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RESUMO

ANIJOS, A.C.B. Anailise in vitro do potencial antitumoral do conjugado LDE/Paclitaxel
comparado a formulacio comercial Taxol® sobre linhagem celular C6 de glioblastoma de

rato. Dissertacao (Mestrado). Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para,
Belém, Para, 2022.

O glioblastoma, também conhecido astrocitoma de grau IV, é um dos tipos mais comuns e
agressivos de tumores do sistema nervoso central. Dentre as caracteristicas desse tipo de
tumor destacam-se: infiltragdo de células tumorais isoladas no tecido cerebral normal,
proliferagdao celular, angiogénese e necrose intensa. Atualmente a abordagem terapéutica
principal consiste na ressec¢do cirurgica seguida de radioterapia e quimioterapia. No entanto,
na maioria das vezes o tumor nao ¢ bem delimitado, se espalhando pela regido cerebral, o que
dificulta sua resseccdo total. Além disso, a retirada de tecido dessa regido pode deixar
diversas sequelas. Como consequéncia, os pacientes apresentam altas taxas de recidivas e
baixas taxas de sobrevida. Outra problematica no tratamento desse tipo tumoral deve-se ao
revestimento da barreira hematoencefalica que restringe a entrada de moléculas e substancias,
incluindo farmacos. Deste modo, o presente projeto se propde a analisar os efeitos
antineoplasicos da associagdo de uma nanoparticula chamada de LDE de estrutura semelhante
a lipoproteina de baixa densidade (LDL) que atuard como carreadora do farmaco paclitaxel
(PTX), comercialmente conhecido como Taxol®, um quimioterapico cuja acdo
antiproliferativa celular tem sido comprovada no tratamento de outros tipos de canceres, tais
como cancer de mama e cancer refratario de ovario. Utilizamos para tal, a linhagem celular
C6 de glioblastoma de rato para as analises in vitro dos efeitos dos referidos tratamentos sobre
os aspectos de viabilidade, citotoxicidade e morte celular por apoptose, utilizando o kit
ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega Corporation), o qual desempenha as trés analises
citadas previamente, de maneira sequencial. Para avaliacdo do crescimento e do efeito do
farmaco sobre os grupos de tratamento com PTX e LDE/PTX, cerca de 1x10° células foram
cultivadas em microplacas de 96 pogos, nas concentragoes de 0,01; 0,1; 1 e 10 uM nos
tempos de 24h, 48h e 72h. O controle experimental foi feito com células ndo
expostas aos compostos, contendo apenas meio de cultivo DMEM. Os resultados obtidos apds
os tratamentos com PTX e LDE/PTX foram expressos como média + desvio padrdo e
analisados por ANOVA de uma via (citotoxicidade) e de duas vias (viabilidade e apoptose),
seguido pelo teste pos hoc de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando
p <0,05.

Palavras-chave: Efeito antitumoral; Glioblastoma; linhagem celular C6; Paclitaxel, LDE,
Nanotecnologia.



ABSTRACT

ANJOS, A.C.B. In vitro analysis of the antitumor potential of the LDE/Paclitaxel
conjugate compared to the commercial formulation Taxol® on rat glioblastoma cell line

Cé6. Dissertacao (Mestrado). Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para,
Belém, 2020.

