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DENDRIMERO DE POLIGLICEROL CARREGADO COM COMPLEXO DE BORO-
CURCUMINA COMBINANDO ANTI-ANGIOGENESE E BNCT COM POTENCIAL
PARA O TRATAMENTO DE CANCER

Resumo

Nos ultimos anos a utilizagdo de nanoparticulas terapéuticas na medicina oncologica,
tornou-se importante para a distribuicdo especifica de quimioterapicos, permitindo a
obtencdo de formulagdes proprias. Nesta Tese as nanoparticulas foram preparadas para
aplicacao na terapia de captura de néutrons (BNCT) e na terapia anti-angiogénese. O
dendrimero de poliglicerol (PGLD) foi utilizado como nanoplataforma neste trabalho,
devido as suas inimeras vantagens, tais como baixa toxicidade e facilidade de
funcionalizacdo. O objetivo desta Tese foi a sintese e caracterizagao de nanoparticulas,
baseadas no PGLD para o tratamento de cancer de cabeca e pescogo. O PGLD foi
conjugado com o complexo de boro-curcumina (PGLDBC). Em seguida foi
caracterizado por RMN ('H, )C), FTIR e anélise termogravimétrica (TGA). As
nanoparticulas obtidas foram incubadas em condi¢des in vitro com células tumorais das
linhagens SCC25 e SCC9 e suas propriedades anticancerigenas foram avaliadas através
da técnica de TUNEL apresentando CLso de 15,44 mg/mL e 4,74 mg/mL. Confirmando

o potencial do PGLDBC para o tratamento de cancer de cabeca e pescogo.

Palavras chaves: Dendrimero de Poliglicerol, curcumina, BNCT, Anti-angiogénese,

Glioma.



DENDRIMMER OF POLYGLYCEROL LOADED WITH COMPLEX BORO-
CURCUMIN COMBINING ANTI-ANGIOGENESIS AND BNCT WITH
POTENTIAL FOR THE TREATMENT OF CANCER

Abstract

In recent years, the use of therapeutic nanoparticles in cancer medicine has become
important in order to obtain the specific distribution of chemotherapeutic agents,
allowing the formulation of their own formulations. In this thesis the nanoparticles were
prepared for application in boron neutron capture therapy (BNCT) and anti-
angiogenesis therapy. Polyglycerol dendrimer (PGLD) was used as a nanoplatform in
this work because of its numerous advantages such as low toxicity and ease of
functionalization. In this thesis the synthesis and characterization of nanoparticles based
on PGLD for the treatment of head and neck cancer were performed. The polyglycerol
dendrimer was conjugated to the boro-curcumin complex (PGLDBC). Then it was
characterized by NMR ('H, '3C), FTIR and thermogravimetric analysis (TGA). The
nanoparticles obtained were incubated under in vitro conditions with tumor cells of the
SCC25 and SCC9 lines and their anticancer properties were evaluated by the TUNEL
technique with LC50 of 15,44 mg/mL and 4,74 mg/mL. Confirming the potential of
PGLDBC for the treatment of head and neck cancer.

Keywords: Polyglycerol dendrimer, Curcumin, BNCT, Anti-angiogenesis, Glioma.



Prefacio

Esta tese emprega o dendrimero de poliglicerol (PGLD) como transportador de
um complexo de boro-curcumina para utilizagdo na terapia de captura de n€utrons ¢ na

terapia anti-angiogénese de cancer.

No Capitulo 1 foi apresentado a motivagdo para esta tese que ¢ a aplicagdo do
conjugado do dendrimero de poliglicerol com um complexo de boro e curcumina com
potencial para o tratamento de cancer por terapias de captura de néutron e

antiangiongénica.

No capitulo 2 foi realizado uma introdugao sobre a classificacdo dos diferentes
tipos de gliomas assim como os indices de incidéncia relatados na literatura no Brasil, o

diagnostico e as terapias convencionais.

No Capitulo 3 foi apresentado o “Estado da Arte” quanto aos transportadores de
boro empregados em BNCT, culminando no potencial dendrimero de poliglicerol
empregado como transportador de um complexo de boro. Um estudo a respeito da
quimica supramolecular dos dendrimeros também foi apresentada abordando as
interagdes moleculares entre as macromoléculas dendriticas e os sistemas biologicos.
Além dos conceitos fundamentais sobre a terapia de captura de néutrons por boro
mostrando ainda as caracteristicas do reator nuclear FCB do MIT e do reator nuclear
IEA-R1 do IPEN. As vantagens e desvantagens do emprego de aceleradores de
particulas em BNCT. Foi realizado uma andlise critica dos ensaios clinicos da BNCT,
onde foram enfatizados pontos importantes que precisam ser melhorados, como a
eficiéncia dos transportadores de boro, a dosimetria para microdistribui¢ao de boro nas
cé¢lulas em tempo real, assim como a padronizacao da técnica como um todo de forma
que os resultados obtidos possam ser comparados. Além da questdo da reprodutibilidade

de todo o processo desenvolvido em diferentes centros de pesquisa.
No Capitulo 4 foram apresentados os objetivo geral e especificos.

Uma descrigdo detalhada da metodologia experimental, tais como sintese do

PGLD e a conjugagdo com o complexo de boro-curcumina. Assim como as



caracterizacdes fisico-quimicas e os ensaios bioldgicos foram apresentados no Capitulo

5.
O Capitulo 6 apresenta os resultados obtidos e sua discussao.

No Capitulo 7 sdo apresentadas as conclusdes desta tese que foram elaboradas

com base nos resultados encontrados

E por fim as perspectivas foram apresentadas no capitulo 8.



Capitulo 1 - Motivacao para o Desenvolvimento da

Tese

O glioblastoma ¢ a forma mais comum de tumor cerebral e o mais agressivo.
Esse tipo de cancer sem tratamento apresenta uma sobrevida média de
aproximadamente trés meses. O método atual de tratamento envolve a ressec¢do
cirargica seguida por radioterapia concomitante e quimioterapia com o agente alquilante
de DNA a temozolomida (TMZ). O custo apenas do medicamento ¢ de R$ 80.000 mil
reais para uma dose didria de 150 a 200 mg/m? por 5 dias a cada 28 dias [1].
Considerando a ineficacia terapéutica deste quimioterapico e a impossibilidade da
remog¢ao completa do tumor por cirurgia, a recorréncia ¢ inevitavel e este tratamento se

torna economicamente inviavel [2].

Os dados do World Cancer Report de 2014 da International Agency for
Research on Cancer (IARC), da Organizagao Mundial da Satide (OMS) sao conclusivos
quando afirmam que o cancer ¢ um problema de satide publica e que 80% de 20 milhdes

de casos de cancer previsto até 2025 ocorrerdao em paises em desenvolvimento.

No Brasil segundo o Ministério da Satde houve um déficit de repasse de R$ 90
milhdes nao corrigidos pela inflagdo acumulada nos tltimos cinco anos e de
aproximadamente R$ 350 milhdes em 20 anos no setor de radioterapia do SUS. Isto
reflete diretamente nos resultados de incidéncia de cancer no pais, uma vez que um
trabalho de prognostico eficiente poderia diminuir drasticamente estas estatisticas [3].
Dados coletados no setor de radioterapia do SUS demonstraram que o modelo vigente
nao leva em consideracdo variaveis importantes. Por exemplo, a discrepancia entre a
incidéncia de cancer e o nimero de procedimentos aprovados, o que pode ser justificado
pela ndo inclusdo de novas tecnologias como a radioterapia guiada por imagem, que

possibilitaria diagnosticar e curar o cancer precocimente [3].

Portanto, ¢ importante considerar os custos monetarios com a ado¢do de novas
tecnologias que poderdo ser vantajosas em relacdo aos custos dos atuais tratamentos que

se tornardo cada vez mais obsoletos e ineficientes a longo prazo.



1.1. Dendrimero de Poliglicerol Carregado com Complexo de
Boro-curcumina Combinando Anti-Angiogénese ¢ BNCT no

Tratamento do Cancer de Cabeca e Pescoco

Uma vez que o tratamento desse tipo de tumor ndo apresenta bons resultados
através de cirurgia, quimioterapicos e radioterapias convencionais ¢ necessdria a
exploracao de novas alternativas. As propostas desta Tese como novas possibilidades de
terapias sdo a captura de néutrons pelo boro (BNCT) e a anti-angiogénese. Portanto,
para contornar essas as limitacdes apresentadas pelas terapias convencionais, foi
conjugado um complexo de boro-curcumina a um nanotransportador dendritico de
poliglicerol (PGLDBC). Este dendrimero de poliglicerol ¢ apresentado nesta Tese como
um transportador de um complexo de boro-curcumina com propriedades antitumorais.
Dada a natureza altamente angiogénica do glioblastoma, a proposta foi combinar a

BNCT com este potente agente anti-angiogénico a curcumina.

Hé relatos na literatura de que o PGLD consegue atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e ainda apresentar uma captagdo celular de dezeseis vezes
maior em comparagdo com o farmaco livre, além proporcionar um aumento na retengao
do farmaco dentro da célula. Considerando que estas sdo as principais deficiéncias dos
atuais farmacos em aplicacdo clinica na BNCT este conjugado se apresenta como
promissor [4,5]. A curcumina ¢ um importante inibidor da angiogénese, porém, sua
propriedade ¢ limitada devido a baixa absgor¢do. Portanto a eficiéncia terapéutica da
curcumina levou a esta conjugacdo com o PGLD e a elucidagdo do seu mecanismo de
acdo, que ¢ explicado pela desativagdo do fator de transcricdio (NFKB) que ¢ o
responsavel pela ligagdo entre aenzima RNA-polimerasee o DNA realizando
a transcri¢ao e subsequentemente a tradug@o génica. A ativacdo do NFKB ocorre por via
ndo patoldgica no desenvolvimento neural e na atividade sindptica e também por via
patologica como resposta do sistema imune [6,7]. Como muitos produtos naturais, um
dos principais beneficios da curcumina sdo estas propriedades biologicas contra células
tumorais. O fato da curcumina ndo possuir solubilidade aquosa, limita seu emprego

como farmaco. Portanto esse potencial farmaco ndo foi até agora utilizado. Para isto
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essa abordagem para entregar esse produto natural hidrofobico sem alterar sua estrutura
foi utilizado o transportador polimérico de poliglicerol (PGLD). Este polimero
dendritico (PGLD) foi explorado para o encapsulamento deste fArmaco. Possibilitando
seu emprego na liberagdo controlada deste anticancerigeno. O PGLD ¢ uma
macromolécula globular, altamente ramificada, possuindo um micleo bem definido, uma
regido interior € um grande nimero de grupos terminais. As caracteristicas fisicas do
PGLD, incluindo sua monodispersividade, solubilidade em dagua, capacidade de
encapsulamento e um grande nimero de grupos periféricos funcionalizaveis tornam essa
macromolécula candidata ideal como transportador deste farmaco para liberagao

controlada [4,5].

Nesta Tese foi avaliado como nanotransportador o PGLD que tem como matéria
prima um composto de metabolitos naturais o glicerol, o que explicaria a sua
biocompatibilidade. Foram também descritas as caracteristicas de encapsulagdo do
PGLD, assim como a aplicagao dessa macromolécula como um nanotransportador de
farmacos. Assim expandimos as popriedades da curcumina com a aplicacdo do PGLD
em sua liberagdo nos tecidos tumorais, que embora sendo um farmaco anticancerigeno,
havia limitado sua atividade terapéutica por ser pouco solivel em adgua. O PGLD tem
atrativos para a terapia do cancer porque: (a) a composi¢cdo quimica, a estrutura fisica e
o peso molecular podem ser controlados com precisao; (b) a estrutura dendrimérica
permite uma funcionalizacao especifica e diversificada para um determinado alvo; (c) as
propriedades semelhantes a de um recipiente permitem o aprisionamento e distribuigdo
de agentes anticancerigenos fracamente soluveis em agua; (d) o potencial de aumentar a
captacdo de farmacos em células tumorais [4,5]. As macromoléculas dendriticas
possuem estrutura em escala nanométrica, homogénea e monodispersa, constituidas de

ramificacdes andlogas as de uma arvore (Figura 1) [8].



(A) (B)

Figura 1 - Estrutura molecular (A) e o potencial eletrostatico (B) do PGLD G4, a cor

azul indica deficiéncia de elétrons e a cor vermelha excesso de elétrons.

Devido a sua estrutura altamente ramificada os sistemas baseados em
dendrimeros sdao potencialmente Tteis para muitas aplicagdes, neste caso na
administracdo de farmaco. Além de o PGLD ser biocompativel, portanto, nao
imunogénico e nao trombotico, ou seja, nao interage com plaquetas e nem com fatores
de coagulagdo. A aplicagdo do PGLD como transportador macromolecular dos agentes
de BNCT e anti-angiogénese reduz efeitos colaterais, uma vez que apresenta baixa
toxicidade além de aperfeigoar o transporte e entrega destes agentes terapéuticos. Além
de sua producdo ter viabilidade econdmica, uma vez que pode ser obtido de fonte

renovavel [9].

Os beneficios da terapia anti-angiogénica combinada com BNCT para o
tratamento do cancer ¢ promissora. Uma vez que a combina¢do da curcumina com

BNCT pode potencialmente resultar em um efeito antitumoral sinérgico.

A BNCT ¢ uma radioterapia nao convencional que foi proposta para tratar
gliomas malignos. H4 relato na literatura de que a BNCT ja ¢ aplicada em paises em
desenvolvimento como a Argentina [10]. Esta terapia baseia-se em uma abordagem
bindria: na primeira etapa ¢ injetado no paciente por via intravenosa um agente
transportador de '°B. Na segunda etapa o crinio do paciente é exposto a néutrons
térmicos ou epitérmicos dependendo da aplicagdo. Uma por¢do dos néutrons ¢
capturada pelos dtomos de '°B, induzindo uma reagdo nuclear localizada dentro da

célula tumoral [11].

Atualmente a principal demanda para a BNCT, ¢ o desenvolvimento de um

transportador de B com uma significativa especificidade por células tumorais, que



possibilite a aplicagdo de uma dose radio téxicas as células tumorais evitando assim
danos em tecido saudavel. Portanto nesta Tese foi sintetizado um conjugado bifuncional
de dendrimero de poliglicerol com um complexo de boro-curcumina (PGLDBC), com
propriedade anti-angiogénica e para utilizagdo na BNCT. Considerando a eficiéncia
deste nanotransportador tanto em atravessar a BHE e ainda de carregar uma grande
quantidade de 4tomos de '°B para dentro das células tumorais, isto faz com que esta seja
uma alternativa muito promissora. A bifuncionalidade do PGLDBC potencializara o
tratamento de cancer devido ao sinergismo entre a BNCT e a propriedade anti-

angiogénica da curcumina.

E um grande desafio para a medicina desenvolver novos firmacos com potencial
terapéutico maximo com efeitos colaterais minimos e estas sdo caracteristicas do
PGLDBC. Os dendrimeros como transportadores de firmacos devem superar muitas
barreiras antes de entregar os firmacos as c€lulas tumorais. Considerando isto uma
investigacao in silico foi realizada para elucidar as propriedades fisicas e quimicas dos
dendrimeros e explorar seu comportamento ao interagir com biomoléculas, como a
proteina albumina de soro humano (ASH). As simulagdes computacionais de
ancoragem molecular como complemento das técnicas experimentais comprovaram que
podem facilitar o progresso na compreensao do processo de interagdo do PGLD com
biomoléculas. As estruturas dos dendrimeros foram investigadas por simula¢des
computacionais neste trabalho e demonstraram que as interagdes hidrofobicas, as
ligacdes de hidrogénio e as atragdes eletrostaticas desempenham papéis importantes na
interacdo entre o PGLD e a ASH. Foi observado que o principal sitio de interacdo do
dendrimero com a ASH ¢ o sitio IIA que ¢ o local onde interage a maioria dos farmacos

comerciais [12].

Outras simulagdes estdo em andamento como a ancoragem molecular entre o
fibrinogénio e PGLD, que possibilitard confirmar com dados experimentais relatados na

literatura que este dendrimero ¢ biocompativel, ou seja, ndo trombotico [2].



Capitulo 2 - Técnicas Clinicas Convencionais para o

Tratamento de Gliomas

2.1. Gliomas

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) [13], os tumores
cerebrais primdrios t€ém sido tradicionalmente classificados, pelas suas caracteristicas
morfoldgicas em fungdo da possivel origem celular no tecido neoplasico. Gliomas sao
tumores que se originam das células glia (necessarias para manutengdo, nutricdo e
protecao dos neurdnios) [14]. Os gliomas sdo tumores cerebrais que resultam de uma
proliferacdo descontrolada de células gliais. Ao contrario dos neurdnios células gliais do
cérebro humano tem a capacidade de se dividir e se multiplicar e o descontrole nesses

processos originam a este tipo de tumor.

O exame histopatolégico dos gliomas ¢ comumente utilizado para definir o seu
grau e caracterizar sua agressividade [14]:
- tumores grau I tem um potencial proliferativo baixo, sem area infiltrativa e pode ser
totalmente ressecado por cirurgia.
- tumores de grau II sdo infiltrativos e pobres em atividade mitotica, mas se repetem e
tendem a progredir para maiores graus de malignidade.
- tumores grau III apresentam elevada atividade mitdtica, polimorfismo nuclear,
capacidade infiltrativa e anaplasia.
- tumores grau IV (glioblastoma), além de todas estas caracteristicas supracitadas

apresentam externalizacdo microvascular e necrose.

