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Resumo XVi

Resumo

O principal objetivo deste trabalho é relatar a hemocompatibilidade e propriedades
antitumorais do dendrimero de poliglicerol salicilado (PGLD-AAS). O dendrimero de
poliglicerol (PGLD) foi preparado seguindo a metodologia sintética divergente. A natureza
da estrutura do PGLD foi caracterizada pelas técnicas GPC e **C-NMR. O dendrimero de
poliglicerol salicilado foi preparado pela esterificacdo do &cido acetilsalicilico com o
PGLD. A adsorcdo protéica, adesdo plaquetaria, formagdo de trombo e propriedades
anticoagulantes foram conduzidas por experiéncias in vitro para analisar a interacdo do
sangue com o0 PGLD-AAS. A citotoxicidade do conjugado foi estudada contra células de
mamiferos (CHO). O dendrimero sintetizado (PGLD) apresenta baixa dispersdo em peso
molecular (Mw/Mn = 1,05) e um grau de ramificacdo (Ggr) de 0,82, caracterizando a
estrutura dendritica do polimero. InvestigacGes sobre adsorcOes de proteinas albumina do
soro humano e fibrinogénio mostraram que o PGLD-AAS adsorve mais albumina que
fibrinogénio. As micrografias eletronicas digitais do PGLD-AAS apds contato com o
sangue mostraram um comportamento hemocompativel do conjugado bioativo. As analises
clinicas TTPA e TP indicam que o PGLD-AAS exibe boa atividade anticoagulante. A
constante dielétrica de PGLD-AAS em solucdo fisiologica indica que este dendrimero
bioativo ndo induz agregacdo de células sanguineas. O conjugado PGLD-AAS exibe
especificidade e bioatividade contra o cancer de mama humano derivado da linhagem
celular MCF-7. A droga diminuiu a viabilidade celular em uma maneira dose dependente,
exibindo uma IC50 de 88,6 £ 5,3 uM, com 50 uM PGLD-AAS. O PGLD-AAS induziu
alteracdes morfoldgicas na membrana celular da linhagem MCF-7. A bioquimica e estudos

in vitro indicam que PGLD-AAS parece ser um promissor agente antineoplasico.
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Abstract

The main aim of this work is to report the hemocompatible and antitumoral
properties of the salycilated polyglycerol dendrimer (PGLD-AAS). The polyglycerol
dendrimer (PGLD) was prepared by following the divergent synthetic methodology. The
nature of the PGLD structure was characterized by GPC and **C-NMR techniques. The
salicylated PGLD dendrimers was prepared by esterification of acetylsalicylic acid with
PGLD. Protein adsorption, platelet adhesion, thrombus formation and anticoagulant
properties were conducted by in vitro experiments to examine the interaction of blood with
PGLD-AAS. The citotoxicity of the conjugate was studied against mammalian cells
(CHO). The synthesized dendrimer (PGLD) presents low dispersion in molecular weight
(Mw/M,, = 1.05) and a degree of branching (DB) of 0.82 characterizing the polymer
dendritic structure. Investigation about adsorptions of human serum albumin and fibrinogen
proteins showed that the PGLD-AAS adsorbed more albumin than fibrinogen. The
scanning electron micrographs of the PGLD-AAS after contact with blood showed a
hemocompatible behavior of the bioactive conjugate. TTPA and TP clinical analyses
indicate that the PGLD-AAS exhibits good anticoagulant activities. The dielectric constant
of PGLD-AAS in physiological solution indicates that this bioactive dendrimer does not
induce aggregation of blood cells. The conjugate PGLD-AAS exhibit specificity and
bioactivity against human breast cancer derived cell line MCF-7. The drug decreased cell
viability in a dose dependent manner, exhibiting an 1C50 of 88.6 + 5.3 uM with 50 uM
PGLD-AAS. The PGLD-AAS induced morphological alterations on cell line MCF-7
membrane. The biochemical and in vitro studies indicate that PGLD-AAS appears to be a

promising anticancer agent.
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Introducao

O cancer parece ter assumido o papel da principal causa de morte da populacdo nos
paises desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos cerca de uma
pessoa em cinco morre de cancer contra a estatistica de uma morte para cada 15 individuos
nos paises em desenvolvimento [1].

Embora tenha havido um espetacular avango quanto aos esclarecimentos da biologia
molecular do cancer, o sinal especifico para a génese desta patologia ainda permanece como
um verdadeiro mistério para a mente humana. O conhecimento dos mecanismos de
desenvolvimento do tumor levou ao desenvolvimento de quimioterapicos que deram ao
paciente a possibilidade de conseguir um aumento significativo da qualidade de vida, mas nédo
necessariamente cura, porque as células ativavam sistemas de resisténcia as drogas e o tumor
geralmente progredia. Entretanto, os quimioterapicos sdo pouco especificos, afetam tecidos
que tém répida proliferacdo, havendo entdo significativos efeitos colaterais[2].

Os efeitos colaterais da quimioterapia estdo associados com a formulacdo e a
biodistribuicdo do medicamento, toxicidade a células normais e aquisi¢do de resisténcia pelas
células do cancer. Com o objetivo de fornecer a maior por¢do do medicamento ao local alvo e
por um periodo de tempo prolongado, nanoestruturas que promovem a liberacao controlada e
vetorizada do medicamento foram projetadas no século passado [3].

Atualmente a terapia moderna do céncer se tornou um desafio multidisciplinar. O
conhecimento dos mecanismos fisioldgicos possibilitou o desenvolvimento e aperfeicoamento
de biomateriais, presentemente utilizados por milhares de pessoas e cujo objetivo principal no
caso do cancer, € o de substituir ou restaurar as fungdes de tecidos danificados ou promover a
liberacdo de agentes quimioterapicos com menor toxicidade para o paciente.

H& pouco mais de meio século o ser humano vem utilizando, de modo sistematico,
macromoléculas sintéticas para a fabricacdo de biomateriais, elementos que visam substituir
um tecido ou 6rgéao bioldgico com a finalidade ultima de favorecer a vida. Uma grande parte
dos biomateriais utilizados atualmente sdo compostos por polimeros, especialmente
projetados para sua utilizagdo em contato com o organismo bioldgico.

Entre as vantagens que os nanossistemas podem oferecer & medicina destacam-se: a
protecdo do farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo
bioldgico, manutencdo dos niveis plasmaticos com concentracdo constante, o aumento da

eficicia terapéutica, liberacdo progressiva e controlada da espécie bioativa pelo
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condicionamento a estimulos do meio em que se encontram, diminui¢cdes expressivas da
toxicidade pela reducdo de picos plasmaticos de concentragdo méaxima, diminuicdo da
instabilidade e decomposicao de farmacos sensiveis, possibilidade de direcionamento a alvos
especificos, possibilidade de incorporagdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas
nos dispositivos, diminuicdo da dose terapéutica e do nimero de administragdes e aumento da
aceitacdo da terapia pelo paciente [5].

No século XX, as macromoléculas altamente ramificadas denominadas dendrimeros
causaram uma Vverdadeira revolucdo nas areas médica e farmacéutica devido as suas
propriedades biomiméticas de proteinas globulares e seu elevado nivel de organizacao
estrutural. A elevada densidade de grupos funcionais na superficie dos dendrimeros torna
estes compostos altamente interessantes para a imobilizacdo de compostos bioativos para o
tratamento do cancer. Até o presente, escassos estudos com eficacia comprovada foram
realizados com o uso de dendrimeros para o tratamento ou diagndstico do cancer [6-7].

Em nossa busca por dendrimeros com atividade fibrinolitica e antiagregante
plaquetaria no triénio 2006-2009, nosso grupo de pesquisa verificou que o dendrimero de
poliglicerol contendo em sua estrutura o &cido acetilsalicilico (PGLD-AAS) recentemente
sintetizado em nossos laboratérios parecia possuir uma significativa atividade contra células
MCF-7 de carcinoma mamario humano [8].

O AAS é um antigo antiinflamatorio nao esteroide (AINES) que inibe a producao de
prostaglandinas através da inibicdo da enzima cicloxigenase (COX), responsavel pela
biossintese de icosandides derivados da cascata do acido araquidénico, fosfolipideo de
membrana celular, precursor das prostaglandinas. A enzima COX-2 é induzida por estimulos
pro-inflamatoérios como citocinas e fatores de crescimento, bem como se apresenta elevada em
uma grande variedade de neoplasias. Em vérios experimentos que avaliam a dele¢do do gene
da COX-2 ou a inibicéo seletiva da proteina COX-2, observou-se uma reducéo expressiva no
crescimento e desenvolvimento de tumores [9]. Recentemente, 0s pesquisadores obtiveram
indicios da conexdo entre inflamacéo e cancer, transformando completamente o entendimento
do cancer e sua terapia.

Como propriedades biocompativeis, pode-se dizer que os dendrimeros devem exibir
baixa toxicidade e ndo ser imunogénicos para serem utilizados com seguranca em aplicacdes
clinicas. Até recentemente, a citotoxicidade dos dendrimeros foi estudada in vitro sendo
poucos estudos in vivo publicados na literatura especializada, muito provavelmente devido a
grande disputa por patentes pelos grandes conglomerados farmacéuticos internacionais dos

paises desenvolvidos. Entretanto, € sabido que o desenvolvimento de sistemas bioativos
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baseados em polimeros arborescentes podera contribuir significativamente para a terapia do
cancer ou sua identificacdo em estagio precoce, dado a capacidade de tais sistemas de se ligar
aos receptores celulares.

Nesta dissertacdo sdo discutidas as propriedades bioquimicas de sistemas poliméricos
arborescentes PGLD-AAS para o tratamento do céncer, especificamente o carcinoma

mamario humano.
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Capitulo 1 - Biologia molecular: elucidando a

unidade biologica

1.0 Introducéo

Apesar de todo o avango alcangado na medicina clinica preventiva, o cancer ¢ uma
ameaga oculta de surgimento inesperado e pronunciado, segundo o imaginario popular, uma
morte inexoravel associada a um doloroso processo de sofrimento e deterioragdo fisica.

A evolugcdo da medicina ao longo do ultimo século promoveu uma importante
alteracdo neste prognodstico desfavoravel, permitindo que um grande percentual dos
portadores de cancer tenham atualmente a oportunidade da cura como uma realidade
significativamente viavel.

A acentuada redu¢ao da mortalidade por cancer no presente século € consequéncia de
varios fatores, destacando-se o desenvolvimento de politicas de saide que visam a prevencao,
avanco alcancado nos métodos de diagnostico e métodos cirurgicos e o desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos.

O ser humano ¢ composto por uma estrutura formada por cerca de 100 trilhdes de
células. Todas estas células, com exce¢do das hemacias, conttm o mesmo DNA,
apresentando-se, no entanto com formato, estrutura e fungdes diferentes em consequéncia de
sua variada expressao génica.

Essa variedade celular inclui ao mesmo tempo um comportamento bastante diverso
quanto ao ritmo de proliferacao de cada tecido em decorréncia principalmente de seu nivel de
diferenciagdo e fungdo tecidual.

Assim sendo, observa-se em uma extremidade desta biodiversidade, células
extremamente diferenciadas como os neurdnios e as células musculares, os quais nao realizam
qualquer divisdo ao longo de toda a vida do individuo, sendo impossivel sua reposi¢do no
caso de perda do tecido biologico.

Por outro lado, as células epiteliais apresentam uma atividade proliferativa intensa
devido a necessidade de reposicao do grande numero de células perdidas através do processo
fisiologico de apoptose. Outras células apresentam ainda uma atividade proliferativa

intermediaria como as células hepaticas, que se dividem uma vez a cada ano.
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Ao ritmo de atividade proliferativa damos o nome de ciclo celular e a replicagdo da
molécula da vida, o DNA, representa um momento critico na evolugdo celular do tecido
bioldgico.

A compreensdo adequada do mecanismo de agdo de agentes quimioterapicos depende
do conhecimento de algumas informagdes basicas a respeito da estrutura e funcionamento dos
mecanismos celulares.

Diversos sdo os esforgos para desenvolver um tratamento mais eficaz, quimioterapicos
com menores efeitos colaterais, menor custo e a0 mesmo tempo uma melhora na qualidade de
vida do paciente. A compreensdo dos mecanismos de carcinogénese sdo, dessa forma,
essenciais para o desenvolvimento de tratamentos mais adequados, especialmente quando se

trata da utilizacao de novos medicamentos.

1.1 A proliferagéo celular normal

O genoma humano ¢ composto de 30 a 50 mil genes, que formam 23 pares de
cromossomos [1, 2]. Os cromossomos sao formados por DNA e uma complexa classe de
proteinas cromossomicas conhecidas como histonas [2]. O DNA possui uma estrutura estavel
capaz de servir de molde para sua duplicagdo. A funcdo enzimatica necessaria para
duplicacao, transcri¢do e reparo ¢ exercida por proteinas [3].

Cada cromossomo carrega milhares de genes, por sua vez, cada gene consiste de
pequenos estiramentos de DNA que especificam as instrugdes da confec¢do de uma proteina
em particular. Cada gene possui uma regido promotora que controla quando e em que tecido
um gene € expresso. O pareamento original assegura a replicacdo precisa do DNA durante a
divisdo da célula [2]. A Figura 1.1 ilustra o mecanismo de formac¢do da célula a partir do
DNA.

A informacdo genética contida no DNA deve ser traduzida para a sintese protéica,
cujos principais processos envolvidos sdo transcri¢do e translagdo. Na transcricdo, o codigo
genético precisa ser transcrito do DNA para uma hélice de RNA, gerando assim um
mensageiro (mMRNA). O mRNA recém formado inicia a translacdo em dire¢do ao citoplasma.
Nos ribossomas, o0 mRNA ¢ lido em grupos de trincas de bases de nucleotideos (codon). O
aminoacido adicionado para o crescimento da cadeia do polipeptidio ¢ ditado por cada
sequéncia de codon no mRNA determinado pelo codigo genético [1, 2].

Cada aminoacido ¢ trazido para o ribossoma por outra molécula especializada

conhecida como RNA de transferéncia (tRNA). Isto leva a produgdo de cadeias de
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aminoacidos que formam proteinas especificas de acordo com o cddigo indicado no mRNA

[1,2].

Comunicac
e cE

macuina maolecular

Figura 1.1: Ilustragdo da sintese protéica para formagao das células a partir do DNA. Adaptada de [4].

A sequéncia de eventos que ocorre ao longo da vida de uma célula, desde seu
nascimento até seu desaparecimento através da divisdo, dando origem a duas células filhas
idénticas como ocorre nas cé€lulas somaticas do organismo, denomina-se ciclo celular.

O ciclo celular ¢ um conjunto ordenado de eventos, cujo objetivo final € o crescimento
celular e sua divisdo em duas células-filhas. Apresenta quatro fases: a fase G; ¢ onde ocorre
aumento da célula e sintese de proteinas para preparagdo da replicacdo do DNA. A duplicagdo
do DNA (Figura 1.2) ocorre na fase S (sintese). A fase G, compreende o periodo entre o final
da fase S e a mitose, onde ocorre sintese protéica adicional estimulada pela atividade das
ciclinas. Na fase M ou mitose propriamente dita, por¢des iguais de cromossomos e
componentes celulares sdo divididos para as duas novas células filhas [1, 2]. Uma vez
ocorrida a duplicacdo dos genes, a mitose ocorre automaticamente dentro de cerca de uma
hora (Figura 1.3) [5].

Com o objetivo de evitar o acimulo de defeitos genéticos durante a mitose, controles
moleculares no nucleo determinam se a divisdo celular deve proceder ou ser adiada. Estes
controles moleculares incluem: os pontos de checagem e as ciclinas, que monitoram a
atividade molecular entre cada estagio do ciclo celular, adiando a progressdo se aberragcdes

genéticas ocorrerem [1].
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Figura 1.3: As fases da mitose [7].
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O sistema de reparo (Figura 1.4) ¢ constituido por enzimas especializadas em reverter
as mutacdoes do DNA, seja por correcdo direta ou por excisdo do pedago errado na hélice e
reconstrucdo. Essas enzimas podem variar ligeiramente em sua eficiéncia de pessoa para
pessoa, pois € uma carga genética. Pessoas com um reparo melhor tém menos chance de
desenvolver cancer. Esse ¢é, portanto, o fator genético na tendéncia maior ou menor para o

cancer [6].

Metabolizmo Exposigio Radiogdo Exposigio Erroz de
celular aluz Uy Toni zante Ui frii ¢ replicagdo

Arssd s Alivogto do reparo [ Apoprose |
pomtos de programa Do Dok,

checagemn do Tranzericional

Ciclo Celular

Figura 1.4: Fatores que podem causar dano ao DNA e alternativas para evitar esse dano. Adaptada de [8].

Existem dois importantes pontos de restricdo no ciclo celular. O primeiro ocorre
durante as fases G; e S, onde se inicia a replicagdo do cromossomo. Disfun¢des nesta via
ocorrem na maioria dos carcinomas humanos. O produto do gene p53, a proteina p53, exerce
um papel de guardido nesta fase (Figura 1.5), integrando uma variedade de mensagens
intracelulares que permitem o reparo celular ou inducdo de apoptose. Este gene previne a
reproducdo de células com aberra¢des no DNA [1, 2].

O segundo ponto de controle ocorre entre as fases G, ¢ M, antes das células iniciarem

a divisdo mitoética.
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Figura 1.5: p53 e o ciclo celular. Adaptada de [9].

As ciclinas formam os mecanismos responsaveis pela progressao do ciclo celular e sao
reguladas por um processo complexo de sintese, modificacdo pos-translacional e degradacao
programada [2, 10].

A ciclina E tem um papel central na transdug¢do da resposta mitogénica a diversos
hormdnios, fatores inflamatorios (citocinas) e fatores de crescimento. A hiperexpressdo da
ciclina E ocasiona a progressao através do ciclo celular. Células tumorais de cancer de mama
estimuladas in vitro por estrogenos apresentam aumento da ciclina E [10].

Uma célula recentemente formada ¢ ativada por estimulos e sinais externos a
membrana celular para crescer e se diferenciar. Estes estimulos incluem fatores de
crescimento, citocinas e receptores de antigenos. Os fatores de crescimento se ligam a
membrana da célula ativando o processo de comunicacdo entre a superficie da célula e as
estruturas e nucleo no interior da célula. A resposta final a este “sinal de transducdo” pode ser
proliferacao celular, morte celular ou uma variedade de outras atividades [1].

As citocinas sdo proteinas com fun¢do mensageira entre as células, influenciam o
crescimento e diferenciacdo de células brancas do sangue (leucocitos) e regulam respostas
imune e inflamatdria. Receptores de citocinas também usam sinais de transdug¢do como uma
ferramenta de comunicagdo para mediar a proliferagdo e diferenciagado celular.

Os proto-oncogenes sdao genes promotores do crescimento celular encontrados em
c¢lulas normais. Eles codificam proteinas que respondem a sinais externos, levando a

expressao do gene, sintese de DNA, alteragdes na membrana, contato célula-a-célula e
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metabolismo celular. Quando o crescimento celular estd completo, o proto-oncogene ¢
“desligado”.

Os oncogenes sdo uma forma mutante de proto-oncogenes (Figura 1.6). Como a
transdugdo de sinal ¢ iniciada por um estimulo como um fator de crescimento, a proteina
oncogénica ira promover a superproducao daquele fator de crescimento, levando a excessivos
sinais de crescimento. Os oncogenes também afetam os pontos de checagem durante o ciclo
celular, permitindo que células mutantes se dividam, levando a uma divisdo celular

descontrolada [1].

proto
onco
supressor
ou anti-
onco

quebra

mutaciio lll._ﬂ '.'E_l cromossémica

anormal por anormal por quebra

anormal por mutag&o no de cromossomo e

normal mutagéo no supressor ou deslocamento do
proto-oncogene  gntj- oncogene gene supressor para

outro cromossomo

proto- ou anti-
oncogene oncogene

C oncogene ativo :

expressdo de proteinas que tornam as
células normais em células cancerosas

Figura 1.6: Transformagao de proto-oncogenes em oncogenes. Adaptada de [11]

Os genes supressores de tumor inibem o desenvolvimento de células cancerosas. O
mais conhecido gene supressor de tumor, p53, bloqueia a habilidade de ciclinas estimularem a
divisdo celular (Figura 1.7). Ele ¢ capaz de detectar mutagdes irreparaveis e guiar a célula
para apoptose. Quando o gene p53 estd mutado, sua efetividade como gene supressor de
tumor ¢ diminuida e o cancer se desenvolve. Genes p53 mutados sdo encontrados em
aproximadamente 50% dos canceres e a disfuncdo da proteina p53 contribui para a
tumorigénese e a agressividade do tumor [1, 12]. Outro gene supressor de tumor ¢ BRCA1

(encontrado em cancer familiar de mama e ovario) [1].
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Figura 1.7: Influéncia do p53 no ciclo celular. Adaptada de [13].

Além dos proto-oncogenes e genes supressores de tumor, genes de reparo de DNA
auxiliam no reparo do DNA danificado por agentes ambientais. Quando esses genes siao
defeituosos, eles permitem que células mutantes se dividam, resultando em células filhas

defeituosas [1].

1.2 Céancer: a proliferacao celular patoldgica

Os seres humanos sdo constituidos por um extenso conjunto de células que atuam
como um organismo unico, submetendo seu proprio metabolismo interno as necessidades do
conjunto. Para que isto ocorra, existe um complexo sistema de comunicagdo entre as células
mediado pela presenga de moléculas, cuja interagdo com as células alvo ird modificar seu
comportamento interno, conforme discutido anteriormente.

Apesar de todas as precaucdes do sistema bioldgico quanto aos danos ao DNA, uma
célula recém-formada ainda conserva caracteristicas mutantes significativas. A perda dos
mecanismos responsaveis pelo controle ordenado da progressdo das células através do ciclo
celular e replicagao fiel do DNA ¢ um evento inicial e fundamental na progressdo do cancer
[3].

A causa da alteracdo do genoma ¢ uma muta¢do de um ou mais genes; ou mutacio de
um grande segmento de um filamento de DNA contendo muitos genes. Em alguns casos, a
adi¢do ou perda de grandes segmentos cromossomicos também pode ser um fator decisivo
para a mutagdo [6].

Os tumores surgem de células normais que sofreram algum dano no seu DNA sem

sofrer apoptose. Este dano celular inicial apresenta como alvo genes celulares que regulam o
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crescimento como proto-oncogenes, genes supressores de tumor, genes de reparo de DNA ou
genes de apoptose. Uma vez ocorrido, fatores adicionais exercem papel na progressdao do
tumor e na sua diversidade genética [1].

Existem basicamente duas diferencas fundamentais entre as células normais e
cancerosas: 1) as células cancerosas ndo respeitam os limites normais de crescimento celular;
2) as células cancerosas sdo muito menos aderentes entre si, portanto possuem tendéncia a
migrar pelos tecidos, para atingir a corrente sanguinea e para atingir todas as partes do corpo,
onde formam ninhos para os novos crescimentos tumorais. Ainda, o tecido canceroso compete
com os tecidos normais pelos nutrientes. Visto que as células cancerosas continuam a
proliferar indefinidamente, seu numero fica multiplicado dia apos dia, consequentemente
exigirdo toda a nutricdo disponivel, como resultado, os tecidos normais sofrem a morte
nutritiva [6].

Em resumo, a base bioldgica do cancer ¢ o dano ao genoma que resulta em aberragdes na
expressao dos genes. Variacdes inter-individuais na experiéncia do cancer sao devido a
diferengas na quantidade de dano e/ou na capacidade de reparo ao dano [14].

Denomina-se cancer um conjunto de doencas que apresentam como elementos comuns
o surgimento de novos tecidos (ou neoplasias) em determinado 6rgdo ou regido, formados por
c¢lulas com duas principais caracteristicas: elevada atividade proliferativa e capacidade de
invasdo e colonizac¢do de outros 6rgaos.

A maior parte dos tecidos biologicos apresenta-se em um estado de integridade
volumétrica determinado pelo equilibrio entre o numero de células que morrem, em geral
através de um processo programado de apoptose, € o surgimento de novas células decorrente
da permanente atividade proliferativa.

O equilibrio tecidual ¢ mantido mediante a agdo de mecanismos de controle interno e
externo a célula, pode ser temporariamente alterado, observando-se momentos onde a
atividade proliferativa pode ser alterada para cumprir agdes necessarias a homeostase.
Cumprida esta fungdo, observa-se uma regressao deste desequilibrio ao nivel da normalidade.

Na auséncia de um comportamento invasivo de suas células, a simples presen¢a de um
disturbio de natureza proliferativa podera levar ao surgimento de tumores descritos como
benignos, os quais irdo causar sintomas se forem muito volumosos ou secretarem substancias
biologicamente ativas, como os hormdnios. Nestes casos, as células tendem a ser mais
parecidas com aquelas que as originaram e as estruturas de adesdo entre elas devem ser mais

preservadas, mantendo a relativa formatacao e integridade do tecido.
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Os tumores possuem dois componentes basicos: 1) células neoplasicas que constituem
o parénquima e 2) o estroma de suporte, constituido de tecido conjuntivo e vasos sanguineos.
O crescimento e a evolu¢do do tumor dependem do seu tecido de suporte que fornecera o
suporte nutricional e o arcabougo para as células em proliferacao.

As células tumorais caracterizam-se por apresentarem diversas alteragdes
morfologicas e funcionais. Os nucleos sdo desproporcionalmente grandes e apresentam
grande niimero de mitoses. A maioria dos tumores cresce rapidamente, porém a taxa de
crescimento apresenta diferentes velocidades dependendo da suficiéncia do suprimento
sanguineo, hormoénios, nivel de diferenciagdo celular. O crescimento dos tumores ¢
acompanhado de infiltracdo progressiva, invasdo e destrui¢do do tecido circundante. Nao
reconhecem limites anatdmicos normais, assim podem se projetar através dos tecidos
dificultando a ressecdo cirurgica.

Outra caracteristica especifica de tumores malignos ¢ a metdstase, um implante
tumoral descontinuo em relagdo ao tumor primario. A oportunidade de disseminacdo surge
com sua penetragao pelos vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais. Cerca de 30%
dos pacientes recém-diagnosticados com tumores sélidos apresentam metastases, o que
diminui acentuadamente a possibilidade de cura.

Os tumores resultam da ocorréncia de varios fatores independentes em uma célula com
efeitos cumulativos. Os fatores ambientais sdo encontrados no meio ambiente, no local de
trabalho, nos alimentos e nas praticas pessoais. Os agentes carcinogénicos podem ser o
carcinogeno quimico (que causa mudangas locais na sequéncia de nucleotideos), a radiagao
ionizante, como os raios X (que causam quebras cromossdmicas e translocagdes), os virus
(que introduzem DNA estranho na célula), os raios ultravioleta (UV), drogas e o estilo de vida
como sedentarismo, alcoolismo, tabagismo, obesidade e a influéncia dietética [7, 15].

Os carcinomas ocorrem, em sua maioria, nos anos mais tardios de vida, tornando a
idade uma importante influéncia na possibilidade de desenvolver cancer. Os mais jovens e
criangas ndo sdo poupados, porém ocupam uma parcela menor de casos.

Algumas condigdes clinicas também sdo importantes para o desenvolvimento do
cancer, como proliferagdes regenerativas, hiperplasicas e displasicas.

Além de fatores como o ambiente e a idade, a predisposi¢ao hereditaria ¢ outro forte
fator para o desenvolvimento de tumores. Dessa forma, genes de apoptose alterados também
podem levar a malignidade, porque a morte celular programada ¢ inibida, permitindo a

proliferacdo de células malignas [1].
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Considerando seu aspecto histologico, os tumores malignos podem ser classificados
quanto a sua origem do ponto de vista embrionario. Assim sendo, tumores originarios do
endoderma ou ectoderma sdo denominados carcinomas, enquanto que aqueles derivados de
células do mesoderma sdo descritos como sarcomas. Embora a maior parte dos tumores seja
de natureza solida, as leucemias representam um tipo especial de sarcoma formado por células

individuais mantidas em suspensao no sangue.

1.3 Bases moleculares da regulacdo da apoptose nas células tumorais

Em 1964, foi proposto o termo "morte celular programada" para designar um tipo de
morte celular que ocorre de forma nao acidental. Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o
termo apoptose para indicar esse tipo de morte celular. A apoptose € um processo essencial de
controle celular destinado a eliminar células indesejaveis do hospedeiro através da ativagdo de
uma série coordenada e programada de eventos. A apoptose ocorre nas mais diversas
situagdes, como por exemplo, durante o desenvolvimento, como um mecanismo homeostatico
para manter as populagdes celulares nos tecidos, como um mecanismo de defesa (nas reagdes
imunes), quando as células s3o lesadas por uma doenca ou agentes nocivos, no
envelhecimento, na organogénese e hematopoiese normal e patoldgica, na reposi¢ao
fisiologica de certos tecidos maduros, na atrofia dos 6rgdos, na resposta inflamatdria e na
eliminagdo de células ap6s dano celular por agentes genotoxicos [1, 2, 15, 16].

A via de regulagdo da apoptose ¢ inerente a propria célula e ¢ fortemente ativada na
presenga de oncogenes celulares e virais. Todas as células do organismo parecem possuir a
capacidade para apoptose, inclusive as de rapida proliferacdo — como os leucécitos — e as nao
proliferativas, como os neurdnios [17].

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfoldgicas muito marcantes e
coordenadas. De um modo geral, a apoptose ¢ um fendmeno bastante rapido: ocorre uma
retracdo da célula que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas.
As organelas celulares mantém a sua morfologia, com exce¢do das mitocondrias, que podem
apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensagdo e se concentra junto
a membrana nuclear. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos e o nucleo se
desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana
celular aumentam de nimero e tamanho e se rompem, originando estruturas que carregam o
conteudo celular. Estas porgdes celulares envoltas pela membrana celular sdo denominadas
corpusculos apoptoticos. Os corpusculos apoptoéticos sdo rapidamente fagocitados por células

sadias adjacentes, sejam elas parenquimatosas ou macrdfagos e removidos sem causar um
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processo inflamatorio (Figura 1.8). Outra caracteristica muito marcante da morte por apoptose
¢ a fragmentacdo internucleossomica do DNA, a qual possui um padrdo caracteristico. Uma
endonuclease ¢ ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variaveis, mas sempre

multiplos de 180 a 200 pares de base [2, 15, 16].

Celula branca do anque

Celula apopta

Figura 1.8: Corptisculos apoptoticos sendo fagocitados por uma célula branca do sangue [18].