Glioblastoma, also known as grade IV astrocytoma, is one of the most common and
aggressive types of tumors in the central nervous system. Among the characteristics of this
type of tumor, the following stand out: infiltration of isolated tumor cells in normal brain
tissue, cell proliferation, angiogenesis and intense necrosis. Currently, the main therapeutic
approach consists of surgical resection followed by radiotherapy and chemotherapy. However,
in most cases, the tumor is not well defined, spreading through the brain region, which makes
it difficult to fully resection. In addition, the removal of tissue from this region can leave
several sequels. Consequently, patients have high rates of recurrence and low rates of
survival. Another problem in the treatment of this type of tumor is due to the lining of the
blood-brain barrier that restricts the entry of molecules and substances, including drugs. Thus,
this project aims to analyze the antineoplastic effects of the association of a nanoparticle
called LDE with a structure similar to low-density lipoprotein (LDL) that will act as a carrier
of the drug paclitaxel (PTX), commercially known as Taxol®, it is a chemotherapeutic drug
whose cell antiproliferative action has been proven in the treatment of other types of cancer,
such as breast and refractory ovarian cancers. For this purpose, the mouse glioblastoma cell
line C6 was used for performing in vitro analysis regarding the effects of these treatments on
aspects of viability, cytotoxicity and cell death by apoptosis, using the ApoTox-GloTM
Triplex Assay kit (Promega Corporation), which performs the three previously mentioned
analyses, sequentially. To evaluate growth and drug effect on PTX and LDE/PTX treatment
groups, approximately 1x106 cells were cultured in 96-well microplates at concentrations of
0.01; 0.1; 1 and 10 uM in the times of 24h, 48h and 72h. The control was not exposed to the
compounds, containing only DMEM culture medium. Results obtained after treatments with
PTX and LDE/PTX were expressed as mean + standard deviation and analyzed by one-way
(cytotoxicity) and two-way (viability and apoptosis) ANOVA, followed by Tukey's post hoc
test. Differences were considered significant when p < 0.05.

Keywords: Anti-tumor effect; Glioblastoma; C6 cell line; Paclitaxel, LDE, Nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

O cancer envolve mais de 100 diferentes tipos de doengas malignas, cuja principal
caracteristica ¢ o crescimento desordenado das células de um tecido ou oOrgao especifico,
apresentando uma série de alteracdes metabdlicas que promovem sua sobrevivéncia,
progressao e, por vezes, a invasdo dos tecidos adjacentes. Os diferentes tipos de cancer vao
ser nomeados de acordo com o tipo de célula do corpo onde se originam (HANAHAN &
WEINBERG, 2011). O cancer surge a partir de uma alteragdo no DNA da célula, decorrente
de mutacdes, causando alteragdes em seu funcionamento. Essas modificagdes podem ocorrer
em genes denominados protooncogenes. Estes genes quando mutados se tornam oncogenes, €,
portanto, capazes de transformar células normais em células cancerosas. O processo de
formacdo do cancer ¢ chamado de carcinogénese (Figura 1) ou oncogénese, ¢ este pode
ocorrer de forma lenta, podendo levar varios anos até que se possa ter um tumor visivel. Isto
ocorre devido a exposicdo a diversos agentes cancerigenos ao longo da vida de um individuo,
e em alguns casos, devido a uma predisposi¢ao genética, fazendo com que a célula normal
passe pelos estagios de iniciagdo, promocao, progressao (Figura 2) até que ocorra a

manifestagdo de fato da célula tumoral (INCA, 2020).

Como surge o cancer?

Membrana

celular

Citoplasma
N Nucleo
b ok
N,
" B "4
- Carcinogénese
& %
Agente
cancerigeno Ceéelula normal Celula cancerosa

INCA
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Figura 1: Esquema simplificado do processo de carcinogénese, onde uma célula normal sofre a agdo de um
agente cancerigeno, fazendo com que se torne uma célula cancerosa. INCA 2020 site
https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer acessado em 22.05.2022.

Iniciacio Transformacao

Manifestacao
= Promogio —»I— Progressio = 4o cincer
Nivel Celular
Nivel Populacional

Nivel Tecidual

Figura 2. Além da célula cancerosa: os determinantes do nivel de progressdo destacam a natureza de multiplas
escalas do risco de carcinogénese. Hlatky & Hahnfeldt, 2013.

