (Figura 5.3). O produto final,

PGLD, foi purificado em coluna cromatografica de silica gel.
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Figura 5.3: llustracdo do processo de sintese do PGLD utilizando a rota sintética de Williamson
e rota sintética adaptada de [16]. Gly = glicerol, TBABr = Brometo de tetrabutil
amonio.

Apos purificacdo cromatografica, os dendrimeros de PGLD foram caracterizados

por espectroscopias de RMN de prétons (*H), carbono (*°C) .

Neste trabalho avaliou-se 0 comportamento bioativo de um dendrimero de
PGLD salicilado de geracdo 3 (G3). Assim, um dendrimero de peso molecular igual a
1.7 kDa e um numero médio de 26 hidroxilas por molécula foi obtido via sintese
divergente. Inicialmente, a purificacdo cromatografica do PGLD (G3) forneceu um
rendimento de 88%, tendo o produto obtido as seguintes caracteristicas: *H-NMR
(Figura 5.4-A): (300 MHz, D,0). Deslocamentos (6, ppm): 4,8 (OH); 4.04 (OCH,-CH-
CHz):; 3,95-3,40 (CHx-O-CH,). C-NMR (Figura 5.4-B): (75 MHz, DO):
Deslocamentos (3, ppm): 62,9 (CH,-OH, unidade terminal); 82,0-81,5; 80,6-79,8; 74,7-
73,9; 73,8-72,2; 71,8-70,7; 64,7; 63,1 (CH,-O-CHj,, poliéter).
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Figura 5.4: Espectros de *H-RMN (A) e **C-RMN (B). Solvente utilizado: D,O & temperatura ambiente
(25 °C).

A andlise da isomolecularidade do PGLD foi avaliada utilizando-se a técnica de
dessorcdo a laser assistida por matriz com tempo de voo (Maldi-Tof). Utilizou-se um
espectrometro Bruker Maldi-MS com analisador de tempo de véo e detector tipo
microcanal de placas (MCP). A fonte de energia foi um laser de nitrogénio de
comprimento de onda de 337 nm e pulso de 3 ns. A matriz utilizada foi o acido

indolacrilico em solugdo saturada de acetona. A Figura 5.5 ilustra o espectro Maldi-Tof
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do PGLD (G3). A massa real determinada foi igual a 1,72 kDa (Na®). Esse valor foi
consistente com o peso molecular tedrico (1,68 kDa) reportado pela literatura [16].
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Figura 5.5: Espectro Maldi-Tof do PGLD (G3).

A pureza do PGLD (G=3) sintetizado foi determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Os parametros frequentemente observados em CLAE séo o
"tempo de retencdo™ R; (especifico de cada pico, permite identificar a molécula) e a area
(que esta relacionada a concentracdo de cada pico). A pureza do conjugado PGLD-AAS
foi avaliada por CLAE sendo os perfis cromatograficos obtidos apresentados nas

Figuras 5.6 e 5.7.



88

200
175

150+

=
o
o
o
o

28.566

1256

100+

B

S0

25

10.02%

Figura 5.6: Perfil cromatografico CLAE do PGLD (G3).

Como controles também foram analisados o dendrimero ndo conjugado (PGLD)
e 0 acido acetilsalicilico livre (AAS). Foram obtidos os tempos de retencdo de 26,2
min. para o PGLD e 24,2 min. para o AAS livre. O tempo de retencdo obtido para o
conjugado PGLD-AAS foi de 28,6 min. Os valores do tempo de retencdo neste sistema
de analise (filtracdo em gel) refletem o tamanho molecular do composto que esta sendo
analisado, portanto, o conjugado foi o de filtracdo mais lenta por ser a molécula maior.
Considerando o valor da area do pico foi possivel estimar a quantidade de AAS

incorporado & estrutura dendritica em 200 + 20 mg.g™ de PGLD.



89

™A 20 -

17 .54 (A)
156.0+
126+
10.0+
g
7.5 o
=
o
5.0 g
2.5
0.0
T T T T T T T 1
u] 5 10 15 20 25 20 25 <40
min
mAUqDDU_
g
=+
=
2500 {B}
2000
25600
2000
1500+
1000 =
=
]
500+
-
8 2
0
T T T T T T T 1
u] El 0 15 20 25 20 25 40

min

Figura 5.7: Comparacdo dos perfis de elui¢do por CLAE do AAS (A) e do conjugado PGLD-
AAS (B).

5.2. Estudo in vitro em linhagens tumorais da citotoxicidade do PGLD-AAS

Neste trabalho, o potencial de citotoxicidade do PGLD-AAS contra o cancer foi
avaliado por técnicas in vitro em linhagens tumorais. O efeito citotoxico do dendrimero
salicilado foi avaliado por parametros que incluem a morte e proliferagdo celular. O

efeito do PGLD-AAS no crescimento de linhagens celulares tumorais pode fornecer
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importantes informagdes a respeito do processo de crescimento e morte celular que
poderdo ser utilizados estrategicamente no desenvolvimento de uma nova forma
terapéutica de quimioterdpicos para uso em humanos. Ao mesmo tempo, o0 ensaio de
citotoxicidade in vitro minimiza a experimentagdo em animais, em boa concordancia

com o principio dos 3R’s (Replace, Reduction, Refinement) [17].