A homeostase de uma populacao de células depende do equilibrio entre os processos
de proliferacao e morte celular [17]. A apoptose pode ser ativada por uma variedade de sinais
que desencadeiam a morte, desde a auséncia de fator do crescimento ou hormodnio; uma
interagdo ligante-receptor positiva e agentes lesivos especificos [15].

Dentre todos os novos conhecimentos proporcionados pelos estudos da biologia
molecular, um dos mais importantes foi a compreensao de que as células animais dispdem de
um mecanismo interno capaz de realizar uma auto destrui¢do de forma fisiologica e
programada para ocorrer em resposta a determinadas condi¢des de origem interna ou externa.

Mesmo no individuo adulto, a morte celular programada permanece como um
mecanismo permanente necessario para complementar a atividade proliferativa tecidual.
Estima-se que cerca de 50 a 70 bilhdes de células morram a cada dia em conseqiiéncia da
apoptose, equivalendo em um ano a producdo e destruicio de um volume celular

correspondente ao peso total do individuo.
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Além de ocorrer de forma programada como parte do equilibrio proliferativo do corpo,
o mecanismo da apoptose apresenta uma importante diferenga em relacdo a morte celular
“ndo-programada’ resultante de uma lesao tecidual.

No caso da morte por necrose, as células sofrem um processo ndo controlado de
aumento de volume seguido por ruptura da membrana celular. Como conseqiiéncia, teremos a
liberacdo dos elementos celulares no espago extracelular, provocando uma resposta
inflamatoria locorregional e suas conseqiiéncias.

Na apoptose, o procedimento de desaparecimento da célula ocorre através de uma
sequéncia de eventos intracelulares executado em sua maioria por uma familia de enzimas
denominadas como caspases, sendo estas assim chamadas por serem proteases compostas por
cisteinas e que desempenham a funcdo de destruir proteinas seccionando-as apds residuos de
acido aspartico (c = cisteina, asp = aspartato e ase = enzima).

Uma vez ativadas, as caspases irdo desencadear uma cascata de a¢des enzimaticas com
0 objetivo de seccionar e destruir os elementos estruturais fundamentais da célula como o
citoesqueleto, o envelope nuclear e o proprio DNA. Neste processo de morte “limpa”, a
superficie celular sofre alteragcdes que irdo permitir sua fagocitose pelas células vizinhas e
macrofagos, sem que estes sejam agredidos por seus residuos.

Como uma acao fisioldgica, a apoptose estd subordinada a uma série de mecanismos
reguladores os quais irdo controlar sua ativagdo ou repressdo de acordo com diversas
circunstancias. Embora a apoptose seja um elemento chave na prevencdo e ocorréncia de
tumores, outros agentes de natureza ambiental, farmacologica, infecciosa, entre outros,
poderdo influir no desencadeamento de estimulos apoptoticos, sendo, no momento, objeto de
estudos para a compreensao de diversas doengas.

Os fatores reguladores da apoptose envolvem a familia dos Bcl-2, um grupo de
proteinas transmembranas, receptores de morte celular (FNT) e proteinas inibidoras da
apoptose (IAP).

As proteinas da familia Bcl-2 tém por funcdo controlar a agdo das caspases,
estimulando ou inibindo a ocorréncia da apoptose. Estas proteinas podem apresentar agdes
conflitantes entre si como a proteina Bcl-2 propriamente dita, de funcdo regulatéria
aparentemente antiapoptdtica, ¢ a proteina Bax, identificada com uma atividade pro-
apoptdtica. Embora em fase de estudos, existem fortes evidéncias de que a atividade
apoptotica de uma célula estd relacionada aos niveis de concentragdo e a atividade destas

proteinas e de seus respectivos processos de sinalizacao intracelular.
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A necessidade de responder a estimulos internos e externos para a execucao de um
processo de morte celular programada requer a existéncia de alguns receptores especificos
para esta finalidade, os quais poderiam ser ativados através de presenca de moléculas ligantes
ou eventualmente a supressao de alguns agentes tréficos como os fatores de crescimento, por
exemplo. Alguns destes receptores ja foram identificados, apresentando -caracteristicas
bioquimicas que os colocam integrando uma familia descrita como fatores de necrose tumoral
(FNT).

A descoberta da importante familia das caspases levou a identificacdo de outras
proteinas capazes de inibir sua agdo apoptotica. Estas proteinas genericamente denominadas
IAP, apresentam também uma relevante participagdao no equilibrio da atividade proliferativa
celular em condi¢cdes normais e patologicas, como no caso da survivina, recentemente
identificada como um potente agente antiapoptotico de valor progndstico significativo na

evolucdo de alguns tumores malignos.

1.4 Angiogénese: o gatilho proliferativo

Para que uma célula evolua de seu estado normal até assumir as caracteristicas de uma
célula neoplasica é necessaria a ocorréncia de uma série de mutagdes envolvendo a ativagao
de oncogenes e inativacdo de supressores de tumor, tornando-se insensivel aos estimulos
apoptoéticos. Entretanto, aparentemente isto ndo ¢ suficiente para que esta célula dé origem a
um tumor com volume detectavel e capaz de ameacar a vida do individuo. Para que um
determinado grupo de células consiga manter um crescimento sustentado é necessario que
exista uma fonte de suprimento sanguineo especifico e constante.

No século passado, descobriu-se que os tumores apresentam uma vascularizacio
bastante proeminente em relagdo aos tecidos normais. A vascularizagdo exacerbada
demonstrou ser uma condi¢do essencial para que ocorra o desenvolvimento neoplésico. Este
fato se deve ao desenvolvimento de microvasos a partir de células endoteliais pertencentes a
capilares situados proximos as células neoplasicas.

A presenga de um crescimento vascular aumentado em um tecido tumoral demonstra a
existéncia de um forte estimulo para as células endoteliais, capaz de alterar seu estado
proliferativo normal, bem como a natureza local deste estimulo, uma vez que tal proliferacao
ird ocorrer apenas no segmento adjacente ao surgimento de um diminuto clone de células
neopldsicas. A este crescimento vascular localizado denomina-se angiogénese.

Assim, a angiogénese consiste no desenvolvimento de novos vasos sanguineos em um

tecido [21]. E fundamental em muitos processos fisiologicos incluindo desenvolvimento,



Capitulo 1 - Biologia molecular: elucidando a unidade bioldgica 18

reproducao e reparo de feridas [22]. Ao contrario dos processos fisioldgicos que sdo auto-
limitados, altamente regulados e controlados no tempo, a angiogénese pode persistir durante
meses ou anos € ndo raro termina espontaneamente em uma variedade de processos
patologicos e varias desordens inflamatorias, incluindo doengas como cancer, retinopatia
diabética ¢ artrite reumatoide [21-23].

Quando os tumores sélidos atingem um volume de 1 a 2 mm’, seu crescimento passa a
ser diretamente dependente da angiogénese, pois esse ¢ o tamanho limite para a simples

difusdo de nutrientes e gases como CO, e O, (Figura 1.9) [22, 25].
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Figura 1.9: Influéncia da angiogénese no crescimento tumoral [26].

A angiogénese representa um processo fundamental para o desenvolvimento tumoral,
pois, além de fornecer aporte nutricional as células neoplasicas proliferantes, também
estabelece condigdes favoraveis a disseminacao metastatica [21, 24]. A hipdxia (Figura 1.10)
¢ um importante sinalizador para o desencadeamento da liberagdo de citocinas angiogénicas,
assim, influenciando na progressao tumoral e metastase [25].

O aparecimento de atividade angiogénica num tumor ¢ um dos varios estagios de
evolugdo das doengas malignas ou pré-malignas. A angiogénese aumentada, em comparagao
com tecidos normais, ¢ vista em uma série de condigdes pré-neopldsicas, incluindo
metaplasia, displasia e carcinoma in Situ do pulmao, carcinoma ductal in situ de mama (DCIS)

e neoplasia intraepitelial cervical (CIN). A indugdo da expressdo de fatores de crescimento
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angiogénicos foram implicados no processo de remodelagem da rede vascular pré-existente e

em gerar uma densa rede de microvasos em volta de DCIS [21, 27].

células tumorais

a@e células oxipenadas
@ células em hipdxia
ame células em necrose

Figura 1.10: Sec@o transversal de um tumor s6lido, mostrando a diminui¢do da
concentragdo de oxigénio em fungdo da distancia capilar [25].

A angiogénese tumoral envolve a interagcdo de células tumorais, células endoteliais,
fagocitos e seus fatores de secre¢do, que podem atuar como promotores ou inibidores do
processo. Os promotores de angiogénese enviam sinal para os tecidos normais circundantes
em que a ativacdo de genes especificos e a expressdo de proteinas estimulem o crescimento e
proliferacao de novos vasos sanguineos [23, 25, 28].

O processo de angiogénese envolve a série de etapas ilustradas na Figura 1.11 [28]. A
célula endotelial ¢ comum em todos os tumores sélidos, além de proliferar apenas em
condicdes patoldgicas. Elas sdo recrutadas e proliferam pela acdo de fatores angiogénicos
liberados por células tumorais. A diferenciacdo do endotélio tumoral em uma rede vascular
madura raramente se completa, assim 0s vasos sanguineos tumorais exibem uma morfologia
anormal: sdo altamente desorganizados, com paredes relativamente finas e tém didmetro
irregular com menos pericitos de suporte ou células musculares lisas. As células endoteliais
associadas ao tumor sdo anormais em formato crescem umas sobre as outras € permanecem
em um ambiente rico em fatores pro-angiogénicos e citocinas inflamatorias [25].

O processo de progressdo de uma célula normal para a malignidade envolve, dentre
muitos mecanismos, a capacidade de estimular a angiogénese, através do aumento da secre¢ao
de fatores vaso-indutores e diminuicao dos inibidores.

Na angiogénese tumoral, ndo ha um equilibrio entre seus fatores inibidores e

promotores [29, 30]. Um dos fatores inibidores da angiogénese mais estudado ¢ a
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trombospondina, produzida por fibroblastos humanos sob controle do gene supressor tumoral

p53 [21].
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Figura 1.11: Representagdo esquematica da angiogénese [28]

Os fatores promotores positivos da angiogénese podem se dividir, esquematicamente,
em dois grandes subgrupos: os fatores de crescimento e as citocinas. Dentre os fatores de
crescimento, salientam-se o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), os membros da familia do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e fator de crescimento celular endotelial derivado de plaquetas (PD-
ECGF), os quais sdo liberados pelas células tumorais e tidos como estimuladores da
proliferacdo, invasdo e atividade quimiotatica endotelial em carcinomas. Dentre as citocinas,
realce para a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 8 (IL-8) [21, 22, 24].

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) ¢ o mais potente indutor de
angiogénese e¢ ha quatro receptores VEGF (VEGFR). Esses receptores sao expressos por
células endoteliais e ndo por células tumorais [24, 32]. O fator de crescimento vascular
endotelial-A (VEGF-A) ¢ a mais potente proteina pro-angiogénica ja descrita. Ela induz
proliferacdo, germinagdo e formacdo de tubos de células endoteliais. O fator de crescimento
VEGF-A ¢ expresso em praticamente todos os tumores solidos estudados [22].

A angiogénese ¢ mediada principalmente por VEGF em condig¢des hipdxicas devido a
progressdo do tumor, além de baixo pH dentro do tumor, hipoglicemia, estresse e inflamacao
induzida pela proliferacdo do tumor [30]. Sinais mitogénicos, de sobrevivéncia celular e

inflamatérios desempenham um papel essencial na sintese e secrecdo de fatores angiogénicos
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por células tumorais [25, 30]. Esse processo ocorre via ativagao de receptor tirosina quinase
(TKRs), levando a fosforilagdo de importantes moléculas sinalizadoras e causando a

expressdo de VEGF nas células tumorais (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Progressdo da angiogénese e crescimento tumoral [31].

O fendtipo do tumor angiogénico ¢ caracterizado pela alta densidade de microvasos,
elevados niveis de VEGF e estd relacionado a um progndstico pobre [30]. O fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e seu receptor (PDGFR) convertem sinais que
dirigem crescimento celular, divisdo e migra¢do. Atividade aumentada de PDGF/PDGFR ¢
requerida para angiogénese e pode ser oncogénica. O receptor ligante de PDGF ¢ conhecido
em ativar tirosina quinase intracelular, levando a autofosforilacdo do dominio citoplasmatico
do receptor assim como fosforilagdo de outros substratos intracelulares. PDGF foi
identificado como um potente fator de crescimento para sarcomas. Além disso, os canceres de
mama sao conhecidos por expressarem PDGF.

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF), especialmente o bFGF, sdo uns dos

fatores angiogénicos melhores caracterizados e mais potentes. Recentemente, outro receptor
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da familia tirosina quinase, receptores TIE-1 e TIE-2, foram encontrados estarem criticamente
envolvidos na angiogénese.

O produto do gene supressor de tumor Von Hipper-Lindau (VHL) exerce um papel
critico na ativacdo do fator alfa-1 indutor de hipoxia (HIF-1a) que pode levar a um novo
entendimento do mecanismo de neovasculariza¢ao induzido por hipdxia.

Pouco se sabe sobre a relagao entre a especificidade dos fatores angiogénicos e o tipo
de tumor. Em canceres humanos, a superexpressao de VEGF esta ligada a superexpressdo de
COX-2 e, dessa forma, angiogénese tumoral e producdo de prostaglandina (PG).

A inflamacdo é um dos mais importantes processos em mediar angiogénese. Nesse
sentido, citocinas inflamatorias/angiogénicas secretadas pelos leucocitos, como neutrofilos,
mastocitos e macroéfagos, exercem papel crucial na neo-angiogénese e remodelacdo vascular.
Sinais inflamatérios regulam a expressdo e secrecao de varios agentes angiogénicos. A COX-
2 ¢ uma das moléculas angiogénicas inflamatorias secretadas pelas células tumorais que
influenciam o crescimento e desenvolvimento vascular do tumor e metéastase. A atividade
aumentada de COX-2 produz excessiva quantidade de prostaglandinas (PGs). As PGs
contribuem para o crescimento do tumor por induzir a formagdo de novos vasos sanguineos
que fornecem viabilidade celular e crescimento do tumor. A indugdo de COX-2 foi relatada
em numerosos tumores solidos (célon, prostata, pulmdo, mama, pancreas, pele, cabega e
pescoco), mas ndo em tecidos normais correspondentes. A COX-2 foi detectada em células
tumorais, vascularizagdo tumoral e capilares adjacentes pré-existentes. Enquanto os vasos
normais expressam a enzima COX-1, as novas células angiogénicas endoteliais expressam a
COX-2 [23, 25, 32].

A produgdo de VEGF e outros fatores angiogénicos pde em a¢do uma cascata de sinais
intermédiarios, fatores de transcricdo e regulacdo, e entre as prostaglandinas produzidas por
ciclo-oxigenases (COX), a isoforma COX-2 [21].

A regulagao de VEGF induzido por hipdxia pode ser mediada pela COX-2. Em
condig¢des hipoxicas, a superexpressdo de COX-2 induz a expressdo de VEGF pela modulagao
de HIF-1a. Foi demosntrado que PGE, induz translocagdo de HIF-1a para dentro do nucleo e
induz VEGF. Assim PGs podem induzir angiogénese tumoral e mais especificamente siao
importantes reguladores de crescimento por estimularem proliferacdo celular em ratos e
humanos (PGE2 e PGE2a) [23].

Virios estudos sugerem que a enzima COX-2 pode ser uma importante ligacdo
regulatéria entre a progressdo do tumor e os fatores tumorigénicos sendo a inibigdo

terapéutica da angiogénese para o controle e prevencdo do cancer alvo de intensa pesquisa. A
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inibicao de COX-2 tem se tornado um campo de especial interesse na prevengao e regressao
de tumores em desenvolvimento [23, 26, 32].

A vascularidade tumoral ¢ um forte indicador de sua agressividade bioldgica,
especialmente em cancer de mama, e esta significativamente correlacionado com o grau
clinico e histoloégico do carcinoma (Figura 1.13). O uso de inibidores de angiogénese ¢
apropriado no inicio dos estagios da doenca, especialmente em pacientes com prognostico

pobre, melhorando a sobrevivéncia e a qualidade de vida [23].

Blutgefid

— Tumor

Figura 1.13: Metastatizagdo do tumor através dos vasos sanguineos [33].
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Capitulo 2 - Cancer de mama: um dilema
terapéutico na atualidade

2.0 Introducao

As neoplasias mais agressivas sdo aquelas que possuem elevada taxa de divisdo
celular, com mudancas profundas no metabolismo energético, para que elas possam atingir
um estagio anormal de proliferagdo. O cancer de mama ¢ provavelmente o mais temido pelas
mulheres devido a sua alta frequéncia e principalmente pelos seus efeitos psicologicos, que
afetam a percepcdo da sexualidade e da propria imagem pessoal. Ele é relativamente raro
antes dos 35 anos de idade, mas acima desta faixa etaria sua incidéncia cresce rapida e
progressivamente [1, 2]. No Brasil, o cancer de mama ¢ o que mais causa mortes entre as
mulheres, sendo que o nimero de novos casos esperados para o ano de 2008 ¢ de 49.400 [2].

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom progndstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama
continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda seja diagnosticada
em estagios avangados. Na populacdo mundial, a sobrevida média apods cinco anos ¢ de 61%.
Os homens também podem desenvolver cancer de mama, porém ¢ raro, constituindo menos

de 1% dos casos [2].

2.1 Epidemiologia do cancer de mama

Estima-se que, em 2020, o nimero de casos novos anuais seja da ordem de 15
milhdes, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano de
2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a
excegdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulmao,
no sexo masculino, € os canceres de mama e de colo do utero, no sexo feminino. Sido
esperados 231.860 casos novos, para o sexo masculino, e 234.870 para o sexo feminino.

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo e o mais
comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres
sdo de mama.

A estimativa para o cancer de mama revelou 49.400 novos casos para 2008. Esperam-

se 51 novos casos de cancer de mama a cada 100 mil mulheres (Figura 2.1) [2].
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Figura 2.1: Tipos de canceres mais incidentes estimados para o ano de 2008,
em mulheres, no Brasil [2].

Na regido Sudeste, o cancer de mama ¢ o mais incidente entre as mulheres com um

risco estimado de 68 casos novos por 100 mil (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres,
estimadas para o ano de 2008, segundo a Unidade da Federagdo [2].
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (Inca), o cancer precisa ser encarado
como um problema de saude publica, pois se trata de uma doenga evitavel e prevenivel. O
crescimento da incidéncia do céncer estd relacionado ao envelhecimento da populagdo. O
perfil do cancer no Brasil vem acompanhando o perfil observado em paises desenvolvidos. As
mudangas refletem o processo de urbanizacao e a amplia¢do do acesso a informagao [2].

Infelizmente, o Brasil ainda est4 longe de ser um exemplo em politicas de controle da
doenga. O Brasil tem incidéncia parecida com a dos paises desenvolvidos, mas politica de
controle semelhante a dos subdesenvolvidos. “Para se ter uma idéia da magnitude do
problema, o nimero de casos de cancer no pais a cada ano é maior do que o numero de casos

de Aids nos ultimos 24 anos”, afirma Luiz Anténio Santini, diretor do Inca [3].

2.2 Anatomia da mama

A mama ¢ composta dos tecidos glandular, ductal, adiposo e fibroso [4], além dos
vasos sanguineos e linfaticos [5]. Estruturalmente a mama ¢ formada por duas porgdes
distintas: parénquima e o estroma mamario. O parénquima ¢ constituido pela por¢ao secretora
- glandulas, e um sistema canalicular que se inicia nos alvéolos mamadrios e termina nos
mamilos - ductos. O estroma ¢ constituido por tecido fibroso e adiposo, e ¢ responsavel pela
consisténcia caracteristica da mama [6, 7].

Como fungdes de cada tecido: as glandulas produzem o leite, os ductos ligam as
glandulas aos mamilos, o tecido gorduroso circunda as glandulas e os ductos, e os vasos
linfaticos conduzem a linfa para os linfonodos localizados nas axilas, acima das claviculas e
no torax [5].

As glandulas mamarias sdo formadas por 15 a 20 lobos mamarios, sio em numero par,
localizadas simetricamente de cada lado do térax. Sdo suportadas e mantidas na sua posi¢ao
por um conjunto de ligamentos, os quais se estendem desde o musculo peitoral maior [4] até a
pele que as recobre. S3o ricamente inervadas e vascularizadas, e sdo envolvidas por tecido
adiposo e conjuntivo. A forma, tamanho e consisténcia variam com a idade, etnia, bidtipo e
grau de adiposidade [6]. O tecido glandular na mama humana estd sob a influéncia de
hormdnios, tais como os estrogenos, progestinas e prolactina [8]. A Figura 2.3 ilustra a
anatomia da mama humana.

Os ductos mamarios formam uma estrutura arborizada, que direciona o leite das
glandulas para o mamilo [7]. Cada mama tem na sua por¢ao apical um mamilo com cerca de 6
a 13 mm de comprimento e didmetro variavel e, ao redor do mamilo, encontra-se uma area

cutanea pigmentada com 2 a 4 cm de didmetro denominada de aréola mamaria [6].
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Figura 2.3: Representagdo lateral e frontal da mama humana [9].

Os homens também possuem glandulas mamarias e mamilos, mas nao ha produgdo de

leite devido a falta do hormdnio feminino estrogénio [8].

2.3 Aspectos gerais do cancer de mama

Segundo dados do Inca, o cancer da mama ¢ a primeira causa de mortes em mulheres
no Brasil. Na maioria das vezes, o diagndstico ¢ estabelecido em uma fase tardia da doenga,
isso se deve a uma politica ineficaz de controle e rastreamento da doenga, que tem na
mamografia, aliada ao exame clinico das mamas e ao auto-exame, seus instrumentos
fundamentais. Apesar do diagndstico, na maioria das vezes, ainda ser feito em estagios mais
avancados da doenca, novos métodos para deteccdo precoce e novas possibilidades de
tratamento vém surgindo, resultando em um aumento da sobrevida dessas mulheres. Essa
melhora da expectativa de vida se contrapde a uma alteracdo no estado de saude global, uma
vez que o cancer da mama e os tratamentos propostos causam um grande impacto na vida

dessas mulheres [10].

2.3.1 Tipos de canceres de mama

O carcinoma ductal, originario do epitélio dos ductos mamarios, ¢ responsavel por
cerca de 94% dos canceres de mama; o carcinoma lobular aparece em aproximadamente 5,5%
dos casos e menos de 1% devido a vérias outras origens. Geralmente a por¢do mais superior €

lateral da mama contém mais tecido glandular e por isso ndo se surpreende que mais de 50%
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dos canceres de mama originem-se nessa regiao. Se a doencga se espalha do local de origem, ¢
chamado de carcinoma ductal ou lobular invasivo ou infiltrativo. Se a doenca nao se espalhou
ela é chamada de carcinoma (ductal ou lobular) in situ. Os tumores de mama crescem em

velocidades diferentes, mas alguns oncologistas estimam que o tumor dobra de tamanho a

cada 100 dias [7, 8].

2.3.2 Fatores de risco

De maneira geral, o cancer de mama ¢ resultado da interagdo bastante complexa de
uma gama enorme de fatores. Dentre os fatores de risco mais comuns associados ao cancer de
mama encontram-se:
1. Estilo de vida, que pode aumentar consideravelmente o risco para o desenvolvimento
desse tipo de cancer: terapia de reposicdo hormonal (hormonios para a menopausa) e/ou
método anticoncepcional de elevadas dosagens por periodo prolongado, bebidas alcodlicas,
dieta rica em gorduras e pobre em fibras e vitaminas, obesidade, e exposicdo a radiacdes
ionizantes em idade inferior a 35 anos [2, 5, 11, 12].
1l. Idade: o cancer de mama ¢ raro antes dos 25 anos de idade [11] e relativamente raro
antes dos 35, mas acima desta faixa etdria sua incidéncia cresce rapida e progressivamente. A
média de idade das pacientes diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo de mama foi de
55,5 anos. Alguns estudos apontam para dois tipos de cancer de mama relacionados com a
idade: o primeiro tipo ocorre na pré-menopausa e ¢ caracterizado por ser mais agressivo e
estrogénio receptor (ER) negativo; o segundo ocorre na pés-menopausa e estd associado com
caracteristicas indolentes e principalmente por ser ER positivo [2, 13].
1. Historia ginecoldgica: menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, primeira
gravidez tardia (apods 30 anos) [2, 5].
1v. Historia familiar: se um ou mais parentes de primeiro grau (mae ou irmd) foram
acometidas antes dos 50 anos de idade [2, 5].

v. Outras Doengas da Mama: doenga proliferativa benigna da mama [2, 5].

2.3.3 Sinais e sintomas

Os sintomas do cancer de mama palpavel sdo o noédulo ou tumor no seio,
acompanhado ou ndo de dor mamaria. Podem surgir alteragdes da coloracdo superficie ou
textura na pele que recobre a mama ou do mamilo, como abaulamentos ou retragcdes ou um
aspecto semelhante a casca de uma laranja; saida de secrecdo através do mamilo e o

aparecimento de nodulos palpaveis na axila [2, 8].
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2.3.4 Exames para detecgdo do cancer de mama

Quando realizado por um médico ou enfermeira treinados, pode detectar tumor de até
1 centimetro, se este for superficial. A sensibilidade desse método varia de 57% a 83% em
mulheres com idade entre 50 e 59 anos, e em torno de 71% nas que estdo entre 40 e 49 anos
[2].

A mamografia (Figura 2.4) ¢ a radiografia da mama que permite a detecg¢ao precoce do
cancer, por ser capaz de mostrar lesdes em fase inicial, muito pequenas (de milimetros). E
realizada em um aparelho de raios X apropriado, chamado mamografo. Nele, a mama ¢
comprimida de forma a fornecer melhores imagens, e, portanto, melhor capacidade de
diagnostico. A sensibilidade varia de 46% a 88% e depende de fatores tais como: tamanho e
localizagdo da lesdo, densidade do tecido mamario, qualidade dos recursos técnicos e

habilidade de interpretagdo do radiologista [2].
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Figura 2.4: Tlustracdo de uma mamografia [14].

A ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢é considerada mais confiavel do que a
mamografia no diagnostico do cancer de mama. Estudos indicam que o exame de RMN ¢
capaz de detectar tumores contralaterais ndo encontrados na mamografia em 3,2% das 401
mulheres estudadas. Entretanto, o custo da RMN ¢ cerca de cinco vezes superior ao de uma
mamografia [15]. A Figura 2.5 ilustra os resultados clinicos obtidos no exame por

mamografia e ressonancia magnética nuclear, respectivamente.
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Figura 2.5: Exame clinico da mama por mamografia (esquerda) e ressonancia magnética nuclear (direita) [15].

O exame das mamas realizado pela propria mulher mensalmente ndo substitui o exame
fisico realizado por profissional de satde (médico ou enfermeiro). Portanto, nao ¢ considerado
eficiente para o rastreamento de lesdes, mas ¢ importante para o auto-conhecimento de
possiveis tumores pela paciente.

Geralmente o cancer de mama metastatiza para os linfonodos axilares, do pescoco ou
para aqueles acima da clavicula (supraclaviculares). Os 6rgaos mais afetados por metéstases

sdo a pele, linfonodos distantes, ossos, pulmdes, figado e cérebro [2, 12].

2.3.5 Tratamentos para o cancer de mama

O tratamento para cancer de mama ¢ sempre individual, avaliando a doenga do
paciente e sua situagdo pessoal. Mas existem alguns passos comuns no tratamento da doenca.

Os tratamentos locais, que se encarregam do controle locoregional da doenca, incluem
a cirurgia e a radioterapia [11]. A cirurgia para o cancer de mama requer a excisao de
qualquer tumor invasivo com margens negativas. O tumor deve ser excisado “em bloco”, com
alguns centimetros de tecido normal. Os tipos de cirurgia para remocdo do cancer de mama
incluem a lumpectomia, mastectomia parcial e mastectomia radical.

Na lumpectomia ¢ realizada a remocdo do nodulo de tumor e uma margem de

seguranca proxima a lesdo. A mastectomia parcial € o ato cirurgico que envolve a remog¢ao do
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tumor, uma area de tecido normal e parte a camada acima do musculo onde o tumor estava.
Pode ser feita uma disseccdo dos linfonodos axilares. Na mastectomia total existe a remog¢ao
de toda a mama. Por outro lado, existe ainda a mastectomia radical modificada onde toda a
mama, alguns linfonodos axilares e o tecido que recobre o musculo sdo removidos. A Figura
2.6 ilustra as técnicas cirurgicas citadas que embora terriveis, salvam vidas.

Uma das complicagcdes da cirurgia para a remocao do cancer de mama ¢ o
desenvolvimento de linfedema no membro superior apds a disseccao de linfonodos axilares.
Além de a paciente sentir-se mutilada pela cirurgia, o linfedema causa alteragdes fisicas,
funcionais e emocionais [11].

No Brasil, os estagios III e IV (os mais avangados da doenga) chegam a corresponder a
cerca de 60% dos diagnosticos iniciais. Neste caso, o nimero de mastectomias realizadas

ainda ¢ muito elevado [10].

Mastectomia Radical

Linfonodos

Remocao da
mama e dos
linfonodos

Figura 2.6: Ilustracdo da Mastectomia Radical [16].

A radioterapia ¢ indicada de maneira regular por algumas semanas apoOs a
lumpectomia ou mastectomia com o objetivo de diminuir a recidiva ipsilateral (na mesma
mama afetada) [2, 11]. Uma dose alta de radiacdo ¢ usada e podem ocorrer efeitos colaterais,

incluindo fadiga, inchaco e alteracdes de pele. Algumas vezes a radiagdo pode ser
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administrada antes da cirurgia para que ela reduza o tamanho do tumor e facilite a intervengao

cirurgica (Figura 2.7) [2].

Figura 2.7: Radioterapia [17].

O tratamento sistémico para o cancer de mama ¢ realizado para diminuir a chance da
recidiva a distdncia, ou seja, metastases. Ele ¢ utilizado para atacar eventuais células
microscopicas em pacientes recidivantes. O tratamento sistémico, que pode melhorar a chance
de cura por volta de 30%, ¢ dividido em trés componentes: hormonoterapia, quimioterapia e
imunoterapia [11].

A terapia hormonal ¢ eficaz somente em pacientes que possuem tumores que
expressam os receptores hormonais de estrogeno e/ou progesterona. O beneficio é a redugao
absoluta da mortalidade em mais de 10%. O medicamento mais utilizado € o tamoxifeno, que
pode causar ondas de calor, tromboembolismo e tumores de endométrio [11, 18].