Gliomas de baixo grau (I e II) sdo considerados tumores benignos, enquanto que

os gliomas de alto grau (III e IV) sdo malignos (Figura 2) [14].



Figura 2 - Tumores cerebrais de glioblastoma multiforme (GBM) [15].

No Brasil, segundo os dados do INCA, a incidéncia de tumores do Sistema
Nervoso Central (SNC), foi de 6,96/100000 habitantes anos (Figura 3). A medida de
sobrevida ¢ geralmente menor do que um ano desde o diagndstico e a maioria dos
pacientes (95%), evoluirdo a Obito em dois anos [6]. Nos EUA estes gliomas tém
uma incidéncia de cerca de 3-4/100000 habitantes anos. Apesar do tratamento
multimodalidade, abordando cirurgias e a radioterapia concomitante, bem como o

quimioterdpico Temozolamida (TMZ) a sobrevivéncia ano € 5% [6].
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Figura 3 - Distribuicdo de diferentes tipos de tumores do SNC [6].



2.2. Diagnostico Clinico de Gliomas

A analise clinica de gliomas em seu estagio inicial ¢ de fundamental importancia
considerando o tempo de sobrevida do paciente que € de apenas um ano apds as terapias
convencionais com quimioterapicos e radioterapia. O diagnostico clinico de gliomas
pode ser feito através das técnicas de ressondncia magnética nuclear, tomografia de

emissdo de positrons e tomografia computadorizada que serdo abordadas em seguida.

2.3. Ressonancia Magnética (RM)

A RM permite a caracterizagdo bioquimica de tecido in vivo. Esta mede a
concentracdo de uma multiplicidade de moléculas, através da deteccdo da frequéncia de
ressonancia, das ondas eletromagnéticas de certos nucleos atdmicos (sendo o proton o
mais amplamente medido in vivo, mas também '3C, *'P, '°F entre outros), quando
aplicado um campo magnético (Bo) especifico. No entanto cada um dos nicleos em uma
molécula tem uma frequéncia de ressonancia ligeiramente diferente, devido a
blindagem, a partir da sua nuvem eletronica circundante, na estrutura ou no seu
ambiente quimico que altera o Bo. Esta pequena alteracdo na frequéncia de ressonancia,
¢ chamado deslocamento quimico e permite a deteccdo de moléculas especificas, que

podem ser observados como picos em posi¢des diferentes [15-17].

O deslocamento quimico ¢ medido em partes por milhdo (ppm) em relacdo a um
padrao, pois ele pode ser expandido com a forca do B, independente do campo
magnético em que ocorre a aquisicdo e € o mesmo em todos os aparelhos de RM [18].
Os picos sdo observados, em uma representacdo grafica, da frequéncia relativa no eixo
X, € a intensidade no eixo y (espectro) e a area sob cada pico é proporcional a

concentragdo de préotons (Figura 4) [19].
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Figura 4 - Espectros de substancia branca normal. Mio-inositol, glutamina + glutamato
e lipideos + macromoléculas sdo vistos no espectro. NAA = N-acetil-aspartato, Cr =
Creatina, Cho = colina, min = mio-inositol, Glux = glutamina + glutamato, ppm = partes

por milhao [19].

A variagdo na intensidade dos sinais de lipideos, glutamato, glutamina e de
outros metabdlitos no espectro de RM indicariam a presenga de tumores cerebral devido

atividade metabdlica descontrolada das células tumorais (Figura 5) [19].

Figura 5 - Imagem de RM de colina registrada, em um paciente com um astrocitoma
grau II, mostra uma area vermelha adjacente ao volume principal do tumor, indicando

que isto pode representar uma area de maior malignidade [19].
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2.4. Monitoramento in vivo por Imagem de Ressonancia

Magnética de Gliomas

A ressonancia magnética de imagem (RMI) ¢ uma ferramenta eficiente nos
diagnosticos de tumores cerebrais em termos de deteccdo e avaliagdo de expansdo do
tumor. Além de fornecer mais informagdes sobre caracteriza¢do intrinseca de tecidos
especificamente em Glioblastoma Multiforme (GBM) com a presen¢a de necrose. E
utilizado para a detecgdo e localizagdo de tumores, para o planejamento de
neurocirurgia e radioterapia e para avaliar a eficacia do tratamento. E muitas vezes a
modalidade aplicada, devido a variedade de contrastes disponiveis e a sua capacidade de

fornecer informagdes morfoldgicas, fisiologicas e metabolicas sobre o tumor [19].

A tomografia por emissao de positrons (PET- Positron Emission Tomography) ¢
uma modalidade de imagem nuclear, que caracteriza moléculas endogenas, por
exemplo, oxigénio e glicose, através de radionuclideos emissores de pdsitrons, de
acordo com a sua distribuicdo e acumulo no organismo. Esta técnica estd sendo cada
vez mais utilizada na analise da proliferacao e atividade metabdlica de células tumorais
possibilitando a avaliacio e o acompanhamento da resposta ao tratamento [20].
Complementando assim as imagens das estruturas dos orgdos, dos tecidos ¢ a

localizagao de tumores realizados por RMI.

Outras modalidades menos frequentemente utilizadas, incluem a tomografia
computadorizada (TC), uma modalidade de imagens 3D, com base na atenuacdo dos
raios-x em tecidos. Pode ser utilizado para abordar o contexto anatdmico complementar
a uma analise de PET, mas também para detectar tumores ou avaliar os pardmetros

fisiologicos em andlises de perfusdo [21].

A emissdo de foton tnico de tomografia computadorizada (SPECT - Single
Photon Emission Computed Tomography) € outra técnica de imagem nuclear com radio
marcadores, que sdo mais vidveis economicamente do que os utilizados para o PET e

podem ser utilizados para avaliar a proliferacao celular [22,23].
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2.5. Agentes de Contraste em Ressonancia Magnética de

Imagem (RMI)

Informagdes anatomicas de ressonancia magnética sdao obtidas empregando
agentes de contraste. Estes sdo utilizados para localizar tumores e edema tumoral,
possivelmente associado a hemorragias ou necrose. Estas informacdes fisiologicas
proporcionam o acesso a parametros relacionados ao tumor e a angiogénese € tém
potencial prognéstico e pode ser utilizado para avaliar a resposta da terapia. Alguns

destes marcadores sdo: 'C-MET, '8F-FET, '8F-DOPA (Figura 6) [24-27].
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Figura 6 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico dos marcadores de PET, a cor

vermelha indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.
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Alguns agentes de contraste possuem o elemento quimico gadolinio em sua
estrutura molecular que é paramagnético, ou seja, possui elétrons desemparelhados que
possibilitam aumentar o tempo de relaxamento do proton (apds este ser excitado por
uma radiofrequéncia especifica) e assim a sensibilidade diagnostica. Uma vez que esse
tempo de relaxamento do préton pode variar de varios segundos em fluidos corporais
como liquido cefalorraquidiano para o tecido adiposo e estas diferencas de tempos de
relaxamento ¢ que originam o contraste da imagem. Este mecanismo de relaxamento do

pfoton serd abordado no Capitulo 5.

Na Figura 7 as imagens de RMI de paciente com diagndstico de GBM mostram
em (a) um nacleo do tumor (seta vermelha), cercado por um circulo (seta branca),
causado pelo sistema vascular do tumor e em (e) uma difusdo anormal de d4gua que pode

ser causada por uma combinacao de fatores como necrose € edema.

Brain

Tumour

Figura 7 - Em (a) apds a inje¢do de contraste gadolinio (Gd); Na imagem (B)
mostrando um grande sinal anormal com um nucleo intenso; (C) oferece uma visdo na
medida do edema (seta vermelha). A imagem (D) mostra células tumorais ativas na
periferia do tumor (seta branca); (E) mostra a area de difusdo anormal de moléculas de
agua; (F) corresponde ao tecido cerebral saudavel (seta branca) e ao tecido tumoral

(setas vermelhas) [19].



13

2.6. Tomografia Computadorizada por Emissao de Positrons

(PET)

Os marcadores de PET com base no metabolismo de aminodcidos ou acidos
nucleicos sdo utilizados para avaliar a proliferacao e atividade metabodlica e de prever e
avaliar a resposta ao tratamento. Também avaliam os mecanismos moleculares
associadas com a morte celular, alteragdbes no micro-ambiente ou de entrega de

farmacos [24-27].

A Figura 8 mostra a imagens moleculares dos tumores cerebrais com PET
em (A) mostra a absor¢io de 'F-FDG mais elevada no tumor do que na massa cinzenta
circundante e também a absorc¢do de !'C-MET maior no tumor se estendendo para além
da area de elevada absor¢ao de FDG; em (B) mostra elevada absor¢do de marcador
apesar da auséncia de realce de contraste; em (C) mostra altos valores de absorgao,
indicativos de proliferacao de células de tumor, que se infiltram (seta vermelha); em (D)

mostra a acumulacao do marcador em regides hipoxicas do tumor (seta branca) [25].

MET

Figura 8 - (A) imagem metabolica infiltrante de uma paciente com astrocitoma

anaplasico. (B) "*FET-PET de um segundo paciente com glioma, tratado com terapia

anti-angiogénese (C). 18F-FLT comparada a ressonancia magnética de imagem, para
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um terceiro paciente GBM. (D) "®F-FMISO a varredura em um quarto paciente com um

GBM no lobo temporal esquerdo [25].

2.7. Terapia Clinica de Gliomas

O GBM esta entre os tipos de cancer mais agressivo, uma vez que apresenta
dificil diagndstico e tratamento, gerando incapacidade e morte. Possui uma
caracteristica agravante de natureza infiltrativa, tornando a resseccdo completa
impossivel. Os melhores resultados no controle destes tumores sdo obtidos combinando
radioterapia pos-operatdria e quimioterapia adjuvante. Mesmo com a ressec¢ao, ocorre
frequentemente recorréncia e com a radioterapia e a quimioterapia hd possibilidade de

uma sobrevida de um ano [28].

O principal problema no tratamento deste tipo de tumor ¢ seu rapido
crescimento, pois mesmo que a resseccdo remova 99,99% do tecido neopldsico, o
restante que pode esta infiltrado até sete cm de profundidade além da periferia da lesao,
¢ capaz de se multiplicar e voltar ao tamanho inicial do tumor em até 30 dias.
Considerando que 0,01% representam milhdes de células e que uma tUnica célula
tumoral ¢ suficiente para a recidiva da lesdo. Em 2009 empregou-se o quimioterapico
Temozolamida (TMZ) (Figura 9), que apresentou um aumento na sobrevida do
paciente, uma vez que inibia a progressdo do tumor, mas apesar de ser um farmaco

novo, com poucos efeitos colaterais, sua eficacia ¢ limitada [1].

Figura 9 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico da Temozolamida, a cor

vermelha indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.



15

No Brasil o custo envolvido no tratamento de GBM com o medicamento
Temozolamida em uma dose diaria de 150 a 200 mg/me, por cinco dias a cada 28 dias é
aproximadamente R$ 80.000 mil reais [1]. Um bom indicador de sua eficiéncia é o
monitoramento da enzima de reparagdo do DNA, o-metilguanina-DNA-metiltransferase
(MGMT). Sendo assim seu baixo nivel no tecido tumoral pode ser associado a uma

maior sobrevida do paciente.

Este quimioterapico alquilante é capaz de substituir em outra molécula, um
atomo de H, por um radical alquil, que se liga ao DNA, de modo a impedir a separacao
dos dois filamentos do DNA, na dupla hélice espiralar (fendmeno indispensavel para
replicacao) [1]. Este consegue afetar as células em todas as fases do ciclo celular e
raramente produz efeito clinico 6timo sem a combinagdo com outros agentes
especificos, como a nitrosuréia (que sao moléculas pequenas lipossoliveis, que
atravessam a BHE, um exemplo, ¢ o BCNU 1,3-bis-(2-cloroetil)-1-nitrosuréia (Figura

10). Estes foram os primeiros agentes quimioterapicos do SNC [1].

R

Figura 10 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico da 1,3-bis-(2-cloroetil)-1-

nitrosuréia (BCNU), a cor vermelha indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia

de elétrons.

Um protocolo aprovado para aplicagdo de 200 mg/m: de BNCU, a cada oito
semanas por seis ciclos, considerando 100 mg a R$ 274,71 chega a R$ 40.000,

ressaltando que estd sendo levados em conta, apenas os medicamentos [1].
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Viérios outros quimioterapicos estdo sendo empregados sem muito sucesso, sao
eles: os alcaloides vincristina, lignanas e seus derivados podofilotoxina, etoposido e
teniposido que sdo inibidores mitoticos (Figura 11). Estes paralisam a mitose na
metafase, devido sua atividade sobre a proteina tubulina, constituinte dos microtubulos
do fuso espiralar, através do qual migram os cromossomos, assim durante a metafase
ndo migram e ¢ interrompida a divisdo celular. Estes sdo mais eficientes, quando
combinados, com outros agentes especificos da fase S (sintese do DNA), uma vez que

possuem atividade sobre a sincronizacao das células [1].

0

O

(b) o—/

Figura 11 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico da (a) vincristina e (b)

lignanas, a cor vermelha indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.
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2.8. Terapia Anti-Angiogénese

Entre as novas terapias mais promissoras, estdo aquelas que visam a proliferacao
anormal de células endoteliais (angiogénese). Tais inibidores sdo indicados para o
tratamento de gliomas. O mecanismo de acdo de fdrmacos com propriedade anti-
angiogénese ¢ interromper a formagdo de vasos sanguineos tumorais, levando privacao
de nutrientes e de oxigénio. A via Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) que ¢ o
principal motor da angiogénese tem sido o principal alvo de varios inibidores em
desenvolvimento clinico. Por exemplo, a aprovagcdo em 2009 pela Food and Drug
Administration (FDA) de Bevacizumab (Figura 12), um anticorpo monoclonal contra
VEGF para o tratamento de gliomas. Uma aprovagdo acelerada foi concedida, apds
estudos clinicos de fase II, que apresentaram sobrevida de seis meses sem progressao

em comparagdo com os dados apresentados até aquela data [29-32].

Figura 12 - Estrutura cristalografica do Bevacizumab obtida no Research Collaboratory

for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) [32].

Recentemente um produto natural denominado curcumina tem chamado a
aten¢do da comunidade cientifica. Descobriu-se que a curcumina ¢ um poderoso agente
antiproliferativo de células tumorais. A primeira publicagdo sobre o uso de curcumina
como medicamento foi publicado em 1937. Estudos nos ultimos 60 anos demonstram

uma série de efeitos positivos da curcumina. Seus efeitos foram comprovados como
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antitumoral,  pro-apoptdtica, antiproliferativa, antioxidante, anti-inflamatorio,

antibacteriano, antiparasitario, antimicotico e antivirus (Figura 13) [33-46].

?H:i OH O (]:Ha
0 X = 0

Figura 13 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico da curcumina, a cor vermelha

indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.

A curcumina ¢ obtida pela moagem dos rizomas secos da Curcuma Longa da
familia Zingiberaceae. A Curcuma se desenvolve bem em zona tropical especialmente
na India. Cresce cerca de 100 centimetros de altura e ¢ uma planta perene. Tem folhas
ovais oblongas, rizomas oblongos e flores brancas (Figura 14). Os curcumindides (uma
mistura de substancias incluindo curcumina, mas nao se limitando a ela) também estao
presentes em outros géneros de agafrao (Curcuma mangga, Curcuma aromdatica, etc.),

mas o principal produto do agafrao ¢ a curcumina [47].

Figura 14 - Rizomas frescos, secos € moidos de Curcuma longa [47].
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A curcumina tem sido utilizada por muitos séculos na medicina tradicional
chinesa e indiana. O primeiro artigo cientifico publicado, que mencionou o agafrdo, foi
em 1748. Esta substancia foi isolada pela primeira vez de forma impura em 1815. O
material amarelo que obtiveram das raizes da Curcuma, mais tarde foi analisado e
caracterizado como 6leo turmérico. Em 1842 foi obtido a curcumina pura e em 1910 foi
determinada a estrutura quimica da curcumina (1E, 6E) 1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona. Em 1913 o mesmo grupo de cientistas relatou
como sintetizar este composto [47].

O interesse pela curcumina aumenta ano apos ano, nao apenas na pesquisa de
farmacos, mas também em muitos outros como nas industrias de alimentos e
cosméticos. A vantagem ¢é que é facilmente acessivel e de baixo custo. E mais comum
na industria alimentos como aromatizante conservante ou agente corante (por exemplo,
mostarda, margarina e bebidas). A curcumina ¢ um componente amarelo empregado em
especiarias como curry e também pode ser acrescentado ao chd. Também ha relatos de
ser utilizada em cosméticos. Nao foram relatados na literatura efeitos colaterais ou
toxicos [47].