O principio dos 3 R’s envolve trés palavras de profundo significado na
experimentacdo animal: replace, refinement e reduction. Nesse caso, replace, que se
traduz pela substituicdo absoluta por técnicas que ndo usem animais ou, substituicdo por
animais menos evoluidos. O segundo principio, denominado reduction, significa a
reducdo do numero de animais usados ou o desenvolvimento de estratégias que resulte
num menor numero de animais utilizados na experimentacdo, obtendo a mesma
quantidade de informagdo ou maximizando a informagdo obtida por animal. Finalmente
o refinement que quer dizer refinamento, ou seja, a diminuigdo da incidéncia ou
severidade de procedimentos aplicados. Como pode ser observado, o principio dos 3R’s
define na verdade uma nova ciéncia ética, dai o neologismo Bioética, que combina
humildade, responsabilidade e uma competéncia interdisciplinar, intercultural e que

sobretudo, potencializa o senso de humanidade no planejamento experimental.

Considerando o procedimento in vitro realizado nesse trabalho com linhagens
tumorais, o procedimento traz algumas vantagens relativamente a experimentacdo animal
tais como o controle fisico-quimico do pH, temperatura, pressdo osmotica, pressao parcial
de CO, e O, além das condigdes fisioldgicas que podem ser mantidas relativamente
constantes. Ao mesmo tempo, no processo de replicacdo celular as caracteristicas da

linhagem se perpetuam devido & homogeneidade das amostras.

O ensaio de citotoxicidade utilizando linhagens celulares pode ser considerado
como um primeiro parametro indicativo da atividade antitumoral do PGLD-AAS. Nesse
caso, a velocidade de crescimento e multiplicacdo celular pode ser medida indiretamente,
utilizando os corantes supravitais MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio), sendo a intensidade da cor desenvolvida diretamente

proporcional ao nimero de células presentes no meio [17-18].

A viabilidade celular é o parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade de
um biomaterial e pode ser avaliada através do teste de citotoxicidade in vitro utilizando-
se células de mamiferos. Nesse trabalho, a avaliagcdo da atividade citotoxica do PGLD-

AAS foi realizado em cultura de células de ovario de hamster chinés CHO-k1. A curva
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dose resposta da amostra, determinada ap6s 48 horas de exposi¢do, foi construida para
permitir a obtencdo dos valores de 1Csp, indice de citotoxicidade que causa a morte
celular de 50 %. A viabilidade celular foi revelada ap6s o contato das células
previamente incubadas com o PGLD-AAS com o corante supravital do composto
tetrazélico (5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5- dimetiltiazolil)-3-(4-sulfofenil) tetrazolio
(MTS) a 0,2 % e metassulfato de fenazida (PMS) a 0,09% (20:1).

No ensaio, 0 MTS é bioreduzido através da enzima mitocondrial succinato
desidrogenase pelas células viaveis ao produto formazan que é solivel no meio de
cultura. A quantidade de MTS metabolizada pela populagdo de células € diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis. O mecanismo do ensaio MTS é apresentado

na Figura 5.8.
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Figura 5.8: Mecanismo do ensaio de viabilidade celular utilizando-se 0 MTS.

O ndmero de células vivas apOs a incubacdo com PGLD-AAS pode ser
determinada colorimetricamente. Nesse caso, a coloragdo marrom indica que a amostra
incubada com as células causou citotoxicidade, ou seja, morte celular, enquanto que a
coloracdo amarela indica auséncia de citotoxicidade, uma vez que existem células vivas
no meio.

A Figura 5.9 mostra o ensaio de citotoxicidade do PGLD-AAS contra as células
CHO. Observa-se que o0 PGLD-AAS apresenta boas caracteristicas de
biocompatibilidade com células de mamiferos, o que pode contribuir para a preservacao
das células sadias quando da sua aplicagdo como agente quimioterapico no tratamento

de céncer. Essa observacdo abre caminho para uma abordagem contemporénea no
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tratamento do cancer: o desenvolvimento dos chamados farmacos inteligentes, que
atacam o tumor sem afetar células sadias. E bem conhecido que tais farmacos sdo
direcionados a uma determinada mutacdo e, em vez de inibir indiscriminadamente as

células que estdo proliferando, inibem somente as células cancerosas [20-22].
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Figura 5.9: Ensaios de viabilidade celular para 0 PGLD-AAS (B) e PGLD (C). Os controles positivos e

negativos sdo (D) e (A), respectivamente.
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A Figura 5.10 apresenta as curvas de viabilidade celular do composto PGLD-
AAS nas linhagens estudas MG-63, A-549 e MRC-5. A viabilidade celular comparativa
foi dada em ICsp, que define a menor concentracdo do dendrimero salicilado capaz de
inibir a reproducdo de 50% das células tumorais.
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Figura 5.10: Efeito da concentragdo do PGLD-AAS (1) e &cido acetilsalicilico (11) na viabilidade celular
das linhagens MRC-5 (A), MG-63 (B) e A-549 (C). Tempo de incubagdo: 24 h.

Os valores de 1Csq do efeito do PGLD-AAS nas linhagens MG-63, A- 549
e MRC-5 sdao 0,043% (m/m), 0,16% (m/m) e 0,57% (m/m), respectivamente.
Comparando o valor de IC50 do PGLD-AAS observa-se que este tem valores 14 vezes
maior (A-549), 3,9 vezes maior (MG-63) e 2,3 vezes maior (MRC-5) relativamente ao

ICs0 do AAS, mostrando uma boa atividade do PGLD-AAS nas linhagens estudadas.
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5.3. Analise morfoldgica: Coloracéo diferencial por Laranja de Acridina/Brometo
de Etideo

A morfologia das células tratadas com PGLD-AAS, PGLD e AAS livre foram
investigadas utilizando coloracdo Laranja de Acridina (LA)/Brometo de Etideo (BE),
para microscopia fluorescente. As membranas citoplasméaticas e nucleares s&o
permeaveis ao LA e, ao entrar em contato com esta substancia as células sdo observadas
na cor verde. Células mortas sdo coradas em laranja pelo BE, que sé penetra em células
com alteracdo de permeabilidade celular. Assim sendo, as membranas das celulas
Vidveis e apoptéticas precoces, que permanecem integras, permitem a passagem,
somente do LA e se coram em verde. Por sua vez, as células necrdticas e apoptéticas
tardias, que apresentam perda da integridade da membrana, permitem a passagem do
BE, sendo observadas na cor vermelha [20-21].