Mais recentemente os inibidores de aromatase foram desenvolvidos a exemplos do
anastrosol, letrosol e examestano [19].

Anastrozol (Figura 2.8), nome comercial Arimidex®, ¢ um medicamento indicado no
tratamento do cancer de mama em mulheres na pds-menopausa por sua a¢do de inibicdo da
aromatase. E utilizado na terapia adjuvante e no tratamento da metastase. Atua na diminuicio
da quantidade de estrogénio produzida pelo organismo.

Letrozol, nome comercial Femara®, é um inibidor ndo-esteroidal da aromatase
introduzido para o tratamento adjuvante do cancer de mama receptor positivo. Letrozol
bloqueia a producgdo de estrogénios, sua acao ¢ especifica, dessa forma nao altera a produgdo

de mineralocorticoides (Figura 2.9).
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Figura 2.8: Estrutura quimica do Anastrozol [19].

Figura 2.9: Estrutura quimica do Letrozol [19].

Exemestano (Figura 2.10) ¢ um inibidor oral da aromatase, também conhecido como
inativador exclusivo da aromatase, utilizado no tratamento adjuvante do cancer de mama com

receptores de estrogénio positivos. Comercializado com o nome Aromasin®.

O

Figura 2.10: Estrutura quimica do Exemestano [19].
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A imunoterapia demonstra beneficio em pacientes com tumores de mama metastaticos
que hiperexpressem a proteina Her2-neu. Cerca de 20% a 25% dos tumores de mama
hiperexpressam essa proteina. Também pode reduzir a recidiva de pacientes tratadas por um
ano apos a cirurgia [11].

A quimioterapia € a terapia mais indicada para pacientes com alta chance de recidiva,
seja pelo tamanho do tumor ou pelo nimero de linfonodos acometidos, e, principalmente, nas
pacientes com receptores hormonais negativos [11]. A quimioterapia tem o objetivo de
destruir as células tumorais que podem ter migrado do tumor inicial e estejam circulando pelo
organismo [8].

Muitas das substancias citotdxicas mais potentes atuam em fases especificas do ciclo
celular, consequentemente, s6 exercem a sua atividade contra células que se encontram em
processos de divisdo. Os carcinomas de pulmdo, colon e mama, que apresentam divisdo
celular relativamente lenta, constituem mais de 90% de todos os tipos de cancer humano.
Estes tipos de neoplasias, em geral, respondem pouco aos agentes quimioterapicos € o
tratamento curativo ¢ extremamente dificil. Apesar dos avancos na triagem, na cirurgia, na
radioterapia, na terapia hormonal e na quimioterapia, a doenga metastitica permanece
incuravel e a sobrevida mediana apos descoberta de metéstases ainda ¢ de apenas dois a trés

anos [20].

2.4 Quimioterapicos: a necessidade de medicamentos mais eficazes

Os agentes utilizados no tratamento do cancer afetam tanto as células normais como as
neoplasicas, porém eles acarretam maior dano as células malignas do que as dos tecidos
normais, devido as diferengas quantitativas entre os processos metabolicos dessas duas
populagdes celulares. A maioria das drogas utilizadas na quimioterapia antineoplasica
interfere de algum modo no mecanismo de reprodugdo celular, ¢ a melhor compreensao do
ciclo celular normal levou a definicdo dos mecanismos de acdo da maioria das drogas
utilizadas atualmente [1, 2].

A grande maioria das pacientes em fase de pré-menopausa abaixo dos 50 anos
precisara receber quimioterapia apds a extracdo de um tumor de mama. O tratamento
usualmente sera de 6 a 8 ciclos de quimioterapia, nos quais dois ou mais quimioterapicos
serdo combinados. Os ciclos sdo aplicados a cada 21-28 dias. O tratamento de quimioterapia
dura em média 5-6 meses [21].

A quimioterapia aumenta a chance de cura das pacientes cujo cancer atingiu os

ganglios linfaticos das axilas, ainda que para casos onde os ganglios ndo estejam afetados haja
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também a indica¢dao do uso da quimioterapia, levando-se em conta outros fatores de risco de
recaida [21].

A quimioterapia pode ser administrada pré- (neo-adjuvante) ou pos-operatorio
(adjuvante), em doentes com cancer de mama em estagios I-1II para melhorar a sobrevivéncia
por erradicar micrometastases clinicamente indetectaveis. A quimioterapia ¢ também utilizada
para prolongar a vida util e atenuar ou prevenir sintomas ou complicagdes e melhorar a
qualidade de vida em pacientes com estadio IV de cancer de mama metastatico. No entanto, a
sobrevivéncia absoluta em geral ¢ modesta e varia de 2% a 11%. Isto sugere que apenas um
pequeno subconjunto dos pacientes realmente se beneficia de quimioterapia adjuvante [22,
23].

A terapia adjuvante com quimioterdpico ¢ administrada quando o primeiro tratamento,
usualmente a cirurgia, foi capaz de erradicar todo o tumor visivel. Apesar do paciente ndo
apresentar evidéncia de metastases distantes, existe a hipdtese dessas micrometastases [24].

Hé um crescente interesse na possibilidade de se administrar a terapia adjuvante antes
da terapéutica primaria. Tal tratamento pode reduzir o tumor primario, tornando o tratamento
mais simples e mais eficaz, e pode permitir a erradicacdo das micrometastases na primeira
oportunidade, apresentando assim uma maior probabilidade de éxito [22, 25-27].

Os principais agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama
estdo divididos em classes de acordo com o mecanismo de agdo: Antibidticos Antitumorais,
Agentes Alquilantes, Agentes Antimetabolitos e Inibidores de Mitose.

As antraciclinas sdo antibidticos citotoxicos, cujo mecanismo de acdo ¢ dado pela
inibicao da sintese de DNA e RNA por intercalar pares de base na hélice do DNA ou RNA,
evitando assim a replicacdo e o crescimento rapido de células cancerigenas. Eles também
criam radicais livres de oxigénio que danificam o DNA e as membranas celulares [19,28].

As antraciclinas sdo e continuardo a ser uma parte efetiva e importante da terapia do
cancer de mama, mas o risco de insuficiéncia cardiaca progressiva apds o recebimento de
doses acumuladas limita o seu uso e, portanto, a sua efetividade a longo-prazo. Além disso,
um estudo evidenciou efeitos trombogénicos da epirrubicina, um exemplo de antraciclina com
menores efeitos colaterais, cuja estrutura quimica estd ilustrada na Figura 2.11 e
comercializada com os nomes de Rubina® e Farmorrubicina®. Um outro exemplo de
antraciclina utilizado também para o tratamento do cancer de mama ¢ a doxorrubicina, um
estereoisdmero da epirrubicina, que pode ser associada com cardiotoxicidade e neutropenia

febril, cujo nome comercial é Doxorrubicina® e Biorrub® (Figura 2.12) [27, 29-31].
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Figura 2.12: Estrutura quimica da Doxorrubicina — Antraciclina [19].

A cisplatina (Figura 2.13) ¢ um agente alquilante. Apresenta, como principais efeitos
colaterias a nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ndusea e vomito, alopecia, distirbio eletrolitico
e ototoxicidade. Também hd evidéncia de efeitos trombogénicos. A cisplatina ¢

comercializada como Cisplatinum®, Cisplatyl®, Platiran®, entre outros [19, 27, 31].
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Figura 2.13: Estrutura quimica da Cisplatina [19].

Dentre os agentes alquilantes, a ciclofosfamida (Figura 2.14) induz a ligagdao cruzada
e/ou a fragmentagdo das hélices de DNA, impede a divisdo celular, ¢ um agente nao
especifico de fase do ciclo celular. Dependendo do estado de satide da paciente, é contra
indicada devido a possivel hipersensibilidade e depressdo grave da medula 6ssea. Este

farmaco ¢ comercializado com o nome de Cycran® ou Genuxal® [28, 31].
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Figura 2.14: Estrutura quimica da Ciclofosfamida [19].

Dentre os agentes antimetabdlicos, a fluorouracila (Figura 2.15) ¢ um anélogo das
pirimidinas, e seu mecanismo de acdo consiste na inibi¢cao da sintese de DNA. Este composto
¢ incorporado diretamente nas cadeias de DNA e RNA, perturbando assim o ciclo celular.
Como efeitos colaterais, pode apresentar hipersensibilidade, depressdo da medula 6ssea e
infec¢des potencialmente graves. O fluorouracil ¢ o principio ativo do Utoral®, um agente

antimetabolico disponivel no mercado [19, 28].
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Figura 2.15: Estrutura quimica da Fluorouracila [19].

O metotrexato também ¢ um agente antimetabolito indutor de quebras cromossomicas
na inibi¢do da reprodugdo celular. E antagonista do acido fdlico e sua estrutura quimica esta

ilustrada na Figura 2.16 [19].

o

Figura 2.16: Estrutura quimica do Metotrexato [32]

A capecitabina (Figura 2.17), uma fluoropirimidina oral, tem demonstrado alta
atividade e boa tolerabilidade como monoterapia ou em combinagdo com outros
medicamentos sendo este composto classificado como agente antimetabolito [27].

A capecitabina ¢ um pro-firmaco enzimaticamente convertido em S5-fluorouracil
diretamente no tumor, onde inibe a sintese DNA ¢ retarda o crescimento do tecido tumoral. A
capecitabina é comercializada sob o nome Xeloda® (Roche). Apresenta vantagens em termos
de seguranca como a inexisténcia de cardiotoxicidade cumulativa, neutropenia e perda de
cabelos. Os eventos adversos constatados mais comuns incluem diarréia, dores abdominais,

nausea, estomatite e sindrome mao-pé (eritrodisestesia palmar-plantar) [19, 27, 29].
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Figura 2.17: Estrutura quimica da Capecitabina [19].

O paclitaxel (Figura 2.18) é um inibidor de mitose, comercializado como Paclitaxel®,
Paxel®, Tarvexol®, Taxol® e estd indicado no tratamento de carcinoma de mama, apos falha
da quimioterapia combinada para doenga metastatica ou recidiva. O mecanismo de acao do
paclitaxel consiste na inibicdo da replicagdo celular e conduz a inibicdo de células na fase
tardia G2 da mitose. Esse medicamento interfere nos microtibulos celulares. O equilibrio
entre os microtubulos ¢ deslocado para a formacdo de polimeros de tubulina estaveis, e a
mitose ¢ perturbada (Figura 2.19).

Esse tipo de quimioterdpico mostrou ser efetivo, incluindo completa remissdao do
tumor em pacientes com carcinoma metastatico de mama previamente tratados (taxa de
resposta entre 27 € 62%).

Os efeitos colaterais incluem mielossupressao, especialmente neutropenia, além de
neurotoxicidade sensorial (com tipica dorméncia, formigamento e dolorosa parestesia nas
extremidades), diarréia e alopecia. Também pode aparecer mucosite e reacdes de

hipersensibilidade fatais em alguns casos [33].
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Figura 2.18: Estrutura quimica do Paclitaxel [19].
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Um estudo com 25 pacientes com cancer de mama metastatico que receberam infusao
de Taxol® (paclitaxel) por 21 dias apresentou progressio da doenca em apenas 2 pacientes
(8%). Outro estudo com 28 pacientes com o mesmo tipo de cancer e a mesma medicagao,
porém em intervalo de administragdo diferente, apresentou uma taxa de 62% de resposta,
incluindo uma resposta completa. Estudos indicam que pacientes resistentes a antraciclina

apresentaram bons resultados com o paclitaxel [33].
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Figura 2.19: Ciclo da divisdo celular onde atuam os fairmacos capazes de estabilizarem os microtiibulos [34].

O docetaxel (Figura 2.20) ¢ um analogo semi-sintético do paclitaxel, cuja atividade
antitumoral deve-se, essencialmente, ao fato de constituir um agente antimitdtico, ou seja, tem
capacidade para interromper o processo normal de associacdo e dissociagdo dos microtibulos.
O docetaxel liga-se a tubulina livre (subunidade ), promovendo a polimerizagao da tubulina
em microtubulos estaveis e inibindo a sua dissociacao.

Dentre os efeitos colaterais mais conhecidos, pode-se citar diminuicdo do nimero de
glébulos vermelhos ou de globulos brancos do sangue, queda de cabelo, niuseas, vomitos,

mucosites, diarréia e cansago. O composto é comercializado sob o nome Taxotere® [19, 31].
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Figura 2.20: Estrutura quimica do Docetaxel [19].

Estudos sugerem que a combinagdo de quimioterapia incluindo uma antraciclina (por
exemplo, doxorrubicina ou epirubicina) pode ser preferivel a tradicional combinagdo
terapéutica padrao com ciclofosfamida, metotrexato e fluorouracilo [25].

A combinagdo de ciclofosfamida, metotrexato e 5-flourouracil utilizado para o
tratamento do cancer de mama ¢ aprovada por ser relativamente ndo-toxica e,
aproximadamente 40-50% dos pacientes respondem ao tratamento com uma dura¢do média de
até 18 meses [24].

O padrao adjuvante da quimioterapia em pacientes com cancer de mama em estagio
inicial considerados de alto risco para o desenvolvimento da doenca recorrente inclui
combinagdes de ciclofosfamida, epirubicina (ou metotrexato) e S-fluorouracilo [35].
Entretanto, outros pesquisadores afirmam que o esquema quimioterapico deve ser baseado em
regimes contendo antraciclinas (Doxorrubicina ou Epirrubicina) associadas a Taxanos ou
ciclofosfamida e Fluorouracil [26].

Apesar da adicdo de docetaxel a terapia neo-adjuvante com antraciclina ndo melhorar
a eficiéncia, a administra¢@o seqiiencial de antraciclina seguida por docetaxel melhorou a taxa
da resposta patologica quando comparada com administracdo somente de antraciclina [27].

Doses elevadas de quimioterapia foram amplamente aceitas na década de 1990, sendo
atualmente abandonadas devido aos graves efeitos colaterais. No entanto, ha indicagdes de
que a elevada dose de quimioterapia com agentes alquilantes pode ser eficaz em um subgrupo
de canceres de mama. Uma proporcao significativa de pacientes altamente selecionados
atingiram sobrevida longa, apesar do diagndstico da doenga em estagio IV. Em 1998, o
primeiro estudo sobre doses elevadas de quimioterapia adjuvante foi publicado e nao

conseguiu mostrar uma vantagem de sobrevivéncia com este tipo de procedimento [36].
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Um estudo recente anunciou que a quimioterapia em altas doses, apods a cirurgia, nao
prolonga a vida das pacientes. Neste caso, 6.200 pacientes foram analisados em um periodo
de 15 anos. As doses muito altas de quimioterapia provaram ser extremamente toxicas.
Segundo o estudo, houve um decréscimo de 13% na taxa de reincidéncia em pacientes que
receberam doses altas de quimioterapia, mas a queda na mortalidade foi de apenas 6%, o que

nao foi estatisticamente significativo [37].

2.4.1 Efeitos colaterais associados a quimioterapia

Embora o objetivo da quimioterapia seja prevenir ou atenuar os sintomas do cancer,
paradoxalmente exerce consideravel toxicidade ao paciente. Cada medicamento apresenta
suas particularidades quanto aos efeitos colaterais mais expressivos. Os efeitos secundarios
sdo dependentes da dosagem, das combinagdes entre diferentes quimioterapicos e o aspecto
mais importante, da intensidade e metabolismo individual de cada medicamento. Entretanto,
alguns efeitos colaterais sdo comuns a varios quimioterapicos e serdo descritos a seguir.

A aplicacdo de tais medicamentos sistémicos frequentemente provoca graves efeitos
adversos agudos, como por exemplo, supressdo da medula 6ssea e mucosite no aparelho
digestivo, ou os efeitos adversos que ocorrem mais tarde, por exemplo, neurotoxicidade e
cardiomiopatia [35].

Em relacdo aos problemas cardiacos, podem ocorrer cardiomiopatias, acidente
cardiaco congestivo, arritmias cardiacas. A toxicidade no coragdo ¢ caracterizada por
alteracdes no eletrocardiograma, alteracdo cardiaca congestiva, alteracdo ventricular,
fibrilacao atrial, bloqueio atrial ventricular e taquicardia supraventricula, podendo chegar a
infarto agudo do miocérdio e morte.

Quanto a supressao da medula 6ssea, ocorre redugdo na contagem de granuldcitos,
queda da resisténcia do organismo a infec¢des e necessidade de antibioticoterapia e
internagdes hospitalares nos casos mais graves, podendo chegar a morte por septicemia.
Dentre as complicagdes hematologicas, pode ocorrer trombocitopenia, anemia, leucopenia,
neutropenia e febre, o que pode requerer transfusdes sanguineas e hospitalizag¢ao [30].

A maioria dos pacientes desenvolve complicagdo hematologica ou hepatica durante o
tratamento, que pode ser devido aos agentes citotoxicos usados na quimioterapia ou devido ao
processo da doenca que envolve orgaos vitais [24].

Em tecidos da mucosa oral, os efeitos citotoxicos e do estado imuno-reprimido podem
predispor os doentes a mucosite oral ¢ hemorragia, infeccdo oral e hipofuncdo da glandula

salivar. O mecanismo celular por tras da hipofuncdo da glandula salivar induzida por
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quimioterapia necessita ser esclarecido. Estas reacdes adversas sdo temporarias, as glandulas
salivares retornam aos seus valores normais de secrecdo no prazo de um ano apds o
tratamento [35].

A quimioterapia resulta no empobrecimento da maturidade dos foliculos ovarianos,
ocorre oligomenorréia ¢ queda do numero de foliculos primordiais (menopausa). Como
conseqiiéncias da menopausa, pode-se citar fluxos de calor, alteragcdes de humor, aumento de
peso e, em longo prazo, redu¢do da densidade mineral do osso. Mulheres abaixo de 40 anos
tém uma diminuigdo significativa na sua qualidade de vida [35, 38].

Pacientes que receberam seis ciclos de CMF (ciclofosfamida/metotrexato/5-
fluorouracil) mostraram baixa contagem de eritrocitos, leucocitos e plaquetas, niveis elevados
de substancias produzidas pelo figado, como fosfatase alcalina e lactato desidrogenase. No
mesmo estudo, foi observado em pacientes de cancer de mama que receberam dose padrao de
flourouracil-epirubicin-ciclofosfamida exibiram uma baixa contagem de plaquetas em
comparagdo com os doentes recém-diagnosticados, além de leucopenia e trombocitopenia.
Também ficou constatado que a tolerabilidade e eficicia de quimioterapicos sdo reduzidas em
idosos, em comparagdo com pacientes mais jovens [24].

Dentre os quimioterapicos, os agentes alquilantes s3o os mais citotoxicos para induzir
amenorréia. O risco € um pouco menor com antraciclinas ou anti-metabolitos. Com a idade de
40 anos, o risco de menopausa com um regime de CMF ¢ de aproximadamente 78%,
enquanto que um risco de 38% pode ser observado para um regime FEC (5-
fluorouracil/epirrubicina/ciclofosfamida). A quimioterapia resultard na perda de uma parte
significativa da reserva ovariana e isso explica o fato da menopausa ocorrer mais cedo do que
o esperado para todas as mulheres [38].

Dentre os efeitos colaterais encontrados na associa¢do entre epirrubicina, cisplatina e
capetitabina, pode-se citar, como os mais graves, as nauseas € vOmitos € os eventos
trombogénicos. O estudo relatou episddios de nduseas anormalmente prolongadas e, dentre os

48 pacientes, 4 deles apresentaram trombose venosa, o que levou a dois obitos [27].

2.4.2 O custo da quimioterapia

Como muitos medicamentos antitumorais novos estdo sendo langados no mercado, a
analise econdmica na hora de optar por um medicamento ¢ levada em consideracdo quando o
paciente toma uma decisdo do tipo de tratamento a ser submetido. H4 muitas terapias
utilizadas nos estagios avangados da doenca, onde o ganho na sobrevivéncia nem sempre &

longo e os custos sdo cada vez mais elevados.
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Também deve ser levado em consideracao o tempo de tratamento, que pode variar de
um paciente para o outro, ¢ pode durar meses ou anos. Quando ocorre remissao do tumor, o
paciente ainda passa por um periodo de proservacdo, utilizando medicamentos para prevenir
uma recaida ou uma possivel metastase. Porém, pode haver recorréncia do tumor e o
tratamento se reiniciar novamente. Pacientes terminais também precisam de cuidados que vao
além dos medicamentos, pois exigem gastos hospitalares, com médicos e/ou enfermeiros
domiciliares.

Além do custo dos proprios quimioterapicos, o custo do tratamento dos efeitos
colaterais dos quimioterapicos, que podem incluir desde outros medicamentos até internagdes
hospitalares, consultas especializadas e testes laboratoriais.

Nao somente deve ser levado em consideragdo o custo do tratamento para o paciente,
como também, o custo para a sociedade, pois o paciente que sofre quimioterapia normalmente
ndo trabalha durante esse periodo. Os parentes mais proximos do paciente devem cuidar do
doente durante todo o periodo, o que pode significar afastamento temporario do trabalho.
Além disso, existem gastos indiretos em relagdo ao tratamento como o transporte, viagens,
acomodagdes, alimentacdo especial, dentre outros [30, 39-41].

O Brasil gasta hoje, entre internagao hospitalar, quimioterapia e radioterapia, em torno
de R$ 1,2 bilhdo de reais por ano, além de gastos com a prevengdo. O gasto com o cancer
dobrou nos ultimos 5 anos devido ao aumento do nimero de casos, porém sem grande

melhorias nos resultados.

2.5 Aspectos psicologicos relativos ao cancer de mama

A mama ¢ a metonimia do feminino e o seu acometimento expde as pacientes a uma
série de questdes: o seu posicionamento como mulher, atraente e feminina, ou a mae que
amamenta. O National Cancer Policy Board dos Estados Unidos, no ano de 2004, cita
algumas dessas questdes, como o medo da recorréncia, sintomas fisicos dos efeitos colaterais,
problemas relacionados ao sono, dor, alteracdes da imagem corporal, disfun¢do sexual,
ansiedade relacionada ao tratamento, pensamentos intrusivos a respeito da doenca,
sentimentos de vulnerabilidade, incluida a questdo da morte. Além disso, as pacientes
enfrentam o sofrimento da mutilagdo, receio do surgimento do linfedema e, at¢é mesmo,
sentimentos de desvalorizacao social [28, 42].

Estudos compararam a relagdo entre qualidade de vida (QV) e pacientes que sofreram
o tratamento conservador ou a mastectomia total. As pacientes que se submeteram ao

tratamento conservador evidenciaram uma melhor QV. As pacientes que sofreram
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mastectomia total se sentiam menos atraentes devido a sua aparéncia geral, a cicatriz, tinham
limitagdes no trabalho, no lazer ¢ em outras atividades do dia-a-dia. Mesmo em mulheres com
mais de 70 anos de idade, houve a perda na QV, pois elas ndo se sentiam “inteiras” e
propensas as suas atividades habituais [28].

As prioridades individuais variam com a idade e os diferentes momentos da vida,
desde modo, estudos verificaram que mulheres mais velhas apresentam melhores resultados
quanto a QV, porque essas valorizam menos a mama ¢ a feminilidade. As mulheres casadas
apresentaram melhor qualidade de vida global que as mulheres solteiras. As mulheres mais
jovens t€ém maior dificuldade de adaptagdo apds os tratamentos do cancer de mama [42].

Mulheres submetidas a terapia sist€émica, como quimioterapia, apresentam piores
niveis de qualidade de vida global, satde geral, funcdo fisica e social, devido aos graves
efeitos colaterais que essa terapia induz.

Em relacdo as classes sociais, mulheres com maior escolaridade apresentaram melhor
func¢ao fisica, emocional, menos dor ¢ sintomas na mama, em relacdo a mulheres com baixa
escolaridade. Além disso, alteragdes psicoldgicas como depressdo em pacientes de menores
condig¢des financeiras foram associadas com a preocupacdo econdomica em relagdo a qualidade
do tratamento recebido [11].

A chegada de novas terapias, equipamentos e medicamentos somados ao
envelhecimento da populacdo sdo apontados como fatores que terdo grande impacto nos
custos do tratamento do cancer nos proximos anos. Tanto para o setor publico como para o
segmento de satide privada. Um estudo baseado em dados de usuarios de um plano de satde
privado estimou que, entre 2008 e 2010, o tratamento do cancer em estagios avangados sera
quase oito vezes mais caro do que se esses mesmos pacientes tivessem detectado a doenga na
fase inicial. Para o mesmo periodo, as proje¢des indicam que os custos de tratamento serdo
sete vezes maiores do que as despesas com agdes de prevencao [24].

Devido ao alto custo dos tratamentos hoje existentes e aos problemas decorrentes
destes, como efeitos colaterais e mutilagdes, existe uma grande necessidade de busca por
medicamentos menos dispendiosos, mais eficientes e com menores efeitos colaterais.

A quimioterapia sistémica ¢ um componente integral da estratégia do tratamento de
mulheres com cancer de mama e conta com melhorias significativas na mortalidade por esta
doenca. As decisdes sobre essa terapia estdo cada vez mais complexas com o advento de
novas estratégias terapéuticas, uma crescente producdo literaria sobre a biologia molecular e
historia natural do cancer de mama, bem como avangos nas técnicas terapéuticas e deteccao

precoce. Em ultima analise, o risco-beneficio continuara a evoluir em resposta a estes avangos
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médicos ¢ em breve sera capaz de se adequar recomendacdes de tratamento a biologia
individual do cancer e as necessidades do individuo afetado.

Com o objetivo de equilibrar as vantagens e os efeitos colaterais da quimioterapia, um
medicamento com mais de 100 anos de comprovada eficiéncia e eficaz para o tratamento de
uma grande variedade de doengas estd sendo alvo de estudos. O 4cido acetilsalicilico (AAS) ¢
um dos medicamentos contra a dor mais seguros do mundo e menos dispendioso. Um sucesso
significante foi conseguido na area da quimioprevencdo com o uso da aspirina e de outras
drogas antiinflamatorias ndo esteroidais (AINEs) para prevenir neoplasia coloretal. O uso
desses medicamentos também foi associado a uma diminui¢do no risco do cancer de mama.

A melhor compreensdo do mecanismo de acdo do AAS em relagdo ao cancer e em

seus varios estagios serd discutida no capitulo seguinte.
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Capitulo 3 — Acido Acetilsalicilico:

muito além da analgesia

3.0 Introducao

Com relagdo ao desenvolvimento de farmacos, o quadro atual ¢ caracterizado pela
existéncia de tratamentos de elevado custo e indice terapéutico relativamente reduzido. Ha
diversas classes farmacologicas disponiveis de agentes quimioterapicos para tratamento do
cancer, mas nenhuma delas tem se mostrado capaz de erradicar as células cancerosas sem
afetar os tecidos normais [1].

Enquanto a epidemiologia e a prevengdo do cancer tém focado na identifica¢do e na
modificacdo dos fatores de estilo de vida que podem aumentar ou diminuir o risco de varios
canceres, recentemente a atencao tem sido centrada na quimioprevengdo, o uso de agentes
quimicos para prevenir ou inibir o processo carcinogénico. Sucesso significante foi
conseguido nesta area com o uso da aspirina e de outras drogas antiinflamatorias nao
esteroides (AINEs) para prevenir a neoplasia coloretal. O uso desses medicamentos também

tem sido associado a uma diminuic¢ao no risco do cancer de mama [2].

3.1 O acido acetilsalicilico [3-5]

Os antiinflamatorios, analgésicos e antipiréticos formam um grupo heterogéneo de
compostos que compartilham algumas ac¢des terapéuticas e efeitos colaterais. O protétipo € o
acido acetilsalicilico. Esses compostos sao frequentemente denominados de antiinflamatorios
nao-esteroides ou AINEs.

Apesar da introdu¢do de muitos farmacos novos no mercado, o acido acetilsalicilico
(AAS) continua sendo o analgésico-antipirético e antiinflamatério mais amplamente
prescrito, constituindo o padrio para a comparagdo e avaliagio de outros medicamentos. E o
ingrediente ativo em mais de 50 medicacdes sendo um dos medicamentos contra a dor mais
seguros do mundo e menos dispendioso, com mais de 100 anos de comprovada eficiéncia e
eficaz para o tratamento uma grande variedade de doencas. Nos EUA, sdo consumidas
quantidades enormes desse medicamento e algumas estimativas calculam que a quantidade
alcance 10.000 a 20.000 toneladas por ano.

Quando administrado por via oral, o AAS ¢ rapidamente absorvido pelo estomago e

parte superior do intestino delgado. O nivel maximo ¢ alcangado em cerca de 1 h, seguido de
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declinio gradual. A meia-vida plasmatica do AAS ¢ de cerca de 15 minutos; a do salicilato é
de 2-3 h em doses baixas e cerca de 12 h nas doses antiinflamatorias convencionais.

Apos sua absor¢do, o AAS distribui-se pela maioria dos tecidos do corpo e liquidos
transcelulares, por meio de processos passivos que dependem do pH. O AAS acetila a
albumina humana in vivo por uma rea¢do com o grupo €-amino da lisina. Os hormdnios, o
DNA, a hemoglobina e outras proteinas também sao acetiladas. O AAS sofre hidrélise a
acido salicilico no plasma, no figado e nos eritrocitos.

A biotransformagdo do AAS ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico e nas
mitocondrias do figado. Os trés produtos principais s3o o acido salicilurico, o éter ou
glicuronideo fenolico e o éster ou acilglicuronideo. Uma pequena fragao ¢ oxidada em acido
gentisico, entre outros.

O AAS ¢ excretado na urina sob a forma de acido salicilico livre (10%), acido
salicilurico (75%), glicuronideo fenodlico salicilico (10%), acilglicuronideo salicilico (5%) e

acido gentisico (<1%).

3.2 A historia do AAS

A histéria do AAS teve inicio no século V a.C. com Hipdcerates (Figura 3.1), o pai da
medicina moderna, que prescrevia preparacdes com cascas e folhas do salgueiro para o
tratamento de febres e para aliviar as dores do parto. Dioscérides, um dos mais notaveis
médicos da Antiguidade, que viveu na Grécia no século I da era crista, receitava emplastros

feitos com cascas e folhas do salgueiro para o tratamento de dores reumaticas [6].

Figura 3.1: Hipdcrates, o pai da medicina moderna [6].
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Na Inglaterra, em 1757, o reverendo Edmund Stone provou o sabor amargo das cascas
do salgueiro. Seis anos mais tarde, os resultados de suas observacdes clinicas mostraram as
propriedades analgésicas e antipiréticas do extrato daquela planta [3, 7].