O cancer ainda se configura como um dos principais problemas de saude publica no
mundo, estando entre uma das quatro causas de morte prematura, antes dos 70 anos, na
populacdo de diversos paises. A taxa de incidéncia e mortalidade tem aumentado devido a
diversos fatores, como o crescimento e envelhecimento populacional ¢ mudancas na
distribuicao e prevaléncia dos fatores de risco, especialmente aqueles que se associam ao
desenvolvimento socioecondmico. Atualmente observa-se um declinio nos casos associados a
infecgdes, € um aumento daqueles ligados a melhoria das condi¢des socioecondmicas com a
incorporag¢ao de habitos sedentérios, alimentagdo inadequada, dentre outros fatores (BRAY et
al., 2018).

No mundo o tipo de cancer mais incidente ¢ o de pulmdo, seguido pelos de mama,
colorretal e prostata. O Brasil por sua vez, acompanha essa transi¢do epidemiolédgica, tendo
diminui¢do de casos associados a infecgdes que se relacionam com condig¢des
socioecondmicas desfavoraveis, como os de cavidade oral e colo uterino, expressando
aumento nos casos relacionados a aspectos socioecondmicos mais favoraveis e provenientes
da incorporacdo de habitos e atitudes relativas a urbanizacao (INCA, 2019).

Dados apontam que somente no ano de 2018, ocorreram 18 milhdes de novos casos de
cancer no mundo (cerca de 17 milhdes sem considerar os casos de cancer de pele nao
melanoma), com 9,6 milhdes de obitos (9,5 milhdes excluindo os casos de cancer de pele nao
melanoma) (BRAY et al., 2018). De acordo com informac¢des do INCA do ano de 2019, para
cada ano do triénio de 2020-2022, estimava-se cerca de 450 mil novos casos, (excluindo os

novos canceres de pele ndo melanoma). Tumores com maior estimativa de novos casos
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(Figura 3) sdo os de mama e prostata, (cerca de 66 mil novos casos cada), seguidos pelo

colorretal (41 mil), pulmao (30 mil) e estomago (21 mil).

CASOS NOVOS - ESTIMATIVA 2020-2022

EHomens ®Mulheres

66.280

E

20.470
17.760
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3.360

Figura 3: Tipos de canceres mais incidentes na populagdo brasileira. Fonte: INCA, 2019.

1.1.1. Cancer do Sistema Nervoso Central (SNC)

Os tumores do SNC sao formados pelo crescimento anormal de células que ocorrem
nos tecidos localizados em qualquer regido cerebral ou medular, com maior ocorréncia no
cérebro (cerca de 88%). O cancer do SNC representa de 1,4 a 1,8% de todos os tumores
malignos no mundo. As causas ainda vem sendo alvo de diversos estudos, no entanto,
entende-se atualmente que ela ¢ causada pela soma de diversas alteracdes epigenéticas,
adquiridas durante a vida por predisposi¢do ou exposi¢do. Algumas se ddo por causas
hereditarias e associadas a sindromes familiares, como a neurofibromatose (INCA, 2019).

Dentre alguns fatores que conhecidamente aumentam o risco, temos: a exposicao a
radiacdo ionizante (profissionais que lidam com raio X, pacientes que realizam radioterapia,
ou exposicao a exames excessivos com radiacdo como tomografias), outro fator seria a
deficiéncia do sistema imunolégico (causada pelo virus HIV por exemplo, ou mesmo pelo uso
de medicamentos ou drogas responsaveis pela supressdo do sistema imunologico). Entre as
causas ambientais, tem-se a exposi¢do a arsénico, chumbo, mercurio, 6leo mineral, radiacao
(X e gama) levando a um aumento do risco de desenvolvimento de gliomas, como
consequéncia do tratamento de radioterapia para tumores primarios, além de exposi¢des

ocupacionais (trabalhadores na industria petroquimica, de borracha, plastico e grafica) (figura
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4). Outros possiveis fatores de risco ja foram estudados, mas ndo se tem relagdo confirmada
com a doenca, como por exemplo, traumatismos na regido da cabeca (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019; INCA, 2019).