A apoptose € um tipo de morte celular programada que é verificada em diversas
situacOes fisiologicas bem como em patologias relacionadas com o cancer, doencas
neurodegenerativas, infeccbes e intoxicacdo, além de patologias cardiovasculares e
renais. O processo de apoptose se caracteriza por uma série de alteracdes morfologicas,
pela participacdo das caspases, liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial e fragmentacao
nuclear [22-24].

A Figura 5.11 (A, B) mostra microscopia de fluorescéncia de células viaveis da
linhagem A-549 na amostra controle. Observa-se a presenca de células normais, coradas
em verde. Na Figura 5.11 (C, D) observa-se a linhagem A-549 ap6s adi¢do do PGLD na
concentracdo de 0,1% m/m. Observa-se um resultado semelhante ao da amostra
controle, (Figura 5.11: A, B), com a presenca células viaveis coradas na cor verde. Nao

se observaram indicios de apoptose por a¢do do PGLD.
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Figura 5.11: Micrografias do controle da linhagem A-549, corada com laranja de acridina e brometo de
etidio (A, B). Em (C) e (D) observa-se a linhagem A-549 ap6s incubacéo com PGLD (0,1
% m/m). Corante utilizado: laranja de acridina e brometo de etidio. Filtro 9, 100x (D) e

200x (A,B,C).

A Figura 5.12 ilustra os efeitos do AAS e PGLD-AAS na linhagem tumoral A-
549. As células viaveis estdo coradas em verde e as células apoptéticas em laranja.
Observa-se que o0 PGLD-AAS leva a um aumento significativo no nimero de células
apoptoticas, quando comparado ao PGLD (Fig. 5.11) e AAS livre (Fig. 5.12: A-B).
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Figura 5.12: Linhagem celular A-549 na presenca de AAS livre (A, B) e PGLD-AAS (C, D). A
lamina foi corada com laranja de acridina e brometo de etidio. Filtro 9, 100x
(A), 200 x (B e C) e 400x (D). Concentracdo de AAS e PGLD-AAS: 01%

(m/m).

A Figura 5.13 mostra a microscopia de fluorescéncia de células viaveis da
linhagem MG-63 na amostra controle. Observa-se a presenca de células normais,
coradas em verde. Na Figura 5.13 (C, D) observa-se a linhagem de células MG-63 apds
adicdo do PGLD na concentracdo de 0,1% m/m. Observa-se um resultado semelhante ao
grupo de controle (Figura 5.13 - A, B), com a presenca células vidveis coradas na cor

verde. Ndo se observaram indicios de apoptose significativos por acéo do PGLD.
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Figura 5.13: Micrografias da linhagem MG63 (controle), corada com laranja de acridina e brometo de
etidio (A, B). Em (C) e (D) observa-se a linhagem MG-63 apds incubacdo com PGLD.

Corante utilizado: laranja de acridina e brometo de etidio. Filtro 9, 100x (A) e 200x (B,
C, D).

A Figura 5.14 ilustra os efeitos do AAS e PGLD-AAS na linhagem tumoral
MG-63. As células viaveis estdo coradas em verde e as células apoptéticas em laranja.
Observa-se que o PGLD-AAS leva a um aumento significativo no nimero de células
apoptoticas, quando comparado ao PGLD (Fig. 5.13) e AAS livre (Fig. 5.14: A-B).
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Figura 5.14: Linhagem celular MG-63 na presenca de AAS livre (A,B) e PGLD-AAS (C,D). As
laminas foram coradas com laranja de acridina e brometo de Etidio. Filtro 9,
200x. Concentracdo de PGLD e AAS: 0,1% (m/m).

A Figura 5.15 mostra a microscopia de fluorescéncia de células vidveis da
linhagem MRC-5 do grupo controle. Observa-se a presenca de células normais, coradas
em verde. Na Figura 5.15 (C, D) observa-se a linhagem de células MRC-5 apdés adi¢édo
do PGLD na concentracdo de 0,1 % (m/m). Observa-se um resultado semelhante ao
grupo de controle (Figura 5.15-A, B), com a presenca células viaveis coradas na cor

verde. Ndo se observaram indicios de apoptose significativos por acdo do PGLD.
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Figura 5.15: Micrografias da linhagem MRC-5 (controle) (A, B) e ap6s incubagdo com PGLD (0,1%
(m/m) (C, D). Corante utilizado: laranja de acridina e brometo de etidio, Filtro 9, 100x
(A, D) e 200x (B, C).

A Figura 5.16 ilustra os efeitos do AAS e PGLD-AAS na linhagem celular
MRC-5. As células viaveis estdo coradas em verde e as células apoptoticas em laranja.
Observa-se que o0 PGLD-AAS leva a um aumento significativo no nimero de células
apoptoticas, quando comparado ao PGLD (Fig. 5.15) e AAS livre (Fig. 5.16: A).
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Figura 5.16: Linhagem celular MRC-5 apds incubagdo com AAS livre (0,1% m/m) (A) e, PGLD-AAS
(0,1% m/m) (B). As laminas foram coradas com laranja de acridina e brometo de etidio.
Filtro 9. 100x (A) e 400x (B).