A salicilina (Figura 5.2), principio ativo do salgueiro branco, foi isolada pela primeira
vez em 1829 pelo farmacéutico francés Louis Hector Leroux [6]. A salicilina era um
glicosideo amargo com efeito antipirético que, quando submetida a hidrolise, produzia glicose
e alcool salicilico. Este pode ser convertido em &cido salicilico por oxidagdo no organismo
humano ou in vitro por manipulagdo quimica. As propriedades anti-reumaticas da salicilina

assemelham-se muito as do acido salicilico (Figura 3.2) [3, 6].

CHoOH
SIS OH COOH COOH
0 2l OH DMW;
HO I

{0 2 3)
Figura 3.2: (1) Salicilina, (2) Acido Salicilico e (3) Acido Acetilsalicilico [6].

Em 1838, o quimico italiano Raffaele Piria purificou a salicilina e obteve, por
hidrolise e oxidacao, o acido livre [6]. Em 1859, o célebre quimico alemao Hermann Kolbe e
seus alunos sintetizaram o acido salicilico (Figura 3.3) e seu sal sddico a partir do fenol, pela

reacdo entre o fendxido de sodio e o didxido de carbono.

OMa O3 OH ” OH
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Figura 3.3: Tlustrag@o da sintese de Kolbe para producao do acido salicilico [6].

Em 1874, Friedrich von Heyden, um dos alunos de Kolbe, em Dresden, Alemanha,
estabeleceu a primeira grande fabrica destinada a producdo em larga escala de salicilatos
sintéticos.

Em um dos laboratérios da Bayer, no ano de 1897, Felix Hoffman realizou a sintese

do acido acetilsalicilico. O novo medicamento era menos acido que o acido salicilico, mas
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mantinha a propriedade analgésica desejada [6, 7]. O acido acetilsalicilico foi obtido a partir
da esterificacdo do acido salicilico com anidrido acético em presenca do acido sulfurico que

atua como catalisador (Figura 3.4) [8].
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Figura 3.4: Reagédo quimica que leva a produgdo de AAS [8].

As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratorios de pesquisa da Bayer a
langarem o AAS no mercado para competir com os salicilatos naturais, o que ocorreu a partir
de 1897 sob o nome de Aspirina® [7]. Aspirina deriva de: A de acetil e spirina de "spiric
acid", o outro nome em inglés pelo qual era também conhecido o 4cido salicilico. "Spiric" por
sua vez tem origem em Spiraea, género ao qual pertence a Salix alba, planta de onde foi
isolada a salicilina. Desde entdo, a medicina passou a dispor da aspirina como uma das mais
potentes armas de seu arsenal terapéutico [6].

Apds mais de 100 anos de sua descoberta, o0 AAS continua sendo alvo de intimeras
pesquisas sobre sua aplicagdo terapéutica como analgésico e antiinflamatdrio, atuando no
controle da febre, na artrite reumatoide e na inibigdo da agregacdo plaquetaria [7], além de

diversos estudos sobre a quimiopreven¢ao do cancer coloretal e de diversos outros canceres.

3.3 Mecanismos de acdo do AAS

O processo inflamatério envolve uma série de eventos que podem ser desencadeados
por numerosos estimulos tais como agentes infecciosos, isquemia, interagdes antigeno-
anticorpo e lesdo térmica ou por agentes fisicos. Cada tipo de estimulo provoca um padrao de
resposta.

Viérias citocinas diferentes desempenham um papel essencial na coordenagdo do
processo inflamatdrio, especialmente a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
(FNT). A IL-1 e o TNF sao derivados de células mononucleares e macrofagos e induzem a

expressao de genes que promovem a sintese de proteinas para os eventos inflamatorios. A IL-
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1 e o FNT provocam muitas respostas pro-inflamatdrias, como inducao de febre, sono e
anorexia, inducao das enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase, ativacdo das células B, células
T, e células destruidoras naturais e producdo de outras citocinas. Também aumentam a
expressao de muitos tipos de genes, provavelmente em parte pela ativacdo de fatores de
transcricdo, como NF-kB ¢ AP-1. As células B sdao linfocitos com func¢ao de defesa
imunoldgica contra virus, bactérias e fungos, principalmente através da producdo e liberagdao
de citocinas. As células T, que também sdo linfocitos, apresentam fungdes de apresentagao
de antigenos e produgdo de anticorpos [3].

O 4cido araquidonico, um 4cido graxo poliinsaturado de 20 de carbonos, cuja formula
quimica ¢ Cy0H3,0,, ¢ o precursor para a sintese das prostaglandinas. A fosfolipase A2

catalisa a hidroélise de fosfolipidios para produzir o 4cido araquiddnico livre (Figura 3.5) [4].

Fosfolipidio membrana
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Figura 3.5: Sintese de prostaglandina via acido araquidonico. Adaptado de [4].

A primeira enzima envolvida na via da sintese das prostaglandinas ¢ a prostaglandina
endoperoxido-sintetase ou ciclooxigenase. Essa enzima converte o acido araquidonico nos

intermediarios instaveis PGG; e PGH,. Existem duas formas de ciclooxigenase, denominadas
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ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 ¢ uma isoforma
constitutiva encontrada na maioria das células e tecidos normais, sendo constitutivamente
expressa no estdmago; enquanto que a COX-2 ¢ induzida em condi¢des de inflamagdo por
citocinas ¢ mediadores da inflamagdo. Entretanto, a COX-2 também ¢ constitutivamente
expressa em determinadas areas do rim e do cérebro [9-12].

O AAS inibe a enzima ciclooxigenase (Figura 3.6), e, desta forma, a sintese de
prostaglandinas. O AAS modifica de modo covalente a COX-1 e a COX-2, resultando numa
inibicdo irreversivel da atividade destas enzimas. A duracdo dos efeitos do AAS esta
relacionada com a taxa de renovacao das ciclooxigenases nos diferentes tecidos-alvo.

Na estrutura da COX-1, o AAS acetila a serina 530, impedindo a ligagao do acido
araquidonico ao local ativo da enzima e a capacidade da enzima de sintetizar prostaglandinas.
Na COX-2, o AAS acetila uma serina homdloga na posicdo 516. Embora a modificagdo
covalente da COX-2 pelo AAS também bloqueie a atividade de ciclooxigenase dessa
isoforma, uma propriedade interessante da COX-2, nao compartilhada pela COX-1, ¢ que sua
forma acetilada passa a sintetizar o acido 15 (R)-hidroxieicosatetraendico (15(R)-HETE). E
interessante assinalar que esse produto induzido pelo AAS pode sofrer metabolismo
transcelular pela enzima 5-lipooxigenase, produzindo 15-epilipoxina A4, que exerce potentes

acoOes antiinflamatoérias e pode potencializar a a¢ao antiinflamatéria do AAS.
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Figura 3.6: Esquema simplificado da a¢do do AAS sobre as isoformas da COX.
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3.4 Efeitos terapéuticos do AAS [2-4]

O AAS ¢ antipirético, analgésico e antiinflamatério. Em geral, o AAS proporciona
apenas alivio sintomatico da dor e da inflamacdo associadas a doenga e ndo interrompem a
progressdo da lesdo patologica do tecido. O efeito analgésico decorre da inibi¢do da sintese
de prostaglandinas E, (PGE;). A febre resulta de uma maior formacdo de citocinas (IL-1f3,
IL-6, TNF-a), que aumentam a sintese de PGE,, que por sua vez, estimula o hipotalamo a
elevar a temperatura corporal. O AAS suprime essa resposta ao inibir a sintese de PGE;.

O AAS se acumula nos locais de inflamacdo, o que representa uma propriedade
farmacocinética interessante para farmacos usados como antiinflamatoérios.

Uma nova e importante area de aplicagdo dos AINEs consiste na prevencao do cancer
de colo. Os estudos epidemiologicos realizados sugeriram que o uso frequente de AAS esta
associado a uma notavel reducio de 50% na incidéncia do cancer de colo. E interessante
assinalar que essa reducdo foi observada com a ingestdo de apenas 4-6 comprimidos de 325
mg/semana. Evidéncias sugerem que o efeito dos AINEs sobre o cancer de colo ¢ mediado
pela inibicao da COX-2, que sofre notdvel superexpressao nesse tipo de tumor.

Existe um nimero de estudos ao longo dos ultimos 30 anos associando o uso de
AINEs e uma incidéncia reduzida de cancer, incluindo o cancer de mama. Estudos de caso-
controle encontraram um risco reduzido de pelo menos 20% a 40% no risco de desenvolver o
cancer de mama associado com a utilizacao de qualquer AINEs trés vezes ou mais por semana

durante, pelo menos, um ano.

3.5 Efeitos colaterais da terapia com AAS [3]

O efeito colateral mais comum consiste numa tendéncia a induzir ulceragdo gastrica
ou intestinal. A lesdo e o sangramento estdo relacionados com a inibicao da biossintese de
prostaglandinas géstricas, especialmente PGI, e PGE; que atuam como citoprotetores da
mucosa gastrica.

Outros efeitos colaterais desses farmacos que resultam no bloqueio da sintese de
prostaglandinas e do tromboxano A, incluem distarbios da funcdo plaquetaria. As plaquetas
perdem a capacidade de agregacdo e formacdo de trombos. Entretanto, os efeitos sobre a
atividade das ciclooxigenases exigem a producdo de novas plaquetas, pois estas células sao
incapazes de regenerar suas fungdes. Esse efeito colateral tem sido explorado no tratamento

profilatico dos distarbios tromboembolicos.



Capitulo 3 — Acido Acetilsalicilico: muito além da analgesia 58

3.6 O AAS e o cancer de mama

A tendéncia atual na terapéutica do cancer baseia-se em um projeto de marcador
molecular derivado de estudos pré-clinicos in vitro e in vivo. Os estudos in vitro
demonstraram o possivel papel dos inibidores de COX como um agente linico para prevenir a
ocorréncia de tumores. Em contrapartida, varios estudos epidemiologicos concebidos para
outros fins mostraram indicios que inibidores da COX ou AINEs, como a aspirina, podem ter
uma influéncia benéfica na diminuicdo do desenvolvimento e crescimento de tumores
malignos [13].

Uma das mais promissoras abordagens para reduzir o risco de cancer é a
quimioprevencao. Quimioprevengdo ¢ a tentativa de usar compostos nao-tdxicos naturais e
sintéticos ou suas misturas para intervir nos estagios precoces da carcinogénese, antes de
caracteristicas invasivas se manifestarem. A inflamagao cronica ¢ considerada promotora do
desenvolvimento do tumor por varios mecanismos. Dessa forma, os AINEs demonstraram
inibir a transformagao maligna em varios modelos animais e culturas celulares [9].

O carcinoma de mama afeta cerca de uma em cada 12 mulheres, e ¢ a principal causa
de morte em mulheres entre as idades de 40 e 50 anos. Estudos de cancer de mama indicaram
uma ligagdo entre a patogénese da doenca e a expressao das ciclooxigenases, particularmente

a COX-2 no tecido maligno [10].

3.6.1 COX-2: mecanismos relacionados ao cancer

Como ja discutido anteriormente, as isoformas da enzima COX fazem parte do
complexo de enzimas prostaglandina sintetase, que desempenham um papel fundamental na
conversao do 4cido araquidonico em prostaglandina G2 (PGG2).

O gene da COX-1 ¢ expresso a um nivel constante durante todo o ciclo celular, e por
quase todos os tecidos, embora ndo em todas as células de um tecido. Em contrapartida, o
gene da COX-2 ¢ um gene de inicio imediato. A enzima COX-2 ¢ induzida rapidamente em
resposta a varios estimulos inflamatérios e mitogénicos. Os fatores de crescimento (VEGF,
PDGF), citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-2, FNT), endotoxina bacteriana, promotores
tumorais ¢ a radiacdo UVB sdo todos estimuladores da expressdo da COX-2. A COX-2 ¢
indetectavel na maioria dos tecidos normais, exceto para o sistema nervoso central, rins,
vesiculas seminais e traquéia. A COX-2 ¢é expressa por células que medeiam a inflamacao,
como macrofagos, mondcitos e sinoviocitos. A enzima foi reconhecida como a principal
isoforma responsavel pela sintese de prostandides envolvidos em processos patologicos,

particularmente aqueles relacionados com os estados inflamatorios agudos e cronicos.
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Também pode resultar da ativagao da via MAPK (proteina quinase ativada pela mitogénese)
[10, 11, 13].
A COX-2 esta relacionada com a formagao de substancias cancerigenas, promogao do

crescimento tumoral, inibicdo da apoptose, desenvolvimento da angiogénese e de processos

Proliferagao
Anti-
apoptose

Vigilancia

metastaticos (Figura 3.7) [13].

Metastase

Displasia

Hiperplasia
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Figura 3.7: Representacdo esquematica dos papéis da COX-2 na carcinogénese. Adaptado de [9].

A atividade peroxidase da COX pode converter agentes pré-cancerigenos em agentes
cancerigenos e, assim, iniciar a formacao do tumor. Quantidades substanciais de xenobioticos
(compostos organicos naturais ndo-humanos) podem ser co-oxidados em mutagénicos pela
atividade peroxidase da COX. Esta reacdo pode ser relevante a regides de 6rgdos que sdo
expostas a agentes cancerigenos do tabaco, como pulmado, cavidade oral e bexiga. Do mesmo
modo, estrogenos demonstram transformacao e atividade genotoxica.

Além disso, o proprio metabolismo do 4cido araquidonico produz agentes
mutagénicos. Alguns subprodutos da oxidacao do acido araquidonico, como malonaldialdeido
sdo altamente reativos quimicamente e formam adutos com o DNA.

Liu et al., em 2001, foram os primeiros a descrever a tumorigénese induzida pela
superexpressdo da COX-2. No estudo, observaram hiperplasia e carcinoma nas células
epiteliais da glandula mamaria associadas a uma forte expressdo da COX-2 com niveis
aumentados de PGE2. Este estudo € o inico que tem estabelecido um papel claro para a COX-

2 na iniciagao do tumor [14].
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O papel na promogao do tumor pela COX-2 ¢ mais fortemente apoiado por estudos
prévios em modelos de tumor coloretal. Oshima et al. (1996) descreveram uma redugdo do
nimero e tamanho de pdlipos no colon de ratos através da inibigdo da COX-2 [15].

Estudos demonstraram que a concentragdo de PGE2 foi aumentada em células com
superexpressdo a COX-2, e ¢ considerada como o mais importante efetor da COX-2. Sabe-se
que, inativando alguns receptores da PGE2, reproduz-se os efeitos da inativagao da COX-2. A
PGE2 pode promover carcinogénese, invasao e metastases, assim como angiogénese tumoral.
A exposi¢do a PGE2 aumenta a taxa de formagao de coldnia pelas células do cancer de célon,
mas apenas em linhagens celulares que expressam a COX-2 [13].

A diminuicao da taxa de apoptose tem sido largamente observada em lesdes pré-
malignas e malignas. Assim, diversos estudos experimentais demonstraram uma correlacio
positiva entre a expressdo da COX-2 e inibi¢ao da apoptose.

Células epiteliais intestinais de ratos projetadas para superexpressar COX-2 mostraram
aumento na quantidade da proteina antiapoptética Bcl-2 e foram resistentes a apoptose
estimulada [13]. No entanto, tratamento com os AINEs foram capazes de inverter esta
resisténcia a apoptose. Células com alteragdes no fenotipo, como superexpressao da COX-2,
podem aumentar o potencial tumorigénico das células epiteliais intestinais, criando resisténcia
a apoptose.

Estudos afirmam que os quimiopreventivos inibidores da COX-2 aumentam a
susceptibilidade de células cancerosas para apoptose. Este estudo foi o primeiro a revelar o
envolvimento direto de salicilatos na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
morte celular. Indicando um novo mecanismo para AINEs com consequente producao de
ROS em células cancerosas gastrointestinais, que resultaram no desencadeamento da
apoptose.

A superexpressao de Bcl-2 ou Bel-xL suprime a produgdo de ROS, em conseqiiéncia,
protege as células da morte induzida. Estudos ainda afirmaram que células de cancer de colon
que expressavam diferentes niveis de COX-2 também produziram ROS e sofreram apoptose
em resposta a um AINE [11].

E fato conhecido na literatura que as espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser
produzidas por células inflamatorias. Estudos nas duas ultimas décadas tém demonstrado que
ROS sdo capazes de causar danos oxidativos ao DNA e sinalizagdo celular desregulada, que
pode vir a conduzir a carcinogénese. Assim sendo, a aspirina pode proteger contra a

carcinogénese através da inibi¢ao de ROS [16].
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O crescimento dos tumores soélidos e a formagao de metastases dependem da geracao
de novos vasos sanguineos. As células tumorais produzem dezenas de fatores que garantem o
crescimento dos vasos sanguineos. Recentes evidéncias sugerem um papel da COX no
processo de angiogénese. Usando um modelo de angiogénese de cornea, celecoxib (AINEs)
provocou uma reducao do niumero ¢ comprimento dos capilares em desenvolvimento [13].

Em um estudo recente, niveis de PG e densidade microvascular foram medidos para
determinar o papel da expressao de COX-2 em 42 pacientes com adenocarcinoma gastrico
primario [13]. Os tumores que superexpressavam COX-2 mostraram significativamente
elevados niveis de PGE2 nos tecidos cancerigenos ¢ uma maior densidade microvascular.
Estes dados indicam que COX-2 e PGs derivadas de COX-2 podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento do cancer através do mecanismo de estimulo da célula
tumoral ao crescimento e neovascularizacdo. Também existe evidéncia que COX-2 esta
envolvida na produgdo de fatores pro-angiogénicos, como VEGF, bFGF, PDGF e endotelina
[10].

Uma questdo importante na progressdo dos tumores ¢ a capacidade das células em
invadir tecidos localmente e difundir a locais distantes do tumor de origem. A degradacao da
matriz extracelular ¢ a mobilidade celular sdo essenciais neste processo. Matrizes de
metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas de degradacdo da matriz extracelular. Sua expressao
estd associada a invasdo das células tumorais na membrana basal e estroma, penetracdo dos
vasos sanguineos e metastase. Foi demonstrado que a COX-2 induz a expressdo de MMP nas
células cancerosas do célon humano e, por isso, promove metastase. Além disso, a inibi¢do da
COX-2 em tumor da préstata humana resultou em uma diminui¢do da secrecdo MMP-2 e
MMP-9 [13].

Existe uma relacdo entre as alteragdes das propriedades da aderéncia das células
cancerosas e superexpressdo de COX-2. A COX-2 aumenta a aderéncia das células tumorais a
matriz extracelular pela diminuicdo da expressdo de E-Caderina que assegura a aderéncia
célula-célula. Consistente com estes achados in vitro, inibidores seletivos da COX-2 tém sido
utilizados para inibir a metastase em animais [13].

O crescimento tumoral estd associado a supressdo imune. Macrofagos sdo ativados e
produzem PGE2 que, por sua vez, inibem a producdo de citocinas reguladoras, a proliferacao
de linfocitos B e T e diminuem a atividade citotoxica de células natural killer (células NK)

[13].
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Assim, estes resultados identificam a superexpressao da COX-2 como um evento
precoce na carcinogénese. Um aumento nas citocinas relacionadas com a inflamagdo induz a
expressdo de COX-2 que pode estimular a produgdo de prostaglandinas.

Considerando a ligagdo entre apoptose, angiogénese, invasdo, metastase e COX-2 e
prostaglandinas, uma ligacao de causa e efeito entre inflamagao cronica e carcinogénese pode
ser sugerida. Quanto mais avangado o tumor se torna no que diz respeito ao estagio e grau,
maior serd o nivel da producao de COX-2 [10].

No que diz respeito aos eventos que estimulam a superexpressao de COX-2, o
ambiente quimico estabelecido pela malignidade compreende um O6timo meio para a
transcricdo do gene. Este ambiente contém oncogenes desregulados, citocinas, fatores de
crescimento, hormdnios, todos os quais causam induc¢do da expressdo de COX-2. A perda da
funcdo de genes supressores tumorais também pode ser uma explicacdo para a superexpressao
de COX-2. Estudos demonstraram que a linhagem celular de fibroblastos de ratos produzidos
para expressar p5S3 exibem uma grande redugdo na atividade do promotor de COX-2

comparadas as células com perda constitutiva da expressao de p53 [10].

3.6.2 Expressdo da COX-2 em tumores solidos humanos e lesdes pré-malignas

As primeiras pistas que os AINEs poderiam reduzir o risco de cancer vieram de
observagdes clinicas e grandes pesquisas de base populacional, em doentes de cancer coloretal
que tomaram aspirina ou outros AINEs durante um longo periodo de tempo para outros fins.
Mais tarde, grandes estudos observacionais e prospectivos demonstraram uma reducdo do
risco de cancer coloretal em 40-50% em pacientes com longo tempo de ingestdo de AINEs
(10-15 anos) [9, 13].

Virios estudos de caso-controle mostraram um efeito protetor do uso de AINEs contra
canceres epiteliais extra-colonicos, como esofagico, gastrico e cancer de mama. Um estudo
caso-controle com base para medir a taxa de cancer de mama invasivo em relagdao ao uso de
AINEs mostrou uma significativa reducdo do risco de apresentar um tumor grande ou
metastases apos exposicao a AINEs 2-5 e 6-10 anos anteriores ao diagndstico [13].

A expressao de COX-2 tem sido observada em células cancerosas, mas também em
macrofagos ou outras células nao-cancerosas na area do tumor. De fato, a inflamagdo ¢
considerada um possivel iniciador de cancer, mas ndo ¢ requerida para promover o seu
crescimento [13].

A expressaio de COX-2 em canceres so6lidos humanos ndo estd confinada ao

componente epitelial do tumor. A neovasculatura associada aos tumores também demonstram
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coloragao de COX-2 por métodos imunohistoquimicos. Os efeitos de inibidores especificos da
COX-2 foram testados em modelos de angiogénese em animais e demonstrou causar inibi¢ao
da resposta angiogénica em angiogénese FGF induzida em ratos. Além dos efeitos

angiogénicos, a expressdo de COX-2 demonstrou efeitos sobre a apoptose [4].

3.6.3 COX-2 e o cancer de mama: uma evidéncia molecular

As consequéncias da superexpressdo de COX-2 incluem aumento da producdo de
prostaglandinas (PGs) e fator angiogénico e uma transcricdo continua do gene COX-2. As
prostaglandinas exercem um papel importante em uma variedade de processos fisioldgicos
por agirem em hormonios locais. Elas possuem meia-vida curta, frequentemente alguns
minutos, e podem alterar a atividade das células que as produziram ou das células adjacentes.

Ha uma clara evidéncia de ligacdo entre altos niveis de prostaglandinas e cancer. Essas
moléculas estimulam a proliferagdo celular, e em particular, induzem a mitogénese de células
epiteliais mamarias [10].

Muitos tumores humanos produzem mais PGs que os tecidos normais, de onde sdo
provenientes. Acredita-se que as PGs sdo importantes na patogénese do cancer devido aos
seus efeitos sobre a proliferagcdo celular, angiogénese, vigilancia imune e apoptose. A hipotese
que PGs contribuem para carcinogénese estd apoiada por conclusdes epidemioldgicas e
experimentais onde inibidores de COX, incluindo os AINEs, protegem contra uma variedade
de tumores. O dado mais especifico que apoia uma conexao de causa-efeito entre COX-2 e
tumorigénese vem de estudos genéticos. Ratos transgénicos, frutos da engenharia genética,
superexpressam o gene para COX-2 humanos em glandulas mamarias desenvolvendo
hiperplasia focal de glandula mamadria, displasia e tumores metastaticos. Estes achados sdo
consistentes com a idéia de que a elevada expressao da COX-2, sob certas condic¢des, pode
facilitar a formagao do tumor [9].

A produgdo de prostaglandinas ¢ maior em lesdes associadas com a presenga de
células neoplédsicas em tumores linfaticos, vasos sanguineos e nodos axilares. Niveis de
prostaglandinas parecem ser grandes em locais de metastases nodais comparados com areas
de tumor primario, e sdo elevadas em tumores de grau moderado-alto. Notavelmente, tumores
com receptores negativos para esterdides podem produzir mais prostaglandinas que lesdes que
expressam receptores de esterdides. Também pode haver uma relacdo entre idade, inicio da
menopausa e producao de prostaglandina pela mama.

As prostaglandinas s3o susceptiveis em aumentar a sintese local de estrogénio na

mama [10]. O gene aromatase (CYP19) ¢ responsavel pela sintese de estrogénio, dentre eles o



Capitulo 3 — Acido Acetilsalicilico: muito além da analgesia 64

estradiol, que ¢ o mais potente estrogénio endogeno [10, 17]. Os niveis mais elevados da
enzima aromatase estdo presentes nos ovarios de mulheres na pré-menopausa, na placenta de
mulheres gravidas e nos tecidos adiposos periféricos dos homens e das mulheres na pods-
menopausa. A atividade da aromatase também foi demonstrada no tecido mamario in vitro.
Além disso, a expressdo da aromatase ¢ maior na mama ou nas proximidades dos sitios
tumorais.

A regulagdo da aromatase em varios tecidos ¢ complexa e vdarias regides promotoras
de tecidos especificos foram identificadas no gene CYP19. O promotor PII ¢ encontrado no
ovario e nos tecidos do cancer de mama. O promotor PI.4 ¢ o responsavel por glicocorticoides
e citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-a [16]. A expressdo do gene do promotor PII conduz a
um aumento de trés a quatro vezes na expressao da aromatase. A prostaglandina E2 (PGE2)
causa comutacdo do promotor de P1.4 para PII em células do estroma adiposo, ¢ capaz de
aumentar a atividade da aromatase, ¢ ¢ o mais potente fator estimulante da expressdo da
aromatase via promotor PII [10].

Os promotores especificos detectados nos tecidos malignos estdo sob o controle do
AMP ciclico (AMPc). Assim, o conceito do promotor interrompido entre tecidos mamarios
normais e malignos foi desenvolvido (Figura 3.8) [4].

A PGE2, sintetizada por muitos carcinomas, ¢ um conhecido estimulante do AMPc em
células do cancer de mama. Um estudo de 23 tumores mamarios humanos constatou uma
correlagdo positiva significativa entre COX-2 e a aromatase. Além da PGE2, as citocinas,
como a IL-6 ou o TNF também podem regular a atividade da aromatase [4].

As prostaglandinas PGE2 aumentam os niveis intracelulares de AMPc e estimulam a
biossintese de estrogénio. Este mecanismo bioquimico pode explicar observagdes
epidemiologicas dos efeitos benéficos dos AINEs sobre o cancer de mama. Estudos realizados
em 20 espécimes de cancer de mama humanos e em 5 amostras de tecido mamario normal
como controle sugerem uma relagdo entre expressao do gene CYP19 e expressdo dos genes
das COX [17].

Estudos tém demonstrado que os AINEs e os inibidores seletivos de COX-1 e COX-2
produzem diminuicdes dose-dependentes na atividade da aromatase em tecidos do cancer de
mama e o efeito dos inibidores da COX na expressdo da aromatase ocorre através da

supressao dos promotores especificos do tecido P1.3, P1.4 e PII [17].
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Figura 3.8: Regulacdo transcricional da aromatase via COX-2 [4].

Entretanto, outros estudos mostraram que os efeitos supressivos tumorais dos AINEs
ndo estdo relacionados a uma redugdo nos niveis de prostaglandinas, mas devem-se a elevacao
dos niveis de acido araquidonico (AA). Um aumento dramatico nos niveis de AA estimula a
producdo de ceramida, conhecido como um mediador da apoptose [18].

O p53, um dos principais genes supressores tumorais envolvidos no controle da
progressdo do ciclo celular, integridade do DNA e sobrevivéncia da célula, parece também
estar envolvido na regulacao da expressao da COX-2. Um tipo-selvagem, mas nao uma forma
mutante de p53 reprimiu a transcri¢do do gene da COX-2. Tumores gastricos humanos com
muta¢do do p53 exibiram um nivel mais elevado de expressdo da COX-2 quando comparados
com tumores sem mutagao do p53.

Investigacdes ao longo dos ultimos anos mostrou que NF-kB (fator nuclear kB) ¢ um
fator de transcri¢do indutivel responsavel por regular a expressdo de genes envolvidos na

sobrevivéncia da célula, adesdo celular, inflamagao, diferenciagao ¢ crescimento. Na maioria
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das células latentes, NF-kB estd retido no citoplasma por ligacdo a uma das proteinas
inibitorias IkB. O NF-kB ¢ ativado em resposta a uma ampla variedade de estimulos que
promovem a dissociagcdo do inibidor IkB. Evidéncias indicam que NF-kB desempenha um
papel central na resposta inflamatoria em geral, bem como nas respostas imunes. A regido
promotora da COX-2 contém dois sitios de ligagdo NF-kB. Assim, a NF-kB demonstrou ser
regulador positivo da expressao da COX-2 em macréfagos murinos [9].

A via sinalizadora NF-kB também foi identificada como um alvo para os efeitos
antitumorais da aspirina e AINEs relacionados. Neste caso, aspirina induz ativagao do NF-kB,
que ¢ necessario para a sua atividade antitumoral [11]. Entretanto, um outro estudo afirmou

que a aspirina inibiu a ativagdo da NF-kB e as subsequentes respostas inflamatorias [16].

3.6.4 O papel da COX-2 no cancer de mama

Estudos encontraram evidencia imunohistoquimica da expressdo de COX-2 em 56%
de um grupo de tumores de mama, que incluiam carcinoma ductal in situ (DCIS), carcinoma
ductal invasivo e carcinoma lobular invasivo (n=30). E mais provavel DCIS expressar COX-2
que o carcinoma invasivo, e caracteristicas pobremente diferenciadas foram associados com
baixa expressdo da COX-2. Oitenta por cento das lesdes DCIS expressam fortemente COX-2,
independentemente do grau da lesdo. Este estudo foi o primeiro a revelar a expressdo de
COX-2 em DCIS, sugerindo que a indugdo da COX-2 poderia representar um evento precoce
na evolucao de uma lesdo invasiva. Apoiando isto, a expressdo de COX-2 estava claramente
presente em lesdes pré-cancerigenas [10].

Parrett et al. (1997), encontraram a expressdo de COX-2 em 100% dos canceres de
mama estudados (n=13), com nenhuma expressdo de COX-2 detectdvel em tecidos normais
de mama [19]. Singh-Ranger e Mokbel (2002) ainda observaram uma associagao significativa
entre COX-2 e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) mRNA [10].