A curcumina ¢ classificada como polifenol hidrofobico natural com coeficiente
de particao octanol/agua log P 3,29. Os polifenois sdo substancias que ocorrem no cha
verde ou preto, café, vinho tinto, chocolate, azeite, soja, cereais e em diferentes frutas
ou vegetais. A curcumina ¢ obtida a partir de rizomas da Curcuma longa nao totalmente
pura, mas como uma mistura de polifenois. Estes polifenois (curcuminoides) atribuem a
cor amarela a curcumina [47].

Em nivel molecular a curcumina ¢ uma molécula pleiotropica que diretamente
ou indiretamente afeta as funcdes de diferentes moléculas e vias de sinalizacdao. A
curcumina influéncia, por exemplo, o NF-kappaB que regula a expressdo de genes
envolvidos na tumorigénese. Além disso, a curcumina atua sobre enzimas que
controlam processos inflamatorios. Por exemplo, ciclooxigenase-2 (COX-2), sintese
induzivel de 6xido nitrico (iNOS) ou citocinas agente inflamatério: fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a). Outro alvo molecular da curcumina é a proteina quinase, por
exemplo, proteina quinase C ou proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). A

curcumina também pode interromper o ciclo celular na fase G0/G1 ou na fase G2/M
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aumentando a expressdo de inibidores de cinase dependentes de ciclina (p21) ou
diminuindo expressao de ciclina B1 [47].

Porém neste trabalho o mais significativo € o efeito da curcumina na inibi¢ao da
via de sinalizagdo do fator de transcricio NF-kappaB. O NFKB regula uma série de
genes importantes para o sistema imunoldgico, sobrevivéncia celular, apoptose,
proliferacdo celular e diferenciagdo celular. A alteracdo destas vias sdo as causas de
varias doencas inflamatorias ou de tumores [48-78].

O NF-kappaB ¢ um heterodimero que € inativo no citosol de todos os tipos de
células e forma um complexo com uma proteina com uma fun¢do inibitéria chamada
inibidor-KappaB (IkB). O IxB mascara a sequéncia de etapas da localizacdo nuclear do
NF-kappaB. O NF-kappaB ¢ composto de cinco subunidades (Rel, RelA ou p65,
RelB, p50 e p52). O NF-kappaB pode ser ativado através de varias vias de sinalizagdo
como resultado de varios estimulos (infeccdes microbianas, estresse, agentes
cancerigenos, radiacdes, oxidantes) que nos receptores (receptor de citoquina, receptor
tipo Toll) sao reconhecidos. Se o 1kB for fosforilado por IkB quinases (IKKs), acaba
resultando em ubiquitiniza¢ao do IkB e sua subsequente degradacao no proteassoma. A
degradacao do IkB resulta em ativagdo do fator de transcricio NF-kappaB. O NF-
kappaB ativado (subunidade p65, p50) ¢ translocado para o nucleo onde se liga aos
genes alvo e induz a expressdao de até 200 genes diferentes. Entdo um novo IkB ¢
sintetizado no nucleo, que novamente se liga ao NF-kappaB, interrompendo a ligacao

no DNA movendo todo o complexo de volta ao citoplasma (Figura 15) [48-78].

Figura 15 - Estrutura cristalografica PDB 1SVC do NF-KB obtida no Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) [79].



21

Um exemplo dos genes que expressam a ativacdo de NF-kappaB ¢ c-myc ou o
gene mdrl responsavel pelo aumento da expressio da glicoproteina-P  (P-gp).
A curcumina evita a ativagdo NF-kappaB evitando a degradagdo de IxB e desse modo

inibindo a translocagao do p65 para o nucleo (Figura 16) [48-78].

TNF-o, IL-1, LPS

Y 42

Figura 16 - Mecanismo geral da funcdo do fator de transcricdo NF-kappaB [80].

O sinal ¢ ativado pelo receptor por IKKs que fosforila IxB (neste caso IkBa). A
subsequente ubiquitinagdo e degradagdo de IkB ocorrem pela proteassoma. A
subunidade do NF-kappaB liberada ¢ translocada para o nicleo onde se liga ao DNA em
um local especifico o sitio KB e ocorre a expressao dos genes alvo. Enquanto isso o IkB
¢ resintetizado e se liga no NF-kappaB, interrompe sua ligacdo no DNA e transfere todo
o complexo de volta ao citoplasma [48-78].

A influéncia da curcumina nos fatores de crescimento, angiogénese e apoptose

também sdo significativos. Fatores de crescimento e receptores de crescimento
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desempenham um papel importante na proliferacdo celular. A desregulamentacgdo desses
fatores causa um crescimento e desenvolvimento de células anormais [48-78].

A angiogénese ¢ um processo fisiologico onde os novos capilares sanguineos se
formam a partir dos capilares existentes. Este passo ¢ fundamental para o crescimento
de tumores e metastases. A curcumina atua sobre fatores de crescimento inibindo a
angiogénese [48-78].

A apoptose ¢ um processo fisiologico que quando ocorre o dano celular leva a
morte programada. Quando as células diminuem seu volume, perdem contato com
células vizinhas, hda uma degradacdo do citoesqueleto e condensacdo nuclear e
subsequente fragmentacao da cromatina. A célula se desmonta e cria corpos apoptoticos
de varios tamanhos. As células apoptoticas sao entdao absorvidas por outras células (por
exemplo, macrofagos). Esse processo € importante para manutengdo da homeostase
celular. A alteragdo da apoptose pode resultar em tumores, auto-imunes ou
degenerativos. Estudos relatados na literatura mostraram que a curcumina afeta a
expressao de 104 genes de um total de 214 genes que controlam a apoptose [48-78].

Uma caracteristica negativa da curcumina € a sua fraca absor¢do através do
epitélio intestinal e no sangue e também pelo metabolismo rapido no corpo. A
curcumina ¢, portanto relativamente de baixa biodisponibilidade. O motivo do
metabolismo rapido da curcumina pode ser provavelmente por sua natureza hidrofébica,
pela pobre absor¢do através do epitélio intestinal, no sangue e no figado. Estudos
demonstraram que na administragdo de 2 g de curcumina em p6 nao foram detectaveis
€m soro sanguineo ou apenas em concentragdes muito pequenas [48-78].

A curcumina ¢ metabolizada no trato gastrointestinal por conjugagdes e
redugdes, que resultam na formac¢ao de metabolitos como dihidrocurcumina,
tetrahidrocurcumina e hexahidrocurcumina. As Tetrahidrocurcuminas sdo antioxidantes
e antinflamatérios mais estdveis do que a curcumina. Foi relatado na literatura que
hexahidrocurcumina reduz a expressdo da enzima COX-2 [48-78]. Uma melhor
biodisponibilidade da curcumina ¢ obtida adicionando compostos que se ligam a
curcumina e que permitem sua melhor absor¢do. Um exemplo de tais moléculas pode
ser a piperina, que ¢ um alcaloide encontrado em pimenta preta e pimenta longa (Figura

17) [81].
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Figura 17- Estrutura molecular e potencial eletrostatico da piperina, a cor vermelha
indica excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.

2.9. A Radioterapia no Tratamento Clinico de Tumores

A radioterapia envolve o planejamento a simulagdo e a irradiagdo. Em cada um
destes processos, sao definidos alguns parametros especificos para cada paciente a ser
tratado. Para que a dose no alvo seja adequada, permitindo uma redugdo sistematica da
dose no tecido normal e em 6rgaos de risco (adjacentes ao tumor), ¢ fundamental que se
tenha acesso a anatomia detalhada do paciente, e que seja feito o calculo para uma dose
precisa. Os avangos em imagiologia t€ém permitido a identificagdo de tumores além de
possibilitar o diagndstico através das imagens obtidas que sdo a base para o
planejamento do tratamento radioterapico. Na sequéncia a simulagdo ¢ realizada por um
aparelho simulador, que reproduz as condi¢cdes a serem aplicados no tratamento,
baseando-se nos dados obtidos no planejamento [82].

O objetivo da simulagdo ¢ definir as configuracdes, entre o paciente e o aparelho
de radioterapia, e assegurar a deposicao correta de energia no tecido, para atingir a dose
de radiacdo ionizante prescrita. Finalmente o tumor ¢ tratado na radioterapia através de
um feixe de alta energia de raios gama ou raios X ou mesmo por outros tipos de
radiagdo estabelecidos durante o planejamento [82].

A radioterapia usa particulas ou ondas que se movem em alta frequéncia para
atingir o DNA das células do corpo e mudar a maneira como elas sdo capazes de se
replicar. Se o DNA necessério para mitose e replicagdo for danificado, as células sdo

incapazes de se replicar como de costume e o crescimento de um tumor cancerigeno ¢
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inibido [91]. Este tipo de terapia parte do principio de que as células cancerosas
geralmente se replicam mais rapidamente do que as células normais do corpo. Como o
DNA s6 pode ser danificado quando as células estdo realizando o processo de
replicagdo a maioria das células normais que demoram mais para se replicar so menos
afetadas que as células cancerigenas [82].

Existem dois tipos principais de radioterapia: radiacdo de fotons e radiacdo de
particulas. A radiagdo de fotons ¢ a forma mais comum de radiacdo utilizada no
tratamento do céancer e envolve um feixe de fotons de alta energia. A radiacdo ¢
produzida a partir de uma fonte radioativa, como cobalto ou césio, ou com o uso de uma
maquina aceleradora linear. O feixe de fotons € entdo direcionado para a localizagdao do
tumor no corpo, passa pelas células cancerigenas e sai do outro lado do corpo. A alta
energia dos fotons que passam pelo corpo permite que eles quebrem as ligagdes do
DNA inibindo sua replicagdo [82].

Na radiacao de particulas os feixes de elétrons, protons e particulas de néutrons
também podem ser utilizados para irradiar areas do corpo e danificar o processo de
replicacao de células cancerigenas. Os feixes de elétrons produzidos por um acelerador
linear podem efetivamente tratar tumores proximos a superficie do corpo, ja que seu
baixo nivel de energia ndo lhes permite penetrar profundamente no corpo. Acredita-se
que os feixes de protons emitem sua energia para o tecido no final de seu caminho, sem
causar grandes danos aos tecidos pelos quais viajaram anteriormente. Isso ¢ menos
comumente utilizado na pratica, ja que precisa de mais pesquisas para determinar o
melhor método de uso e requer equipamento médico altamente especializado [82].

As técnicas anteriormente citadas sd3o ndo convencionais e estdo restritas
principalmente aos paises em desenvolvimento. Uma nova técnica aparece na década de
50 com resultados promissores para o tratamento de gliomas. Esta nova técnica ¢
denominada Terapia de Captura de Néutrons pelo Boro (BNCT), surgiu na década de 50
com resultados promissores para o tratamento de gliomas e serd abordada no proximo

capitulo dessa Tese [82].



25

Capitulo 3 - Sobre a Utilizacao da Terapia de Captura
de Néutrons pelo Boro (BNCT) no Tratamento de

Gliomas

3.1. Conceitos Basicos da BNCT

Em 1932 foi descoberta a particula de néutron que possui aproximadamente
2000 vezes a massa do elétron, e em 1936 foi proposta a terapia de captura de n€utrons

pelo boro (BNCT) [83,84].

Esta terapia € realizada com aplicagdo intravenosa de um composto de boro-10
ndo toxico, ndo radioativo e com abundéncia isotopica de 20%. Em seguida ¢ irradiado
um feixe de néutrons externo, colimado e filtrado em espectro epitérmico proximo a 2
KeV, sobre este boro concentrados nas células tumorais. Este feixe penetra o tecido e ¢
termalizado aproximadamente 0,0253 eV preservando assim tecidos sadios. Entao estes
néutrons térmicos (<0,1eV) ao atingirem os atomos de boro, induzem reagdes nucleares
produzindo particulas alfa (*He) de 1,47 MeV e atomo de litio "Li de 0,84 MeV, esta
energia cinética 2,31 MeV (94%) ¢ transferida por reagdes inelasticas gerando ioniza¢ao

e excita¢ao dentro da célula cancerigena [85-87].

Para que esta técnica seja bem sucedida, uma quantidade suficiente de boro deve
ser entregue seletivamente, a todas as células de tumor e néutrons térmicos suficientes,
devem ser absorvidos para causar dano letal. Os efeitos destrutivos destas particulas de
alta energia se limitam a células contendo boro em teoria BNCT fornece uma forma

seletiva de destruir as células malignas (Figura 18) [85-87].
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Figura 18 - Os nuicleos de He* e Li’ percorrem distincias de 8,8 e 4,8 pm
respectivamente, com taxa de transferéncia linear de energia (LET) de 196 e 162 KeV/
um, a um didmetro de <10um, e a radiacdo gama de 478 KeV ¢ proveniente da

desexcitagdo do nucleo de "Li (94 %) e dos 6 % restantes de energia cinética sem

radiacdao gama [87].

O interesse clinico na BNCT tem focado principalmente no tratamento de
gliomas [88-90] e mais recentemente em pacientes com tumores recorrentes na regiao
da cabeca e pescocgo [91-96], em que a terapia convencional ndo tenha apresentado bons

resultados [97,98].

3.2. Sistemas Moleculares Transportadores de Boro para

BNCT

3.2.1. Concepciao de Ringsdorf do Transporte Molecular de FArmacos

A eficacia terapéutica de um farmaco ¢ muitas vezes diminuida pela sua
incapacidade de obter acesso ao local de acdo com uma dose apropriada. Isto ¢ muitas
vezes devido a fraca solubilidade do farmaco em meio fisiologico. Portanto os
medicamentos sdo entregues em grandes volumes de solugdes aquosas ou etanodlicas, as
vezes mesmo em conjunto com surfactantes ou derivados quimicos para fornecer
solugcdes soluveis para os farmacos. O método pelo qual um medicamento ¢

administrado pode ter um efeito significativo na sua eficacia [99].
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Alguns farmacos tém um o6timo intervalo de concentracdo dentro do qual um
beneficio maximo ¢ obtido e concentragcdes acima desta faixa podem ser toxicas ou se
estiverem abaixo ndo podem ser terapéuticas. O progresso muito lento no tratamento
eficiente de doengas graves aumentou a necessidade de uma abordagem multidisciplinar
para oferecer eficiéncia terapéutica aos tecidos alvo. A fim de minimizar a degradacao e
perda de farmaco, evitar efeitos colaterais nocivos, aumento da biodisponibilidade do
farmaco e a percentagem do farmaco acumulado na zona requerida, vérios sistemas de
administracdo de medicamentos estdo atualmente em desenvolvimento. Entre estes
potenciais transportadores de farmacos estdo os polimeros soliveis, microparticulas
feitas de polimeros naturais ou sintéticos insoliveis ou biodegradaveis, lipoproteinas,
lipossomas e micelas [100].

De acordo com Kabanov num sistema ideal de administragao de farmaco com
automontagem deve-se formar espontaneamente a partir de moléculas de farmacos,
componentes de transporte, assim como porgdes de biodirecionadores. Seu tamanho
deve ser de cerca de 10 nm, a fim de permitir que estes penetrem varios tecidos e até
mesmo células e devem ser estdvel tempo suficiente in vivo para liberar o farmaco
quando em contato com os tecidos € com as cé¢lulas-alvo. Considerando que os
tamanhos das particulas individuais de macromoléculas transportadoras de fdrmacos
(anticorpos e albumina) s3o inferiores a 5 nm. Além disso, os componentes do
transportador devem ser removiveis do corpo apos a funcdo terapéutica e eles nao
devem provocar quaisquer reagdes biologicas [101].

Um farmaco pode ser solubilizado por encapsulagdo fisica (encapsulamento nao
covalente) ou por carregamento de moléculas hidrofobicas que sdo conjugados com a
estrutura polimérica (ligagdo covalente). No caso de conjugados de medicamentos, deve
haver uma clivagem da ligacdo covalente entre o firmaco e polimero (hidrdlise,
ligagdes clivaveis enzimaticamente, etc.) na regido do tumor devido acidez
caracteristica. No geral o modelo Ringsdorf para sistemas de entrega de farmacos foi
baseado em polimeros sintéticos. O conjugado de polimero pode conter unidades
especiais, tais como grupos de segmentagdo (anticorpos ou agucares) e/ou grupos que

aumentam a solubilidade (Figura 19) [102-110].
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Figura 19 - O modelo de Ringsdorf para o sistema de administragdo de farmaco a base

de polimeros sintéticos [111].

Os farmacos podem ser seletivamente liberados em meio acido (tal como o

tecido do tumor), quando os ligantes instaveis (que liga o reservatdrio ao nucleo) sao

&
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Figura 20 - Nanotransportador dendritico unimolecular para encapsulamento

clivados (Figura 20).

supramolecular de composto biologicamente ativo [112].

Os estudos desenvolvidos até o momento sobre a compatibilidade bioquimica e
das propriedades bioldgicas dos compostos de boro, resultaram no emprego clinico de
borocaptato de sédio (BSH) e borofenilanina (BPA) apesar da pouca eficiéncia
apresentada [113,114]. Portanto esta tese apresenta uma nanoparticula transportadora de

boro mais eficiente.