As informacg6es morfologicas observadas diretamente por coloracdo diferencial
com LA/BE tais como a reducdo do volume celular, aparecimento de corpos
apoptoticos, formacdo de vacuolos intracelulares e condensacéo de cromatina (Figuras
5.11 até 5.16) sugerem que 0 PGLD-AAS induz a morte celular por apoptose em todas
as linhagens celulares estudadas. Embora a via de inducdo deste processo apoptético
ainda nédo esteja completamente compreendida, sabe-se que a mitocondria desempenha
um papel importante no processo de deflagracdo da apoptose em certas condigcdes
fisiologicas, 0 que pode disparar o surgimento de tumores.

O padrdo bioquimico e morfologico associado com a programacdo normal de
morte celular inclui varios eventos. Os mais significativos sdo a formacéo de vacuolos
citoplasmaticos, encolhimento e diminuicdo do contato entre células vizinhas,
fragmentacdo da membrana nuclear e condensacdo cromatinica, despolarizacdo de
membrana mitocondrial, fragmentacdo internucleossomal do DNA e alteracGes na
assimetria de fosfolipideos de membrana plasmatica [25-26]. Quando a morte celular
apresenta todas as caracteristicas morfologicas e bioquimicas de apoptose, mas foi
induzida por um determinado composto ou por um estimulo fisico, ndo constitui um
processo programado e sim uma resposta celular as mudancgas ambientais [27-28]. A

Figura 5.17 ilustra os estagios envolvidos no processo de apoptose.
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Figura 5.17: Distincdo das diferentes alteracbes morfologicas nos processos de morte celular por
apoptose. O processo apoptotico envolve alteracdo de permeabilidade de membranas,
condensacgdo cromatinica, encolhimento celular, formacdo de corpos apopt6ticos sem

desintegracdo de organelas.

Por outro lado, a morte celular por necrose é uma resposta celular severa,
caracterizada morfologicamente por inchacgo citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da
membrana plasmatica e liberagcdo do contedo extracelular. Conseqlientemente, ocorre a
geracdo de uma resposta inflamatéria, que pode causar lesdo e até mesmo a morte de
células vizinhas sendo afetadas e lesadas um grande numero de células ao mesmo
tempo. Devido ao desencadeamento do processo inflamatério no processo de necrose ha
alteracdes irreversiveis no tecido e/ou 6rgdo afetado [29]. A Figura 5.18 ilustra os

estagios envolvidos no processo de necrose celular.
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Figura 5.18: Distin¢do das diferentes alteracdes morfoldgicas nos processos de morte celular por necrose.
A necrose é caracterizada pela perda de integridade de membrana plasmética, flocula¢do da
cromatina, inchago seguido de lise celular com extravasamento do contelido intracelular e

desintegracdo de organelas.
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A Figura 5.19 ilustra a frequéncia das células estudadas MG-63, MRC-5 e A-
549 em processo de degeneragdo bem como sua via de degeneragdo. A partir da
microscopia de fluorescéncia a porcentagem de células em apoptose e necrose foi
realizada conforme a equacéo 5.1, a seguir:

N
F. (%) = —CA X100
CC
N
F., =—24x100
CcC

Equacdo 5.1: Porcentagem de células em apoptose e necrose.

sendo Fca, Fen,Nca, Nen € Nec a freqiiéncia de celulas em apoptose, freqiiéncia de
células em necrose, nimero total de células em apoptose, numero total de células em
necrose e numero total de células contadas, respectivamente.
A via de degeneracdo mais freqliente nos grupos celulares tratado com PGLD-
AAS foi a apoptose. Ao mesmo tempo, pode ser observado que a ordem de
sensibilidade das linhagens celulares (SLC) ao PGLD-AAS é dado por:
SLCmrc-5< SLCmg-63 < SLCa-549
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Figura 5.19: Efeitos do tratamento com PGLD-AAS (24 h) sobre a freqliéncia de células MG63, MRC-5
e A-549 nas vias de degeneracdo necrose e apoptose. CEA e CEN s&o células em apoptose
e em necrose, respectivamente. Concentracdo PGLD: 0,1 % (m/m). CN= controle negativo

e CP = controle positivo.

O PGLD ao se associar ao AAS parece facilitar, através de sua arquitetura
dendritica, um transporte seletivo para a atuacdo do AAS, possivel tanto no meio
hidrofilico quanto no meio hidrofébico exercendo a funcéo de carreador desse composto
para a célula e levando a uma maior eficacia de sua acdo. Ao comparar o tratamento de
PGLD-AAS para linhagem normal de origem fibroblastica MRC-5 e linhagem tumoral
6ssea com a mesma origem fibroblastica (osteossarcoma) os resultados obtidos nao

sugerem diferencas significantes no que se refere a inducdo de apoptose (Figura 5.20).



104

(A) (B)

Figura 5.20: Comparativo entre as linhagens MRC-5 fibroblastica normal (A) e MG-63

fibroblastica tumoral (B) que receberam tratamento com PGLD-AAS (0,1%
m/m). Ambas as linhagens apresentaram apoptose.

A Figura 5.21 mostra os resultados de microscopia fluorescente entre as células
de linhagens MRC-5 e A-549. Os resultados referentes a bioatividade do PGLD-AAS
entre as células de linhagem normal fibroblastica (MRC-5) e as células tumorais de
origem epitelial (carcinoma), ambas de pulmdo, mostrou que as duas linhagens

apresentaram sensibilidade ao bioconjugado.