A técnica de imunohistoquimica foi utilizada para analisar a expressdo da proteina de
COX-2 em 1567 canceres de mama invasivos. Uma elevada expressdo foi observada em
37,4% dos tumores, ¢ foi significativamente associada a uma desfavoravel sobrevida livre de
doenca, tumores de grandes dimensdes, alto grau histologico, status negativo de receptor de
hormdnio, uma elevada taxa de proliferagdo e alta expressao de p53 [20].

Em um estudo citado por Davies (2003) demonstrou-se que das 21 espécies de
tumores mamarios humanos, todas elas apresentaram expressao detectavel e heterogénea do
gene da COX-2. Estudos anteriores demonstraram uma relagao entre niveis de prostaglandina

tecidual em tumores mamadrios humanos, baixa sobrevivéncia pos-operatoria e
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desenvolvimento de metastases. Estudos clinicos associaram altas concentragoes de PGE2
com elevado potencial metastatico e uma falta de receptores estrogénios e progesterona [4].

Entretanto, alguns estudos relataram uma fraca expressdo de COX-2 em céncer de
mama. No maior estudo realizado, a expressao de COX-2 foi observada em apenas 8 de 46
amostras estudadas. A hipdtese era que a produgdo de prostaglandina poderia ser devido a
superexpressao de COX-1 nas células do cancer de mama. Por outro lado, o desenvolvimento
de angiogénese e metastase dos linfonodos demonstraram ser mais frequentes em tumores que
expressavam a COX-2 e PGE2 [11].

A Tabela 3.1 resume os niveis da COX-2 na expressao do cancer de mama invasivo,
DCIS e epitélio normal da mama. A alta frequéncia de expressao de COX-2 foi observada em
células epiteliais de adenocarcinomas mamarios e em areas adjacentes aos DCIS. Além disso,
a maior freqiiéncia de COX-2 em DCIS versus cancer de mama invasivo sugere que a
regulacdo da COX-2 é um acontecimento relativamente precoce na carcinogénese mamaria.
Os autores concluiram que a expressdo continuada de COX-2 poderd se tornar menos

importante apos a ocorréncia de um tumor invasivo [10].

Tabela 3.1: A expressdo de COX-2 foi determinada considerando o produto da intensidade da coloragéo e a

porcentagem de células tumorais [10].

Nivel da expressao citoplasmica de COX-2 por imunohistoquimica em tecidos

de mama humanos

Cancer invasivo Carcinoma ductal in situ Epitélio normal
Negativas (57%) negativas (37%) negativas (19%)
Positivo (43%) positivas (63%) positivas (81%)

Grudzinski et al.(2006) [21] avaliaram a expressdo da COX-2 em 72 pacientes com
carcinoma ductal invasivo de mama, dentre elas, cinquenta e uma pacientes tiveram expressao
positiva para a COX-2 (71%). Do total de 15 pacientes com recidiva local, 13 apresentaram a
expressao da COX-2 no tumor. Concluiram entdo que a expressdo positiva da COX-2 em
linfonodos axilares com ou sem metastase parece ser um fator progndstico independente para

sobrevida livre de doenca.

3.6.5 Inibicdo da COX-2 no cancer de mama
Uma grande quantidade de dados ja existe atualmente apoiando a capacidade de

inibidores da COX para prevenir o desenvolvimento de tumores de mama em modelos
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animais. A maioria tem mostrado que a inibicdo de COX-1 e 2 e a inibi¢ao seletiva da COX-2
podem reduzir a incidéncia e multiplicidade do tumor. O tratamento do cancer de mama
estabelecido com inibidores da COX-2 demonstrou ser bem sucedido no modelo de ratos.
Ratos com tumores palpaveis posteriormente alimentados com uma dieta contendo os
inibidores seletivos da COX-2 (Celecoxib) apresentaram uma redugao no volume tumoral.

Os inibidores da COX poderiam ser usados em mulheres com um alto risco para
desenvolver o cancer de mama. Isso pode incluir mulheres com uma forte histéria de doenga
familiar, aquelas com um alto risco devido a exposi¢ao a agentes conhecidos promotores de
cancer, como por exemplo, a terapia de reposi¢ao hormonal, e pacientes com um risco muito
elevado (carregadores dos genes BRCA1 e BRCA2).

Outro papel potencial para inibidores de COX seria no tratamento de pacientes com
lesdes pré-malignas, precocemente malignas ou mesmo tratadas cirurgicamente. Neste caso,
estudos experimentais ja sugeriram que certos subtipos de tumores podem ser mais ou menos
propensos a expressao de COX-2. Isto podera significar que os pacientes cujos tumores
mostram muita expressividade de COX-2 se beneficiariam de AINEs [10].

Modelos in vitro com a combinacdo de AINEs e quimioterapicos convencionais
tétm mostrado efeitos sinérgicos sobre o crescimento e desenvolvimento tumoral.
Combinag¢des de um inibidor da COX com agentes quimioterapicos como a cisplatina e
ciclofosfamida resultaram em atraso no crescimento do tumor ¢ uma diminui¢cao do niimero
de metastases pulmonares [13].

As combinagdes de AINEs com radioterapia também revelaram um efeito sinérgico no
crescimento e desenvolvimento do tumor in vitro. Estudos tém utilizado modelos animais
com sarcoma ¢ receberam irradiagdo com ou sem SC-236, um inibidor seletivo da COX-2. A
droga inibiu o crescimento tumoral e reforcou o efeito de radioterapia, sem afetar a resposta
do tecido normal a radiagdo. Inibidores seletivos da COX-2 potencializam o efeito da radiacio
em tumores que expressam COX-2, mas nao sobre tumores sem COX-2 [13].

Kima, et al. (2003) trataram células de cancer de colo de utero com varias
concentragdes de aspirina durante 48 horas e encontraram sinais apoptdticos apds o uso desse
medicamento. Também sugeriram que a aspirina poderia eliminar a capacidade das células
cancerigenas em formarem colonia por citotoxicidade. Propuseram entdo que a aspirina ¢ um
co-fator para aumentar a eficiéncia da radioterapia. Sugeriram ainda que a terapia combinada
de aspirina e radiagdo pode contribuir para a diminui¢do da incidéncia de cancer do colo do

utero [22].
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Resultados encorajadores também foram observados utilizando combinagdes dos
inibidores da COX-2 e terapia hormonal, ou COX-2 como terapia unica. Em canceres de
mama sensiveis a hormonios, Chow et al. (2003) [23] compararam terapia anti-aromatase
(exemestano) ¢ inibidores da COX-2 com exemestano isoladamente ou com Letrozol em uma
configura¢do neoadjuvante em pacientes com cancer de mama pds-menopausa. Os resultados
da andlise preliminar sdo animadores, pois todas as pacientes apresentaram resposta clinica e
houve diminui¢do na drea tumor, mas uma conclusdo definitiva s6 poderd ser estabelecida
apos a conclusdo do estudo.

O interesse em COX-2 como um alvo molecular terapéutico foi, em parte, devido a
eficacia dos AINEs na prevencao do cancer. Esta idéia foi baseada na consideracdo de que
enzimas COX sdo alvos de AINEs. Recentes experimentos contestaram esta teoria e levou ao
desenvolvimento de um novo conceito: COX independéncia. Diferentes metabolitos de
sulindac podem induzir apoptose independentemente da sua capacidade de inibir COX-2 [13].

A ligagao entre a COX-2 e os sistemas de enzima aromatase no cancer sugere que a
inibicdo da COX-2 e da aromatase pode ser mais util do que cada uma isolada. Isso pode ter
implicagdes para o tratamento de pacientes com regimes estabelecidos de quimioterapia, e
poderia proporcionar uma razao para a terapia adjuvante com AINEs [10].

Parece atraente minimizar a perda dos efeitos de prote¢ao da isoenzima COX-1 usando
inibidores seletivos da COX-2 em malignidades. Estudos experimentais demonstraram, no
entanto, que a atividade desregulada da COX-1 também estd presente nos tumores de mama.
Isto leva a considerar se apenas a inibicdo da COX-2 no estado maligno estabelecido seria
eficaz, ou ainda, se esta estratégia incentivaria a consequente superatividade do sistema
enzimdtico COX-1. Em modelos animais, a inibi¢cdo especifica de COX-2 e a inibi¢do
generalizada da COX parecem ser eficazes na prevengdo da incidéncia e multiplicidade do
tumor [10].

Os papéis distintos das isoenzimas COX exigem um detalhado exame das possiveis
consequéncias bioldgicas do longo-prazo na supressdo da COX nos pacientes. Efeitos
sugeridos em estudos realizados em animais incluem infertilidade, teratogenicidade e
malformagdes congénitas cardiovasculares. Se estes efeitos podem ocorrer em seres humanos
certamente merece maior investigagao [10].

Davies, em 2003, concluiu que os inibidores da COX-2 podem ter um papel na
quimioprevencao, baseado em parte em seus efeitos anti-angiogénicos e pro-apoptdticos e em

parte sobre a inibi¢do da sintese de estrogénios [4].
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Desde que a impropria e anormal superexpressao da COX-2 estd implicada na
patogénese de diversos tipos de canceres humanos, esta enzima indutivel pode ser um
biomarcador substituto util para a avaliagdo de quimiopreventivos incluindo AINEs. A
inibi¢do farmacolédgica da COX-2 reduz a formacao de tumores no intestino, eséfago, mama,
pulmdo e na bexiga de animais, o que apoéia a idéia de que inibidores da COX-2 podem ser

uteis para prevenir o cancer.
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4.0 Introducéo

tratamento do cancer

O desenvolvimento de nanoestruturas moleculares com tamanho e forma de particulas

bem definidos é de grande interesse em certas aplicagdes biomédicas, tais como sistemas para

transporte de farmacos, agentes de contraste ou transfeccao de genes. Os materiais utilizados

como carregadores de fArmacos deverdo possuir escala nanométrica e tamanho uniforme para
aumentar sua capacidade de atravessar membranas celulares [1].

O termo dendrimero deriva do grego “dendron” e “mero”, que quer dizer

respectivamente arvore e parte ou fracao. Topologicamente descreve uma arquitetura de uma

[2].

nova classe de moléculas que sdo fundamentalmente formadas por um nuicleo que ¢ uma
altamente simétricas. Em geragdes muito altas, a partir da 4* geragdo, elas tendem a apresentar

molécula a qual se ligam “ramos”. Estas moléculas altamente ramificadas, também sdo

uma estrutura globular devido as interagdes entres as cadeias, como ¢ ilustrado na Figura 4.1
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Figura 4.1: Uma estrutura dendritica tipica [2].

A nanomedicina, um ramo da nanotecnologia, se refere a intervencdo médica em

escala molecular altamente especifica para o tratamento de doencas ou reparo de tecidos

danificados. Nos tltimos anos, a nanomedicina baseada em polimeros tem recebido atengdo

crescente devido a suas habilidades de melhorar a eficiéncia da terapéutica do cancer [3].
A terapia do cancer se tornou um desafio multidisciplinar, requerendo a colaboracio
entre médicos, bidlogos, quimicos, fisicos, cientistas de materiais ¢ engenheiros biomédicos.
A quimioterapia ¢ a maior abordagem terapéutica para o tratamento do cancer. Em geral, a

aplicacdo clinica de quimioterapicos envolve altos riscos para o paciente, porque os

medicamentos ndo sdo especificos para as células cancerigenas. A maioria dos pacientes sofre
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os efeitos colaterais, tais como a diminui¢ao na qualidade de vida e os tratamentos repetitivos.
A ineficiéncia e os efeitos colaterais da quimioterapia sdo associados com a formulacao e a
biodistribui¢do do medicamento, toxicidade a células normais e aquisicdo de resisténcia pelas
células de cancer. Com o objetivo de fornecer a maior por¢ao do medicamento ao local alvo e
por um periodo de tempo prolongado, os medicamentos devem apresentar liberagdo
controlada e vetorizada. Estas propriedades podem ser obtidas com o desenvolvimento de

formulagdes em escala nanométrica [3].

4.1 Sintese de dendrimeros

As trés classes tradicionais de arquitetura macromolecular dos polimeros, linear, com
ligagdes cruzadas e ramificada, sdo amplamente reconhecidas por gerar varios produtos
polidispersos de diferentes pesos moleculares. Em contrapartida, a sintese de dendrimeros
oferece a oportunidade para gerar uma estrutura monodispersa com arquitetura
macromolecular controlada semelhante aquelas observadas nos sistemas biologicos. As

estruturas poliméricas estao ilustradas na Figura 4.2 [2].
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Figura 4.2: Estruturas poliméricas [4].

No ano de 1978, as primeiras estratégias sintéticas para produzir macromoléculas
dendriticas monodispersas com estrutura controlada foram iniciadas pelo grupo de Vogtle. Os
dendrimeros podem ser sintetizados a partir do método divergente ou processo de crescimento

convergente. A sintese divergente ¢ o método no qual o crescimento do dendrimero ocorre a
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partir de um nucleo. Este método envolve o crescimento radial da molécula em modulos,
ramo-por-ramo de acordo com certas regras e principios dendriticos (Figura 4.3) [1-8].

Este método ¢ caracterizado por reacdes que ocorrem por um aumento do nimero de
sitios, como se o dendrimero estivesse sendo construido de dentro para fora. As camadas
externas passam a constituir a estrutura interna do dendrimero. Uma caracteristica deste
método € que ha um rdpido aumento do numero de grupos terminais reativos. Entretanto,
quanto mais a molécula cresce, maiores imperfeicdes e falhas ocorrem. Isto se deve ao fato de

que reagdes incompletas dos grupos terminais podem ser observadas [1, 4, 5].

Figura 4.3: Figura esquematica do método divergente de crescimento de dendrimeros [5].

Embora seja comumente utilizado para a obtencdo de grandes quantidades de
dendrimeros, o método de sintese divergente apresenta como principais inconvenientes as
reacdes incompletas dos grupos terminais que introduzem defeitos na macromolécula. Para
impedir a formagao de defeitos, normalmente utilizam-se grandes quantidades de precursores,
o que dificulta a purificagdo do produto final [4-6].

A sintese divergente ¢ atualmente a rota preferida pelos produtores mundiais por ser
um método mais rapido, incluindo Dendrimax (Ann Arbor, MI, E.U.A.), DSM Fine
Chemicals (Geleen, Holanda) e grupo Perstorp (Perstorp, Suécia) [4].

O segundo método para a sintese de dendrimeros segue um processo de crescimento
convergente. Essa sintese comega pelo que se tornard a periferia do dendrimero, ou seja,
fazendo-se os ramos ¢ s6 depois juntando-se o nucleo para produzir o dendrimero. O principio
basico do método convergente envolve a construgdo de pequenos fragmentos denominados
dendrons que sofrem policondensacdo e constituem o nticleo central e que, consequentemente,
evoluem para a formagdo final do dendrimero. A estratégia da sintese convergente limita a
construc¢do de geracdes de dendrimeros mais baixas. A Figura 4.4 ilustra o procedimento geral

dessa técnica [1-8].
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Figura 4.4: Representag@o esquematica de uma sintese dendrimérica convergente [6].

A Figura 4.5 faz um paralelo comparativo entre os dois principais métodos de

constru¢ao de macromoléculas dendriticas.
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Figura 4.5: Os dois principais métodos de constru¢do de macromoléculas dendriticas. Adaptada de [4].

Os dendrimeros exigem apenas um passo por geracao realizado em um volume
minimo de solvente, permitem facil purificacdo e produzem subprodutos ambientalmente
benignos como 4gua e nitrogénio. O didmetro aumenta sistematicamente a uma taxa de
aproximadamente 1 nm por geracdo (Figura 4.6). Os recentes sucessos em simplificar e
otimizar a sintese de dendrimeros fornecem uma grande variedade de estruturas e ao mesmo

tempo reduzem os custos da sua producao [1, 4].



Capitulo 4 - Dendrimeros: uma nova luz no tratamento do cancer 76

Nucleo

G=4 G=5

Figura 4.6: Representacdo de dendrimeros do nicleo até a geragdo 7, mostrando aumento linear no didmetro
e o crescimento exponencial do nimero dos grupos de superficie. Adaptada de [1].

4.2 Estrutura molecular e 0 mimetismo de proteinas

Todos os organismos vivos sdo dependentes de uma variedade de agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos que levam a sintese de uma grande variedade de nanobioestruturas
precisas. Estas estruturas unicas como DNA e as proteinas sdo responsaveis pelo controle e
desempenho de todas as fungdes vitais no organismo humano [6].

As proteinas sdo nanoestruturas tridimensionais com papéis estruturais e funcionais
bem definidos. Como estratégia-chave das proteinas, pode-se citar que a sintese protéica e do
DNA ¢ uma sequéncia de monomeros covalentemente direcionada, tamanho/forma/superficie
quimica sdo orientados pela auto-montagem, e a sequéncia induzida e ligacdes-cruzadas
dentro das proteinas produzem os formatos tridimensionais. O tamanho ¢ determinado pelo
comprimento linear sequenciado (grau de polimerizacdo) da cadeia polipeptidica. O adequado
sequenciamento de todos os vinte tipos de cadeias laterais encontrados no repertorio natural
de aminoacidos define a estrutura secunddria e tercidria das proteinas. A forma, o desenho, a
disposi¢do da funcionalidade quimica e a flexibilidade sdo determinados pela sequéncia dos
aminoacidos, que, por sua vez, conduzem ao processo de dobramento. A posicdo do
animoacido cisteina na cadeia do polipeptidio principal determina a estrutura quaternaria
dominante, ou seja, a forma tridimensional, em proteinas de cadeia tinica e cadeia multipla [6,
9.

O mimetismo e comparagdo de dendrimeros globulares com as proteinas foram feitos
no inicio dos anos noventa. O requintado controle de tamanho, forma e superficie quimica dos

dendrimeros, tem permitido a sua utilizagdo como substitutos de proteinas em uma variedade
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de aplicagdes. Tais usos incluem diagndstico, entrega de gene, calibradores de massa
molecular, apresentagao de antigenos, mimese de enzimas e de proteinas globulares. Dessa
forma, os dendrimeros sdo frequentemente referidos como “proteinas artificiais™ [1, 4, 6].

A dimensao aproximada de tamanho e forma e a comparagdo de quase-equivaléncia da
superficie dos dendrimeros as nanobioestruturas sugerem uma grande estratégia no
biomimetismo como uma maneira de criar novos materiais com fungdes biologicas [4, 6].
Como exemplo, pode-se citar o dendrimero poli(amido amina) PAMAM, que corresponde ao
tamanho e contornos de proteinas muitos importantes: a insulina (= 30 A), o citocromo C (=
40 A) e a hemoglobina (= 55 A) que sdo aproximadamente do mesmo tamanho e forma das
geracdes 3, 4 ¢ 5 do dendrimero de PAMAM, respectivamente (Figura 4.7). As geracdes 5 e 6
tém diametros aproximadamente equivalentes a bicamada lipidica das membranas das células
biologicas. Estas propriedades fundamentais levaram a comercializacdo do dendrimero de
PAMAM como substituto da proteina globular para imunodiagnosticos e aplicagdes de

expressdo do gene in vitro [4].
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Figura 4.7: Escala dimensional comparando o dendrimero PAMAM (G = 4-7) com uma

variedade de proteinas, bicamada lipidica e DNA. Adaptada de [4].
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Apesar de haver muitas similaridades entre dendrimeros e proteinas globulares, ¢
importante observar as diferencgas significativas entre eles. Enquanto as proteinas globulares
sdo estruturas terciarias que resultam de dobras da estrutura linear seqiiencial complexa, elas
sdo extremamente frageis e suscetiveis a condigdes de desnaturacdo, como alta temperatura,
luz e pH. Além disso, o dobramento das proteinas geralmente produz pacotes interiores
densos e superficies que possuem dominios altamente heterogéneos de funcionalidade,
hidrofobicidade e hidrofilicidade. Em contraste, dendrimeros sdo conhecidos por serem
estruturas tridimensionais ligadas covalentemente e por possuirem um nucleo interno que
pode atuar como reservatdrio nanoescalar e uma superficie exterior funcional homogénea ¢

topologicamente definida (nanoarcabougo) [1, 6].

4.3 Propriedades fisico-quimicas e bioquimicas dos dendrimeros

Os dendrimeros podem ser visualizados como trés dominios arquitetonicos criticos:
(1) a superficie funcional, que contem um grande numero de sitios potencialmente
passivos/reativos (nanoarcabouco); (2) a casca interior, camada ramificada definida por
dendrons, em volta do nucleo; e (3) o nucleo ao qual os dendrons estdo presos. Os dois
ultimos dominios representam nanoambientes bem definidos que estdo protegidos do exterior
pela superficie do dendrimero, no caso de geragdes maiores.

A alta densidade da superficie externa funcional torna a superficie do dendrimero
apropriada como nanoarcabouco, onde a proximidade dos grupos funcionais ¢ importante, ou
para o proposito de receptor mediado por marcadores. Por outro lado, o interior ¢ apropriado
para atuar no encapsulamento de moléculas bioativas [1].

A arquitetura dendritica ¢, sem duvida, uma das mais difundidas topologias
observadas universalmente em todos os sistemas biologicos. Esses padrdes sdo encontrados
em praticamente todas as escalas dimensionais de comprimento. Eles aparecem em diversos
protétipos incluindo aqueles que podem ser medidos em metros, nas topologias circulatorias
da anatomia humana que sdo encontrados em milimetros e centimetros, ou nos neurdnios
cerebrais em micrometro (Figura 4.8) [1, 4].

Assim como as células bioldgicas possuem componentes do citoesqueleto (por
exemplo, a- e B-tubulinas e microtubulos), que definem simultaneamente a forma da célula e
facilita o trafico dentro do citoplasma, tal mimetismo existe dentro do interior de um
dendrimero. E reconhecido que o interior dos dendrimeros pode ser facilmente concebido e
reconfigurado para definir uma vasta gama de cavidades espaciais, como dominios

hidrofobicos e hidrofilicos, ligantes ou sitios de complexagao acido-base.
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Figura 4.8: A arquitetura dendritica nos sistemas biologicos [10 e 11].

As caracteristicas estruturais covalentes dos dendrimeros oferecem uma variedade de
tamanhos e formas definidos e permitem extensas modifica¢des na superficie do dendrimero
para controlar efetivamente a entrada e saida de moléculas hospedeiras.

De uma perspectiva termodinamica, o encapsulamento, ou seja, a molécula livre ou
complexada no dendrimero, pode ser distinguido por barreiras de energia finita relacionadas
com a facilidade de entrada e saida nas cavidades do dendrimero. Se a molécula do farmaco ¢
incompativel com a dimensao do dendrimero, ou apresenta carater hidrofilico ou hidrofobico
diferente do dendrimero, pode nao se formar o complexo ou o farmaco pode ser apenas
parcialmente encarcerado dentro do dendrimero. Por outro lado, o componente hidrofébico de
um farmaco pode se isolar da interface exterior do complexo dendritico para permitir um
contato minimo com dominios polar e aquoso.

Notavelmente, as propriedades hidrofobicas e hidrofilicas, assim como outras
propriedades supramoleculares, como ligagdes ndo-covalentes e reagdo 4acido-base,
influenciam fortemente no encapsulamento.

O encapsulamento quimico ou fisico (Figura 4.9) estd baseado na interagdo ionica ou

qualquer outra forma de associagdo entre os dois compostos (por exemplo, ligacao covalente,
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ligacdo de hidrogénio, adsor¢do, absorcao, ligagdo metéalica e de van der Waals). Este

encapsulamento pode ser reversivel ou irreversivel [7].
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Figura 4.9: Medicamento encapsulado no interior de um dendrimero [12].

A andlise de um dendrimero ramificado simétrico evidencia que hé outros importantes
parametros que podem controlar o espaco interior € a interagdo entre farmaco e carregador.
Estes parametros incluem componentes como: angulos de ramificagdo, angulos de rotacdo e o
comprimento da unidade repetitiva. De igual importancia sdo as propriedades espaciais,
fisico-quimicas e de afinidade quimica do nucleo [4].

A superficie dos dendrimeros proporciona uma excelente plataforma para a fixagao de
ligantes especificos de células, modificadores de solubilidade e moléculas que reduzem a
interacdo com macromoléculas do sistema de defesa do organismo (Figura 4.10). A
capacidade para anexar uma ou todas essas moléculas de uma forma definida e controlada
sobre uma superficie dendritica diferencia claramente os dendrimeros de outros carregadores,
como micelas, lipossomas, goticulas de emulsdo e engenharia de particulas [1].

Como propriedades bioquimicas, pode-se dizer que os dendrimeros devem exibir
baixa toxicidade e ndo ser imunogénicos para serem amplamente utilizados em aplicagdes
biomédicas. Até hoje, a citotoxicidade dos dendrimeros foi estudada in vitro, todavia poucos
estudos in vivo foram publicados. Além disso, a citotoxicidade parece ser dependente da
geracao, quanto maior a geragao, mais toxico € o dendrimero [1].

A biocompatibilidade dos dendrimeros ndo ¢ determinada unicamente pelos grupos de
superficie. Dendrimeros que contém um nucleo aromatico poliéter e grupos de superficie

anidnico carboxilado demonstraram ser hemoliticos em uma solucdo de células sanguineas de
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rato apoOs 24 horas. Isso sugere que o interior aromatico do dendrimero pode causar hemolise

através do contato com membranas hidrofobicas [1].

Biomolécula

Figura 4.10: Molécula biolodgica ligada a superficie do dendrimero. Adaptado de [13].

Superficies hidrofilicas reduzem a energia interfacial em um ambiente aquoso, assim
previnem indesejavel agregacdo, pois minimizam o reconhecimento por proteinas e células do
corpo, permitindo a circulagao no sangue por um longo periodo de tempo e aumentando assim
a possibilidade de alcancar o local alvo [3].

Os dendrimeros sdo projetados para serem altamente biocompativeis e hidrossolaveis.
Além disso, alguns dendrimeros sao desenvolvidos para serem biodegradaveis [8].

Os dendrimeros PAMAM apresentam carater ndo imunogénico € baixa toxicidade em
mamiferos, sobretudo quando sua superficie contém grupos funcionais do tipo aniénico ou
neutro, tais como funcionalidades carboxilicas ou hidroxilicas. Além disso, em estudos
comparativos entre dendrimeros PAMAM anidnicos (terminagdo carboxila) e catidnicos
(terminagdo amina), os dendrimeros anidnicos mostraram menor citotoxicidade a células de
mamiferos [1, 4, 7].

O alto nivel de controle sobre a arquitetura dos dendrimeros, tamanho, forma,
comprimento dos ramos e densidade, e a funcionalidade de superficie, fazem desses
compostos carregadores ideais em aplicagdes biomédicas como o transporte de farmacos em

locais especificos do sistema biologico [1, 4, 7].
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Além disso, a notavel similaridade das escalas de tamanho dos dendrimeros, controle
preciso da estrutura e propriedades fisico quimicas comparadas com proteinas globulares,

anticorpos e enzimas sugerem papéis promissores para estes materiais [4].

4.4 Aplicacdes dos dendrimeros como sistemas carregadores de farmacos

Os medicamentos para o tratamento do cancer que envolvem transporte de farmacos
utilizam polimeros que devem apresentar, dentre outras caracteristicas, biocompatibilidade
e/ou biodegradabilidade ¢ devem ser aprovados pela FDA (Food and Drug Administration).
O farmaco ou ¢ disperso dentro da nanoparticula polimérica ou conjugado com a estrutura do
polimero. No primeiro caso, o farmaco encapsulado ¢ liberado por difusdao e no segundo caso,
uma erosdo de superficie ou degradacdo da matriz do polimero exerce um papel na liberagdo
do medicamento e varias técnicas podem ser utilizadas para ajustar a taxa de liberacdo.
Recentemente, polimeros funcionais sdo produzidos para a finalidade de libera¢do controlada
de farmacos, como enxerto de polimero, blocos de copolimeros, polimeros dendronizados e

dendrimeros (Figura 4.11) [3, 7].

Figura 4.11: Tlustracdo idealizando a circula¢ao de dendrimeros na circulagdo sanguinea. Estes se

ligam aos receptores das células tumorais e liberam o fArmaco no sitio alvo [14].
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A utilizagdo de polimeros como transportadores de farmacos, especialmente os que
possuem baixa solubilidade em agua e pH fisioldgico, sdo toxicos para o tecido normal, ou
ndo podem ser administradas em dose suficiente, ganhou o interesse nos ultimos anos [7].

Além de melhorar as propriedades do farmaco como solubilidade e tempo de
circulagdo no plasma, carregadores poliméricos também podem facilitar o transporte passivo
de drogas para tumores soOlidos. Este transporte ¢ possivel devido ao aumento da
permeabilidade vascular do tumor as macromoléculas e limitado devido a drenagem linfatica.
Combinados, esses fatores levam ao acimulo seletivo de macromoléculas no tecido tumoral -
um fenomeno denominado efeito de "refor¢o da permeacao e retengao”" (EPR).

A comparagdo das caracteristicas de dendrimeros com as dos polimeros lineares
mostra que a arquitetura dendritica pode oferecer algumas vantagens para aplicacdes no
transporte de firmacos. A funcionalidade controlada dos dendrimeros pode ser usada para
juntar varias moléculas bioativas, grupos alvo e solubilizar grupos a periferia do dendrimero
de uma forma bem definida. Além disso, a baixa polidispersividade de dendrimeros fornece
comportamento farmacocinético em contraste com alguns polimeros lineares que contém
fragdes com peso molecular muito diferentes dentro de uma determinada amostra. Além
disso, a forma globular dos dendrimeros, em oposicdo a estrutura aleatéria linear de
polimeros, apresenta efeitos interessantes relacionados com a arquitetura macromolecular
humana. Assim, as propriedades Unicas de dendrimeros, quando comparados com polimeros
lineares, tornam esses materiais interessantes candidatos para o desenvolvimento de sistemas
de transporte de medicamentos antineoplasicos [8].

Os dendrimeros tém sido utilizados como carregadores de uma variedade de pequenas
moléculas farmacéuticas (Tabela 4.1). Os agentes bioativos podem ser encapsulados no
interior dos dendrimeros ou ser quimicamente anexados ou quimicamente absorvidos sobre a
superficie do dendrimero, através de ligagdes covalentes ou complexacdo de transferéncia da
carga, com a opcao de personalizar as propriedades do transportador as necessidades
especificas do material ativo e suas aplicacdes terap€uticas. Além disso, a alta densidade de
superficie permite a fixacdo de grupos para terapia de alvo, bem como grupos que modificam

o comportamento da solu¢ao ou toxicidade de dendrimeros [1, 15].
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Tabela 4.1: Dendrimeros como transportadores de varios quimioterapicos

utilizados no tratamento do céncer.