3.2.2. Agentes Transportadores de ''B

Os ensaios clinicos de BNCT iniciados nos anos 50 e 60 utilizaram acido borico
e alguns de seus derivados como agentes de entrega, mas estes compostos quimicos

simples ndo eram seletivos, além de apresentarem baixa reten¢do no tumor € nao
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atingirem relagdes adequadas de concentragcdes entre tumor/cérebro e tumor/sangue
[115,116]. Na década de 1960 dois outros compostos de boro emergiram a partir de
investigacdes de centenas de produtos quimicos de baixo peso molecular contendo boro,
um [(L)-4-di-hidroxi-borofenilanina] chamado BPA, que foi baseado em &cidos
arilboronicos [117] e outro que se baseou num anion borano poliédrico,
mercaptoundecahidrododecaborato de s6dio chamado BSH [118]. Estes compostos de
segunda geragdo apresentaram baixa toxicidade, persistindo por mais tempo em
tumores, em comparacao com moléculas relacionadas e relagdes de concentracdes de
boro entre tumor/cérebro e tumor/sangue > 1. O BSH e a BPA foram complexados com
frutose para melhorar a sua solubilidade em agua e tém sido utilizados clinicamente no
Japao, nos Estados Unidos, Europa e Argentina. Embora estes fairmacos nao sejam
ideais, a sua seguranca apos administracdo IV ja esta estabelecida [113,114].

Ao longo dos tltimos 20 anos varios outras classes de compostos contendo boro
foram concebidos e sintetizados para satisfazer os seguintes requisitos: baixa toxicidade
e propor¢ao de boro entre tecido tumoral e sauddvel > 1 assim como para tecido tumoral
e sangue; atingir cerca de 20 pg de boro por grama de tumor; eliminagao rapida do
sangue e do tecido normal, além de persisténcia no tumor durante BNCT. Neste
trabalho serdo resumidas as principais classes de compostos e serdo discutido os
requisitos gerais bioquimicos para um agente de entrega de boro eficaz (Figura 21)

[113,114].
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Figura 21 - Estrutura molecular e potencial eletrostatico do BPA, a cor vermelha indica

excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.
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3.2.3. Agentes de Terceira Geracao para a BNCT

Os assim chamados compostos de terceira geragdo consistem principalmente de
grupos ou aglomerados de boro estaveis, ligados através de ligagdes hidroliticamente
estaveis a uma por¢do de direcionamento ao tumor, tais como biomoléculas de baixo
peso molecular ou anticorpos monoclonais (mAb) e receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) de gliomas.

Normalmente as biomoléculas de baixo peso molecular tém apresentado
propriedades de direcionamento seletivo e muitos estdo em varios estagios de
desenvolvimento para utilizagdo em quimioterapia. O ntcleo da célula tumoral e 0 DNA
sdo alvos especialmente atrativos, porque a quantidade de boro necessario para produzir
um efeito letal pode ser substancialmente reduzida se for localizada dentro ou préximo
do nucleo [119]. Outros alvos subcelulares potenciais sdo mitocondrias, lisossomos,
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.

A solubilidade em 4gua ¢ um fator importante para um agente de boro ao passo
que a hidrofobicidade ¢ necessdria para que possa atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e assim difundir dentro do cérebro e no tumor. Portanto
compostos anfifilicos possuindo um equilibrio adequado entre a hidrofilicidade e
hidrofobicidade tém sido de interesse primordial, porque eles devem fornecer as
concentragdes de boro mais favoraveis entre tumor e tecido normal no cérebro,
aumentando assim a especificidade do tumor.

No entanto para as moléculas de baixo peso molecular que tém como alvo os
sistemas de transporte biologicos especificos e/ou sdo incorporadas num transportador
de entrega de carater anfifilico. O peso molecular do agente de entrega contendo boro
também ¢ um fator importante, uma vez que determina a taxa de difusdo tanto no
cérebro quanto no tumor.

Neste sentido a barreira hematoencefalica (BHE) pode ser vista como uma
membrana reguladora, que seleciona a passagem de moléculas essenciais para o
homeostase do SNC, enquanto inibe o que se acredita ser mais "nocivo" [120]. Os
dendrimeros, as lipossomas e [121,122] as nanoparticulas poliméricas [123,124] sdo
adequados para esta aplicagdo mencionada, uma vez que possuem estruturas similares

as destas moléculas essenciais. Surpreendentemente as suas aplicagdes para o SNC
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ainda s3o muito escassas. No entanto alguns exemplos podem ser retirados da literatura
sobre possiveis aplicacdes destes sistemas de entrega de farmaco no SNC [125,126]. Ha
relato na literatura do desenvolvimento de um transportador de boro para a BNTC,
apresentando resultados significativos, com um dendrimero PAMAM [127]. Outro
estudo in vitro descreveu um conjunto de dendrimeros baseado em poliéster denotado
como PGLSA, que demonstraram que estes dendrimeros poderiam ser internalizados
pelas células de glioblastoma (linha celular SF-268) [128].

As pesquisas recentes para melhorar a seletividade dos compostos
transportadores de boro pelo tecido alvo tem envolvido a incorporacio do B em
peptideos, proteinas, anticorpos, nucleosideos, agucares, porfirinas, lipossomas e
nanoparticulas. Os nucleosideos e nucleotideos de baixo peso molecular contendo boro
foram preparados para aplicacdo contra hiperproliferacdo de células malignas. O
primeiro nucleosideo contendo boro foi 5-(di-hidroxiboril)-2-desoxiuridina (DBDU)
contendo apenas um atomo de boro [129]. A inser¢ao de um grupo carborano contendo
10 atomos de boro poderia ser mais interessante uma vez que tais nucleosideos teriam
um aumento de 10 vezes de boro percentual. No entanto uma limitagdo destes ¢ a sua
lipofilicidade significativa que pode influenciar na reatividade enzimatica [130].

Muitos hidratos de carbono: glicose, manose, ribose, frutose, galactose, maltose
e lactose contendo boro foram sintetizados, a ideia era utilizar a absor¢ao mediada por
transportadores de agucares com o aumento do metabolismo celular. Mas ndo existe
evidéncia que qualquer dos compostos utilizados em sistemas de transporte tenha

atingido algum diferencial na captagdo de tumores [131].

3.2.4. Dendrimeros como Agentes Transportadores de Boro

Hermann Staudinger ¢ considerado o "pai" da quimica dos polimeros. Em 1920
publica no periddico "Berichten der Deutschen Gesellschaft Chemischen" seu artigo
"Polimerizagdo", que foi a base para os polimeros modernos. Em 1953 recebeu o

Prémio Nobel por este trabalho pioneiro [132].

A "Hipotese Macromolecular” apresentada por Staudinger afirma que certos
tipos de moléculas possuem cadeias muito longas. Um polimero ¢ definido como uma

macromolécula composta por muitos segmentos conectados. O processo para conectar
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esses segmentos para formar um polimero ¢ chamado polimerizacdo. Dependendo da
estrutura do mondémero e do método de polimerizacao as cadeias de polimeros possuem

estruturas diferentes que sdo lineares, ramificadas e dendriticas (Figura 22) [133-136].
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Figura 22 - Estruturas de polimeros: (a) polimero linear, (b) polimero hiper- ramificado

e (c¢) dendrimero [146].

O dendrimero ¢ um tipo especial de polimeros ramificados. Os polimeros
hiperramificados, por outro lado ndo estdo perfeitamente ramificados, mas
compartilham propriedades semelhantes aos dendrimeros devido ao alto grau de
ramificacao [137-146].

Os dendrimeros e os polimeros hiperramificados foram especialmente estudados
nas ultimas duas décadas devido as suas estruturas bem definidas que podem ser
utilizadas para uma variedade de aplicagdes, por exemplo, em medicina e farmadcia
como polimeros terapéuticos ou em quimica organica como suporte para sintese e
catalise [147-155].

Os dendrimeros sdo macromoléculas monodispersas quase perfeitas com uma
estrutura tridimensional regular e altamente ramificada. Eles consistem de trés
principais componentes estruturais: niicleo, ramificacdes e grupos terminais. Existem
duas maneiras diferentes de sintetizar dendrimeros, a sintese convergente (extremidade

— nucleo) e a sintese divergente (niicleo — extremidade) (Figura 23).
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Figura 23 - Sintese divergente via adi¢do e desprotecdo de uma unidade de mondémero

(superior) e sintese convergente de dendrimeros (inferior) [146].

A primeira sintese divergente de uma estrutura dendritica com base em unidades
de propilamina foi relatada por Vogtle em 1978. Newkome e Tomalia sintetizaram um
dendrimero de maior geragdo o PAMAM (Poliamidoamina) em 1985 e introduziram o
termo "dendrimero".

O método convergente foi relatado por Hawker e Fréchet entre 1989 e 1990
para dendrimeros polialila e polifenileno. No método convergente o dendrimero ¢
sintetizado da extremidade para o nutcleo. Os primeiros dendrons individuais sdo
sintetizados, que sdo entdo ligados a um nucleo multifuncional. O crescimento comega
com o nucleo iniciador € o processo continua repetindo o acoplamento de mondmeros
multifuncionais. A reacdo de uma funcionalidade periférica com o grupo reativo
complementar de um mondmero multifuncional introduz um novo ponto de ramificacao
em cada lado do acoplamento. Como resultado o nimero de funcionalidades periféricas
aumenta em dois fatores ou mais dependendo do numero de grupos funcionais do
mondmero. Depois de dirigir a primeira reacdo de acoplamento até a conclusdo, essas
funcionalidades periféricas latentes podem ser ativadas para permitir uma nova camada
de grupos funcionais que ¢ capaz de acoplar a mondmeros adicionais. A repeticdo das
etapas de acoplamento e ativacdo leva a um aumento exponencial do nimero de grupos
reativos na periferia e cria novas geragdes de dendrimeros. Para dendrimeros de maiores
geracdes  sintetizados através da rota divergente os defeitos aumentam
proporcionalmente. Este problema pode ser evitado na abordagem convergente [155]. A

perfeicdo da estrutura hiperramificada em relagdo ao respectivo dendrimero perfeito
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pode ser medida pelo grau de ramificacdo (GR). O GR de polimeros lineares ¢ zero,
enquanto no dendrimero perfeito ¢ um. O GR pode ser calculado com base na
intensidade da espectroscopia de RMN da fracdo de unidades lineares, dendriticas e
terminais. Fréchet ¢ Hawker compararam a soma das unidades dendriticas e da unidade
terminal com a soma de todas as unidades de repeti¢do na estrutura em que D, T e L
representam o numero de wunidades dendriticas, terminais e lineares por
molécula. Entretanto Frey e colegas de trabalho ndo incluiram a unidades de repeticao

terminal simplificaram a equagdo [155-192].

2D

A polimerizacdo de monomeros de AB> como descrito por Flory teoricamente
conduz a estruturas hiperramificadas devido ao grande excesso da funcionalidade de B e
a maior reatividade do grupo A. O grau de ramificagdo ¢ menor (GR = 0,5 - 0,7) do que
em dendrimeros perfeitos (GR=1) porque a polimerizacdo estatistica resulta em
estruturas ramificadas aleatoriamente. No entanto devido as suas propriedades fisico-
quimicas semelhantes os dendrimeros e os polimeros hiperramificados sdo referidos

como polimeros dendriticos (Figura 24) [155-192].

Figura 24 - Polimero dendritico: (a) dendrimero de poliglicerol perfeito [G3] e (b)
poliglicerol hiperramificado (PGh) [146].
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A estrutura globular dos dendrimeros e o emaranhamento das cadeias causam
baixa viscosidade na solugdo. Além da boa solubilidade em varios solventes e¢ da
grande quantidade de grupos terminais funcionais a sua estrutura definida torna os
dendrimeros interessantes para muitas aplicagcdes. Em numerosas publicagdes essas
estruturas foram aplicadas em areas medicinais [155].

Um estudo recente avaliou o emprego deste dendrimero de poliglicerol (PGLD)
utilizado para obter uma macromolécula boronada para terapia de captura de néutrons
de boro (BNCT). A radiografia de captura de néutrons de boro (BNCR) apresentou
maior concentra¢io de '°B em fungio da geracdo de dendrimeros. A citotoxicidade in
vitro para células tumorais foi avaliada e indicou menor citotoxicidade as células

normais, sugerindo que a macromolécula ¢ um material biocompativel e pode ser um

biomaterial promissor para uso em tratamento de células neoplasicas por BNCT [165]

(Figura 25).

Figura 25 — (A) Estrutura molecular do dendrimero de poliglicerol boronado (PGLDB),
(B) e o seu potencial eletrostatico, a cor vermelha indica excesso de elétrons e a cor azul

deficiéncia de elétrons [165].

Em outro trabalho relatado na literatura o dendrimero PAMAM de quinta
geracdo conjugado (Ctx-G5-B1100) com boronofenilalanina (BPA) e borocaptato de
sédio (BSH), dois farmacos atualmente utilizados para BNCT, além de um anticorpo
monoclonal biodirecionador, para o tratamento do glioma [166]. O dendrimero

boronado foi aplicado por convec¢cdo (Convection enhanced delivery - CED), um
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método de aplicagdo com pressao que facilita o transporte de farmacos através da
barreira hematoencefalica. O resultado foi de aproximadamente 50% a mais de retengdo
de boro nos gliomas em comparagdo com a acumulag¢do resultante do método CED

aplicado com os farmacos livres (Figura 26).
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Figura 26 - Estrutura do dendrimero PAMAM boronado e com anticorpo monoclonal

biodirecionador [166].

3.3. Dosimetria da BNCT

As questdes complexas de dosimetria computacional e planejamento de
tratamento com BNTC tém contado com uma técnica matematica com base em
amostragem aleatoria de simulagdo estocastica (Monte Carlo), para ajuste da geometria
complexa do cérebro. A quantificagdo de boro ¢ uma questdo fundamental para BNTC
no planejamento do tratamento e estas concentragcdes podem ser medidas, em pequenos
aglomerados de células ou em células tumorais individuais, através da técnica
supracitada [193].

Estudos clinicos em BNCT até agora tém sido executados normalmente com
grupos individuais de pacientes, em centros de pesquisas especificos. Estes ensaios
consistem principalmente de fase I/II, para estabelecer a tolerancia da dose sobre o
tecido normal e para demonstrar alguma possivel eficacia terapéutica [194].

Cada centro de pesquisa tem por necessidade que desenvolver sua propria
metodologia para medir, calcular e prescrever, as doses para estes ensaios, através do
seu proprio programa de investigacdo. Isso limita a sua aplicabilidade para o local onde

eles foram obtidos [194].
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Apo6s mais de 50 anos a BNCT continua a ser na sua maior parte, uma
modalidade experimental, ndo havendo métodos padronizados que determinem para o
paciente uma prescricdo especifica. Esta falta de uniformidade torna dificil a
comparacao dos resultados clinicos, a partir de diferentes centros de pesquisa, pois ndo
ha compatibilidade de dados clinicos, de seguranca e de eficacia, que seriam
fundamentais no caso de a BNCT ter uma aplicagdo clinica mais efetiva [194].

A dosimetria de feixes de néutrons epitermais € complicada, pela presenga de
fotons e de uma dose de néutrons rapidos, cada um possuindo eficicia bioldgica
diferente e que devem ser quantificados separadamente. Alguns métodos de dosimetria
tém sido desenvolvidos para determinar os componentes principais da dose absorvida,
pois assim como boro outras reacdes de captura de néutrons, de baixo consumo de
energia ocorrem com o hidrogénio e o nitrogénio do tecido normal [194].

O planejamento do tratamento para NCT difere do planejamento da radioterapia
convencional, em alguns aspectos ¢ significativamente mais complexo, exigindo um
software especializado. Os sistemas de planejamento de tratamento de NCT dependem
exclusivamente de simulagdes de Monte Carlo, para célculos de dose por causa da
natureza complexa dominada pela dispersao de néutrons. O método de Monte Carlo
simula o transporte de néutrons e fotons através da geometria do paciente para calcular
os coeficientes de dose [195].

Um novo tipo de reator produziu um feixe de néutrons epitérmico baseado em
um conversor de fissdo subcritica denominado FCB, est4 alojado na sala experimental
do MITR (MIT Research Reactor) e opera em paralelo com outras aplicacdes. O reator
¢ arrefecido por conveccdo forcada de agua deuterada. A poténcia do conversor ¢ de
120 kW, a poténcia do reator ¢ de 6 MW. Um filtro moderador ¢ aplicado para adequar
o espectro de energia de néutrons, para a faixa de energia epitermal desejada. Um
colimador define a abertura do feixe, para proporcionar aberturas circulares, que variam
de 8 a 16 cm de didmetro. O fluxo de néutrons epitermais é de 6,2 x 10  N/cm?s. A
medida das doses absorvidas ¢ constante para todos os campos e sao bem abaixo de 2,8
x 10 12 Gy cm?. Assim as distribui¢des de doses obtidas com o FCB, aproximam-se do
ideal para a BNCT [195,196].

Os calculos de planejamento de tratamento utilizam modelos computacionais do

alvo, construido a partir de imagens TC ou RM. Enquanto que a densidade de elétrons ¢



38

a principal consideracdo para o transporte de fétons em tecidos o transporte de néutrons
¢ regido pelas interagdes nucleares. As concentragdes de hidrogénio, nitrogénio e boro
representam a maior influéncia sobre a dosimetria. Os planos de tratamento de BNCT
sdo tipicamente apresentados como um total de doses ponderadas para o tumor e tecido
normal e cada um ¢ calculado separadamente [197].