(A) (B)
Figura 5.21 Comparativo entre as linhagens MRC-5 fibroblastica normal (A) e A-549 tumoral

epitelial (B) que receberam tratamento com PGLD AAS (0,1% m/m).
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As membranas celulares tém espessura de 7 a 9 nm. em média e sdo constituidas
por uma camada lipidica bimolecular, contendo em ambos os lados, moléculas de
proteinas que penetram e as vezes transpdem esta camada. Os acidos graxos presentes
na camada lipidica ndo possuem uma estrutura cristalina rigida, ao contrario, em
temperatura fisiologica eles tém caracteristicas quase fluidas. Assim, o carater fluido
das membranas e, portanto, sua permeabilidade, é determinada, principalmente, pela
estrutura e proporcdo relativa de acidos graxos insaturados presentes na regido. Este
modelo denominado de “mosaico fluido” foi proposto por Singer ¢ Nicolson, em 1972,

e continua sendo o mais aceito até hoje (Figura 5.22) [30].
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Figura 5.22: Estrutura da membrana plasmatica segundo o modelo de mosaico fluido.

Devido a constituicdo lipoprotéica das membranas bioldgicas, as substancias
quimicas lipossoluveis, ou seja, apolares, terdo capacidade de transpd-las facilmente,
pelo processo de difusdo passiva. Ja as substancias hidrossoluveis ndo atravessam essas
membranas, a ndo ser que tenham pequeno tamanho molecular e possam ser filtradas,
através dos poros aquosos. O mecanismo utilizado pelo AAS para internalizacdo através
da membrana € eficiente apenas em meio acido.

As caracteristicas tanto hidrofilicas quanto hidrofébica do PGLD permitem que

ele exerca a funcdo de carreador e facilite a travessia do AAS para o interior da célula,
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através da membrana plasmatica, melhorando sua eficiéncia. A Figura 5.24 evidencia a
internalizagdo do PGLD-AAS nas linhagens tumorais A-549 e MRC-5.

O PGLD-AAS pode ser internalizado nas células pelos processos de fusdo direta
com a membrana celular ou por endocitose [31]. Essas vias ndo s@o exclusivas e podem
ocorrer a varias extensdes dependendo do tipo, confluéncia e idade das células, bem
como do tamanho e carga dos lipoplexos. A maioria dos estudos realizados indica que a
internalizacdo é feita majoritariamente por endocitose [32]. A endocitose pode ocorrer
através de varios mecanismos englobados normalmente em duas categorias: fagocitose e
pinocitose. Esta Ultima compreende macropinocitose, e as vias caveolae, da clatrina e

endocitose independente das vias da clatrina e da caveilina (Figura 5.23) [33].
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Figura 5.23: Representacdo esquematica das diferentes vias de endocitose. Adaptado de [34]. CLICS =

P o

Transportadores independente das vias da clatrina e dinamina, GEEC = Proteina glicosil
fosfatidilinositol ancorada nos compartimentos endossémicos.

Na auséncia de ligantes, o tamanho das particulas define a via de internalizacédo
e 0 consequente processo intracelular. Particulas menores que 200 nm sdo internalizadas
pela via endocitica mediada por clatrina, alcancando rapidamente o compartimento
lisossomal. As particulas entre 200 nm e 1 um séo preferencialmente internalizadas pela
via caveolina.

O dendrimero bioativo PGLD-AAS possui um diametro em torno de 3,6 nm [35]
e, poderd, portanto ser internalizado pela via endocitica mediada pela clatrina. No
entanto, a linhagem MG-63 ndo apresentou internalizacdo. E fato conhecido na

literatura que a composi¢do da membrana celular varia com os varios tipos de células
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[36], o que poderia facilitar ou ndo a ligacdo do PGLD-AAS a sua superficie ou sua
internalizacdo. Esses resultados ndo foram os esperados tendo em conta que as células
tumorais se dividem mais rapidamente, e caracteristicamente possuem um nimero mais
elevado de receptores para a transferrina nas suas membranas [37-38].

Nas células A-549 e MRC-5 a associa¢do da transferrina ao PGLD-AAS poderia
levar a um aumento significativo da atividade, possivelmente devido a uma maior
capacidade de internalizacdo do dendrimero bioativo, dada a capacidade do PGLD-AAS
de promover o processo de endocitose. No caso das células MG-63 os receptores de
transferrina poderiam estar de algum modo alterado, ndo promovendo assim a
internalizagdo do composto bioativo PGLD-AAS. Entretanto o mecanismo exato de
interacdo entre as células tumorais estudadas nesse trabalho e 0 PGLD-AAS permanece

desconhecido e podera ser focado em um trabalho futuro.

(A) ®)

Figura 5.24: Microscopia de fluorescéncia das linhagens celulares A-549 (A) e MRC-5 (B) apds
exposicao ao PGLD-AAS (0,1% m/m).
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CAPITULO 6
CONSIDERAGOES FINAIS

A relacdo entre inflamacéo e cancer pode ser simplificada da seguinte maneira:
a inflamacdo aguda combate, enquanto que a inflamagdo crénica promove 0
desenvolvimento do céancer. A inflamagdo cronica pode promover um significativo
acumulo de mutagbes genéticas nas células (causadas por carcindgenos ou
reativos do oxigénio) possivelmente inibindo a apoptose, direcionando-as a
proliferacdo e dando a essas células pré-neoplasicas e neoplasicas vantagens no
crescimento. Assim como a inflamacdo aguda pode levar ao desaparecimento de
lesGes pré-neoplésicas e o estimulo inflamatorio persistente (inflamagdo crénica) esta
comumente associado com o aumento no desenvolvimento do cancer [1].