Exposicoes ambientais Exposicio a radiacio ionizante
(ex: arsénio, chumbo e mercurio) s FATO g ’
( E?(p[;)_si:;ﬁhes octupaci‘on.ais a Deficiéncia do sistema
ex: industria petroquimica, de ‘ . .
imunologico
borracha, plastico e grifica) g

Figura 4: Esquema com alguns dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de diferentes tipos de
cancer. Fonte: ANJOS, A.C.B (autoria propria), 2020.

Em termos de incidéncia, o cancer do SNC ocupa a décima terceira posi¢do em
homens e a décima sexta posicdo entre as mulheres no mundo. Somente em 2018, foram
estimados 162 mil casos novos em homens e 134 mil em mulheres, o que corresponde a um
risco estimado de 4,2/100 mil homens e 3,6/100 mil mulheres. As maiores taxas de incidéncia
de cancer do SNC se concentram nos paises do Centro-Norte Europeu, em homens, e nos
paises do Sul da Europa e na América do Norte, em mulheres (BRAY et al. 2018; FERLAY et
al., 2018). Para o Brasil, foram estimados cerca de 5.870 casos novos de cancer do sistema
nervoso central em homens e 5.220 em mulheres, para cada ano do triénio 2020-2022. Esse
valor corresponde a um risco estimado de 5,61 casos novos a cada 100 mil homens e de 4,85

casos novos a cada 100 mil mulheres (Tabela 1) (INCA 2020).



16

Tabela 1: Estimativas do ano de 2020 das taxas brutas e ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes e do

numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria*. Fonte: INCA, 2020.
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Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do sistema nervoso central

em homens ocupa a sétima posi¢ao nas Regides Norte (3,20/100 mil) (figura 4) e

Centro-Oeste (6,05/100 mil). Na Regido Sul, ocupa a oitava posi¢do (8,63/100 mil); a nona

posicdo na Regido Nordeste (4,72/100 mil); e a décima segunda posi¢do na Regido Sudeste

(5,59/100 mil). Para as mulheres, ¢ o sétimo mais frequente na Regido Sul (7,64/100 mil);

oitavo na Regido Norte (3,03/100 mil) (Figura 5); corresponde a nona posi¢dao nas Regides

Centro-Oeste (4,95/100 mil) e Nordeste (4,21/100 mil) e ocupa a décima primeira posi¢ao na
Regido Sudeste (4,69/100 mil) (INCA 2020).
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Figura 5: Localizagdo primaria dos tumores na regido Norte, dividas por sexo (masculino e feminino) e a

porcentagem a cada 100 mil casos. Fonte: INCA, 2020.
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Os tumores cerebrais podem ser divididos em primarios e secundarios. Os primeiros
possuem origem no tecido cerebral, enquanto que o restante ¢ resultado do espalhamento de
células cancerosas para outras regides do organismo (metastases). Os primarios, por sua vez,
sdo classificados como: gliomas, linfomas do SNC (que se originam no parénquima cerebral),
meningiomas ¢ adenomas pituitarios (tumores extra parenquimatosos) (TAPEINOS et al.,

2017).

1.2. GLIOMAS

Os gliomas podem se originar das células estaminais neuronais, células progenitoras ou
células neuronais diferenciadas e adultas, que se transformam em células cancerosas,
constituindo o tipo de tumor cerebral primario mais prevalente. Sdo classificados de acordo
com o tecido celular de onde se originam (Figura 6), podendo ser de origem astrocitaria
(astrocitomas), oligondendroglial (oligodendrogliomas) e ependimdrias (ependimomas).
constituindo um grande espectro de tumores de diferentes tipos, de dificil tratamento e de mau

prognostico (WOENSEL et al., 2013; CHEN et al., 2018).