De um modo geral as concentragdes de boro tumoral em tecidos, utilizadas para
os calculos da dose no planejamento do tratamento, por exemplo, BPA-frutose (BPA-
F), a concentracao sanguinea de boro para o tumor, cérebro e tecido sao 3,5, 1,0, e 1,5.
No entanto nos casos em que BPA-F PET [198] estdo disponiveis estes dados sdo
muitas vezes incorporados no plano de tratamento e utilizados para estimar a
distribui¢dao espacial de boro em calculos da dose [199]. Variagdes encontradas estdao
entre 7,6 e 13,2 Gy, para uma dose comum de 10 Gy tal como definido em Harvard-
MIT através de ensaios clinicos. Essas variagdes em varias instalagdes ndo podem ser
totalmente explicadas pelas incertezas experimentais ou erros de medi¢do. Estas
variagdes excluem possiveis diferencas relacionadas com fatores biologicos. Pelo
contrario estes resultados destacam definicdes de fonte de feixe ou inexata avaliagao
comparativa dos sistemas de planejamento de tratamento que s6 se tornam vidveis
quando comparados entre os centros de pesquisa [200,201].

A infraestrutura e as despesas associadas com a execucao de ensaios, até agora
tem sido significativo, mas mesmo assim mais testes com pacientes, ainda sdo
necessarios para demonstrar a eficacia, especialmente em pacientes com gliomas de alto
grau. Como um pré-requisito a comunidade de pesquisa em NCT, precisa reconhecer a

importancia de quantificar e estabelecer uma uniformidade entre os centros de pesquisa.

3.4. O Projeto de Reatores de Néutrons Térmicos para a BNCT

Em uma analise critica do estado atual de reatores de fissdo para BNTC, nota-se
uma transi¢do, que tem sido realizada desde 1994, a partir dos feixes de baixa energia
térmica aplicada nos estudos clinicos anteriores, com um grande consumo de energia,

para os atuais projetos de reatores de baixa poténcia e que possuem um feixe neutronico
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com maior capacidade de penetracdo e que atualmente estdo sendo aplicados

rotineiramente.

3.5. Fontes de Néutrons para BNCT

Estudos clinicos sobre BNCT iniciaram no Brookhaven National Laboratory
(BNL) e no Institute of Massachusetts Technology (MIT), em colaboragdo com o
Massachusetts General Hospital (MGH) cerca de 60 anos atras [202].

Os ensaios clinicos iniciais, liderados por uma equipe clinica do MIT/Harvard,
para o tratamento de gliomas de alto grau, foram realizados com feixes de néutrons
térmicos produzidos em reatores de fissdo. A penetracdo de 3-4 cm no tecido de
néutrons térmicos por irradiagdo com cranio aberto com auxilio de um dispositivo,
inserido a cavidade cirurgica, para aumentar a penetracdo de né€utrons e evitar dosagem
excessiva no o couro cabeludo infelizmente falhou [202].

Ap6s um intervalo de quase 25 anos os ensaios clinicos foram reiniciados no
MIT e BNL, no inicio da década de 1990, utilizando pela primeira vez néutrons de
energia mais altas, na faixa de energias epitermais (0,4 eV<E <10 keV). Esses néutrons
de energia mais elevada atende a necessidade de BNCT intraoperatorio, durante o
tratamento profundo de células tumorais. Os né€utrons epitermais, por exemplo, podem
atingir tumores numa profundidade de oito cm. Os néutrons epitermais sao geralmente
utilizados em irradiagdes de BNCT, embora algumas irradiacdes intra-operatdrias com
néutrons térmicos sejam executadas [202].

Um exemplo desta aplicagdo estd nas instalacdes de reatores no Japdo, que sdo
capazes de produzir varias combinagdes, de espectros de néutrons térmicos e epitermais
o0 que pode ser vantajoso para aplicacdo em tumores de cabega e pescoco, onde a

penetracdo profunda de feixe de néutrons pode ndo ser necessaria [203].
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3.6. Reatores de Fissao para NCT

Duas abordagens foram utilizadas para a concepcao de instalagdes de irradiagdo
de néutrons epitermais em reatores de fissdo. Uso direto dos néutrons do nicleo como
fonte tem sido a abordagem predominante para modificagdo ou conversdo de reatores
existentes para NCT. Instalacdes tém sido construidas para uso clinico na América,
Europa e Asia e varios outros estdo em construgdo [204].

Uma nova instalacdo interessante que faz uso de néutrons do nicleo em um
reator de baixa poténcia foi recentemente construida na China e esta localizado em um
subtrbio de Pequim [205]. Este ¢ o primeiro reator concebido especificamente para
NCT e ¢ baseado em um projeto de custo baixo e seguro especialmente adequado para
areas povoadas em centros urbanos dentro de hospitais.

Outra abordagem para uso de reatores de fissdo ¢ baseada na utilizagdo de um
conversor de fissdo, que converte uma reagao de néutrons térmicos, para néutrons de
maiores energia. Os néutrons sao em seguida moderados e filtrados, para produzir feixes
de néutrons epitermais. Esta abordagem pode ser especialmente util, para modificar
reatores polivalentes existentes.

O Fission Converter Bean (FCB) construido no Research MIT Reactor (MITR)
atende todos os requisitos, de uma instalagdo de irradiacao de néutrons, necessario para
a rotina clinica de alto rendimento em NCT. Caracteristicas e capacidades do MIT FCB
incluem alta intensidade, 10-15 minutos de tolerancia para entrega da dose no campo de
irradiagdo a aplicacdo prescrita correta do feixe de néutrons, a medi¢ao da contaminagao
a partir de componentes especificos e feixe de facil posicionamento em qualquer parte
do corpo. Os indices terapéuticos sdo alcancados em profundidades de até 10 cm
utilizando o atual fArmaco disponivel o BPA [206].

A menos que BNCT torna-se mais amplamente aceito, como uma modalidade de
tratamento especifico de céancer, a necessidade de desenvolver reatores nucleares
adicionais, permanece limitada e parecem improvaveis estas novas construgoes.

No Brasil a instalagdo para estudo em BNCT do IPEN, estd localizada no canal
de irradiacdo nimero 3 do reator de pesquisa IEA-R1 [207]. O IEA-R1 é um reator de

pesquisa tipo piscina, moderado e refrigerado com agua empregando elementos de



41

berilio e de grafite como refletores. O reator foi projetado para operar a uma poténcia
maxima de cinco MW.

Em 1957 e ocorreu a criticalidade deste reator apos a fase inicial de testes e
passou entdo a operar na poténcia de dois MW. A partir de 1993 passou a operar na
poténcia de 3,5 MW de permitindo irradiar materiais com fluxos de néutrons térmicos,
néutrons epitérmicos e rapidos da ordem de 10® n cm= s. O reator dispde de nove tubos
de irradiagdo horizontais ("Beam Holes) que fornecem feixes de néutrons, utilizados
em experimentos de pesquisas em terapia de cancer por captura de néutrons em boro
(BNCT), porém podem ser realizadas alteragcdes de seus componentes de acordo com as

necessidades experimentais [208].

3.7. Fontes de Néutrons Baseados em Aceleradores de Particulas

(ABNS)

Até a data presente todas as irradiacoes clinicas em BNCT utilizaram reatores
como fontes de néutrons. No entanto aceleradores de particulas estdo em
desenvolvimento e eventualmente podem fornecer outra opgdo de reatores de fissdo.
Aceleradores de particulas estdo em desenvolvimento para utilizagdo em NCT, com
algumas vantagens como facilidade na obtencao de licenciamento, além de serem mais
compactos e apresentam menor custo em comparagao a reatores nucleares [209].

Geralmente eles produzem feixes de néutrons de baixa intensidade, em
comparagao com fontes de reatores e este tem sido um problema para a implementagao.
Um aumento em intensidade serd necessario para que aceleradores sejam competitivos
com reatores para aplicag@o clinica em BNCT. Um ABNS recentemente foi aprovado e

construido para uso clinico no Japao [210].

3.8. Utilizacao de Aceleradores de Particulas

O desenvolvimento de aceleradores de particulas de baixa energia (ABNSs) para
BNTC ¢ um grande avango, uma vez que, apresentam a vantagem de serem anexados, a
um complexo hospitalar, como de fato ocorre no Hospital Universitario Birmingham no

Reino Unido. Em comparagdo com os feixes de reatores nucleares, foi constatada uma
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superioridade quanto a qualidade além da fabricacdo padronizada eliminando assim as
caracterizacdes complexas de feixes de néutrons que inviabilizam atualmente a

comparacao de ensaios clinicos [210].

3.9. Analise Critica da BNCT

H4é varias questdes criticas que devem ser abordadas caso a BNCT passe a ser
uma modalidade efetiva, para o tratamento de tumores de cabeca e pescoco. Em
primeiro lugar, existe uma necessidade de agentes de boro mais seletivos e eficazes.
Para que possam entregar as quantidades necessarias de boro ao tumor (~20 ug/g). Além
disso, a sua entrega deve ser otimizada para melhorar a absor¢ao no tumor, assim como
a microdistribuicdo celular [211]. Varios estudos tém mostrado que existe uma
considerdvel variacao na absor¢ao de BSH e BPA em pacientes com tumores de cabeca
e pescogo [212,213].

Atualmente a dose de entrega de farmacos ainda tém que ser otimizada, pois
com base em dados experimentais a melhoria na dosagem e entrega poderia ter um
impacto significativo no aumento da captagdo tumoral e microdistribuigao [214-217]. A
BNCT tem a capacidade de distribuir seletivamente uma dose elevada de radiagdo para
o tumor, com uma dose muito menor para os tecidos circundantes normais.

A dosimetria para a BNCT baseia-se na microdistribui¢io de B, que ¢
indeterminada em tempo real, portanto s3o necessarios métodos para fornecer
estimativas quantitativas do teor de boro em tempo real [218]. Um exemplo com
estudos de imagiologia marcadores BPA F'8, possibilitam determinar se um paciente
poderia ser um candidato adequado para BNCT, utilizando BPA como o agente de
entrega [219], uma vez que verifica a sua efetiva microdistribuicdo. Na auséncia de
dados de captacdo de boro no tumor em tempo real, a dosimetria para a BNCT deixa de
ser eficiente. Este problema fica evidente a partir da discordancia de doses estimadas de
radiacdo aplicadas em tumores e a resposta terapéutica que deveriam ter sido mais
eficientes se as estimativas da dose estivessem corretas [220].

A BNTC tem o potencial para atingir mais eficazmente o tumor, em comparagao
com o tratamento convencional. Embora exista uma discrepancia na teoria de BNCT,

que esta baseada em um conceito muito sofisticado de seletividade celular e molecular,



43

na aplicagcdo da radiacdo de alta energia (LET), que ¢ a quantidade de energia que a
particula perde ao atravessar a célula . A implementacdo de protocolos clinicos sdo
baseados em abordagens muito ineficientes de dosimetria para prescricdo de
administracdo de farmacos e irradiagdo ao paciente. Isso em parte ¢ devido ao fato de
que BNCT ndo ter sido desenvolvida em ambientes com uma equipe clinica
multidisciplinar.

O foco no desenvolvimento da BNCT ficou voltado principalmente para os
reatores nucleares. Estes ambientes estdo localizados em locais com distancias
considerdveis de instalacdes hospitalares, o que tornou dificil atrair pacientes e equipes
médicas especializadas, que deveriam esta envolvidos com BNCT. Portanto hd uma
necessidade urgente para desenvolvimento de reatores hospitalares compactos, como o
que esta em constru¢ao em Pequim na China, que poderiam ser facilmente ser instalados
em centros urbanos que possibilitaria o tratamento de pacientes com tumores cabega €
pescogco. Embora possa até agora ter apresentado apenas resultados paliativos, que
poderiam ser clinicamente significativos, como evidenciado pela experiéncia de varios
grupos que tratam pacientes com glioma [221]. Além disso, ficam evidentes os
resultados clinicos obtidos no tratamento de pacientes tanto com gliomas de alto grau
como primario ou recorrente. Especificamente o aumento da dose de BPA, administrado
por um longo periodo de tempo, ou combinado a BNCT com f6tons, como tem sido
realizado no Japao, tém apresentado o melhor resultado em dados de sobrevivéncia
obtidos até a data presente, utilizando BNCT para tratar doentes com gliomas [222-
225].

H4 uma necessidade de ensaios clinicos randomizados. Isto ¢ especialmente
importante, porque quase todos os grandes avancos na terapia do cancer vieram destes
estudos, embora nao tenham sido realizados estudos randomizados de BNCT. Erros em
ensaios clinicos ndo randomizados para o tratamento de tumores de cabeca e pescoco
aconteceram e estdo devidamente documentados [226]. Fica evidente que os resultados
clinicos com BNCT mesmo sem a determinacdo clara da sua efic4cia, ndo poderiam ser

alcancados sem os ensaios clinicos [227].
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3.10. Resultados dos Ensaios Clinicos nos EUA, Europa e Japao.

A instituicdo de pesquisa Brookhaven National Laboratory, utilizando como
fonte de néutrons epitermais o Brookhaven Medical Research Reactor. Realizou no
periodo de 1994-1999 o tratamento de 53 pacientes com GBM empregando BPA 250—
330 mg/kg por 2h. Estes pacientes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 12.8
meses [228].

As instituigdes de pesquisa Beth Israel Deaconess Medical Center, Harvard
Medical School e Cambridge utilizando como fonte de néutrons epitermais o MIT
Research Reactor, realizou no periodo de 1996-1999 o tratamento de 20 pacientes com
GBM empregando BPA 250-350 mg/kg por 1.5h. Estes pacientes apresentaram tempo
médio de sobrevivéncia de 11.1 meses [229].

A instituicdo de pesquisa Universitatsklinikum Essen utilizando como fonte de
néutrons epitermais o High Flux Reactor JRC Petten, realizou no periodo de 1997-2002
o tratamento de 26 pacientes com GBM empregando BSH 100 mg/kg por 1.7h. Estes
pacientes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 10.4 a 13.2 meses [230].

A institui¢do de pesquisa Helsinki University Central Hospital utilizando como
fonte de né€utrons epitermais, o FIR-1 realizou no periodo de 1999-2001, o tratamento
de 30 pacientes com GBM, empregando BPA 290-500 mg/kg por 2h e estes
apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 11.0 a 21.9 meses. No periodo de
2001-2008 foi realizado o tratamento de 20 pacientes com GBM reincidente
empregando BPA 290-450 mg/kg por 2h. Estes pacientes apresentaram tempo médio de
sobrevivéncia de sete meses [231].

A institui¢do de pesquisa Nykoping Hospital utilizando como fonte de néutrons
epitermais o R2-0 Reactor realizou no periodo de 2001-2003 o tratamento de 29
pacientes com GBM, empregando BPA 900 mg/kg por 6 h e estes apresentaram tempo
médio de sobrevivéncia de 17.7 meses. No periodo de 2001-2005 foi realizado o
tratamento de 12 pacientes com GBM reincidente, empregando BPA 900 mg/kg por 6h.
Estes pacientes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 8.7 meses [232].

A instituicdo de pesquisa University of Tsukuba utilizando como fonte de
néutrons epitermais e termais combinados, o JRR-4, realizando no periodo de 1999-

2002, o tratamento de cinco pacientes com GBM empregando BPA 100 mg/kg por 1-
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1.5h, e estes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 23.2 meses [233]. No
periodo de 1998-2007, realizou o tratamento de sete pacientes com GBM reincidente
empregando BSH 5 g/kg por lh, com BNCT intra-operatorio. Estes pacientes
apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 23.3 meses. Neste mesmo periodo
realizou o tratamento de oito pacientes com GBM empregando BSH 5 g por 1 h e BPA
250 mg/kg por 1h (BNCT + XRT) e estes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia
de 27.1 meses [234].

A instituigdo de pesquisa University of Tokushim utilizando como fonte de
néutrons epitermais e termais combinados empregando o reator JRR-4 e o KURR Kyoto
University Research Reactor realizando no periodo de 1998-2000 o tratamento de seis
pacientes com GBM aplicando BSH 64.9-178.6 mg/kg intra-operatorio BNCT. Estes
pacientes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 15.5 meses. No periodo de
2001-2004, realizou o tratamento de 11 pacientes com GBM empregando BSH 64.9-
178.6 mg/Kg com BNCT intra-operatorio. Estes pacientes apresentaram tempo médio
de sobrevivéncia de 19.5 meses. No periodo de 2005-2008 realizou o tratamento de seis
pacientes com GBM empregando BSH 100 mg/kg e BPA 250 mg/kg (BNCT + XRT) e
estes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 26.2 meses [235,236].