Desta forma, como descrito neste trabalho, numerosos estudos experimentais,
epidemiologicos e clinicos sugerem que os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES)
como o &cido acetilsalicilico sdo promissores medicamentos antineoplasicos e podem
estar associados a reducdo do risco de desenvolvimento de muitos tipos de canceres
como pulméo [2], mama [3] e outros. Embora o mecanismo responsavel pela atividade
antitumoral de AINEs ainda seja desconhecido, esta atividade é comumente atribuida a
inibicdo da enzima ciclooxigenase em especial na sua isoforma COX-2, que é
encontrada com abundancia em muitos tumores [4].

No entanto, os efeitos antineoplasicos de  AINEs  podem
também estar relacionados a ativacdo da apoptose, inibicdo da angiogénese, ou
inibicdo direta do crescimento da célula cancerosa, bloqueando a transducao de sinal.
Além disso, tanto inibidores seletivos de COX-2 quanto os ndo seletivos, tém
demonstrado importantes efeitos antiproliferativos, principalmente induzindo a parada
do ciclo celular ou apoptose G1, em diferentes linhagens de células tumorais,
independentemente da expressdo da COX2 [5].

Outro importante fator relacionado a atividade antiproliferativa dos AINEs € a
lipofilicidade, uma vez que os compostos lipofilicos possuem um maior grau de
permeabilidade na membrana plasmatica, 0 que representa um importante requisito para
a sua atividade biolégica. Pré-farmacos lipofilicos derivados de AINES, tais como
ésteres alifaticos e aromédticos e as amidas, além de derivados amida

covalentemente ligadas moléculas anti-oxidantes tem demonstrado tanto atividade
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antioxidante quanto antiproliferativa. Em estudo realizado por Marjanovic (2007) com
amidas derivadas dos AINEs Fenoprofeno e Ketoprofen demonstraram aumento
significativo do potencial antineoplésico destes compostos em linhagens celulares
MCF-7 quando comparados ao AINE original, provavelmente por causa do aumento da
lipofilicidade. Além disso estes compostos induziram a parada do ciclo na fase G1,
assim como a apoptose [5].

Estes dados sugerem que os AINEs podem mediar seus efeitos inibitérios na
proliferacdo celular, pelo menos em parte, através de mecanismos independentes da
COX- 2.

No caso de células epiteliais dos alvéolos pulmonares, que tem a fungdo de
interagir com substancias ou células tanto no espaco alveolar quanto no
intersticio pulmonar, um papel importante na resposta imune é exercido por elas. 1sso se
deve a sua capacidade de gerar mediadores biologicamente ativos em resposta a
estimulos [6].

Este grupo de células responde aos leucocitos que foram recrutados
do sangue periférico para o intersticio pulmonar levando a producdo novos mediadores
por vias transcelulares. Esses mediadores modulam alteracbes pulmonares
fisiopatologicos, tais como a hiperplasia, a fibrose e a neoplasia [6].

Um desses mediadores séo os eicosanoides, como abordado anteriormente, os
eicosandides sdo produtos de oxigenacdo dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa. O acido araquiddnico é o mais abundante e importante dos precursores dos
eicosandides. Para que ocorra a sintese dos eicosanoides, 0 araquidonato deve ser
inicialmente liberado ou mobilizado de fosfolipideos da membrana por uma ou mais
lipases do tipo fosfolipase A2 (PLA2) [7]. Ap6s mobilizacdo, o acido araquidénico é
oxigenado por quatro vias distintas: as vias da ciclooxigenase (COX), da lipoxigenase
(LO), da epoxigenase P450 e do isoprostano.

As Lipoxigenases (LO) sdo as responsaveis pela sintese das Lipoxinas (LX). As
Lipoxinas (LXS) sdo eicosandides, derivados de acidos graxos poliinsaturados, assim
como prostaglandinas e leucotrienos, que carregam uma estrutura conjugada tetraenal.
Em seres humanos as lipoxinas sdo sintetizadas por diferentes vias, trés LOs diferentes
introduzem o oxigénio nas posicdes 5, 12, e 15 do &cido araquiddnico. Pela via da 5-LO
nos neutrofilos, o leucotrieno A4 (LTA,) é formado e é rapidamente convertido pelas
plaquetas em lipoxina A4 (LXA,) pela via da 12-LO. Um segundo modo de formacao

da lipoxina (LX) acontece através da oxigenagdo do &cido araquiddnico pela 15-
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lipoxigenase (15-LO), seguido pela formagdo do composto 5(6) epoxitetraeno,
intermediados nos leucAcitos para obter lipoxina A4 e lipoxina B4 [8].

A lipoxina pode ser sintetizada ainda por uma terceira via, através da acetilagdo
da ciclooxigenase-2  (COX-2) pela aspirina. envolve a  formagéo
de um intermediario chave do &cido araquidénico (AA), denominado acido 15-R-15-
hidroxi-eicosatetraenoicos (15R-HETE), pe de prostaglandina-ASA acetilada
endoperoxido sintase-2 (PGHS-2, da ciclooxigenase). Esses “aspirin-triggered-LXs”
(ATLs) sdo mais potentes e eficazes que a LXA, e LXB,, em alguns efeitos como, por
exemplo, inibindo a migracédo e a adesdo de neutréfilos e proliferacao celular [9-10].

Em células endoteliais tratadas com citocinas, o 15R-HETE é liberado e
transformado em leucdcitos ativados pela 5-LO e subseqiientes reagdes para produzir
uma nova seérie de Lipoxinas (aspirin-triggered-LXs). Ha crescentes evidéncias de que o
AAS tem um papel protetor contra o cancer humano [11].