Quimioterapico Dendrimero Referéncia
Cisplatina PAMAM Tomalia e Svenson [1]
Doxorrubicina PEO tipo estrela G2 Tomalia e Svenson [1]
Adriamicina PEG + PAMAM G3 Tomalia e Svenson [1]
Tetotrexato PEG + PAMAM G4
5-Fluorouracil PAMAM G4 Tomalia e Svenson [1]
Cisplatina PAMAM Malik, et al [7]
Cisplatina PEO Gillies e Fréchet [8]
Doxorrubicina

Recentes progressos foram feitos na aplicagdo de dendrimeros biocompativeis no
tratamento do cancer, incluindo a sua utilizagdio como sistemas de transporte de
medicamentos de antineoplasicos potentes como a cisplatina e doxorrubicina [8].

Derivados dendriticos de baixo peso molecular baseados em proteinas com
propriedades terapéuticas demonstrou melhorar as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas [8].

O conjugado dendrimero-antineopldsico pode ser preparado por dissolucdo do
dendrimero em um solvente adequado, como a agua. Em seguida, o agente antineoplésico ¢
conjugado com o dendrimero [7]. Como exemplo desse tipo de conjugado, o quimioterapico
cisplatina foi encapsulado dentro do dendrimero PAMAM, formando, assim, um conjugado
que exibe liberacdo lenta, achmulo maior nos tumores sélidos e menor toxicidade comparada
com a cisplatina livre [1].

Outro medicamento para o tratamento do cancer, doxorrubicina, foi covalentemente
ligado ao carregador poli(6xido de etileno) tipo estrela (PEG) apresentando uma redugdo na
citotoxicidade em 80-98%. Em outro estudo, cadeias de poli(etileno glicol) monometil éter
foram fixadas a geracdes 3 e 4 do dendrimero PAMAM terminado com PEGjgp. O
comportamento de encapsulamento desses compostos com os quimioterapicos adriamicina e
metotrexato foram estudados (Figura 4.9). O dendrimero de geragdo 4 apresentou maior
eficiéncia de encapsulamento. A liberacdo dos medicamentos foi lenta em solug@o i6nica e
rapida em solucdo isotonica [1].

O dendrimero PAMAM G4 apresentou adequado encapsulamento do quimioterdpico

S-fluorouracil (Figura 4.12), reduzida taxa de liberacao e baixa toxicidade hemolitica [1].
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Figura 4.12: Representagdo esquematica de Metrotexato (esquerda) e 5-fluorouracil (direita) encapsuladas
dentro de dendrimeros gerag@o 3 ¢ 4 de PAMAM +PEG. Adaptado de [1].

O dendrimero de poliglicerol (PGLD), ilustrado na Figura 4.13, € um polimero soluvel
em agua que contém grupos hidroxilas e ligacdes éter. A baixa citotoxicidade e a aprovagdo
do poliglicerol (PLG) pela FDA, como emulsificante nas induastrias farmacéutica e
alimenticia, fizeram dele um polimero promissor para o uso no campo biomédico. O PGLD
apresenta baixa temperatura de transi¢do vitrea (T,) e alta densidade de grupos hidroxila
locais, caracteristicas que o tornam interessante. Estes grupos hidroxila funcionais podem ser
modificados em um segundo passo sintético e utilizados como sitios para imobilizagao de
compostos bioativos. O PGLD ¢ preparado seguindo a metodologia de sintese divergente

devido ao grau de controle fornecido por essa técnica [15, 16].
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Figura 4.13: Dendrimero de poliglicerol.
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Um método interessante de se obter dendrimeros tromborresistentes ¢ a modificacao
das superficies dendriticas através de um revestimento com biomoléculas com propriedades
tromboliticas. O grupo de biomateriais da Unifei tem estudado as propriedades bioquimicas
do bioconjugado obtido através da combinacdo entre a estreptoquinase (Sk) e o dendrimero
PGLD G5 quanto a obteng¢do de superficies fibrinoliticas. A compatibilidade sanguinea do
bioconjugado PGLD-Sk foi avaliada por ensaios in Vitro tais como a adesdo plaquetaria e a
formagdo do trombo. Os resultados indicaram que o revestimento de PGLD-Sk apresentou
carater antitrombogénico [15].

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 criagdo de microambientes especiais no seu niicleo. Através desta arquitetura nicleo-casca,
o transporte seletivo e a liberagdo das moléculas encapsuladas sdo possiveis tanto no meio
hidrofilico quanto no meio hidrofébico. Além disso, essas nanocapsulas dendriticas podem
ser empregadas como moldes para a preparacdo de nanoparticulas de metais de transigdo.
Desde que o complexo dendrimero-prata seja preparado em uma base cujo molde seja o
dendrimero, observou-se que existe um sinergismo na atividade antimicrobiana apds testes in
vitro de varias bactérias. Se o dendrimero ndo penetrar através da membrana, essas
nanocapsulas podem ser uteis para tratamento antibacteriano de queimaduras [5].

Os dendrimeros tém se tornado um importante campo interdisciplinar na atual ciéncia
dos polimeros. Afinal, a sintese de dendrimeros permite gerar arquiteturas moleculares
similares as observadas em sistemas biologicos e, devido a isso, essas macromoléculas sao
conhecidas como proteinas artificiais.

O poliglicerol dendritico faz parte dessa classe de materiais versateis e, por isso,
apresenta um futuro promissor na area de aplicagdes biomédicas. Recentes progressos foram
feitos na aplicacdo de dendrimeros biocompativeis como transportadores de farmaco para o
tratamento do cancer [5, 7].

E fato conhecido da literatura que o 4cido acetilsalicilico (AAS) apresenta alguns
efeitos colaterais com sérias limitagcdes, especialmente para pacientes que necessitam de
tratamentos por longo periodo de tempo. Através da inibi¢do da enzima ciclooxigenase, o
AAS inibe processos inflamatérios e alguns processos relacionados a carcinogénese. Porém,
devido ao seu carater ndo seletivo, também inibe processos fisioldgicos importantes como

citoprote¢do da mucosa géstrica e algumas fungdes da coagulacdo sanguinea.
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A necessidade de uma elevada dosagem do AAS para o tratamento do cancer e o
periodo prolongado de tempo necessario para conseguir atingir melhoras no quadro clinico
sdo fatores limitantes no uso desse medicamento como quimiopreventivo ou quimioterapico.

Entretanto, devido as propriedades dos dendrimeros, como entrega controlada e
vetorizada do medicamento ao local alvo e por um periodo de tempo prolongado, tornam o

conjugado PGLD-AAS um sistema promissor para o tratamento do cancer.
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Hé& quase meio século, o ser humano vem utilizando macromoléculas sintéticas para a
fabricacdo de biomateriais como, por exemplo, os polimeros que séo projetados para serem
utilizados em contato com o organismo bioldgico.

De origem petroquimica, os polimeros sintéticos afetaram ndo somente as engenharias,
mas, principalmente, a medicina, a biotecnologia e a area farmacéutica. Esses novos materiais
poliméricos, que interagem favoravelmente com o organismo bioldgico tornando possivel a
substituicdo de 6rgdos lesados irreversivelmente, promovem a qualidade de vida do paciente.

No final do século XX, surgiram as macromoléculas altamente ramificadas
denominadas dendrimeros. Tais sistemas macromoleculares causaram uma verdadeira
revolucdo nas areas meédica e farmacéutica, uma vez que mimetizam proteinas e agem como
receptores artificiais de anticorpos, entre varias outras propriedades caracteristicas desses
materiais projetados.

Os dendrimeros sdo considerados atualmente como um dos blocos fundamentais da
quimica nanoscopica. Tais compostos isomoleculares possuem um elevado nivel de
organizacao estrutural e marcam o inicio de uma nova era na ciéncia macromolecular: a era da
guimica nanoscépica. A elevada densidade de grupos funcionais na superficie dos
dendrimeros torna estes compostos bem interessantes para o projeto de carregadores de
farmacos. Neste sentido, a aplicagdo de dendrimeros do tipo poligliceréis densamente
ramificados com propriedades biocompativeis, parece ser uma alternativa promissora para a
obtencdo de carregadores de quimioterdpicos para o tratamento do cancer.

A pesquisa desenvolvida neste trabalho é multidisciplinar e envolve a biofisica de
nanointerfaces. O objetivo geral € o desenvolvimento de interfaces multi-biofuncionais
apoiadas por compostos com grupos farmacoféricos com propriedades anticoagulantes, de
repressdo da adesdo e ativacdo plaquetaria e atividade antitumoral.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

(a) Sintetizar e caracterizar por técnicas fisico-quimicas o conjugado PGLD-AAS.

(b) Estudar as propriedades de biocompatibilidade do conjugado PGLD-AAS, a saber:
adsorcdo protéica, adesdo e ativagdo plaquetéria, formacdo de trombos, atividade
anticoagulante e citotoxicidade.

(c) Investigar as propriedades antitumorais do conjugado PGLD-AAS frente a células

tumorais da linhagem MCF-7.
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6.1 Sintese e caracteriza¢cdo do PGLD-AAS
6.1.1 Sintese do poliglicerol com estrutura dendritica

Neste trabalho é descrita a obteng¢ao do poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD)
[1-3] a partir da polimerizagdo por abertura do anel do 2,3-epoxi-1-propanol (glicidol)
utilizando-se a sintese divergente e um nucleo oligomérico de poliglicerol. A escolha do
glicidol se deve a sua elevada reatividade em condi¢des brandas de polimerizacdo (baixa
temperatura ¢ pressdo) e a propriedade de gerar poliéteres com elevada densidade de
hidroxilas na superficie da macromolécula.

Inicialmente, um nucleo de poliglicerol (PGL) oligomérico foi preparado a partir da
reacdo de eterificagdo da glicerina a 230°C utilizando-se Na,COj; (0.34% m/m) em atmosfera
de nitrogénio e 50 mmHg de pressdo. A agua reacional foi destilada em um equipamento
Dean-Stark.

O PGL obtido foi purificado destilando-se a glicerina ndo reagida sob pressdo reduzida
(o ponto de ebuli¢do da glicerina a 10 mmHg ¢ de 160,8°C).

Ap6s transferéncia do PGL para um reator tipo tanque agitado (CSTR) em ago inox
316 NL provido de um agitador tipo ancora (400 rpm), o sistema foi mantido sob vacuo a
100°C por 24 horas para remog¢do da umidade residual (<0,01% m/m, avaliada por Karl
Fischer). O sistema reacional foi alimentado lentamente (vazdo 0,1 mL.min"") com glicidol
(50 mL) parcialmente desprotonado com metilato de potéassio (3,7 M, Fluka). A temperatura
do sistema reacional foi mantida em 90°C durante 12 horas de processo. Apds conversdo total,
o poliglicerol dendritico (PGLD) foi dissolvido em metanol e neutralizado apos filtracdo em
coluna trocadora de ions tipo catidonica. Depois foi purificado por didlise em membranas de
acetato de celulose para remog¢do do poliglicerol ndo reagido. O PGLD obtido foi seco em

seguida sob vacuo por 15 h a 80°C (10 mmHg).

6.1.2 Controle da reacdo de polimerizacéo
A reacdo de polimerizagdo foi acompanhada através de medidas do indice de refragdo

do sistema reacional utilizando-se um laser de HeNe (A = 632,8 nm, poténcia 10 mW). O
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principio basico do método baseia-se na variagdo do indice de refracdo do sistema reacional
com o avango da reagdo de polimerizagao.
Quando a luz laser incide no sistema reacional onde se processa a reagdo de sintese do

dendrimero, a relagdo entre a fragdo de luz refletida e a transmitida ¢ dada pela lei de Snell

[4]:

seni
n=— (6.1)
senr
sendo 7, I, r, o indice de refragdo do meio e os angulos de incidéncia e refragdo,

respectivamente.

O experimento para monitoragdo do indice de refracdo em funcdo do tempo ¢
esquematizado na Figura 6.1. A medida que ocorre a formacio do dendrimero o indice de
refragdo do meio reacional varia proporcionalmente a posicao (Y) da luz laser no anteparo.

O indice de refragdo (7) do sistema reacional ¢ relacionado ao angulo de refracdo (r)

por:
P 1/2
r= sen1(4 : J (6.2)
31
Do triangulo DCE na Figura 6.1, pode ser demonstrado que:
§+(180° —r)+(i—-r)=180° (6.3)
ou:
0= 4r - 2i

Da Figura 6.1, observa-se que:

0=— (6.4)

Uma vez que X ndo varia significativamente durante o experimento, tem-se que Y ¢é
proporcional a tan €. Portanto, o deslocamento no feixe de laser a ser medido durante o

experimento ¢ dado por:

_a\12 (6_5)
Y« tan @ 4sen1(43 727 j —2i
n

A expressdo (6.5) demonstra que a deflexao na luz laser sera proporcional ao indice de

refragdo do meio.
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Figura 6.1: (A)Trajetoria do laser através da célula reacional. Os angulos de refracdo e
incidéncia sdo definidos por r e i, respectivamente. (B) Elucidacdo das
relagdes geométricas na célula reacional.

A reacdo para a obten¢do do dendrimero de poliglicerol pode ser considerada um
sistema terndrio formado por glicidol (X)), glicerina (X;) e o poliglicerol (Xs3). Portanto, o
indice de refragdo (1) do sistema ¢ dado por:

N =X + Xoma + Xan3 (6.6)
sendo que X;, X, e X3 representam as fragdes molares do glicidol, glicerina e dendrimero,
respectivamente.

Considerando que a reacdo de formagao do dendrimero é do tipo A—B, o indice de

refragcdo (1) de um dado sistema reacional pode ser escrito como:
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N =na[A] + ns[B] (6.7)
sendo Na[A] e ng[B] as contribui¢des das espécies A e B participantes do sistema reacional.
Portanto, a contribuicdo de A para o indice de refracdo do sistema reacional diminui,
enquanto que a contribui¢cdo de B para n do sistema aumenta em func¢do do tempo.

Considerando a reag¢do de polimerizagdo do glicidol como sendo de primeira ordem
(ou pseudo-primeira ordem), reescreve-se a equagao (6.7) como [5-7]:

1 =nafAloe™ +(1- ™) Al (6.8)
sendo Na.[A]o definido como o indice de refracao (n) no tempo t € np [A]i=o representa n em
t=o0.

Assumindo conversao total na reagdo de polimerizacdo, a equacdo (6.8) pode ser

reescrita como:

N ="neo e+ Neg(l-€™) (6.9)
ou
(M = Nie=n) = (Mo = Nim)- €7 (6.10)
O porcentual de conversdo para a obtencao do dendrimero pode ser escrito como:
%Conversao = [ - Mj 100 (6.11)
[M],

sendo [M] e [M], a concentracao de glicidol no tempo t e t = 0, respectivamente.
Portanto, combinando as equagdes (6.10) e (6.11), o porcentual de conversao do
mondmero a polimero pode ser calculado através da expressao:
%Conversr?lo:(l -M}mo (6.12)
Mo =M=
A equacgdo (6.12) permite o controle da rea¢do de obten¢do do dendrimero em tempo

real, bastando para tanto, a medida da deflexdo do feixe de laser em func¢ao do tempo.

6.1.3 Imobilizacdo do AAS

O dendrimero de poliglicerol conjugado com o acido acetilsalicilico (PGLD-AAS) foi
preparado pela esterificagdo de 4acido acetilsalicilico com PGLD utilizando 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente desidratante e 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
como acilacdo catalitica. As reagdes de formacdo de éster procederam através de
intermediarios de o-aciluréia ou anidrido na presenca de DMAP. O PGLD (1,0 g, 0,06 mM) e
o acido acetilsalicilico (Sigma, 2,0 g, 11,1 mM) foram dissolvidos em dimetilformamida

(DMF) anidro. DCC (Sigma-Aldrich, 1,5 g, 7,28 mM) e DMAP (Aldrich, 0,24 g, 2,0 mM)
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foram adicionados e o sistema reacional foi agitado continuamente durante 8 h a temperatura
ambiente (25°C). A mistura da reacao foi filtrada para remover a diciclohexiluréia formada
durante a reacdo e dialisada em seguida em DMF durante 48 h para remover o AAS livre. O
excesso de solvente foi removido sob vacuo a temperatura ambiente para obter o conjugado
PGLD-AAS. O conjugado seco PGLD-AAS foi recristalizado de éter dietilico para retirar
qualquer AAS néo reagido. O dendrimero salicilado foi caracterizado por espectroscopia 'H-

RMN e *C-RMN.

6.1.4 Caracterizacdo fisico-quimica do PGLD-AAS

A estrutura do PGLD-AAS obtido foi caracterizada utilizando-se técnicas
espectroscopicas (FTIR, 'H-RMN, “C-RMN), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) no Instituto de Ciéncias e Tecnologia de
Polimeros do Consejo Superior de Investigacion Cientifica — I[CTP/CSIC.

A ressondncia magnética nuclear de proton (‘'H-RMN) e carbono (*C-RMN) foi
efetuada em um espectrometro Bruker 300 e 500 MHz (Figura 6.2) utilizando-se como

solvente a 4gua deuterada (D,0).

| WS

- Figura 6.2: Equipamento de RMN Bruker 300 MHz (A) e Bruker 500 MHz (B) do ICTP/CSIC.
Nota-se em (B) a introdug@o da amostra no equipamento de NMR.

A temperatura de transi¢do vitrea (T,) do PGLD foi determinada utilizando-se a
calorimetria exploratoria diferencial em um equipamento Perkin-Elmer DSC 7 em atmosfera

de nitrogénio (40 mmHg) e velocidade de aquecimento de 5 K.min'. O intervalo de
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temperaturas explorado foi de —110°C a 80°C. A amostra foi aquecida de —110°C até 80°C e
em seguida resfriada rapidamente até —110°C. Atingido o equilibrio térmico, a amostra foi
submetida a novo aquecimento nas mesmas condi¢des e novamente resfriada até —110°C.
Uma ultima corrida foi entdo efetuada, até a temperatura de 80°C, ¢ registrada.

A massa molecular e a polidispersividade do PGLD foram determinados por
cromatografia de permeagdo em gel (GPC). Na anélise por GPC, dimetilformamida com 0,2%
LiBr (m/m) foi utilizado como eluente (fluxo 1,0mL.min”, pressdo 550psi). Os poli(etileno
glicois) (PEG) de massas moleculares 194, 960, 4.250, 18.600, 64.700 e 450.000g/mol foram
utilizados para constru¢do da curva de calibragdo. O sistema analitico consistiu de um
cromatdgrafo HPLC 510 da Waters equipado com detector 2414 (indice de refracdo) (Figura
6.3). Foram utilizadas colunas PLgel acoplada em série (10.000 A + 1000 A + 100 A,
tamanho de particula de 5 um). O volume de injecdo da amostra foi de 20 uL. A aquisigdo e
tratamento dos dados cromatograficos foram efetuados com software SW da Waters Breeze
3.3.

A fungdo de calibragio foi calculada como sendo de 3* ordem e a aplica¢do do método
dos quadrados minimos log (Massa Molecular) vs tempo de reten¢do forneceu um coeficiente
de correlagdo igual a 0,9990.

As massas moleculares numérico (M) e ponderal (M) foram calculados por [8]:

h, E Y hs(Mp’s),
M :Z—h M, = Z - (6.13)

Z s(Mpl/s)it Z |

sendo M, e M,, as massas moleculares numérica média e ponderal média, respectivamente. O
termo (Mp/s); representa a massa molecular do polimero padrio utilizado para a construg¢ao da
curva de calibragdao. A altura do pico no cromatograma do polimero fracionado e o volume de
eluigdo sdo representados por h; e i, respectivamente. Os termos s e t sdo constantes. O indice

de polidispersdo (IP) ¢ definido como:

w (6.14)

O indice de hidroxila (Non) do PGLD foi determinado apds acetilagdo do polimero
(0,5-0,6 g) com 10 mL de uma solugdo de anidrido acético/piridina (1:9). Ap6s refluxo por 30
minutos, a solu¢do resultante foi titulada com NaOH 1,0 M utilizando-se fenolftaleina como
indicador.

O Noy foi calculado de acordo com [9]:
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(V,-V,)x56,11
m

Noy = mgKOH.g"! (6.15)

sendo Vi o volume de NaOH utilizado na titulagdo de um branco, V, o volume de NaOH

utilizado na titulacao da amostra e m a massa de PGLD empregada.

Figura 6.3: Equipamento para cromatografia de permeag@o em gel (GPC) Waters, modelo

510 utilizado neste trabalho. O equipamento pertence a Petroquimica Unido/SP.

6.1.5 Estudo da constante dielétrica (real e imaginaria) do conjugado PGLD-AAS

Para um material ser reconhecido como proprio do organismo e nao ser rapidamente
eliminado ou causar alteragdes na resposta imunologica, este deve apresentar propriedades de
hemocompatibilidade adequadas. Portanto ¢ imprescindivel que o material sintético ndo
apresente diferengas significativas em relagdo a constante dielétrica (CD) do sangue.

Os ensaios da CD do PGLD-AAS foram realizados no Laboratério de Medidas
Elétricas da UNIFEIL. Foram utilizadas solu¢des do dendrimero diluidas em solugao
fisiologica (NaCl 0,9%) a 2, 4, 10, 20, 30 e 50% em massa, respectivamente.

Feita a calibracdo inicial do aparelho Precision LCR Meter (modelo HP4284A da
marca Agilent Technologies), as solugdes foram adicionadas na ordem crescente de suas
concentragoes, dentro de uma célula de ensaio do tipo Liquid Test Fixture modelo 16452A, da
marca Agilent Technologies para a medida da CD (Figura 6.4). Preenchido o volume da
célula (4,8 mL), fez-se a aquisicdo das medidas com frequéncias de 10 kHz, 100 kHz e 1

MHz para cada concentragdo. A aquisi¢ao dos dados foi efetuada pelo software Lab View.
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Figura 6.4: Ilustracdo da caixa de teste aberta (A) e do aparelho utilizado para a

medida da constante dielétrica (B).

6.2 Caracterizacdes bioldgicas do PGLD-AAS

Os experimentos de caracterizagcdes biologicas foram realizados no Laboratério de
Biomateriais da UNIFEI.

6.2.1 Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada [10]

O experimento foi realizado em um analisador de coagulacdo microprocessado da
marca Drake (modelo Quick-Timer, fabricado em 1998, pela industria nacional Drake
Eletronica e Comércio Ltda., aprovado pelo Inmetro) com o objetivo de avaliar o tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). O aparelho possui um
sistema detector fotométrico com agitador magnético, sensor de cubeta Optico reflexivo e um
bloco termostatizado confeccionado em aluminio com controle eletronico da temperatura
(37°C) para incubacdo das amostras. O aparelho utiliza o plasma sanguineo e reagentes
comerciais para a determinacdo fotométrica do TP e TTPA. Para a determinagdao do TTPA
foram utilizados reagentes adquiridos da empresa Wiener Laboratorios S.A.L.C. (inddstria
Argentina, lote 861230603): Cefalina com acido elagico como ativador particulado e solug¢ao
de cloreto de calcio estavel a 0,025 mol/L. Os valores de referéncia foram 30-43 s. Para
valores anormais, consideram-se tempos maiores ou menores de 6 segundos dos valores de
referéncia.

Para a realizagdo do TP, foram utilizados os reagentes TP CLOT, fabricado por BIOS
Diagnostica Industria e Comércio Ltda. (industria nacional, lote C8002) e o Indice de

Sensibilidade Internacional (ISI) 1,40. A composicdo do reagente de acordo com o fabricante
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¢ extrato de cérebro de coelho, cloreto de célcio, tampao e conservante. O valor do INR
(Relagao Normalizada Internacional) ¢ dado pela expressao:

1]
TP do paciente

INR =
TP do "pool” de plasmas normais "do dia”

(6.16)
Os valores de referéncia do TP sdo 10-14s, a atividade de protrombina em % ¢ de 70-100% e
o INR entre 0,9 ¢ 1,2.

Tanto para a realizagdo do TTPA quanto do TP, foi necessario coletar sangue humano
de paciente saudavel com utilizacdo de scalp numero 23 e posteriormente depositar o sangue
em tubo de ensaio estéril a vacuo, com anticoagulante citrato de s6dio 0,38% (0,130 mol/L),
na proporc¢ao de nove partes de sangue para uma de anticoagulante.

O tubo de ensaio contendo 4,5 mL de sangue humano e 0,5 mL do anticoagulante foi
centrifugado a 3.500 rpm por 5 minutos. Apds esse periodo, observam-se duas fases: na parte
superior o plasma sanguineo e na parte inferior, os elementos figurados do sangue. A cubeta
estéril onde ¢ depositado o plasma juntamente com os reagentes para a realizacdo dos exames
contém o volume méximo de 350 pL.

No teste de TTPA controle, utilizou-se 100 pL de plasma, 100 pL de reagente Cefalina
com acido elagico e 100 pL de solugdo de cloreto de calcio a 0,025 mol/L. O volume maximo
da solucdo utilizada foi de 350 pL.

No ensaio de TTPA com o dendrimero de PGLD-AAS, pipetou-se 100 pL de plasma e
transferiu-se para uma cubeta previamente limpa e esterilizada, que ja continha em seu
interior um agitador magnético. Incubou-se o plasma, acrescentando 100 pL. do reagente de
cefalina com acido elagico e 50 pL da solugcdo de PGLD-AAS a 50% em massa, em solugao
fisiologica, a 37°C no proprio aparelho por 3 min. A cubeta foi colocada no analisador e
adicionou-se 100 pL do cloreto de célcio para realizagdo da analise propriamente dita. O
ensaio foi realizado em triplicata.

No teste de TP controle, a cubeta com volume maximo de 350 pL foi preenchida com
100 pL de plasma e 200 pL de reagente proprio. No ensaio de TP com o PGLD-AAS, foi
pipetado 100 pL de plasma na cubeta previamente limpa e esterilizada, que ja continha em
seu interior o agitador magnético. O plasma e 50 uL da solugdo de PGLD-AAS a 50% (m/m)
em solucao fisiologica foram incubados a 37°C no proprio aparelho por 3 min. Em seguida, a
cubeta foi colocada no analisador de fotometria onde foi entdo acrescentado 200 pL do

reagente de cefalina com acido elagico. O ensaio foi realizado em triplicata.
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6.2.2 Adsorcdo protéica

As proteinas albumina de soro humano (HSA) e fibrinogénio humano (Fb) foram
marcadas com '*’I segundo o método de Hunter-Greenwood modificado por Biscayart [10,
11]. Empregou-se 0,5-0,7 mCi (18,5-25,9 MBq) de radioisétopo, 1 mg de proteina em 30 pL
de tampao fosfato (PBS) 0,05 M, pH 7,4. A reagdo procedeu-se a temperatura ambiente por 5
minutos adicionando-se em seguida 5 pg de metabissulfito de sodio em 5 pL do mesmo
tampao PBS 0,05M. A purificagdo da proteina marcada foi feita por filtracdo em gel
Sephadex G-100 para o HSA e G-250 para o fibrinogénio. Para um célculo preciso dos
coeficientes de distribuicdo dos picos radioativos (Kp). O coeficiente de distribuicdo permitiu
a comprovagao da pureza e identidade do marcado.

O estudo da adsor¢dao de proteinas ocorreu apds o contato dos pocos das placas de
Elisa previamente revestidos com o dendrimero PGLD-AAS com as proteinas marcadas
radioisotopicamente. As superficies sintéticas foram incubadas com as proteinas marcadas
(2,0.10° cpm.mL") em solugio PBS pH 7.4 equilibradas termicamente a 37°C. Apds
incubagdo por um periodo de 2 horas, a adsor¢do protéica foi avaliada apds lavagem das
superficies sintéticas com PBS pH 7,4 a 37°C. A radioatividade das superficies de poliestireno
(PS) e PGLD-AAS foram avaliadas em um contador gama (Beckman) para a determinacdo da

concentragdo das proteinas adsorvidas em fungdo do tempo.

6.2.3 Adesdo plaquetaria

O ensaio de adesdo plaquetaria foi efetuado apds contato da superficie de poliestireno
(pocos de placa Elisa) revestido com PGLD-AAS com plaquetas marcadas com °'Cr [12]. No
ensaio com plaquetas marcadas com °'Cr, sangue humano foi coletado em solugéo de citrato
de sodio (3,8%) e o plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado apds centrifugacdo a 700xg
por 5 minutos. Apos adi¢io de prostaglandina sodica (PGI,, 50 pg.mL™) e nova centrifugacio
do PRP a 900xg por 10 minutos as plaquetas foram resuspensas em solug¢do de ACD pH 6,0
(6,85 mM citrato de so6dio, 130 mM NaCl, 4 mM KCL e 5,5 mM de glicose). As plaquetas
foram peletizadas novamente ¢ em seguida resuspensas em solucdo de Hepes-Tyrode (136
mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,42 mM NaH,PO,, 12 mM NaHCO;3, 5,5 mM glicose, 2% BSA e 5
mM 4cido 4,2-hidroxietil-1-piperazina etanosulfonico). A concentracdo de plaquetas foi

ajustada para cerca de 2.10° células.mL™' e em seguida foram marcadas com °'Cr pela adigdo
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de Na,’'CrO4 (uCi.mL™) e incubadas por 40 minutos a 20°C. As plaquetas marcadas com °'Cr
foram lavadas duas vezes com o tampao de Hepes-Tyrode, centrifugadas e resuspensas
novamente no tamp3o. Apos ajuste para uma concentra¢io de 2.10% células.mL™', as plaquetas
foram utilizadas no ensaio de adesdo plaquetaria.

Para o ensaio de adesdo plaquetaria, os pocos da placa de Elisa foram revestidos com
PGLD-AAS e em seguida imersos em tampdo de Hepes-Tyrode por 1 hora a 37°C. Apods
remocio do tampdo, a solucdo contendo as plaquetas marcadas com °'Cr foram adicionadas
através de uma bomba peristéltica e mantidas em condi¢des de fluxo por até 4 horas. Os tubos
foram em seguida lavados com a solu¢do tampao de Hepes-Tyrode contendo solucdo de
MgCl, 1 mM. A radioatividade dos tubos foi medida em um contador gama. Os resultados
foram expressos como a média de 5 experimentos.