A institui¢do de pesquisa Osaka Medical College utilizando como fonte de
néutrons epitermais e termais combinados, empregando o reator JKURR, realizou no
periodo de 2002-2003 o tratamento de 10 pacientes com GBM empregando BSH 5 g e
BPA 250 mg/kg por 1 h. Estes pacientes apresentaram tempo médio de sobrevivéncia
de 14.5 meses. No periodo de 2003-2006 realizou o tratamento de 11 pacientes com
GBM empregando BSH 5 g e BPA 700 mg/kg por 6h (BNCT + XRT). Estes pacientes
apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 23.5 meses. No periodo de 2002-2007
realizou o tratamento de 19 pacientes com GBM reincidente, empregando BSH 100
mg/kg e BPA 250 mg/kg por 1h. Estes pacientes apresentaram tempo médio de
sobrevivéncia de 10.8 meses [237-239].
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Capitulo 4 - Objetivos

4.1. Objetivos Gerais

O objetivo geral da presente Tese € a sintese e caracterizacdo do dendrimero de
poliglicerol conjugado com um complexo de boro e curcumina (PGLDBC) com foco

no tratamento de gliomas através da BNCT e da terapia anti-angiogénese.
4.2. Objetivos Especificos

Para a concretizacao dessa Tese os seguintes objetivos especificos deste trabalho

sdo apontados:

a. Enriquecimento do PGLD com !°B;

b. Complexacao do PGLD boronado com curcumina;

c. Caracterizagdo do PGLDBC como sistema transportador do complexo de B e
curcumina, utilizando as técnicas de ressonancia magnética nuclear de protons e
carbono (RMN 'H, RMN !3C), infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e analise termogravimétrica (TGA);

d. Investigar as propriedades antitumorais do conjugado PGLDBC em relag¢ao as
células tumorais das linhagens SCC9 e SCC25, através da técnica de TUNEL.
e. Caracterizagdo in silico de Ancoragem Molecular do complexo proteina-ligante

(ASH-PGLD).
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Capitulo 5 - Materiais e Métodos

5.1. Sintese e Caracterizacio do PGLD

O processo de sintese e caracterizagdo do PGLD foi realizado em trabalhos

anteriores do grupo de pesquisa do professor Alvaro Antonio Alencar de Queiroz.
5.2. Sintese do Conjugado de PGLDBC

O conjugado de dendrimero de poliglicerol com o complexo de boro-
curcumina foi sintetizado em um reator de vidro encamisado, com agitador magnético e
um dispositivo termopar. No reator foram adicionados 10,04 g acido bérico (Merck), 10
mL de agua destilada e 55,80g de dendrimero de poliglicerol. Esta solugdo foi aquecida
até a temperatura 90°C com agitacdo e sob refluxo utilizando Dean-Stark por um
periodo de 6 h. A reagdo foi considerada completa com a auséncia total de 4gua no meio
reacional. Em seguida foi adicionado uma solu¢do de 3,55 g curcumina (Sigma-Aldrich)
e 20 mL de etanol p.a. (Sigma-Aldrich). O meio reacional foi aquecido novamente a
90°C com agitacdo e sob refluxo utilizando Dean-Stark separando o alcool do meio
reacional por outras 6 horas. Apds 6 horas formou-se uma solucdo de coloragdo

vermelha caracteristica do complexo de boro-curcumina (Figuras 27 e 28).

Figura 27 - Reator da sintese do conjugado do dendrimero de poliglicerol com o

complexo de boro e curcumina (PGLDBC).
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Figura 28 - Estruturas moleculares da sintese do conjugado PGLDBC a partir do

PGLD, do acido borico ¢ da curcumina.
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5.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
TH e RMN 13C)

A ressonincia magnética nuclear de proton (RMN 'H) e carbono treze (RMN
13C) foi efetuada em espectrometros Agilent 400 e 500 MHz do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo/Sao Carlos, utilizando-se como solvente DMSO deuterado

(Figura 29) [241-244].

Figura 29 - Aparelhos de ressonancia magnética nuclear de carbono treze e hidrogénio
(RMN "C e 'H) do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo/Sdo Carlos
[240].

A caracterizagdo da estrutura dendritica ¢ realizada da seguinte forma: (a) se a
propagagdo ocorreu através de hidroxilas secundarias uma unidade linear do tipo
1,3 (Li13) ¢ formada; (b) se hidroxilas primarias sofrem propagagdo, uma correspondente
unidade linear 1,4 (Li4) € formada; (c) se ambas as hidroxilas reagem com o mondmero,
uma unidade dendritica (D) ¢ formada e a cadeia polimérica ¢ ligada a hidroxilas
secundarias; (d) se o mondomero sofre alguma desativagdo por troca de préton, uma

unidade terminal (T) com duas hidroxilas ¢ formada (Figura 30) [181].



50

Figura 30 - Esquema do poliglicerol com estrutura L, D e T que significam lineares,

estruturas dendriticas e terminais, respectivamente [ 146].

5.4. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

A espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR) foi realizada no aparelho
Shimadzu IR Tracer 100 adicionando a amostra sobre o cristal de seleneto de zinco do
acessorio de reflectancia total atenuada (ATR). Neste dispositivo a radiagdo esta em um
meio opticamente mais denso e em cada ponto de reflexdo a radiacao ¢ atenuada [245-

246].

5.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

Foi realizada em aparelho da marca Shimadzu modelo TGA-50 empregando o
seguinte método: taxa de aquecimento 10 ° C/min; faixa de aquecimento 25 °C a 800 °

C; atmosfera de ar; cadinho de alumina; massa ~ Smg [247].
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5.6. Caracterizacao in silico de Ancoragem Molecular

5.6.1. Configuracao do Cluster

As simula¢des foram realizadas em um cluster computacional Beowulf
composto por dois computadores com o 17-4770 da Intel. O sistema operacional
escolhido foi o Ubuntu 16.04 LTS usando o OpenMP como protocolo multithreading.

As simulagdes realizadas levaram 10 horas de tempo computacional.

5.6.2. Preparacio das Estruturas Moleculares de ASH e do PGLD

A estrutura tridimensional da ASH (PDB ID: 1A06) apresentada na Figura 31
foi obtida do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank

(RCSB PDB), o principal banco de dados de estruturas cristalograficas de proteinas

[248]. "

Figura 31 - Estrutura da ASH extraida do Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) [248].

A estrutura tridimensional do PGLD apresentado na Figura 32 foi realizada

utilizando o programa Hyper Chem 7.1 [249] com geometria de energia minima
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obtida com os descritores fisico-quimicos de carater estérico e eletronico calculados

pelos métodos semi-empiricos de quimica quantica computacional AM1 [250].

(A) (B)
Figura 32 - Estruturas do PGLD (A) G3 e (B) G4 calculadas de acordo com o método

AMI (Austin Model) semi-empirico de quimica quantica computacional [250].

5.6.3. Ancoragem Molecular

Todas as conformagdes foram avaliadas no software Autodock Vina [251] com
o auxilio do AutoDock Tools [252]. Foram avaliados os valores de Root Mean Square
Deviation (RMSD), que ¢ o desvio padrao médio dos atomos de uma estrutura em
relagdo a outra estrutrura modelo. Quanto maior este valor, maior ¢ a diferenca
estrutural entre as proteinas ou estruturas que estao sendo comparadas. Foram obtidas

as quatro melhores conformagdes dos complexos de ASH-PGLD.

No Autodock Vina o algoritmo desenvolve-se a partir de um somatdrio de
todos os pares de 4&tomos que podem movimentar-se em relagdo aos outros e a energia
livre de ligagdo ¢ calculada a partir de interagdes intermoleculares e intramoleculares
onde as conformacdes mais estdveis sdo apresentadas com base nas constantes de
afinidade (Ka) em Kcal/mol. A funcdo de ponto do AutoDock Vina é baseada no
método X-CSCORE para as interagdes intermoleculares, considerando as ligagdes de
van der Waals, as ligagcdes de hidrogénio, o efeito da deformacdo conformacional, o
efeito hidrofobico e a constante de regressdo que expressa a diminuicdo de entropia

translacional e rotacional [253].
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Para as interagdes intramoleculares implementadas pelo AutoDock Vina, os
atomos sdo classificados pelos seguintes tipos: doadores de ligagdo de H, aceitadores
de ligacdo de H, doadores e aceitadores de ligagdo de H ou atomos polares; e pelos
seus respectivos raios de van der Walls, excluindo alguns tipos de 4tomos ndo tdo
comuns em moléculas organicas. Para aperfeigoar a selecdo dos resultados sao
também empregados o método Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno e algoritmos
estocasticos. A interagdo ¢ entdo calculada em energia livre de ligagdo com um desvio

de aproximadamente de 2 kcal/mol [254]:

A; B;
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Na Equagao 2 Gvdw, Ghbond, Gelec, Gtor , e Gsol representam ligagdes de
Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, forcas torcionais e
dessolvatagao, respectivamente. A varidvel rij corresponde a distancia entre cada a&tomo
do complexo. Os parametros de Lennard-Jonnes para os potenciais entre dois dtomos
sdo representados por Aij , Bij , Cij e Dij. No terceiro termo temos volume (V ) de
atomos ao redor do complexo, dados por um peso S. O termo Ntor ¢ referente a
variagao da entropia de acordo com as mudancas conformacionais das moléculas
receptora e ligante. O termo de Lennard Jonnes r ~!2 possibilita calcular o potencial nas

interacdes entre o ligante e o receptor.



54

5.7. Potencial Eletrostatico

O potencial eletrostatico ¢ calculado como uma interagdo de Coulomb entre os

atomos.

q:49;
4Er

Eoput ) = EVAEYE (3)

coul (v) —
i

Onde NA representa os nucleos dos atomos carregados positivamente ¢ NB os
elétrons carregados negativamente i € j os tipos de atomos. Dessa forma ¢ realizado um

balango entre as interagdes de atragdo e repulsao.

O AutoDock requer um mapa de grade de potencial eletrostatico. As cargas
atdmicas parciais devem ser atribuidas a molécula. A grade eletrostatica ¢ gerada pelo
AutoGrid que resolve a equacdo linear de Poisson-Boltzmann. O AutoGrid calcula as
interagdes de coulomb entre a molécula e uma sonda de carga e + 1.60219x10 ° C

[252,253].

O mapa de potencial eletrostatico possibilita estimar que tipos de interagdes
estas moléculas poderao realizar. Por exemplo, possibilitara prever onde o complexo de
boro-curcumina se ligarda no PGLD. Considerando que as superficies de alta densidade
eletronica de cor vermelha sdo suscetiveis a reagdes com eletrofilos, caracterizados por

baixa densidade eletronica e alta afinidade por elétrons (Figura 33).
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(A)

Figura 33 - Potencial eletrostatico do PGLD (A) G3 e (B) G4, a cor vermelha indica

(B)

excesso de elétrons e a cor azul deficiéncia de elétrons.

5.8. Ensaios Biologicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados nos laboratorios da Dra Olga Zazuco
Higa do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da Universidade de Sao Paulo
(IPEN/USP) com colaboragao com a Dra Andrea Cecilia Dorion Rodas da Universidade
Federal do ABC (UFABC). Descreve-se a seguir os procedimentos adotados para os

ensaios biologicos com o composto PGLDBC.

5.8.1. Linhagem Celular, Reagentes e Condi¢coes de Cultura.

Foram utilizadas duas linhagens celulares humanas de carcinoma epidermdide
de lingua (SCC9) (CRL-1629) e queratinocitos (HK). As linhagens celulares foram
generosamente doadas pelo Doutor Décio dos Santos Pinto Jr. da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (USP), originalmente disponiveis via ATCC
(do inglés American Type Culture Collection).

A linhagem celular SCC9 foi cultivada com meio de cultura constituido por:
Dulbecco’s modified Eagle medium (meio de Eagle modificado por Dulbecco—
DMEM) (Sigma, cat. D6429) e meio de Ham F12 (Gibco, cat. 11765) (na proporcao de
1:1), contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco cat. 12.657-029), penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), gentamicina (50 pug/mL), anfotericina B (2,5
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pg/mL) e glutamina (4 mM) (Gibco BRL: 21.051-040), em garrafas proprias para

cultivo celular, e mantidas em atmosfera imida contendo 5% de CO; a 37 °C.

As células foram incubadas por 24 e 48 horas com solu¢do de PGLDBC na
concentragdo de 0,3 mg/mL, que corresponde a ICso (concentragdo inibitéria média) a
qual foi determinada pelo ensaio utilizando o corante MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio), descrito abaixo. A citotoxicidade
da solugdo fisiologica, onde o PGLDBC foi diluida e previamente testado e ndo
apresentou nenhum efeito sobre as células. O ensaio de citotoxicidade foi realizado
utilizando a células de ovario de Hamster Chinés de origem fibroblastica (CHO). As
células CHO de origem fibroblatica e adquiridas no banco de células ATCC foram
cultivadas em meio de cultura F12 K, 1,5 g/L de bicarbonato de sédio e 4,5 g/L de
glicose suplementado com 200 nM metotrexato, 0,002 mg/mL de insulina e 10% soro
fetal bovino em garrafas proprias para cultivo celular e mantidas em atmosfera imida

contendo 5% de CO; a 37 °C.

Os queratinocitos orais foram obtidos a partir de culturas primdarias de
fragmentos de mucosa bucal, provenientes de pacientes doadores voluntarios,
submetidos a cirurgias, como: remog¢ao de terceiros molares aumenta de coroa clinica e
ulectomia, ocorridos no ambulatorio da Faculdade de Odontologia da USP. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, sob a licenga n° 087 / CEP-IPEN / SP. Os queratindcitos foram cultivados
em um meio de cultura composto de Dulbecco's Eagle Modified Medium (DMEM,
Gibco, New York, NY, USA), F-12 Nutrient Mixture (HAM, Gibco, New York, NY,
USA) (2:1), suplementado com 10% de soro bovino Fetal Clone III (Hyclone, Logan,
Utah, USA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), gentamicina (50
pg/mL), anfotericina B (2,5 pg/mL), glutamina (4 mM), adenina (0,18 mM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), insulina (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), hidrocortisona (0,4 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), toxina
colérica (0,1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), triiodotironina (20 pM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e fator de crescimento epidermal (EGF) (10
ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). As células foram semeadas sobre

uma camada de sustentacdo (6.10° células/cm?), denominada de feeder-layer, a qual é
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composta por uma linhagem de fibroblastos murinos do tipo 3T3-Swiss albino
(ATCC/catélogo nimero CCL-92), irradiados (60 Gy) e mantidos em incubadora a 37
°C em atmosfera imida contendo 5% CO,. Estes fibroblastos foram irradiados antes da
sua utilizacdo como camada alimentadora numa fonte de células gama a 60 Gy. Quando
0s queratindcitos atingiram o estagio de subconfluéncia, foram utilizados para o
experimento. Nesse caso, as células foram semeadas em uma concentracao de 20.000
por pogo (96 pogos por placa, cada um com 0,31 cm?) em alta densidade, ou seja, sem

camada de alimentacgao.

5.8.2. Determinacao de ICso Utilizando o Ensaio MTS

Ambas as linhagens celulares foram incubadas em pogos de 0,32 cm? de 4rea
(2x10* células por poco), em placas de 96 pogos. Os experimentos utilizaram diferentes
concentragdes de PGLDBC. Apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo com o firmaco, a
viabilidade celular foi avaliada, utilizando um kit de ensaio MTS e o reagente acoplador
de elétrons, PMS (metassulfato de fenazina) na razao 20:1. O periodo de incubagao foi
de 2 horas. Apos incubagdo, a placa foi levada a uma leitora ELISA (espectrofotdmetro
para placas de 96 pocos) com filtro de 490 nm para leitura das densidades Opticas. A
inducdo da toxicidade em uma faixa de concentragdes especifica do PGLDBC ¢ a
concentracdo que produz uma redugdo em 50% da absor¢do de MTS foi considerada
como o parametro de toxicidade. O indice de citotoxicidade (ICso) correspondente a
concentragdo de extrato do PGLDBC que inibe a formagao de 50% das colonias em
relacdo ao controle foi estimado, ajustando modelos matematicos as curvas construidas
a partir da porcentagem de colonias formadas em relagdo ao controle, versus a
concentragdo do extrato expressa em porcentagem. Como controle positivo utilizou-se o
fenol e como controle negativo o polietileno de alta densidade, materiais que ocasionam

em resposta citotoxica reprodutivel.
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5.8.3. Analise das Células Apoptoticas pelo Método Tunel

Nas mesmas condi¢des dos experimentos anteriores, as células apoptdticas
foram analisadas utilizando o kit Dead End Fluorometric Tunel System (Promega). Para
a montagem das laminulas com as células, foi utilizado o sistema de montagem Vecta
Shield com DAPI (Vector Laboratories, Ind. Burlingame, CA, EUA). O DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) ¢ um marcador fluorescente sintético, muito utilizado para
marcar cé€lulas vivas e DNA em experimentos de microscopia de fluorescéncia. As
laminulas foram visualizadas e analisadas qualitativamente em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axiophot II, Carl Zeiss). Este sistema detecta o DNA fragmentado
das células apoptoticas, cuja visualizacdo ao microscopio se da pela coloragdao verde
fluorescente. Por meio da utilizagdo do DAPI, contido na solu¢do de Vectahicld, a
coloragdo dos nucleos de todas as células (apoptdticas e viaveis) se da pelo azul

fluorescente.
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Capitulo 6 - Resultados e Discussao

6.1. Caracerizacio do PGLD e PGLDBC com RMN 'H, RMN
13C e FTIR.

O sinal observado no espectro de RMN ¢ produzido pela absorcao de radiagdo
eletromagnética por um determinado nucleo de uma frequéncia especifica. Na presenca
de um campo magnético externo um nucleo pode absorver radiacdo eletromagnética de
frequéncia apropriada e sofrer uma transicdo entre os dois estados de energia. Se o
niamero de nicleos no estado de energia mais baixo € igual ao nimero de nucleos no
estado mais elevado, a taxa de absorcdo se aproxima da taxa de relaxamento, esse
processo ¢ chamado de satura¢do. Os elétrons em uma molécula circulam em torno do
nacleo e produzem um campo magnético que se opdem ao campo magnético externo
aplicado, esse fenomeno ¢ chamado de deslocamento quimico que ¢ referido como parte
por milhdo (ppm) e € representado pelo simbolo delta (6). Por defini¢cao o deslocamento
quimico de um ntcleo ¢ a diferenca entre a frequéncia de ressonancia do ntcleo e um
padrao, o tetrametilsilano Si(CH3z)s (TMS). Os espetrometros de RMN com
transformada de Fourier utilizam um pulso de radiofrequéncia (RF) para fazer com que
os nucleos com um determinado campo magnético possam ser orientados para um nivel
de maior energia. Assim os nucleos irdo emitir radiagdo em suas respectivas frequéncias
de ressonancia e criar um padrao de interferéncia de emissao de RF em func¢do do tempo
definida como um decaimento por indugdo livre (FID). Na pratica quando uma amostra
¢ colocada na sonda do espectrometro de RMN, um pulso de radiofrequéncia (RF) ¢
transmitido por uma bobina que envolve o suporte de amostras. A absor¢ao ocorre
quando a frequéncia do campo magnético aplicado entra em ressondncia com uma
radiacdo de frequéncia necessaria para a transi¢do entre dois niveis de energia, que em
seguida ¢ detectada através de um receptor de RF com transformada de Fourier,

resultando em um espectro de RMN que aparece na tela do computador.