Dado que o AAS ndo afeta diretamente as enzimas Lipoxigenases, 0S
eicosanoides gerados pela biossintese transcelular na presenca de acido acetilsalicilico,
podem estar envolvidos na acdo terapéutica quimiopreventiva desse composto.
Em estudo envolvendo linhagens celulares A-549, Claria et al.( (1996), demontrou que
a formacdo de aspirin-triggered-LXs envolve tanto PGHS-2 acetilada pelo AAS
quanto pela via do citocromo P450. Sendo assim estes compostos podem ser gerados
em tecidos com atividade da P450 sem a necessidade de ser provocada pelo AAS,
levantando a possibilidade das aspirin-triggered-LXs poderem ser geradas
novamente, reforcando a sua via de formacdo pela presenca de acido acetilsalicilico.
Explicando o efeito protetor do AAS contra o cancer humano [12].

Ja em tecidos 0sseos, estudos in vitro demonstraram efeitos negativos dos
AINEs sobre fatores de crescimento que estimulam a osteogénese, principalmente
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs). Arikawa et al.(2004) relataram reducdo dos
niveis de BMP-2 em culturas de células-tronco mesenquimais apos a adicdo de NS-398,
um inibidor seletivo da COX-2, através de um mecanismo que esta relacionado a
inibicdo de prostaglandina E2 (PGE2) [13].

Estudando BMP-2 como um possivel fator que promove a regeneracao do tecido
periodontal, ou seja, promove a proliferacdo de células do periodonto, Takigushi et al.
(1999), propds o tratamento simultdneo dessas células do ligamento periodontal com

BMP-2 e interleucina-1 (IL-1). Este tratamento causou um aumento na atividade da
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fosfatase alcalina (ALP) e da producdo de PGE2, e promoveu a diferenciacdo dos
osteoblastos. A adicdo do AINE indometacina na cultura reprimia esta acdo [14].
Extrapolando estes resultados para o caso de neoplasias, 0 AINE age no sentido de

inibir os eventos que promovem a proliferagdo celular.
A superfamila do fator de crescimento transformador (TGF-f) consiste em

citocinas multifuncionais que regulam o crescimento e a diferenciagdo celular,
remodelamento de tecido, resposta imune e angiogénese. Em mamiferos, existem trés
isoformas principais, TGF-B1, TGF-B2 e TGF-3 que na maioria dos tipos celulares,
possuem as mesmas atividades biolégicas. Essa citocina age principalmente em
tecidos epiteliais [15].

Nas fases de iniciacdo e promocdo da carcinogénese o TGF-3 parece exercer
efeito supressor de tumor, através do controle da progressdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose, levantando a possibilidade de que a inducédo local de TGF-3
poderia ser uma ferramenta terapéutica util contra o dsenvolvimento tumoral.
Antiestrogenos, como tamoxifeno, demonstraram inducdo da secrecdo de TGF-p em
linhagens celulares tumorais, sugerindo que alguns dos efeitos in vivo desta classe de
drogas pode ser mediada pela inducao de inibidores do crescimento endogeno [16].

Em contraste com esse efeito supressor, na fase de progressdo da
carcinogénese TGF-$3 também tem sido implicado como fator promotor de tumor,
ja que ele atua no remodelamento da matriz extracelular,

angiogénese e supressao imune [16].



116

Referéncias Bibliograficas:

[1] Philip, M.; ROWLEY, D. A.; Schreiber, H. Inflammation as a tumor promoter in
cancer induction. Semin. Cancer Biol., v. 14, p. 433-439, 2004.

[2] Brabender, J.; et al. Prognostic significance of cyclooxygenase 2 mRNA expression
in non-small cell lung cancer. Ann Surg. v.235, n.3 p.440-443, 2002.

[3] Grudzinski, M.; et al. Expressdo da cox-2 e CD105 no cancer de mama e sobrevida
livre de doenca. Rev Med Bras, v. 52, n. 4, p. 275-280, 2006.

[4] Husain, S.S.; Szabo, I.L.; Tarnawski, A.S. NSAID inhibition of GI cancer growth:
clinical implications and molecular mechanism of action. Am J Gastroenterol. v.
97, p.542-553, 2002.

[5] Marjanovic, M. Fenoprofen and Ketoprofen Amides as Potential Antitumor Agents
Chem Biol Drug. v. 69, p. 222-226, 2007.

[6] Elias, J.A.; et al. Epithelial interleukin- 11. Regulation by cytokines,respiratory
syncytial virus, and retinoic acid. J. Biol. Chem., v.269, p. 22261-22268, 1994.

[7] Nathoo, N.;http://jcp.bmjjournals.com/content/57/1/6.abstract - aff-1 et a.l. The

eicosanoid cascade: possible role in gliomas and meningiomas. J Clin Pathol., v.
57, p. 6-13, 2004.

[8] Serhan, C.N. Lipoxin biosynthesis and its impact in inflammatory and vascular

events. Biochim. Biophys. Acta. v. 1212, p. 1-25, 1994.

[9] Samuelsson, B.; et al. Leukotrienes and lipoxins: Structures, biosynthesis, and

biological effects. Science. v.237, p. 1171-1176, 1987.

[10] Claria, J.; Serhan, C.N. Aspirin triggers previously undescribed bioactive
eicosanoids by human endothelial cell-leukocyte interactions.Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., v. 92.p. 9475-9479,1995.

[11] Giovannucci, E.; et al. Aspirin and the risk of colorectal cancer in women. N.
Engl. J. Med. v. 333, p.609-614,1995.

[12] Arikawa, T.; Omura, K.; Morita, I. Regulation of bone morphogenetic protein-2
expression by endogenous prostaglandin E2 in humanmesenchymal stem cells. J
Cell Physiol. v. 200, p.400-406, 2004.