Para observacdo do processo de adesdo e agregacdo plaquetdria nas superficies das
amostras de PS e PGLD-AAS, ap6s contato com o PRP, estas foram desidratadas em etanol,
secas em atmosfera de CO, (ponto critico) e ap0ds revestimento com ouro foram observadas no

microscopio eletronico de varredura (MEV Phillips XL 30).

6.2.4 Formacdao de trombos

A formacao de trombos nas superficies dos tubos de PS ¢ PGLD-AAS foi estudada
utilizando-se a metodologia inicialmente proposta por Imai e Nose [13]. Sangue humano
recém coletado foi colocado em solugdo de ACD (citrato-dextrose) para impedir a hemolise
dos globulos vermelhos. Apds hidratagao da superficie da placa de Elisa em solugdo PBS pH
7,4 a 37°C estas foram colocadas em contato com o sangue previamente preparado com a
solugdo de ACD e em seguida a reagdo de coagulacdo foi iniciada pela adicdo de 20 pL de
CaCl, a 3,8%. Apds um determinado intervalo de tempo a reagao de formagao de trombos foi
interrompida pela adicdo de agua destilada. As superficies testadas foram mantidas por 5
minutos em solucdo de glutaraldeido a 25% para a fixacdo dos trombos. Os tubos poliméricos
foram em seguida secos sob vacuo a 25°C até peso constante.

A quantidade de trombos na superficie foi avaliada gravimetricamente pela equacao:

%Trombos = \%xloo (6.17)

9
sendo W, a massa dos trombos formados no vidro ap6s 60 minutos (referéncia de coagulagdo
total) ¢ W, representa a massa dos trombos formados nos tubos poliméricos apds um certo

tempo de reagdo.
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6.3 Atividade antitumoral

Os ensaios de verificagdo da atividade antitumoral e de citotoxicidade foram
realizados no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), no Centro de
Biotecnologia da Universidade de Sao Paulo (USP).

6.3.1 Teste de inibicdo do crescimento das células de tumor de mama MCF-7

Para este ensaio foram utilizadas linhagem celular do cancer de mama MCF-7 (ATCC
namero HTB-22™) que foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 1% de antibidticos (penicilina 100 Ul e estreptomicina 10 pg/mL)
mais fungizona (0,25 pg/mL) e 1% de L-glutamina mantido em estufa a 37°C com 5% de
CO,.

Para o ensaio foi utilizada uma placa de Elisa com 96 pocos e foram distribuidas 6000
células por pogo. O composto PGLD-AAS, assim como o controle PGLD, foi diluido no
intervalo de dose 10 a 0,02% (v/v) com o fator de dilui¢do 1:2 no préprio meio de cultura
RPMI 1640 sem os suplementos. Foram esterilizados por filtragao em 0,45 uM

Como controle positivo foi utilizado fenol 0,3% e como controle negativo, polietileno
molecular de alta densidade; ambos no intervalo de 100 a 6,25% com o fator de dilui¢ao 1:2.
Todas as dilui¢des foram analisadas em quadruplicata. A viabilidade celular foi medida apos
72 horas de incubacdo, com a adi¢do de 20 uL de MTS 0,2% + PMS 0,9% (20:1). A leitura
foi realizada duas horas depois em leitor de microplacas em 490 nm.

Os resultados foram expressos relacionando inibicdo do crescimento celular com
concentragdo (v/v) do composto. Para o ajuste foi utilizado o modelo sigmoidal dose-resposta

(declive variavel) e determinado o EC50% (dose efetiva de 50%).

6.3.2 Analise da morfologia das células MCF-7 submetidas a acdo do PGLD-AAS

Neste ensaio foi utilizada uma placa de cultura de 12 pogos contendo 20.000 células
por poco e adicionado a concentragdo da EC50% de PGLD-AAS e dos controles PGLD e
meio de cultura. Foram feitas fotos da cultura celular em diferentes intervalos de tempo

utilizando o microscopio invertido da marca Nikon e aumento de 200 vezes.

6.3.3 Ensaio de citotoxicidade contra células de mamiferos [14-16]

A norma ISO 10993 formula as regras e sugere alguns testes para avaliar os efeitos
biologicos adversos de materiais (metais, ceramicas, polimeros ou compositos) utilizados em
dispositivos médicos. Segundo a parte 1 da referida norma, o teste de citotoxicidade in vitro

deve ser um dos ensaios iniciais para avaliar a biocompatibilidade de qualquer biomaterial.
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Apos a verificacdo da auséncia de toxicidade, o estudo da biocompatibilidade do biomaterial
pode prosseguir com a realizagdo de outros ensaios in Vitro (genotoxicidade,
hemocompatibilidade, etc.) e in vivo em animais de laboratorio (sensibilidade, implante, etc.).
Algumas vantagens do teste de citotoxicidade incluem a rapidez, a sensibilidade (capacidade
de distinguir entre materiais toxicos e ndo tdxicos) e o baixo custo.

Os testes de citotoxicidade in vitro se baseiam no contato do biomaterial ou do seu
extrato com uma cultura celular de mamiferos. As alteragdes celulares sdo verificadas por
diferentes mecanismos tais como a incorporacdo de um corante vital ou a inibicdo da
formacdo de coldnias celulares. A viabilidade celular é o pardmetro mais utilizado para
avaliar a toxicidade do material. As membranas celulares podem ser danificadas por muitas
substancias, resultando na diminuicdo da captura de um corante vital. Assim, a quantificagao
das células vivas, danificadas ou mortas pode ser efetuada pela intensidade de cor da cultura
celular em um espectrofotdmetro.

No presente trabalho o teste de citotoxicidade foi baseado na avaliacdo quantitativa de
células vidveis depois de expostas ao extrato do PGLD-AAS utilizado como revestimento de
placas Elisa, e pela incubagdo com um corante supravital chamado MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-y)5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio) e um reagente de acoplamento
eletronico PMS (metassulfato de fenazina). O MTS ¢ bioreduzido por células a um produto
formazan que ¢ soluvel no meio de cultura do tecido. A andlise colorimétrica do corante
incorporado ¢, entdo, realizada. A quantidade de MTS (marcador da viabilidade celular)
absorvida pela populacdo de células ¢ diretamente proporcional ao nimero de células viaveis
na cultura. A toxicidade induzida pela amostra sob teste ¢ medida em uma faixa de
concentragdes de extrato do biomaterial e a concentracdo que produz uma reducdo em 50% da
absor¢do de MTS ¢ tomada como o pardmetro de toxicidade.

O extrato do PGLD-AAS foi preparado de acordo com a ISO 10993-5, que preconiza
uma razao entre a area da superficie e o volume do veiculo de extracao no intervalo de 0,5 a
6,0 cm*/mL. Amostras de 4 cm® foram esterilizadas por autoclavagem a 120°C por 20 min e
entdo 4 mL de RPMI 1640 foram adicionados e incubados a 37°C por 48 h. O extrato obtido
foi empregado no teste de citotoxicidade com uma cultura de células de ovario de hamster
chinés (CHO K1).

As células CHO foram cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). Uma microplaca de cultura
celular com 96 pogos foi preparada com dilui¢des crescentes (100, 50, 25, 12,5, ¢ 6,25%) do
extrato do biomaterial (50 pL/poco, 4 pogos/cada dilui¢dao). Em seguida, 50 uL da suspensao
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celular (3000 células) foram dispensadas nos pocos. Colunas de controle de quatro pogos
foram preparadas com o meio sem células (branco) e meio mais células (controle negativo). A
microplaca foi incubada sob atmosfera umida de 5% de CO,. Apos 72 h, 20 uL de uma
mistura (20:1) de 0,2% de MTS e 0,09% de PMS em PBS (solugdo tamponada de fosfato) foi
adicionada aos pogos e deixada por 2 h. A incorporagdo do corante foi medida pela leitura de
absorvancia a 490 nm em leitor de microplacas contra a coluna do branco (Figura 6.6). O
indice de citotoxicidade (ICsgy) foi estimado por interpolagdo, como a concentracao do
extrato que resulta em 50% de inibicdo da absor¢cdo de MTS, apos a constru¢do de um grafico
com a média de porcentagem de células vivas contra a concentracdo do extrato (%).
Paralelamente ao ensaio, uma solucdo de fenol 0,3% e o polimero PE foram usados,

respectivamente, como controles positivo e negativo (Figura 6.5).

Figura 6.5: Placas de Elisa ilustrando o ensaio de citotoxicidade. A intensidade

da cor € proporcional ao niamero de células viaveis.
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Capitulo 7 - Resultados e Discussao

7.1 Sintese e caracterizacdo do PGLD

E bem conhecido na literatura que polidis tendem a sofrer eterificagio na presenca de
catalisadores como NaOH, Na,COs;, CaO e elevadas temperaturas originando poliéteres. O
processo de eterificagdo em meio alcalino ndo ¢ seletivo exigindo, portanto, um longo tempo
reacional e atmosfera inerte para inibir-se a formagao de acroleina.

A Figura 7.1 mostra o percentual de conversdo da glicerina em poliglicerol oligomérico
em fungdo do tempo. Percebe-se uma massa molecular limite de 450 g.mol’, equivalente ao

hexaglicerol que foi obtida apds 23 horas de reagdo. O rendimento do processo foi de 70,8%.
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Figura 7.1: Porcentual de conversdo da glicerina em poliglicerol e
sua influéncia na massa molecular.
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Figura 7.2: Reagdo de policondensagédo do glicerol em hexaglicerol. Em seqiiéncia a sintese divergente

do dendrimero de poliglicerol a partir de um nucleo oligomérico de poliglicerol.

Apb6s reacdo de policondensacao,

o poliglicerol (PGL) foi caracterizado por

espectroscopia vibracional. A Figura 7.3 apresenta o espectro no infravermelho (FTIR) do PGL

sintetizado. Observa-se uma significativa alteragio na regido de 1500-1000 cm™ do espectro

vibracional como conseqiiéncia da reagdo de eterificacao da glicerina.
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Figura 7.3: Espectro FTIR da glicerina (GL) e do PGL sintetizado neste trabalho.
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A segunda etapa do processo reacional envolve a obtengdo de um alcodxido como
iniciador do processo. Neste caso, um alcooxido € obtido pela reagcdo de metalacao do glicidol de

acordo com a reagdo demonstrada na Figura 7.4:

5- &+ 5o 5+
:O\ ,OH RO: K > O 0O: K
(A)
5- ot PGIL; H N o ot
0] O: K GL{ OH) > 0] O-PGLT O: K
M (B) M
5- ot
6- ot O:

0 O-FPGL+ 0: K —» ?
4 (PGL),

Figura 7.4: Mecanismo de desprotonagdo do glicidol (A), propagacdo (B) e ciclizagao (C).

A reagdo de abertura do anel leva a formacdo de um alcodéxido como sitio ativo que
propaga-se anionicamente. A reagdo de ciclizagdo ¢ indesejavel uma vez que tende a formar
compostos de baixo peso molecular além de levar a obtengdo de materiais altamente
polidispersos no peso molecular. A reagdo de ciclizagdo do precursor oligomérico pode ser
inibida adotando como variaveis de controle a parcial desprotonagao (~10%), baixa concentragdo
e a lenta adicao do glicidol durante o processo de polimerizagao.

A Figura 7.5 ilustra o percentual de conversao em fun¢dao do tempo para a reagdo de
obtenc¢do do poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD). A andlise dos resultados obtidos
indica que a polimerizacdo segue uma cinética de primeira ordem clédssica. O rendimento do

processo para obtencdo do PGLD foi de 95%.
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Figura 7.5: Cinética de polimerizagdo do PGL para obtengdo do PGLD. Temperatura: 90°C.

A massa molecular médio e a polidispersdao de dendrimeros sdo dois pardmetros de maior
importancia para a determinacdo e explicagio do comportamento fisico destes sistemas
macromoleculares.

Dendrimeros de massa molecular muito baixa geralmente nao apresentam as propriedades
mecanicas desejaveis para a area médica, enquanto que os de massa molecular muito elevada sao
muito pouco soluveis e geralmente nao ¢ possivel utiliza-los no revestimento de superficies
sintéticas.

A cromatografia de permeagdao em gel (GPC), uma técnica que tem sido destacada como
fundamental para a ciéncia macromolecular, ¢ uma técnica de separacao introduzida por Moore
em 1964 para a determinagdo da distribui¢do de massas moleculares de um polimero [1].

A técnica GPC utiliza colunas empacotadas com géis de poliestireno ou polietileno glicois
reticulados de diferentes porosidades constituindo a fase estaciondria. O polimero dissolvido em
um solvente conveniente ¢ separado de acordo com seu volume hidrodindmico, ou seja,

moléculas pequenas tendem a permanecer na fase estacionaria, enquanto que moléculas grandes
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sdo excluidas preferencialmente da fase estaciondria. Os detectores utilizados podem ser do tipo
refratométricos, UV ou IR, dependendo da natureza do polimero.

A eficiéncia do processo de separacgao ¢ fun¢ao do volume de retengdo (ou elui¢ao) (Vg) €
da massa molar do material. O volume de retencao por sua vez ¢ fun¢do do volume intersticial V,

e o volume do poro acessivel no gel, ou seja:

V.=V, + K.V, (7.1)
sendo V; o volume interno total do poro e Kp € o coeficiente de particdo entre Vi e a por¢ao
acessivel para um dado soluto.

Quando Kp = 0 (moléculas grandes) Vr=V,, ocorrendo uma elui¢do rapida da coluna.
Para moléculas pequenas que penetram no volume do poro, Kp=1 e a eluicdo da coluna ¢ mais
lenta. A técnica da cromatografia de permeacao em gel (GPC) est4 limitada a moléculas onde Vg
<V,ou, Vg > V,+ V.

Uma vez que a massa molecular de um polimero determinado por GPC ndo representa o seu
valor absoluto, ou seja, ¢ um valor obtido com base em uma curva de calibragdo de polimeros de
conhecidas massas moleculares, podemos escrever:

log[n]sM; = log[n]uMa (7.2)
sendo [n] e M a viscosidade intrinseca e a massa molar do polimero, respectivamente. Os indices
s e u representam o padrdo e a amostra em analise, respectivamente.

Desde que os volumes hidrodindmicos da amostra e do padrao ndo sdo necessariamente
iguais, tem-se que [N]s=KM"s e [n],=K,.M"™u. A massa molar da amostra u pode ser

determinada a partir de [2]:

logM_ = 1+1vu .log[ E} i:\‘: logM. (1.3)
Frequentemente as curvas de calibra¢do sdo construidas a partir de poliestireno (PS) ou
poli(etileno glicol) (PEG) sendo conhecidos o peso molecular absoluto do polimero. O peso
molecular absoluto de um polimero pode ser determinado a partir de técnicas como o
espalhamento de luz e a osmometria.
A Figura 7.6 mostra a andlise por GPC de um poliglicerol com estrutura dendritica
(PGLD) obtido ap6s 12 horas de processo a 90°C. O dendrimero exibiu uma distribui¢do de peso

molecular bimodal e um baixo indice de dispersao no peso molecular (M,/M=1,05).
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O controle da massa molecular, bem como a polidispersividade de dendrimeros utilizando
como iniciadores alcooxidos polifuncionais, geralmente ¢ problematico devido a uma forte
tendéncia em se formar agregados devido a associagdo de grupos terminais, mesmo quando se
utilizam solventes polares. Consequentemente, o controle da massa molecular ¢
significativamente limitado e uma distribuicdo multimodal no peso molecular da macromolécula
¢ observada.

Considerando um baixo grau de desprotonacao, a velocidade de polimerizagao do glicidol
poderia ser descrita por [3]:

%: k[RO :"J[ROH][GI] (7.4)

sendo [RO:], [ROH] e [Gl] as concentragdes do alcodxido, poliglicerol e glicidol,
respectivamente.

Portanto, a equagdo (7.4) mostra que a velocidade de polimerizacdo € controlada pelas
concentracdes do glicidol, alcodxido e grupos hidroxila. Estudos da literatura demonstram que
um controle da razdo concentragdo do epoxido/concentracdo de um poliol ndo permite um
controle preciso do peso molecular bem como do indice de polidispersdo do polimero.

A obtencdo de um poliglicerol de estrutura dendritica monodisperso neste trabalho vem
demonstrar que a parcial desprotonacao de um poliglicerol utilizado como iniciador parece ser
uma rota sintética mais adequada para a sintese de poliglicerdis dendriticos. Neste caso, um
provavel equilibrio dindmico entre alcodxidos e grupos hidroxilas parece garantir a iniciacao
simultanea de todos os grupos alcodxidos presentes no sistema reacional.

Teoricamente seria de se esperar que a distribuicdo de massas moleculares em uma
polimerizagdo anidnica seguisse uma distribuicdo de Poisson gerando, portanto, sistemas
monodispersos.

Considerando que a concentragdo inicial do iniciador ¢ dada por [GA], a etapa de
iniciacao pode ser escrita como [4]:

GA— G+ A
G®+A > +M->AM; +G®
sendo que o crescimento da cadeia do polimero pode iniciar nos centros [AM; ] = [GA].
A velocidade de propagacao pode ser escrita como uma equagao integrada de velocidade

de primeira ordem com relagao a concentragao do mondmero:
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d[dl\:l =V, = '[k [AM][M]= Ik [GA][M ]= [M] = [M]oexp(-k,[GA]t) (7.5)
sendo [M], a concentragdo inicial do monomero a t=0.
V= [Mj (7.6)
[GA]

sendo v o comprimento cinético da cadeia.

Substituindo (7.5) em (7.6), obtém-se:

- [M],
V= on 2o i exp(—k, [GAT)} (7.7)

A velocidade da reagdo de polimerizagdo ap6s a adigdo de mais glicidol ao centro reativo
da cadeia, assumindo a presenca da espécie G¥ , pode ser escrita como:
AM; +M — AM;,

Logo pode-se escrever:

d[AM," _ _
- S LA, JIM 1=k, [AM, M 1, exp(—k, [GAT) (7.9
Ap6s integracdo, considerando [AM, J=[GA] em t=0, tem-se a expressao:
[AM, ]—[GA]exp{ [[GM} [1-exp(k,[GA)] } (7.9)

Introduzindo a equagdo (7.7), obtém-se a expressao simplificada:

[AM, ]=[GA]exp(-v) (7.10)

Generalizando a analise para a adi¢do de n-1 unidades monoméricas do sitio ativo {AM'},
obtém-se:

[AM . “]=[GA" e("p( 1;) (7.11)

A razdo entre o numero de cadeias com grau de polimerizagdao n (N,) € o nimero total de

cadeias (N) pode ser escrita como:

N, _[AM,]_v " exp(-v) (7.12)
N [GA] (n-1! |
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A expressao (7.12) representa a distribui¢do de Poisson. A estreita distribuicdo de massas
moleculares observada na andlise por cromatografia de permeacdo em gel ¢ justificada, portanto
pela polimerizacao anidnica do glicidol.

Por sua vez, o indice de polidispersao na massa molecular ¢ dado por:

My Y (7.13)

Mn (;+1)2

Substituindo o valor M/M,, obtido pela analise GPC, obtém-se um valor de v=20.

O comprimento cinético de cadeia, v, ¢ uma medida do nimero médio de unidades
monomeéricas reagindo com um sitio ativo durante seu tempo de meia-vida e pode ser relacionado
com a velocidade de reagdo de propagacao por:

200112
K, [M]
2k,

sendo que k,, ki e v, representam as constantes cinéticas de propagacdo, terminagdo e a

V= (7.14)
velocidade de propagagdo, respectivamente.

A equacdo (7.14) mostra que v € inversamente proporcional a concentracao de radicais,
ou seja, o comprimento das ramificagdes pode ser controlado alterando-se a concentragdo do
iniciador.

No processo de polimerizacdo do glicidol para obtencdo do poliglicerol dendritico, as
unidades epoxidicas que vao incorporando-se as cadeias poliméricas em crescimento podem
apresentar ligagdes éter, grupos hidroxilas terminais na periferia do dendrimero e carbono
assimétrico ou pseudoassimétrico, uma vez que em geral nao possuem atividade dtica em fungao
da natureza macromolecular dos substituintes.

A massa molecular de um dendrimero pode ser relacionada ao niimero de geracdes

através da expressao [5]:

G

n- -1

T +Mn_° (7.15)
n

m

M =M, +n,| M

sendo M. a massa molar do nucleo, M;;, a massa molar do mondmero ramificado, M; a massa
molar do grupo terminal e n. a funcionalidade do nucleo, ny, a funcionalidade da ramificagdo e G

o numero de geragoes.
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Substituindo os dados obtidos para o PGLD obtido neste trabalho, a saber: M~20.000
g.mol'l, M~ 550 g.mol'l, M~59 g.mol'l, M=16 g.mol'l, n~12, n,;=2, obtém-se um numero de
geracgdes (G) para o PGLD aproximadamente igual a 5.

A utilizacao do poliglicerol (PGL) como nucleo de crescimento no processo de sintese
divergente gera a estrutura dendritica com uma elevada densidade de grupos hidroxila na

periferia da macromolécula como ilustrado na Figura 7.7.

Figura 7.7: Estrutura esquematica do poliglicerol com estrutura dendritica. L4, L3, D e T significam

ligagdes lineares, estruturas dendriticas e grupos terminais, respectivamente.
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A ressonancia magnética nuclear representa uma importante ferramenta para a
caracterizacdo de estruturas dendriticas uma vez que a analise detalhada do espectro fornece
informacdes acerca do grau de polimerizacdo bem como da extensdo da ramificagao.

A Figura 7.8 (A) ilustra o espectro de *C-RMN para o poliglicerol de estrutura dendritica
sintetizado neste trabalho. Quatro unidades estruturais podem ser distinguidas na estrutura
dendritica a saber: (a) se a propagacao ocorreu através de hidroxilas secundarias uma unidade
linear do tipo 1,3 ¢ formada (L;3); (b) se hidroxilas primarias sofrem propagacdo, uma
correspondente unidade linear 1,4 (L;4) é formada; (c) se ambas as hidroxilas reagem com o
mondmero, uma unidade dendritica (D) ¢ formada e a cadeia polimérica ¢ ligada a hidroxilas
secundarias e; (d) se o0 monomero sofre alguma desativagdo por troca de préton, uma unidade
terminal (T) com duas hidroxilas ¢ formada.

A Tabela 7.1 indica as atribuigdes efetuadas ao espectro *C-NMR do dendrimero obtido
neste trabalho. Os dados obtidos podem ser utilizados na determinag¢do do grau de ramificagdao
(Gr) da macromolécula. O grau de ramificacdo ¢ uma medida que indica a tendéncia das
ramificagcdes criadas durante a etapa de propagagdo em gerar estruturas dendriticas. Para
estruturas lineares o grau de ramificagdo (Ggr) € igual a zero (Gr=0), para uma reacdo de
policondensa¢do ao acaso Gr=0,5 ¢ finalmente para a formacdo de uma estrutura dendritica,
Gr=1.

O grau de ramificacdo pode ser calculado a partir das intensidades dos picos no espectro
de PC-NMR através da equagio:

2D

G,=— = 7.16
Ro2D+L,+L, (7.16)

sendo Gr o grau de ramificacdo e D, L;3 e L4 representam as contribui¢des das fracdes
dendriticas e lineares presentes no polimero, respectivamente.

O valor obtido neste trabalho, Gg = 0,80 indica que a lenta adi¢do do alcooxido promoveu
a formac¢do da estrutura dendritica.

O espectro 'H-NMR do PGLD (Figura 7.8 (B)) é menos informativo que o espectro de
carbono, mas pode-se notar claramente a incorporagao do glicidol. Os sinais dos grupos metil e
metileno a 0,9 e 1,4 ppm respectivamente sdao devidos ao glicidol. Os quatro protons metilénicos
e um proéton relativo ao grupo metino do PGLD aparecem como uma larga ressonancia entre 3,3 e

3,9 ppm. Os prétons relativos ao grupo OH geram um sinal a 4,8 ppm.
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Figura 7.8: Espectro RMN de carbono (A) e de préton (B) do PGLD sintetizado neste trabalho.

Uma macromolécula apresenta uma estrutura microscopica nao linear onde, dependendo
da temperatura, diferentes estruturas podem coexistir em equilibrio sendo que, no estado liquido

ou fundido, as cadeias macromoleculares sdo caracterizadas pelo alto grau de liberdade.
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Tabela 7.1- Anélise do espectro de *C-NMR para o PGLD sintetizado neste trabalho.
Solvente: “DMSO, temperatura: 25 °C.

Regido da Grupo Deslocamento (ppm) Integral relativa
Molécula funcional
Lis CH,OH 62,9 0,85
CH, 71,2
CH 81,6
D CH 80,2 6,31
CH, 73,0
CH, 72,4
L4 CH, 74,0 2,12
CHOH 70,9
T CH,OH 64,5 4,31
CHOH 71,3
CH, 72,4

Quando a massa viscosa ¢ quente de um polimero fundido ¢ deixada resfriar sem a
interferéncia de forgas externas, pode haver a formacdo de estruturas com certo grau de
ordenacdo tridimensional, denominados cristalitos. Tais estruturas permanecem imersas em uma
matriz amorfa que confere ao polimero um determinado grau de cristalinidade. Na auséncia de
forcas externas, os cristalitos tendem a se formar ao acaso, nao havendo uma dire¢do preferencial
ao longo da qual os cristalitos se disponham.

Um polimero pode existir em trés estados fisicos: vitreo, altamente elastico e fluido
viscoso. E importante ressaltar que a passagem de um estado fisico a outro ndo ocorre em uma
temperatura definida, mas em um certo intervalo de temperaturas onde existe uma variacao
gradual nas propriedades termodindmicas do material. Neste caso, os valores médios da
temperatura na regiao de transi¢do sdo denominados de temperatura de transi¢do [6].

A transi¢do do estado vitreo para o estado altamente eléstico ¢ denominada de temperatura
de transi¢do vitrea (T,) e comumente se associa a este estado a estrutura de um liquido congelado.
A temperatura de T, ¢ comumente associada a uma transi¢do de fase de segunda ordem, uma vez
que os potenciais termodindmicos sdo continuos, mas a primeira e segunda derivada sdo
caracterizadas por exibirem uma variagdo brusca com a temperatura, ou seja:

o°G _(ﬂj _0°G _(ﬂj G _Cp 717
op? \oP ). oPoT \oT Jo 0T T '
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A temperatura de transi¢do vitrea pode ser medida experimentalmente pela calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), uma técnica que tem sido amplamente utilizada na obtencao de
informag¢des relativas ao estado solido das substancias macromoleculares [7]. Neste caso, na
transicdo de fase correspondente a temperatura vitrea (T,), a técnica DSC exibird uma resposta
endotérmica correspondente a uma variagao na capacidade calorifica do material.

Embora exista uma certa controvérsia com relacdo ao equilibrio de fases em um sistema
macromolecular, existe um consenso no meio cientifico de que a T, de um material polimérico
esta diretamente relacionada as interagdes intermoleculares de longo ou curto alcance bem como
interagdes intramoleculares na cadeia da macromolécula [8].

A natureza da estrutura dendritica, com relacdo a existéncia de grupos funcionais polares
ou apolares na periferia da macromolécula, exerce uma influéncia significativa nas propriedades
macroscopicas do polimero, destacando-se a temperatura de transicdo vitrea e seu
comportamento reologico.

A Figura 7.9 mostra a curva DSC para o poliglicerol com estrutura dendritica sintetizado
neste trabalho. A baixa temperatura de transi¢do vitrea observada (Tg=-27°C) indica que o PGLD
sintetizado ¢ adequado para o transporte de farmacos devido a sua elevada flexibilidade a

temperatura ambiente.
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Figura 7.9: Determinacdo da temperatura de transigdo vitrea do PGLD sintetizado neste
trabalho utilizando a técnica de calorimetria exploratoria diferencial.
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7.2 Imobilizacdo do AAS

A tecnologia dos fAirmacos imobilizados em nanoparticulas representa uma das fronteiras
da ciéncia do mundo contemporaneo e envolve diferentes aspectos multidisciplinares que pode
contribuir significativamente para o aumento da qualidade de vida e a0 mesmo tempo preservar a
satide humana.

Nanosistemas contendo farmacos imobilizados oferecem iniimeras vantagens para a
quimioterapia quando comparados a outros sistemas de dosagem convencional destacando-se a
diminui¢do significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulagdo e o
direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagdo significativa das espécies bioativas.

Neste trabalho, foi efetuada a sintese do conjugado bioativo PGLD-AAS (Figura 7.10). O
ensaio da pureza do bioconjugado foi analisado por cromatografia de camada delgada (TLC) em
placas de silica gel (0.25 mm espessura, 60-mesh; Merck). As placas foram colocadas em uma
cuba contendo uma solucdo cloroféormio/metanol/agua (65:25:4, v/v) como fase movel. Em
seguida as placas TLC foram expostas ao vapor de iodo para formacao de um complexo de cor

amarelada que permitiu a identificagdo da pureza do conjugado PGLD-AAS obtido.

Figura 7.10: Estrutura do PGLD-AAS sintetizado neste trabalho utilizando a
rota sintética de esterificagdo com DCC/DMAP.
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A cromatografia em camada fina (ou delgada) ¢ uma técnica barata, simples e muito
importante para a separacdo rapida e analise quantitativa de pequenas quantidades de material.
Ela ¢ usada para determinar a pureza do composto, identificar componentes em uma mistura
comparando-os com padrdes; acompanhar o curso de uma reagao pelo aparecimento dos produtos
e desaparecimento dos reagentes e ainda para isolar componentes puros de uma mistura.

Na cromatografia de camada delgada, a fase liquida ascende por uma camada fina do
adsorvente estendida sobre placas de silica utilizadas como suporte neste trabalho. A Figura 7.11
(A) ilustra a cromatografia de camada delgada para os compostos AAS e PGLD-AAS e a Figura
7.11 (B) a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

PGLD-AAS

© > ¢
QEEEEDIDPD » » 4+ §
Absorbancia
\

—
AAS PGLD-AAS 20 22 24 2B 22 30 32 34 36 3T 40 42

(A) (B) Tempo de Eluicdo (min)

Figura 7.11: Cromatografias: de camada delgada (A) e liquida de alta eficiéncia (B) do AAS e conjugado PGLD-
AAS. HPLC: coluna (C(18), 150 mm x 4.6 mm x 5 micron). Fase mével: solu¢do methanol:agua:acido

acético glacial (8.0: 5.5: 1.0). Detec¢do a 302 nm.
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Um parametro frequentemente usado em cromatografia ¢ o "indice de retencdo" de um
composto (Rg). Na cromatografia de camada fina, o Rr ¢ funcdo do tipo de suporte (fase fixa)
empregado e do eluente. Ele ¢ definido como a razdo entre a distancia percorrida pela mancha do
componente ¢ a distancia percorrida pelo eluente. Portanto:

Re=d./ ds (7.18)
sendo d. a distadncia percorrida pelo componentes da mistura e ds a distancia percorrida pelo
eluente.