O espectro de RMN 'H do PGLD observado na literatura é menos informativo

do que o espectro de carbono, mas pode-se notar claramente a incorporagao do glicidol.
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Os sinais dos grupos metil e metileno a 0,9 e 1,4 ppm respectivamente sdo devidos ao
TMP. Os quatro prétons metilénicos € um préton relativo ao grupo metino do PGLD
aparecem como uma larga ressondncia entre 3,3 e 3,9 ppm. Os protons relativos ao
grupo OH geram um sinal a 4,8 ppm (Figuras 34) [181]. O espectro RMN 3C além de
contribuir para elucidar a estrutura molecular do PGLD ele determina se houve a

formagao da estrutura dendritica do PGLD.

C)
OH CH, CH,
CH,OH TMP TMP
CH, CH,
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
dinppm

Figura 34 - Espectros de RMN '*C do PGLD (a) indicando os picos correspondentes
aos grupos Li3, Lis, D e T; RMN 3C DEPT especificando os picos referentes 8 CH e
CH; (b) e RMN 'H apresentando os deslocamentos quimicos para OH, CH, CHa,
CH30H e TMP (c) [181].

Em seguida o conjugado de PGLDBC foi caracterizado pela aquisicdo do
espectro de RMN 'H (a 500 MHz em DMSO-ds). Um espectro de RMN 'H ¢ de grande
importancia para determinar a estrutura de uma molécula em relagdo aos nicleos de

hidrogénios da molécula. No espectro de RMN 'H do PGLDBC mostrado na Figura 35
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o pico a 2,5 ppm ¢ devido ao solvente DMSO. Em aproximadamente 4 ppm o pico de
metila (OCH3) ¢ encontrado. Os picos de 6 ppm a 10 ppm sdo da parte aromatica da
molécula exceto 6,78 e 7,57 referente a CH=CH. Comparando estes deslocamentos
quimicos com aqueles obtido para a curcumina na literatura Figura 36 [47] 3,86 (s; 6H;
OCH3), 6,06 (s; 1H; CH), 6,85 ¢ 7,318 (2d; ] = 10 Hz; 4H; Ar), 6,78 ¢ 7,57 (2d; J = 15
Hz; 4H; CH = CH), 7,35 (s; 2H; Ar) ¢ 9,7 ppm (s; 2H; OH), observamos uma boa

semelhanga entre os dois espectros.
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Figura 36 - Espectro de HSQC da curcumina em DMSO-ds [47].

Através do especro de RMN !*C do PGLD em DMSO-ds Figura 37 é realizado
a integracdo dos picos correspondentes aos grupos metino (D, L;3) e metilénicos (Li4)
de acordo com a metodologia relatada na literatura para determina¢do do grau de
ramificagdo do PGLD. Sendo o grupo Li4 mais abundante na estrutura do dendrimero,

como pode ser observado nos valores de abundancias relativas da Tabela 1 [181].
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Tabela 1 - Analise dos dados de integracdo do espectro de RMN 3C do PGLD G4.

CH 82.475 0.999 7.7

CH 82.386 3.340 25.7

CHz 73.319 8.670 66.7
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Figura 38 - A determinagao dos tipos de estruturas formadas como Li3, Li4, D e T estdo
de acordo com as reagdes entre grupos especificos e apresentam diferentes

deslocamentos quimicos [181].

O grau de ramificacdo ¢ uma medida que indica a tendéncia das ramificagdes
criadas durante a etapa de propagac¢do em gerar estruturas dendriticas. Para estruturas
lineares o grau de ramificagdo (GR) ¢ igual a zero (GR=0), para uma reacdo de
policondensacdo ao acaso GR=0,5 e 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 RMN '3C através da equagio:

. 2D
2D+ L13+L14

(4)
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Sendo GR o grau de ramificacdo e D, Li3 e L14 que representam as contribuigdes
das fragdes dendriticas e lineares presentes no polimero, respectivamente. Os valores
obtidos para GR préximos a 1 indicam que a lenta adicdo do alcoxido promoveu a
formagdo da estrutura dendritica. O valor determinado para este trabalho foi 0,6
indicando que o material apresenta caracteristicas de isomolecularidade, embora pareca

haver defeitos distribuidos na cadeia molecular do dendrimero.

Os espectros de RMN 'H e RMN *C do conjugado PGLDBC (Figura 39 e
Figura 41, 42) foram comparados com o espectro de curcumina da literatura mostrado
na Figura 36 e apresentaram uma correlacdo adequada. Conforme mostrado na Figura
39 4 interacdo do boro com os grupos ceto-endlicos das estruturas moleculares da
curcuminas, influenciou os prétons circundantes. Uma mudanga de pico ficou evidente
no espectro do conjugado de PGLDBC, o deslocamento quimico do proton central (H-
1) que foi encontrado no espectro de RMN 'H em 6 ppm relatado na literatura e no
espectro obtido de RMN 'H do conjugado PGLDBC este proton central (H-1)
apresentou um deslocamento para 6,5 ppm (Figura 39). A comparagao entre o espectro
obtido e o espectro encontrado na literatura apresentado na Figura 36 demonstraram
que o complexo entre a curcumina ¢ o boro foi formado, assim como o conjugado
PGLDBC. Outra observa¢ao importante realizada foi a formagdo da ligacdo entre a
hidroxila do poliglicerol e a hidroxila fendlica do complexo boro-curcumina formando o
conjugado como pode ser observado no espectro de RMN 'H devido & auséncia do pico

em 9.5 ppm que corresponderia a esta hidroxila do grupo fenol da curcumina (Figura

40).
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O conjugado PGLDBC foi também caracterizado pela aquisicdo de um espectro
de FTIR como demonstrado na Figura 43. Os picos caracteristicos observados no FTIR
do conjugado sdo uma banda de absor¢io a 3300 cm™ de estiramento de hidroxila (Ar-
OH) e do poliol sobrepostas, uma banda em 2900 cm™ que representa estiramento C-H,
a banda de 1625 cm™ foi atribuida ao estiramento simétrico do anel aromatico C=C,
outra banda a 1450 cm™ de carbonila acompanhada por um ombro pequeno a 1440 cm’
que foi atribuida ao tautomerismo de ceto-enol , as bandas a 1265 cm™ correspondentes
ao modo vibracional de estiramento C-O dos grupos 4lcool e a banda em 1060 cm’!

foram atribuida ao grupo éter C-O-C correspondente ao espectro do PGLD relatado na

literatura [244, ].

2875-2900
CH

Transmitancia (%)

' T T | T T ' T 1 T I T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 43 - O espectro de FTIR do conjugado PGLBC demonstra que o complexo
apresenta uma diminuicdo na intensidade da banda de carbonila (C = O), acompanhada
de uma variagdo de aproximadamente 50 cm™ para os valores de nimero de onda

correspondentes ao espectro da curcumina relatado na literatura [287].
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Figura 44 - Espectro de FTIR da curcumina

Os picos caracteristicos observados no FTIR de curcumina pura sdo uma banda
de absorc¢do a 3500 cm™ de estiramento de hidroxila fendlica (Ar-OH), uma banda em
2900 cm™ que representa estiramento (C-H), uma banda a 1620 cm™ de estiramento do
anel aromatico, uma banda a 1500 cm™ atribuida a vibracdo da ligagdo de carbonila
(C=0) acompanhada por um ombro pequeno a 1490 cm” que foi atribuida ao
tautomerismo de ceto-enol da curcumina. As bandas a 1400 cm™! e 1260 cm’!
correspondentes a0 modo vibracional de estiramento (C-O) dos grupos alcool e fenol.
As bandas a 985 cm™!, 875 cm™ e 815 cm™! foram atribuidas as vibracdes de deformacio

angular da ligacdo (RCH = CHR) de grupo alceno [287].

Na Figura 45 ¢ apresentado a caracterizagdo do PGLD com FTIR que atribuiu a
banda larga em 3300 cm-1 as hidroxilas (OH), as bandas em 2900 cm™ e 2875 cm™ aos
estiramentos simétricos e assimétricos de (CH); em 1640 cm™, 1590 cm™ ¢ 1450 cm™! a
ao grupo (CHa); em 1400 cm™ a deformagdo angular no plano de (C-OH); em 1320 ¢m’!
e 1220 cm™ ao grupo (CHz); e em 1108 cm™ aos grupos (C-O-C) e (C-O); em 1030 cm’!
ao grupo (C-0O); e em 920 cm™ ao grupo (C-OH) [244].
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Figura 45 - Espectro de FTIR do PGLD.

6.2 Estabilidade Térmica do PGLD, PGLDBC e da

Curcumina.

No processo de sintese do PGLDBC o PGLD foi submetido a temperaturas
elevadas para conjugacdo do complexo de boro-curcumina em sua estrutura, portanto,
foi necessario realizar previamente o estudo do seu processo de degradagdao térmica
Figura 46.

Na Figura 46 observamos que o PGLD apresenta trés etapas de degradacao
térmica. A primeira etapa ocorre no intervalo de temperaturas de 100°C a 215°C com
perda de massa de aproximadamente 20%. Esta etapa de degradagdo parece estar
associada principalmente a perda de agua estrutural processo que continua na segunda
etapa, com perda de massa de 20% atribuidos a condensag@o das hidroxilas primarias do
PGLD. A terceira etapa de decomposi¢ao térmica ocorre no intervalo de temperatura de
280°C a 380°C com perda de massa de aproximadamente 50% e parece estd associado a
pirolise do PGLD com formagao de moléculas de baixa massa molecular a exemplo de

CH3CHO, HCOOCH;3; e HCOOC:Hs. Finalmente observa-se uma massa residual de
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cerca de 10% até 600°C, provavelmente resultante da formacdo de um composto mais

estavel termicamente que degrada ao atingir 800°C [244].
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Figura 46 - Analise Termogravimétrica do PGLD G4.

O estudo de andlise termogravimétrica de degradagdo térmica do PGLDBC
também foi realizado, uma vez que, serd submetido a um feixe de néutrons para

aplicacdo da terapia de captura de néutrons em outros trabalhos futuramente.

A andlise termogravimétrica do conjugado PGLDBC mostra a perda de massa
em torno de 25%, o que ¢ atribuido ao teor de umidade, uma perda de massa em torno
de 40%, esta maior perda de peso ¢ devida a condensacdo das hidroxilas primarias do
dendrimero de poliglicerol, além da degradagdo dos grupos substituintes da curcumina e
25% de perda de massa ¢ atribuido a formacao de moléculas de baixa massa molecular
devido a pirdlise do dendrimero e devido a decomposi¢cdo de dois anéis de benzeno da
curcumina. Enfim observa-se uma massa residual de cerca de 10% até 800°C,
provavelmente resultante da formacdo de um composto mais estavel termicamente que

nao degrada totalmente ao atingir 1000°C (Figura 47).
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Figura 47 — Analise termogravimétrica do conjugado PGLDBC.

O estudo de estabilidade térmica da curcumina também foi realizado, uma vez
que, no processo de complexa¢ao da cumcumina com boro estes forma submetidos a

temperaturas elevadas.

A Figura 48 mostra as curvas TG/dTG da curcumina em uma velocidade de
aquecimento de 10°C/min. Como pode ser visto a perda de massa inicia a cerca de 90°C
e termina em cerca de 730°C. A perda de massa observada na curva TG ¢ 100% o que
indica que a curcumina foi completamente decomposta. A decomposicao térmica da
curcumina abaixo de 800°C ocorre em duas etapas mais significativas. Existe um ponto
de inflexdo em cerca de 350°C na curva dTG, que pode ser considerado como o ponto
final da etapa 1. Portanto a etapa I cuja perda de massa ¢ 35% inicia em cerca de 90°C e
termina em cerca de 350°C caracterizada por um pico dTG a cerca de 350°C. A etapa II
cuja perda de massa ¢ 65% inicia em cerca de 350°C e termina em cerca de 555°C o que
envolve um pico dTG a cerca de 730°C. As andlises TG/dTG sugerem que: (a) a etapa |
¢ devido a decomposicao de grupos substituintes da curcumina; (b) a etapa II ¢ devido a

decomposicao dos dois anéis aromaticos da curcumina [288].
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Figura 48 - Analise Termogravimétrica da curcumina

6.3. Resultado da Ancoragem Molecular

Os dendrimeros de poliglicerol (PGLD) foram amplamente estudados para sua
aplicacdo na medicina [255-259]. Em aplicagdes clinicas a propriedade de
hemocompatibilidade do PGLD ¢ muito desejada, uma vez que facilita a distribuicao do
farmaco na circulagdo sanguinea [260-263]. Além da biocompatibilidade com tecidos
vivos com uma citotoxicidade extremamente baixa [264-267]. O PGLD mostrou uma
boa capacidade de transporte para varias moléculas bioativas, indicando a sua potencial

aplicagdo na entrega de fairmacos como um transportador com libera¢do controlada

[268-272].

Apesar de suas extensas aplicagdes potenciais em medicina, a maioria dos
estudos experimentais sobre PGLD carecem de informagdo estrutural e
conformacional a nivel molecular. A compreensdo das caracteristicas estruturais e
dindmicas do PGLD e de suas interagdes com os receptores bioldogicos a nivel
molecular seria muito util para aperfeicoar suas propriedades biologicas e

farmacéuticas. Portanto estudos de simulagdes computacionais sobre as interacdes de
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PGLD com a albumina de soro humano (ASH) que ¢ a proteina de plasma sanguineo
mais abundante foram realizados [271]. Uma alta afinidade de liga¢do da ASH tem
sido demonstrado para transportar uma ampla gama de ligantes enddgenos e
exogenos, incluindo uma significativa variedade de farmacos. Uma vez que estes
farmacos com diferentes especificidades podem se ligar a mais de um sitio de ligagdo
da ASH [272]. Considerando estas simulagdes computacionais associadas aos dados
teoricos e experimentais relatados na literatura constituirdo uma base de dados de

valor preditivo substancial.

Estes pardmetros em conjunto com dados termodindmicos, como energia livre
de ligacdo (AG), que ¢ a forca pela qual o farmaco estara ligado na ASH, possibilita
explicar a distribui¢ao do fArmaco eficiente na circulagdo sanguinea. Uma vez que esta
variavel determina a for¢a de ligagdo entre o PGLD e a ASH, pois esta que
transportara o PGLD através do plasma sanguineo. Esse parametro determina o
clearance (o tempo em que o fAirmaco permanecera na corrente sanguinea antes de ser

excretado).

A fim de prever os modos de ligagdo de PGLD em um dos dois principais
locais de ligacao do ligante na ASH (local I, sitio ITA), realizaram-se simulagdes de

encaixe da intera¢ao desse complexo de proteina-ligante.

Para cada geragao foram realizadas 100 simulagdes de encaixe e a analise de
agrupamento com uma tolerancia de desvio padrdo dos atomos (RMSD) de 2.0 A, em

relacdo ao ligante, estdo apresentadas na Figura 49 [251].
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Figura 49 - Histogramas de aglomerados de energia de 100 conformacdes geradas

pela ancoragem de ASH no local ITA (A) e I (B). As conformagdes geradas pelo

AutoDock foram agrupadas em RMSD = 2 A e, em seguida, plotadas pela

conformagdo de menor energia de cada cluster. (*) indica o mais abundante com o

menor cluster de energia prevendo interacdo ASH-PGLD.
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6.4. Interacao PGLD-ASH

As aplicagdes complementares da modelagem de moléculas foram empregadas
por métodos informaticos para melhorar a compreensao da interagdo de PGLD e ASH.

O melhor resultado de ancoramento ¢ apresentado na Figura 50.

Figura 50 - Principais conformacdes de encaixe para o G3 nos sites I1A.