[13] Takiguchi, T.; et al. Effect of prostaglandin E2 on recombinant human bone
morphogenetic protein-2-stimulated osteoblastic differentiation in human
periodontal ligament cells. J Periodont Res v.34, p.431-436, 1999.

[14] Roberts, A. B.; et al.. Transforming growth factor beta: biochemistry and roles


http://jcp.bmjjournals.com/search?author1=N+Nathoo&sortspec=date&submit=Submit
http://jcp.bmjjournals.com/content/57/1/6.abstract#aff-1

117

in embryogenesis, tissue repair and remodelling and carcinogenesis. Recent Prog.
Horm. Res. v.44, p.157-197, 1990.

[15] Colletta, L. M.; et al. The Growth Inhibition of Human Breast Cancer Cells by a
Novel Synthetic Progestin Involves the Induction of Transforming Growth
Factor Beta J. Clin. Invest. v.87, p. 277-283, 1991.



118

CAPITULO 7
CONCLUSOES

Neste trabalho foi investigada a atividade do PGLD-AAS na viabilidade de
linhagens celulares MG-63, A-549 e MRC-5. Dentro dessa tematica pode-se concluir

com base nos resultados obtidos que:

1)

2)

3)

4)

5)

As espectroscopias de ressonancia magnética nuclear de prétons e
carbono indicaram a estrutura arborescente do composto PGLD-AAS.
Ao mesmo tempo, a analise por Maldi-Tof indicaram a

isomolecularidade da estrutura dendritica obtida.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) demonstrou a
pureza do PGLD-AAS sintetizado permitindo também a caracterizacao

da quantidade de farmaco (AAS) incorporado na estrutura dendritica.

Nesse trabalho foram avaliadas as propriedades antitumorais de uma
nanoplataforma transportadora de é&cido acetilsalicilico, com
propriedades fisico-quimicas compativeis com a estrutura arborescente
de um dendrimero. O dendrimero bioconjugado com AAS mostrou ser
biocompativel e biofuncional, sendo portanto um promissor sistema

para o desenvolvimento de formulacdes para o tratamento de cancer.

O dendrimero PGLD-AAS apresentou nao citotoxicidade em ensaio in
vitro em células de mamiferos (CHO-k1), demonstrando a
possibilidade de desenvolver-se quimioterapicos vetorizaveis para o

tratamento do cancer.

No ensaio para biofuncionalidade, o conjugado PGLD-AAS
comprovou sua atividade antiproliferativa em trés linhagens de células
tumorais: osteosarcoma humano (MG63), linhagem celular normal
pulmonar humana de origem fibroblastica (MRC-5) e carcinoma de

pulmdo humano (A-549).
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6)

7)

8)

9)

10)

No ensaio com as células de linhagens tumorais, o0 PGLD diminuiu a
viabilidade celular de uma maneira dose dependente sendo esse efeito

registrado por micrografia da cultura celular.

A técnica de coloragdo diferencial com LA/BE foi possivel identificar
na cultura células em apoptose e células necréticas apos exposicado ao
PGLD-AAS, comprovando a atividade do composto na viabilidade das

células tumorais.

A apoptose foi a principal via de degeneracdo celular induzida pelo
PGLD-AAS observado nesse trabalho.

Observou-se ao microscopio de fluorescéncia a internalizacdo do
PGLD-AAS nas linhagens celulares MRC-5 e A-549.

A ndo internalizacdo do PGLD-AAS na linhagem MG-63 pode estar

associado a alteracdo nos receptores de membrana celular.
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CAPITULO 8
PERSPECTIVAS FUTURAS

Os recentes avancos na biologia molecular possibilitaram uma melhor
compreensdo a respeito dos mecanismos da carcinogénese. Neste sentido 0s agentes
antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES) , ap0s a observacao de que estas suprimem o
processo inflamatério pela inibicdo da enzima ciclooxigenase, impedindo a sintese de
prostaglandinas se tornaram atrativos na terapia antineopléasica.

O desenvolvimento de transportadores nanométricos que permitem vetorizar a
biodistribuicdo deste farmaco se torna entdo uma luz para otimizar a utilizacdo de
AINESs no tratamento contra o cancer. Estudos farmacoldgicos realizados anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que o dendrimero de poliglicerol salicilado
(PGLD-AAS) possui uma significativa atividade contra células de cancer de mama
(MCF-7).

Neste contexto, tendo em vista a necessidade de entendimento da dindmica
interacdo entre a inflamacao e o desenvolvimento tumoral. Os resultados deste trabalho
fornecerdo as ferramentas necessarias para a realizacdo de um tratamento de cancer
mais seletivo uma vez que propiciard a sintese de novos farmacos vetorizados
especificamente contra 0s oncogenes que conduzem o crescimento do tumor. As
analises dos resultados obtidos trouxeram novas indagacGes que apresentamos aqui
como as perspectivas ou sugestdes para trabalhos futuros:

1- Aperfeicoar a técnica de sintese do conjugado PGLD-AAS buscando
rotas alternativas que levem a obtencdo de dendrimeros verdadeiros
minimizando assim, a formacao de produtos altamente ramificados.

2- Analisar diferentes formas de contato entre as linhagens de células
tumorais e o extrato de PGLD-AAS.

3- Elucidar os mecanismo da bioatividade do PGLD-AAS em linhagens
de células tumorais.

4- Avancar no estudo da biocompatibilidade do extrato de PGLD-AAS
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5- Desenvolver novos bioconjugados entre PGLD e outros tipos de
AINEs.
Cada sugestéo futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas
cujas respostas contribuirdo significativamente para o dominio da tecnologia de sintese
de dendrimeros transportadores de quimioterapicos.



122