QY &
g

/ U Neurbnio ".1 Ofgodendroghoma ”
© B v W
b 4 F ) 0

progenitor o ' N " R
1 Neuronal o O P g I‘ \
.’ —

-

0

¥ progentor Oligodendrécito
progennor\ -of Qligodendrocito v
Comum v
@ .......................... > mm
progenﬂor.'. .* >'.
Glia b y S

l. L ) . h . /‘
I‘ #
0 progenitor I
'.. Astrocito Astrécito
‘ e L
m‘o P e

Figura 6: Células gliais maduras e seus precursores. Spatti, 2016 (adaptado de Huse e Holland, 2010.)
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Histologicamente, os gliomas partilham caracteristicas das células da glia normais e sdo
normalmente classificados conforme essas semelhangas. Este tipo tumoral ¢ classificado pela
Organizagao Mundial da satide (OMS) por graus de acordo com nivel de gravidade, sendo
assim classificados na ordem de I a IV (Tabela 2). Os graus I e II sdo tidos como menos

graves, sendo, portanto, os gliomas de baixo grau (CHEN et al., 2017; LI et al., 2020).

Tabela 2: Graus dos gliomas segundo classificagdo de tumores do SNC. Fonte: OMS, 2016 [adaptado de LOUIS
etal.,2016].

GRAUS DOS GLIOMAS

Astrocitomas difusos e Oligodendrogliomas

Astrocitoma difuso, IDH mutante II
Astrocitoma anaplastico, IDH mutante III
Gliobastoma, IDH wildtype IV
Gliobastoma, IDH mutante IV
Oligodendroglioma, IDH mutante e com a codelegdo 1p/19q II
Oligodendrogliomas anaplasico, IDH mutante e com a codelecio 1p/19q III
Outros Astrocitomas
Astrocitoma pilocitico I
Astrocitoma subependimario de células gigantes I
Xantoastrocitoma pleomérfico IT
Xantoastrocitoma pleomérfico anaplasico I1I
Ependimonas

Subependimonas I
Ependimonas mixopapilar I
Ependimona I1
Ependimonas anaplasico III

Gliomas de graus III e IV costumam afetar mais a populagdo adulta, representando
cerca de mais de 50% dos casos de todos os tumores cerebrais intrinsecos. Entre os tumores
primarios mais comuns temos os astrocitomas de grau III e o glioblastoma de grau IV, em
adultos, e o meduloblastoma, em criangas, sendo que estes se configuram como os tipos mais
graves e considerados como gliomas de grau elevado (WOENSEL et al., 2013; CHEN et al.,
2018). O glioblastoma se configura como a forma mais maligna dentre os gliomas, e
apresenta uma meédia de vida de 15 meses, apos ser feito o diagnostico, resultando em cerca
de 3-4 % das mortes relacionadas ao cancer (CARLSSON et al., 2014; LAH et al., 2020).

Uma caracteristica marcante dos gliomas ¢ sua infiltragdo no parénquima cerebral, o
que dificulta a ressecc¢do cirargica completa, consequentemente, esses tumores apresentam
uma maior reincidéncia, resultando em uma alta taxa de mortalidade. Os componentes
extracelulares do cérebro, seus parceiros ¢ moduladores associados, desempenham um papel
crucial na invasao celular do glioma (FERRER et al., 2018).

O diagnostico destes tumores ¢ baseado em estudos de imagem e, para que se tenha
maior precisdo, ¢ requerida analise histologica do tecido tumoral, a qual pode ser obtida

através de bidpsia ou resseccao, o que pode apresentar risco elevado dependendo da zona em
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que esta localizado. Além disso, dependendo da zona, pode ndo ser possivel realizar a
remog¢ao cirurgica, ou até mesmo apresentar resisténcia a radio e quimioterapia (LIANG et
al., 2020).

As opcdes terapéuticas disponiveis no tratamento de gliomas, incluem basicamente a
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, porém ainda se mostram pouco eficazes no controle da
doenga. A melhor abordagem tem sido nos pacientes submetidos a resseccgao total, seguida de
radioterapia e quimioterapia adjuvante com temozolomida (Tmz), porém, ainda assim, a
sobrevida continua sendo em torno de apenas 20 meses (WOLBERS, 2014).