Como previsto a partir dos dados de ancoramento entre o PGLD ¢ a ASH, as
interagdes deveriam ocorrer em locais especificos. A ASH interage de forma reversivel
com um amplo espectro de firmacos. Estes se ligam ao local com o qual tém maior
afinidade, sendo que os relatos da literatura com base no deslocamento de sondas
fluorescentes revelou que a maioria dos fArmacos pode-se ligar com elevada afinidade
a um ou a dois locais, denominados por local I e local II localizados nos subdominios
ITA e IIIA respetivamente [273]. O local I parece ser espacoso e flexivel, uma vez que
se verificam ligagdes com elevada afinidade de ligantes com estruturas quimicas muito
diferentes. O local II parece ser menor ou mais estreito que o local I, uma vez que o
PGLD nio se liga a este local. Além disso, tem-se verificado que a substitui¢cdo por

ligantes com grupos quimicos menores influencia fortemente esta ligacdo. Assim
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apesar de varios ligantes conseguirem se ligar a este local com elevada afinidade, este

aparenta ser mais restrito do que o local 1 [273].

6.5. Local de Ligacao

No sitio de ligagao II no subdominio IITA da ASH nido foi encontrado nenhuma
ligagdo com PGLD. Este local ¢ descrito como o sitio II ou sitio da digitoxina uma
pequena molécula com grupos funcionais hidroxilas similares aos do PGLD [274]. E
muito provavel que o PGLD nao faga ligacdo com este sitio devido ao fato deste ndo
comportar moléculas muito grandes. Os residuos de aminoacidos envolvidos na ligagao
de PGLD com ASH foram previstos e as respectivas interagdes intermoleculares foram

avaliadas e apresentadas na Figura 51.

Figura 51 - Interagdes entre G3 com o residuo de aminoacido Trp (A) e G3 (B) com os

residuos Trp e Tyr.
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Os resultados das interacdes com Tyr revelaram que este residuo ¢ o mais
comum de ser encontrado na vizinhanga da molécula de PGLD. A proximidade de
tirosina e triptofano ao ligante sugere a utilizagdo de espectroscopia de fluorescéncia

para investigar a interacdo de ASH com PGLD em estudos de solugdo fisioldgica.

6.6. Modo de Interacao

A valida¢ao do modo de ligagdo do complexo PGLD-ASH, de acordo com os
residuos de aminoacidos previstos para serem a parte do sitio que faz ligacdo com o
PGLD pode ser analisado e apresentado na Figura 52. Portanto os residuos de
aminoacidos Glyl189, Ala291, Tyr138, Tyrl61 e Tyrl91 podem fazer interagdes
hidrofébicas com os grupos hidroxilas do PGLD.

Figura 52 - Modo de ligagdo do complexo PGLD-ASH, de acordo com os residuos de
aminoacidos Gly189, Ala291, Tyr138, Tyrl61 e Tyr191 que fazem parte do sitio que

faz interagdes hidrofobicas com o PGLD.



84

A interacdo entre PGLD e ASH ndo ¢ exclusivamente de natureza hidrofobica,
uma vez que existem varios residuos de aminodcidos i0nicos (His146, Argll4,
Argl86, Lys190), bem como residuos de aminoacidos polares (Leull5, Leul82,
Ser517, Prol46, Prol52) na proximidade do ligante. Esses residuos polares
provavelmente desempenham um papel importante na estabilizagdo do PGLD através
de ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Os aminoacidos basicos como
Arg, His e Lys na vizinhanga, podem ser os alvos para interagdes com funcdes
hidroxilas de carga negativa do PGLD. As ligacdes de hidrogénio ou as interagdes
eletrostaticas atuam como “ancora” determinando a posi¢do tridimensional de PGLD
no sitio de ligacdo da ASH e facilita a interagdo hidrofobica dos grupos hidroxila do

dendrimero com a cadeia lateral da proteina.

6.7. Curva de Viabilidade Celular e Determinac¢ao do ICsg

A analise inicial da citotoxicidade contra as linhagens celulares SCC9, SCC25,
CHO e HK indica quantitativamente a atividade quimioterapica do PGLDBC nas
células tumorais (SCC9, SCC25) e seu efeito nas células sadias, nesse caso, as células
CHO e HK. As linhagens celulares sdo expostas ao composto PGLDBC e sua
velocidade de crescimento e multiplicagdo sdao medidas indiretamente utilizando o
corante 2-(4,5-dimetiltiazol-2-y)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio)
(MTS) e um acoplador de elétrons, o metasulfato de fenazina (PMS) na proporg¢do 20:1.
O MTS softre reducdo pelas enzimas mitocondriais excretadas no meio de cultura pelas
células vivas produzindo um composto colorido com Amax em 490 nm cuja intensidade
obedece a lei de Lambert-Beer e ¢ diretamente proporcional ao nimero de células vivas

presentes no meio de cultura [275-278].

A concentragdo de PGLDBC que produz uma redugdo em 50% na viabilidade
celular foi considerada como um pardmetro de toxicidade para a linhagem celular
estudada e denomina-se indice de citotoxicidade (ICso). O ICso foi estimado a partir do
porcentual de células vidveis em relacdo ao controle versus a concentragdo do

PGLDBC, expressa em mg/mL.
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Os graficos das Figuras 53-55 ilustram a acdo do PGLDBC na proliferagdo
celular das linhagens celulares de carcinoma epiderméide (SCC9, SCC25) e células
normais (CHO, HK). A fim de se facilitar a visualizacdo, os graficos dos controles
denominados de positivo e negativo foram feitos a parte e estdo ilustrados na Figura 56.
Os resultados obtidos (Fig. 53-55) demonstram claramente a acdo do PGLDBC inibindo
significativamente a prolifera¢do celular relativamente ao grupo controle, evidenciando
o papel da macromolécula funcionalizada com Boro e curcumina no ciclo de morte
celular das células tumorais estudadas. Entretanto, as linhagens celulares CHO e HK,
consideradas sadias, ndo sofreram influencia quanto as suas proliferagdes, o que
demonstra a seletividade do PGLDBC pelas células tumorais. Tal fato pode estar
associado a uma interagdo mais efetiva do PGLDBC com a membrana das células
tumorais estudadas. Uma vez que ha relatos na literatura de que P-selectina sdo

expressas em células tumorais possibilitando o acumulo seletivo de PGLD [279].
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Figura 53 - Sensibilidade das linhagens celulares estudadas ao PGLDB. A
concentragdo de células utilizadas no ensaio foi 1,0. 10* por pogo em 100 puL do meio
de cultura em pocos de placas Elisa de 96 pogos. A viabilidade celular foi medida
depois de 24 horas de incubagdo apds a aplicagdo do PGLDB. Cada ponto corresponde
a média de trés ensaios. Os desvios padrdes sdo inferiores a 1,0% e por isso ndo estdo

destacados nos pontos.
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Figura 54 - Sensibilidade das linhagens celulares estudadas a curcumina. A
concentragio de células utilizadas no ensaio foi 1,0. 10* por pogo em 100 pL do meio
de cultura em pogos de placas Elisa de 96 pogos. A viabilidade celular foi medida
depois de 24 horas de incubagdo apoOs a aplicacdo da curcumina. Cada ponto
corresponde a média de trés ensaios. Os desvios padrdes sdo inferiores a 1,0% e por isso

nao estdo destacados nos pontos.
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Figura 55 - Sensibilidade das linhagens celulares ao PGLDBC. A concentragdo de

células utilizadas no ensaio foi 1,0. 10* por pogo em 100 uL do meio de cultura em
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pocos de placas Elisa de 96 pocos. A viabilidade celular foi medida depois de 24 horas
de incubacdo apds a aplicagdo do PGLDBC. Cada ponto corresponde a média de trés
ensaios. Os desvios padrdes sdo inferiores a 1,0% e por isso ndo estdo destacados nos

pontos.
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Figura 56 - Controle positivo (DMSO) e controle negativo para as linhagens celulares
estudadas nesse trabalho. O controle negativo correspondeu as linhagens celulares
CHO, HK, SCC25 e SCC9 em seu proprio meio de cultura apds 24 horas. A
concentragio de células utilizadas no ensaio foi 1,0. 10* por pogo em 100 pL do meio
de cultura em pogos de placas Elisa de 96 pogos. A viabilidade celular foi medida
depois de 24 horas de incubagao apos a aplicacdo do DMSO. Cada ponto corresponde a
média de trés ensaios. Os desvios padrdes sdo inferiores a 1,0% e por isso ndo estdo

destacados nos pontos.

A partir dos resultados obtidos da curva de viabilidade celular (Fig. 55), foi
possivel a determina¢do da ICso, ou seja; concentracdo inibitoria de 50% da resposta
biologica maxima do PGLDBC ap6s 24 horas de incubagdo com as linhagens celulares
das células neoplasicas SCC25 e SCC9. A diluicdo média mais adequada para a
linhagem SCC25 e SCC9 foram de 15,44 mg/mL e 4,74 mg/mL, respectivamente.
Portanto, a linhagem celular SCC9 parece ser mais sensivel ao PGLDBC relativamente

a linhagem celular SCC25.
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6.8. Analise de Apoptose Celular pelo Método de Tunel.

A fim de se comprovar a morte celular por apoptose induzida pelo PGLDBC, foi
efetuado a andlise das células apoptoticas pelo método Tunel. Nas mesmas condigdes
dos experimentos anteriores, as células do grupo controle e submetidas ao PGLDBC
foram analisadas utilizando o kit Dead End Fluorometric Tunel System (Promega). Para
a montagem das laminulas com as células, fo1 utilizado o sistema de montagem Vecta
Shield com DAPI (Vector Laboratories, Ind. Burlingame, CA, EUA). O DAPI (4°, 6-
diamidino-2-fenilindol), ¢ um marcador fluorescente sintético, muito utilizado para
marcar células vivas e DNA em experimentos de microscopia de fluorescéncia (Figura

57) [280].

Figura 57 - A estrutura molecular do DAPI ligado no DNA obtido no RCSDB do pub.
1D30 [280].

O DAPI liga-se especificamente a sitios com trés ou mais pares de bases AT
(adenina-timina) [281] e aumenta drasticamente seu rendimento quantico de

fluorescéncia apos a ligacdo (Figura 58) [282].



89

Figura 58 - A estrutura molecular do DAPI ligado no DNA obtido no RCSDB do pdb
1D30 [280].

O BRCT (dominio de cerca de 95 aminoacidos encontrado em proteinas
envolvidas na reparagdo de DNA) ¢ o dominio terminal da deoxinucleotidiltransferase
(TdT), a qual ¢ detectado pela interagdo do DAPI com o DNA danificado (Figura 59)
[283].

Figura 59 - A estrutura molecular do BRCT obtido no RCSDB do pdb 2COE [283].
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As laminulas contendo as células do grupo controle e as submetidas ao
PGLDBC foram visualizadas e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss

Axiophot II, Carl Zeiss).

Nas células tumorais em apoptose devera ser observada a coloragdo verde

enquanto que as células vidveis sdo observadas em azul.

A Figura 60 ilustra o ensaio de Tunel para a observacdo das células em
apoptose celular. Nao foram observadas células apoptéticas no grupo controle (Fig. 60
A, B). Entretanto, apds administracdo do PGLDBC, sdo observadas células apoptoticas

coradas em verde nas linhagens celulares SCC9 e SCC25, respectivamente (Fig. 60 C,

D).

Figura 60 - Fotografia representativa dos ensaios pelo método de Tunel para apoptose
dos grupos controles SCC9 (A), SCC25 (B) e apos exposicdo ao PGLDBC: SCC9(C) e
SCC25(D).

A partir dos resultados da Figura 60 efetuou-se a contagem dos nucleos

apoptoticos em trés campos distintos e aleatorios para cada linhagem celular estudada
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utilizando-se o software Axion Vision 4.7 Carl Zeiss. A porcentagem média de nucleos

apoptoticos esté representada no grafico exibido na Figura 61.
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Figura 61 - Contagem de células em apoptose nas linhagens celulares SCC9 e SCC25
ap6s administragdo do PGLDBC. A quantidade de PGLDBC adicionada as culturas

celulares sao equivalentes a I1Csy.

A andlise da Figura 61 permite concluir que o PGLDBC nas concentragdes de
IC50 promove a morte celular por apoptose em ambas as linhagens SCC9 e SCC25,
respectivamente. Entretanto, a linhagem SCC9 parece ser mais sensivel ao PGLDBC
relativamente a linhagem SCC25. Nao ha relatos na literatura em relagdo ao mecanismo
de transporte de dendrimeros através das células, o que poderia explicar esta diferenca
de atividade biologica entre as linhagens de células tumorais SCC9 e SCC25. No
entanto um estudo sugeriu que o transporte de dendrimeros pode ocorrer por meio de
endocitose [279]. Outra hipdtese poderia ser atribuida a diferenca na cinética de

hidrolise do PGLDBC nestas células tumorais considerando a possibilidade de variagao
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de pH entre elas. Portanto compreender estes fatores relevantes na liberagdo do firmaco
a partir do conjugado PGLDBC, sdo necessarios outros estudos.

As analises dos dados obtidos nesta Tese contribuem para compreensdo de
fatores determinantes para desenvolvimento de novas estratégias de terapias do cancer
de cabega e pescogo. Com base em dados da literatura a indugdo de apoptose em células
SCC25 deve ocorrer com a inibicdo da ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) da
via de sinalizagio AKT [284]. E relatado na literatura que 2 uM de curcumina aplicado
em células tumorais de cabeca e pesco¢o diminuiram os niveis do NFkB [285]. Uma
vez que o NFKB realiza a regulagdo da expressdao de varios genes, relacionados a
carcinogénese [286], os resultados apresentados nesta Tese sugerem que o PGLDBC
inibe a proliferacdo de células tumorais induzindo-as a apoptose. Assim foi
demonstrado o efeito do PGLDBC em células epidermoide através de testes in vitro e
seu possivel mecanismo a nivel molecular.

O PGLDBC inibiu a proliferacdo celular relacionando a dose e o tempo-
dependente, tanto na SCC25 como em SCC9 de acordo com os dados apresentados. A
coloragdo verde das células apoptdticas possibilitou a determinagao da porcentagem de
células em apoptose no tratamento com PGLDBC. Estes dados sugerem que o
PGLDBC induz a sinalizagdo da apoptose em células SCC25 e SCC9 através da
coloragao com DAPI. Essa técnica realizada pelo método TUNEL ¢ fundamental neste
processo, pois quando uma substancia consegue eliminar células neoplasicas € preciso
determinar se houve indug¢do de apoptose ou necrose. Uma vez que a necrose das
c¢lulas desencadeara efeito colateral como um processo inflamatério, causando danos
irreversiveis ao tecido e ao 6rgdo, o que inviabilizard o quimioterdpico. Assim o
processo de apoptose ¢ o ideal para a morte das células cancerigenas. De acordo com a
literatura o mecanismo neste o processo de apoptose o citocromo ¢ liberado da
mitocondria no citosol, onde se liga com o fator de ativagdo da protease apoptotica-1
(Apaf-1) em seguida este complexo citocromo/Apaf-1 ativa a caspase-9, que por sua
vez ativa a caspase-3 levando assim a morte celular [287]. Portanto esta Tese sugere
estudos de Polymerase Chain Reaction (PCR) de proteinas especificas que
possibilitardo compreender o mecanismo da via de sinalizagdo celular neste processo de

carcinogénese.
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Capitulo 7 - Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

a. A espectroscopia RMN de carbono indicou que o PGLD G4 com grau de
ramificacdo igual a 0,6, indicando que o material apresenta caracteristicas de
isomolecularidade, embora pareca haver defeitos distribuidos na cadeia
molecular do dendrimero;

b. A sintese do PGLDBC foi realizada com sucesso, obtendo um rendimento de
36%;

c. A determinacdo ICso da resposta biologica méaxima do PGLDBC para as
linhagens celulares das células neoplasicas SCC25 e SCC9 foram de 15,44
mg/mL e 4,74 mg/mL;

d. O PGLDBC apresentou-se biocompativel com células normais;

e. O PGLDBC induziu a apoptose das linhagens celulares SCC9 e SCC25;

f. As propriedades da ligagio de PGLD-HAS foram mapeadas por ancoragem
molecular. Os resultados do ancoragem molecular consideraram o local I, site
ITA como o melhor local de encaixe para o PGLD. Este trabalho oferece uma
visdo geral in silico e uma compreensao entre a interagdo molecular envolvendo

PGLD e ASH.
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Capitulo 8 - Perspectivas:

A proxima etapa serd quantificar a concentracdo de boro no dendrimero de PGL
através da Radiografia Quantitativa de Captura de Néutrons (QNCR).

Melhorias para aumentar a concentracdo de boro no dendrimero e para o
direcionamento especifico para outros tipos de cancer estdo atualmente sob
investigacao.

Simula¢des computacionais de ancoragem molecular do dendrimero de PGL
com fibrinogénio estdo em andamento.

Dindmica molecular para simular a interacdo do dendrimero de PGL glicosilado
com a membrana hematoencefalica através do transportador GLUT 1 também
estdo em andamento.

Avaliar a expressoes proteicas de AKT e NFKB nas linhagens de células

tumorais estudadas.
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