Neste trabalho, os valores de Rf para o AAS e PGLD-AAS foram 0,6 e 0,72
respectivamente.

Assumindo que o AAS esta distribuido estatisticamente no PGLD, a conjugacao do AAS
com o dendrimero aumenta significativamente a hidrofobicidade deste ultimo em funcdo da
presenca do anel aromadtico, conforme pode ser observado através das cromatografias TLC e
HPLC. A partir da andlise por HPLC calcula-se que a quantidade do antiinflamatorio ndo

esteroidal incorporado a estrutura dendritica foi de 200+20 mg.g™' de PGLD.

7.3 A relacéo atividade bioldgica-constante dielétrica [9-11]

O valor das constantes dielétricas de diferentes tecidos depende da constituigdo dos
mesmos, da frequéncia e, no caso das moléculas polares, também da temperatura. No caso da
agua, que ¢ uma molécula polar, a constante dielétrica relativa ¢ 81 para baixas frequéncias e cai
com o aumento da frequéncia devido a inércia rotacional dos dipolos elétricos com o campo
externo.

E fato conhecido da literatura que a constante dielétrica relativa do sangue é dependente
da freqiiéncia. Para freqiiéncias de 10 kHz a 100 MHz, a constante dielétrica ¢ afetada pela
polarizacdo das membranas, acima de 100 MHz, as membranas perdem a sua influéncia, e se
comportam como um curto circuito; acima de 10 GHz a constante dielétrica reflete o contetdo de
agua no sangue.

O sangue ¢ composto essencialmente por moléculas polares. Neste caso, as mudancas
ocorridas na permissividade quando o fluido vital ¢ submetido a um campo elétrico sdo atribuidas
principalmente ao relaxamento das moléculas de 4gua presentes no sangue. Uma abordagem

simples sugere que o efeito da variacdo da quantidade de qualquer componente deverd afetar a



Capitulo 7 — Resultados e Discussdo 123

permissividade do sangue através da mudanca em relagdo ao volume de agua livre que esta
presente.

Os principais componentes do sangue que determinam seu comportamento dielétrico sdo
os globulos vermelhos, as proteinas plasmaticas e a agua. Os globulos vermelhos sdo discos
biconcavos com diametro médio de 7,8 um, largura de 1,84 um e a espessura da membrana ¢ de
75 A. Aproximadamente 30% do volume dos globulos vermelhos é ocupado por hemoglobina,
enquanto o resto ¢ essencialmente dgua. Em um adulto saudavel, existem cerca de 5 x 10°
globulos vermelhos em 1 mL de sangue, o que ¢ consideravelmente maior do que a concentragao
dos outros tipos de células do sangue.

A concentragdo total de proteinas do plasma ¢ de aproximadamente 7 g por 100 mL, das
quais, cerca de 4-5 g ¢ albumina. O resto do plasma é composto por agua, que totaliza mais de
90% em volume do sangue.

Quando uma amostra de sangue ¢ colocada em um campo elétrico, respostas complexas
podem ser esperadas. A membrana das células vermelhas tem uma alta capacitancia, que da
origem a uma alta permissividade em baixas freqiiéncias. Para os dois principais constituintes
nao-aquosos do sangue, albumina e hemoglobina, as dispersdes na permissividade elétrica
ocorrem na faixa de 1-10MHz.

Nas freqiiéncias acima de 10 MHz, duas outras questdes devem ser consideradas. As
proteinas albumina e hemoglobina possuem cadeias laterais passiveis de sofrerem rotacao sob a
acao do campo elétrico. Outra consideracdo a ser feita ¢ a dgua, que ¢ fortemente vinculada as
macromoléculas. Salienta-se que as moléculas de dgua que solvatam as proteinas e outras
macromoléculas presentes no sangue podem ser incapazes de sofrer rotagdo em altas frequéncias
relativamente as moléculas de agua livres. Esta observacdo sugere que a agua ligada forma uma
camada bimolecular abrangendo ambas as superficies da membrana. Calculos demonstram que
uma célula vermelha se liga a cerca de 6 x 10° moléculas de agua. Como existem 5 x 10’
eritrocitos por mL de sangue, a quantidade de 4gua adjacente ligada as membranas celulares ¢
inferior a 10~ g/mL do sangue total, que é novamente insignificante.

No sangue de individuos normais, o efeito repulsivo das cargas positivas € negativas na
superficie externa da membrana dos eritrdcitos (potencial zeta) sobrepuja a forca de atragdo entre
os eritrécitos (forga de van der Walls) e mantém as células suspensas com pequena agregacgao.

Um aumento na concentragdo de proteinas plasmaticas, como fibrinogénio ¢ mucoproteinas,
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resulta em grande aumento na constante dielétrica do plasma, superando o potencial zeta.
Consequentemente, os eritrocitos se agregam formando empilhamentos que se sedimentam em
uma velocidade acelerada.

A constante dielétrica ou, mais corretamente, a parte real da constante dielétrica (¢’) e a
constante dielétrica imaginaria (¢”) foram medidas neste trabalho em funcao da concentragdo de
PGLD-AAS em solugdo fisiologica em trés faixas distintas de frequéncias: 10 e 100 kHz e 1
MHz (Figuras 7.12 e 7.13).

5 | POz
'|'_
[ -
5_
g

L]

(o]

w7

T 2 |
; JrooiHz
u-sz?m &
-1
-2 | I I | I I | | I I |

w100 rmg.dl™

Figura 7.12: Constante dielétrica real da solugdo de soro fisiolégico e PGLD-AAS em
diferentes concentragdes a 10 kHz, 100 kHz e 1 MHz.
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Figura 7.13: Constante dielétrica imaginaria da solug@o de soro fisioldgico e PGLD-AAS
em diferentes concentragdes a 10 kHz, 100 kHz e 1 MHz.

Foi observada uma linearidade das medidas de ¢’ e de €” em boa concordancia com a
literatura consultada, sugerindo que o aumento da concentracdo esta relacionado a uma reducao
nos graus de liberdade das moléculas de agua em solugdo fisioldgica. A diminui¢do em €’ e €”
ocorre em uma escala semelhante quando comparada a constante dielétrica do sangue em
diferentes concentragdes.

Para um material ser reconhecido como proprio do organismo e nao ser rapidamente
eliminado ou causar alteragdes na resposta imunoldgica, este deve apresentar, dentre outras
propriedades, caracteristicas semelhante as das células humanas. Para exercer a funcdo de
carregador de farmaco, ¢é imprescindivel que o material exiba as propriedades de
hemocompatibilidade adequadas. Portanto ¢ imprescindivel que o material sintético em contato
com o fluido fisioldgico vital ndo apresente diferengas significativas em relacdo a constante
dielétrica do sangue.

Dentre as células sanguineas, os eritrocitos sdo as que se encontram em maiores
concentragdes, portanto sdo as células que mais influenciam na medida da constante dielétrica

sanguinea. As figuras 7.14 e 7.15 comparam as constantes dielétricas de uma solug¢do de 50% de
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eritrocitos com uma solucdo contendo PGLD-AAS:Eritrocitos (1:1). A adicdo do PGLD-AAS a
solucdo de eritrocitos ndo alterou significativamente a curva da constante dielétrica, sugerindo

que ndo houve agregagao das células sanguineas induzida pelo conjugado bioativo PGLD-AAS.
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Figura 7.14: Constante dielétrica da solucao de eritrocitos a 50%.

PGLD-AAS 50% + Eritrocitos 50%

1,6
1,44
124
1,0—-
0,8—-

0,6

€'x10° (F)

0,44
0,2

0,04

-0,2

L e e e e S e S S [N A D s m e e e
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 1

fx 10° (Hz)

Figura 7.15: Constante dielétrica da solu¢do PGLD-AAS: Eritrdcitos (1:1) em diferentes frequéncias.
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7.4 Propriedades hemocompativeis in vitro do PGLD-AAS

Dentre todos os critérios exigidos para um material sintético ser considerado
biocompativel, a compatibilidade com o sangue parece ser a mais complexa, pois limita
grandemente a aplicagdo de macromoléculas sintéticas como carregadores de farmacos
diretamente na corrente sanguinea. De um modo geral um polimero ¢ considerado
hemocompativel ou antitrombogénico se ndo houver ativacao da cascata de coagulacao intrinseca
do sangue bem como auséncia de plaquetas e leucocitos ativados aderidos em sua superficie.

A cascata da coagulagdo sanguinea € o principal fator bioquimico que limita a aplicagao
de polimeros bioativos diretamente na circulacdo sanguinea. A coagula¢do sanguinea pode
ocorrer através de duas vias basicas: intrinseca e extrinseca e ambas as vias confluem para uma
via final comum.

A via extrinseca ¢ iniciada com a liberacdo de tromboplastina tecidual apds uma lesao do
tecido biologico. Nesta via a formacdo do ativador extrinseco se dd quando o fator III
(lipoproteina) ¢ liberado pelos tecidos que estdo em torno do vaso sanguineo, de modo que a
fungdo protéica deste fator ativa o fator VII na presenga de calcio e o fator X ativa o fator V que
vai agir com a fragdo lipidica do fator III.

A via intrinseca ¢ iniciada pela exposicdo do sangue a uma superficie negativamente
carregada. A formacdo do ativador intrinseco se d4 quando o fator XII ¢ ativado no momento em
que entra em contato com as bordas da lesdo vascular. Uma vez ativado, o fator XII da origem a
uma reagdo em cascata que consiste na ativagao do fator XI na presenca do calcio.

Na via intrinseca, a calicreina deflagra a ativagdo dos fatores XII, XI e IX, em cascata, ou
seja, um fator ativa o seguinte, numa seqiiéncia ordenada. O fator IX, em presenca de calcio e o
fator VIII (anti-hemofilico) ativam o fator X, iniciando a via final comum. O fator V (ativado
pelo fator X) reagira com os fosfolipideos liberados pelas plaquetas, originando desta forma o
ativador intrinseco.

Na via comum, a protrombina ¢ ativada pelo fator X ativado, formando-se trombina. A
trombina ndo somente converte o fibrinogénio em fibrina, mas também ativa o fator XIII,
responsavel pela polimerizacao da fibrina.

A fibrina polimerizada ¢ insoluvel, e forma um reticulo que aprisiona células do sangue,
formando um codgulo ou trombo, cujo objetivo original seria o fechamento de uma

descontinuidade na parede do vaso. Quando o sistema ¢ ativado dentro do vaso (ou na superficie
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de um material sintético implantado), o coagulo formado pode obstruir o vaso sanguineo ou ser
levado pelo fluxo sangiiineo comprometendo seriamente a satide do paciente.

O coagulo formado ¢ reabsorvido simultaneamente com a cicatrizagdo da parede do vaso
sanguineo cerca de 24 a 48 horas apo6s o inicio da coagulagcdo em um mecanismo conhecido como
fibrin6lise. Neste caso, a substancia responsavel pela reabsor¢do do coagulo ¢ a fibrinolisina,
substancia esta ativada pelo fator XIII. Para uma melhor compreensao, a cascata de coagulagao

do sangue ¢ representada esquematicamente na Figura 7.16.
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Figura 7.16: Esquema simplificado da cascata de coagulagdo sanguinea [12].

A fim de se minimizar a experimenta¢do animal, a hemocompatibilidade de uma
superficie sintética deve ser avaliada inicialmente através de ensaios in Vvitro. Tais ensaios

envolvem a adsor¢do protéica, adesdo e ativacdo de plaquetas e a formagdo de trombos. Com o
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intuito de minimizar a utilizagdo do dendrimero e também de reagentes foi utilizado neste ensaio

pocos de placa Elisa. Neste caso, a placa de Elisa € constituida de poliestireno (PS).

7.4.1 Adsorcao protéica e absor¢ao de agua

O primeiro evento resultante da interacdo entre uma superficie sintética e o sangue ¢ a
adsorg¢do protéica, que pode influenciar os demais eventos como adesdo plaquetéria e a formagao
de trombos.

A adsor¢ado de fibrinogénio tem grande importancia no fenomeno da
hemocompatibilidade dos materiais poliméricos uma vez que por ser um dos fatores da
coagulagdo, facilita a adesdo de plaquetas, participando de reagdes de troca com outras proteinas,
importantes no mecanismo de coagulagdo sanguinea [13].

Diversos estudos tem relacionado a absor¢do preferencial de albumina ao carater nao

trombogénico das superficies sintéticas organicas (Figura 7.17).
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Figura 7.17: Adsor¢do de Fibrinogénio e Albumina na superficie do PGLD-AAS.
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No caso das superficies que exibem um carater essencialmente hemocompativel, ¢ fato
comprovado experimentalmente que tais superficies apresentam uma elevada hidrofilicidade
[14].

Neste trabalho o processo de absor¢do de dgua pelas superficies ndo revestidas (PS) e
revestidas com o dendrimero PGLD-AAS foi avaliado através da espectroscopia no
infravermelho (FTIR) [15, 16]. Neste caso, considerando a banda de absor¢do da dgua, a seguinte

expressao pode ser utilizada:

o [— o 2.’?+1'|2;fr2f] (2n+ 1=
8y 2 Tk 2L

expl—w 200 + (= 17| 2}4}
% - 5 i
T1—expi2l)|id ( '
H[ Pl }')] ’ (2n+ 1'![4}’2 + [7[2”211 lﬁ] J

(7.19)

sendo A;, A, e L a absorvancia correspondente a massa de agua adsorvida no tempo t,

absorvancia correspondente a massa no equilibrio e a espessura do filme do dendrimero
depositado, respectivamente.

O termo y representa o decaimento no campo evanescente € D o coeficiente de difusdo da

agua na superficie polimérica. Para y pode-se escrever:

s
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(7.20)

sendo nj, ny, O e A os indices de refracdo do polimero e do cristal de ATR, angulo de incidéncia
do IR no cristal (45°) e o comprimento de onda da luz absorvida.

Como pode ser observado na figura 7.18, a regido de 3200 cm™, caracteristica da banda de

absorcao do grupo OH sofre um aumento de intensidade significativa relativamente ao tempo de

exposi¢ao da superficie sintética a agua.
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Figura 7.18: Evolugao no espectro vibracional (FTIR/ATR) da superficie de PGLD-AAS
durante o processo de sor¢do de agua. Solugdo PBS, pH 7,4 a 37 °C.

A Figura 7.19 mostra o conteido de agua nas superficies sintéticas revestidas com o
bioconjugado PGLD-AAS. Como pode ser observado, o revestimento dendritico levou a um

incremento significativo no conteudo de dgua do polimero revestido, indicando sua natureza

hidrofilica.
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Figura 7.19: Conteudo de agua nas superficies de PS (o) e PGLD-AAS (®) a
37 °C, PBS- pH=7 4.

7.4.2 Adesdo plaquetaria e formacado de trombo

O primeiro evento decorrente da exposi¢do de uma superficie sintética ao sangue € a
adsor¢do de proteinas séricas seguido da adesdo plaquetdria na forma de monocamadas ou
agregados. Estudos indicam que o processo de adesdao de plaquetas envolve a interagdo fisica ou
quimica dos receptores de membrana desta célula com a superficie do polimero sintético [17].

A interagdo entre a superficie sintética e o sangue envolve uma fenomenologia ainda nao
totalmente esclarecida pela literatura. Entretanto, sabe-se que, apds exposi¢do ao sangue, uma
série de eventos dominantemente de adsor¢ao dos elementos presentes no fluido vital iniciam-se
na interface macromolécula-tecido bioloégico. Desta maneira as propriedades fisico-quimicas da

macromolécula, tais como presenca de microdominios hidrofilico/hidrofobico, topologia e
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presenca de cristalitos sdo fatores que podem influenciar nas interacdes entre a superficie
sintética e o sangue [18].

De uma maneira geral, a série de fatores que determinam a formag¢ao de uma interface por
deposi¢ao plaquetaria sobre a superficie de um biomaterial ¢ influenciada pela termodinamica do
sistema que através de variacdes entalpicas e entropicas dirigem o potencial termodindmico de
Gibbs para o processo de adesdo e agregacao da célula sanguinea na superficie sintética [19].

Entretanto, deve-se recordar que o carater ndo temporal da termodindmica impede o
estabelecimento de uma avaliagdo mais criteriosa da dindmica da interacdo célula
sanguinea/superficie sintética. A adesdo de plaquetas na superficie sintética ¢ mediada pelo fator
VII da coagulagdo sanguinea, podendo ser liberados alguns constituintes do agregado plaquetario
dentro do plasma. Estas transformagdes estdo sob o controle das prostaglandinas, fons Ca™, AMP
e ADP. As proteinas especificas e fosfolipideos da membrana plaquetaria sdo de importancia
primordial para a aceleragdo e controle do processo de coagulagdo. Por sua vez, as plaquetas
aderidas sobre a superficie sintética podem ser ativadas levando ao inicio de um conjunto de
reagdes que conduzem a formagao de trombos.

Embora mais de trés décadas tenham se passado na tentativa de se estabelecer um
mecanismo preciso da interagdo entre a plaqueta sanguinea e a superficie dos polimeros
sintéticos, semelhantemente a fisica contemporanea, falta uma teoria unificada que seja capaz de
prever tanto os processos de adesdo quanto os de ativagdo plaquetaria independente da estrutura
da macromolécula sintética em estudo.

A Figura 7.20 ilustra a adesdo de plaquetas nas superficie do PS e PGLD-AAS. Observa-
se que a superficie de PS revestida com o conjugado PGLD-AAS adere significativamente menos
plaquetas que a superficie sintética ndo revestida.

A Figura 7.21 mostra as micrografias MEV para as superficies de PS e PGLD-AAS apos
exposicao ao sangue humano. As superficies de PS revestidas com PGLD-AAS apresentaram
poucas plaquetas aderidas, em comparagao ao PS ndo revestido, evidenciando uma tendéncia

bastante significativa das superficies revestidas a um comportamento hemocompativel.
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Figura 7.20: Porcentual de plaquetas ativadas aderidas sobre: PS (o) e PGLD-AAS (o).

Dentre os varios modelos desenvolvidos nos ultimos 30 anos para a explicacdo das
propriedades biocompativeis de uma superficie sintética, o modelo de Bayer que ressalta a
importancia de superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie (y.) parece ser o mais
adequado do ponto de vista termodindmico [16]. De acordo com o modelo em questdo,
superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie apos contato com o sangue poderao
exibir propriedades hemocompativeis. Deste modo, revestimentos de baixa energia livre de
superficie poderiam inibir os processos de adesdo e ativacao das plaquetas sanguineas.

Uma propriedade da microestrutura do revestimento que esta intrinsecamente ligada a y. €

a temperatura de transicao vitrea do revestimento [20-25]:

70’860 = (0,03 RTg — 1’5Xn ¢2'Vm_0’71)
(7.21)

sendo n o grau de liberdade do sistema, V,, 0 volume molar e ¢ o pardmetro de interagao.
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Embora possua algumas limitagdes, a expressao (7.20) foi utilizada para o calculo da
tensdo critica de superficie do revestimento de PGLD-AAS. O valor de y. obtido para o
revestimento de PGLD-AAS foi de 19,2 dinas.cm™. Como ja mencionado anteriormente, a baixa
energia livre de superficie caracteristica do revestimento poderia favorecer a propriedade de
hemocompatibilidade e consequentemente a interagao da superficie sintética com as plaquetas do

sangue.
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Figura 7.21: Micrografia da microscopia eletronica de varredura (MEV) ilustrando a superficie de PS ndo
revestida (A) e revestida com o dendrimero PGLD-AAS (B) apds o contato com sangue

humano por 180 s.
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A figura 7.22 mostra as curvas representando a cinética da formagdo de trombos nas
superficies do PS revestida com o PGLD-AAS e nao revestida (PS). Observa-se que a superficie

revestida ¢ significativamente menos trombogénica que o polimero ndo revestido com o PGLD-

AAS.
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Figura 7.22: Cinética da formagao de trombos na superficie do PS (placas de Elisa) antes (®)
e apos o revestimento com o dendrimero PGLD-AAS (0).

7.4.3 Os tempos de protrombina e de tromboplastina parcial ativada

E fato conhecido da literatura que o 4cido acetilsalicilico possui atividades
antitromboticas e antiagregantes plaquetdria sendo amplamente utilizado na prevengdo dos
eventos combinados de acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocardio e mortalidade
cardiovascular. Portanto, sua conjuga¢do com o dendrimero pode alterar de modo significativo a

hemodinamica do organismo humano e propiciar um efeito sinérgico entre a propriedade
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antitrombotica resultantes de alteragdes na cascata de coagulacdo e a desejada atividade
antitumoral.

As anormalidades na via extrinseca e comum da cascata de coagulacdo podem prolongar o
TP (fatores VII, V, X, protrombina ou fibrinogénio). O teste pode estar prolongado nas
deficiéncias de um ou mais dos fatores acima, bem como na presen¢a de um inibidor de algum
desses fatores. Dos cinco fatores que alteram o TP, trés sdo dependentes de vitamina K
(protrombina, fator VII e fator X) e tornam-se diminuidos com o uso dos anticoagulantes
cumarinicos, motivo pelo qual o TP ¢ o exame mais amplamente usado para a monitorizagdo do
processo de anticoagulagdo.

O TTPA avalia as vias intrinseca e comum da cascata da coagulacdo (pré-calicreina,
cininogénio de alto peso molecular, fatores XII, XI, IX, VIII, X, V, protrombina e fibrinogénio).
O TTPA ¢ relativamente mais sensivel a deficiéncias dos fatores VIII e IX do que a deficiéncias
dos fatores XI e XII ou fatores da via comum. O TTPA ¢ usado para detec¢do de deficiéncias ou
inibidores dos fatores da coagulagdo da via intrinseca ou comum, além de se prestar para
monitorizagao da anticoagulacao.

A Figura 7.23 mostra a atividade anticoagulante do PGLD-AAS. Constatou-se que o
conjugado bioativo PGLD-AAS apresenta significativa atividade anticoagulante. Entretanto, o
mecanismo exato da atividade anticoagulante ainda estd sendo investigado pelo grupo de

pesquisa de biomateriais da Unifei.
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7.4.4 Atividade antitumoral

Como ja citado anteriormente, no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude dos
ultimos 5 anos (Data SUS), as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte em
individuos com mais de 40 anos e a terceira causa de morte em todas as faixas etarias. As
neoplasias malignas sdo responsaveis por aproximadamente 16% dos Obitos em nosso pais, o que
significa aproximadamente 110.000 mil mortes por ano. Ao consideramos que estes nimeros sao
subestimados, podemos destacar o impacto das neoplasias na saude publica brasileira ¢ mundial.
Dentre as neoplasias malignas, o cancer de mama ¢ uma das enfermidades mais frequentes, tanto
em incidéncia como em mortalidade.

Estudos da literatura tém demonstrado a atividade antitumoral e citolitica do &cido
acetilsalicilico. Entretanto os efeitos colaterais associados a este antiinflamatorio ndo-esterdide
tém incentivado a busca de derivados do AAS que possam ser utilizados no tratamento do cancer
de modo seguro. A elevada funcionalidade e biocompatibilidade do dendrimero PGLD parece
trazer uma luz a esta busca.

Os ensaios de determinagdo da viabilidade celular foram realizados para se verificar as
alteracdes na sobrevivéncia das células MCF-7 quando tratadas ou ndo com o conjugado PGLD-
AAS, estabelecendo assim o tempo e concentragdes ideais de incubacdo com o dendrimero
bioativo. Observou-se que as células tratadas com o PGLD-AAS exibiram uma diminui¢ao da
viabilidade celular de maneira dependente da dose de incubacdo. Notou-se que o aumento da
concentracdo do PGLD-AAS induziu uma diminui¢ao da viabilidade das células MCF-7, como
pode ser observado na Figura 7.24, confirmando que a resposta ao dendrimero bioativo ¢
dependente da dose utilizada. A Figura 7.25 demonstra que o extrato PGLD-AAS possui
atividade antiproliferativa com ICso calculada de 0,75 pg.mL"', concentragdo dependente e efeito

citostatico sobre a linhagem celular MCF-7.



Capitulo 7 — Resultados e Discussao

140

100 -

B
| L’H

ey /
AT I J
P
=
=
o
=
= 40

20

L
I:I T | T | T | T |
oo 0A 10 15 20

PGLD-ALS concentration (pg.rmL )

Figura 7.24: Influéncia da concentragdo de PGLD-AAS no ensaio de inibi¢ao de crescimento de células

MCF-7. O percentual de crescimento foi determinado em ensaio MTS por 72 horas.

Uma vez confirmada que a resposta das células MCF-7 ao PGLD-AAS era dependente da
concentracao do bioconjugado, resolveu-se investigar as alteragdes morfologicas decorrentes do
uso do dendrimero bioativo. ApoOs tratamento com PGLD-AAS observaram-se alteragdes

morfoldgicas significativas das células MCF-7 provavelmente associadas a morte celular por

apoptose (Figura 7.25).
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Figura 7.25: Microscopia por contraste de fase: em (A) observa-se o controle e em (B) observa-se o efeito do

PGLD-AAS na morfologia das células MCF-7 em cultura in vitro. Aumento 200X.

7.4.5 Andlise da biocompatibilidade: citotoxicidade
A citotoxicidade do PGLD-AAS sobre células de mamiferos (CHO) € ilustrada na Figura
7.24. Observou-se que a o PGLD-AAS nao possui agdo citotoxica sobre a linhagem de células

nao tumorais (CHO), o que ¢ desejavel para sua futura utilizagdo como agente quimioterapico.
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Figura 7.26: Grafico da citotoxicidade de PGLD-AAS comparada com fenol e polietileno.
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Capitulo 8 — Conclusdes

O estudo das propriedades do conjugado dendrimero de poliglicerol com o &cido acetil
salicilico (PGLD-AAS) foi realizado através de ensaios fisicos, quimicos e bioldgicos
relacionados. Cada ensaio foi essencial tanto na caracterizacdo do material quanto na analise
da hemocompatibilidade do mesmo.

Através da analise por GPC foram realizadas medidas a fim de se observar o grau de
pureza do dendrimero de poliglicerol sintetizado. Os resultados do baixo indice de
polidispersdo obtido (1,05) e o pico préximo da caracteristica monomodal indicam um
elevado grau de pureza do dendrimero PGLD. Através desta técnica, também foi possivel
determinar o comprimento cinético da cadeia polimérica sendo igual a aproximadamente 20 e
que o PGLD sintetizado neste trabalho é de geracdo 5 (G5).

Os resultados da espectroscopia **C-RMN e 'H-RMN comprovaram a estrutura
dendritica do polimero de poliglicerol bem como a existéncia dos grupos hidroxilas terminais
que interagem diretamente com as proteinas do plasma sanguineo. Através da técnica “*C-
RMN obteve-se o grau de ramificagdo da macromolécula. O resultado obtido (Ggr = 0,80)
indica a formacéo da estrutura dendritica do PGLD sintetizado.

O resultado da técnica de DSC indica uma temperatura de transicdo vitrea de
aproximadamente -27°C, apropriada para que o dendrimero obtido ndo sofra nenhuma
transicéo de fase no fluido e temperaturas corporeas.

Os ensaios de constante dielétrica do sangue sugerem que o conjugado PGLD-AAS
ndo sofre agregacdo e seu comportamento quanto a fendmenos de polarizagdo elétrica no
fluido fisioldgico é muito parecido com as células sanguineas.

Os ensaios de biocompatibilidade indicam que o conjugado PGLD-AAS possui as
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.

O conjugado PGLD-AAS exibiu atividade especifica para a linhagem MCF-7, sendo

observado apoptose celular resultante desta interacao.
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Capitulo 9 — Perspectivas Futuras

A aplicagéo do conjugado PGLD-AAS representa uma vertente interessante quanto ao
desenvolvimento de biomateriais bioativos quanto a sua atividade antitumoral. Neste sentido,
a quimica nanoscopica tem demonstrado ser uma ferramenta poderosa no desenvolvimento de
compostos bioativos em escala nanométrica.

Aliado a bioquimica e engenharia de materiais, 0 PGLD-AAS de baixa toxicidade para
o tecido biologico e ao mesmo tempo com atividade antitumoral contra células de MCF-7 sé&o
oferecidos a medicina oncoldgica. Entretanto, o elevado custo da técnica de obtencdo do
conjugado PGLD-AAS exclui neste momento a populagédo de baixa renda em nosso pais e se
constitui num desafio que deve ser vencido.

Espera-se que esta dissertacdo forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento
de sistemas simples e extremamente versateis quanto ao seu tipo de aplicacdo na area da
oncologia. O escopo do presente trabalho e, obviamente, também o bindmio
tempo/instrumentacdo nos privou de respostas a um conjunto de perguntas que surgiram apés
as respectivas andlises dos resultados obtidos e que apresentamos aqui como as perspectivas

ou sugestdes para trabalhos futuros:

1 Aperfeigoar 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 Investigar a estrutura do PGLD por técnicas do tipo Maldi-Tof e RMN-3D, buscando
uma melhor caracterizagdo deste dendrimero do ponto de vista topolégico.

3 Estudar o efeito de solvatacdo do conjugado PGLD-AAS por técnicas de RMN.

4 Estudar a hemocompatibilidade do sistema PGLD-AAS quanto ao mecanismo de
transporte de proteinas globulares e ndo globulares para uma melhor compreensao da
interagdo entre o sistema sintético e o fluido fisiologico.

5 Analisar o mecanismo de interacdo entre plaquetas do sangue e o grupo farmacoférico
do AAS imobilizado na superficie dendritica.

6 Aprofundar o estudo da interagdo com as células da linhagem MCF-7 observando o
mecanismo de apoptose induzido pelo PGLD-AAS do ponto de vista da biologia

molecular.
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7 Investigar a atividade antitumoral do PGLD-AAS em outras linhagens de células

tumorais.

Cada sugestdo futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas
altamente especificas e, cujas respostas contribuirdo significativamente para o dominio da
tecnologia de sintese de dendrimeros transportadores de quimioterapicos. Acreditamos que as
perguntas merecem respostas ndo somente para a satisfacdo intelectual, mas procurando
também contribuir para que nossas universidades depositem seu olhar sobre aqueles que séo
nossa mais forte e pura motivacdo de existéncia cientifica, os menos favorecidos de nossa

sociedade.