Alves (2014) aborda inumeros estudos e ensaios realizados, nos quais ¢ unanimemente
reconhecido que sera necessaria uma abordagem combinada para a obtencdo de um
prognostico mais favoravel e consequente aumento da sobrevida dos pacientes. Essa
abordagem podera passar pelo uso de nanoparticulas para marcar as células tumorais seguido

da radioterapia e quimioterapia convencionais.

1.2.1. Glioblastoma (GBM)

O glioblastoma ¢ o tipo de tumor cerebral mais comum e maligno em adultos (Figura
7). A OMS o define como um tumor de grau IV, mitoticamente ativo e predisposto a necrose
(CARLSSON et al., 2014). O diagnostico ¢ feito através de um exercicio multidisciplinar de
avaliacdo de sintomas clinicos, dentre estes: ataques epiléticos, dores de cabeca, déficits
neurologicos ou disfuncdo cognitiva associados ao local onde estd o tumor (WOENSEL et al.,

2013).
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Figura 7:Distribuicdo de tumores malignos ¢ benignos do sistema nervoso central dada em

porcentagem. ACHEY et al., 2019).

Em caso de suspeita de tumor, ¢ imprescindivel a realizacdo de uma ressonancia
magnética (Figura 8), com ou sem contraste, para obter uma avaliagdo exata da delimitacao
do tumor no cérebro (WOENSEL et al., 2013). Depois do diagnostico, a expectativa média de
vida ¢ estabelecida entre 12 a 15 meses, mesmo quando se utiliza uma abordagem de

tratamento mais agressiva (JNAIDI et al., 2020).

Figura 8: Imagens de um glioblastoma obtidas pela técnica de ressonancia magnética: uma massa centralmente
necrotica com um forte contraste periférico e um marcado edema perifocal. Fonte: Schneider ef al., 2010.

Anatomicamente, 0 GBM se localiza principalmente na substancia branca subcortical.
Em geral, acomete as seguintes regides: lobo temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) e
occipital (16%), vide abaixo (Figura 9). Raramente encontram-se lesdes na regido
infratentorial e medula espinhal (KOUL et al., 2012). Macroscopicamente observa-se que o
GBM ¢ bastante heterogéneo com hemorragia multifocal, necrose, areas cisticas e gelatinosas
(SMITH & IRONSIDE, 2007; AGNIHOTRI et al., 2013). Ha uma variagdo na aparéncia do
tumor dependendo da regido em que se localiza. Algumas regides aparentam uma coloragao

amarelada e sdo macias devido a necrose tecidual, outras partes do tumor ja sdo
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esbranquicadas e firmes, com algumas regides exibindo degeneragdo cistica e hemorragica

(FROSCH, 2013).

Figura 9: A esquerda: localizagdo dos lobos cerebrais [Prof. Raimundo Jr., Anatomia e Fisiologia do Sistema
Nervoso. Pontificia Universidade Catdlica de Goias]. A direita: corte transversal do cérebro mostrando a
localizagdo das substancias branca e cinzenta. Fonte: LENT, R. Cem bilhdes de neurdénios? Conceitos
fundamentais de neurociéncia, 2* ed. Editora Atheneu, 2010.

No entanto, apesar da sua agressividade local, as células tumorais raramente
abandonam o SNC. Nesse sentido, devido a sua rapida progressao e aos danos provocados nos
centros nervosos, os doentes morrem antes que se consigam detectar metdstases sistémicas.
Por esse motivo, a incidéncia estimada de metastases extracranianas de glioblastoma ¢ de
0,5% para todos os doentes (LAH et al., 2020).

Este tipo de tumor apresenta um prognostico desfavoravel tendo em conta as
limitagdes relacionadas com a idade avangada e a area cerebral onde surge. Embora este tipo
de tumor apresente semelhangas ou fenotipos sobrepostos, as diferencas na progressao
tumoral e nos mecanismos moleculares requerem mais que um perfil histologico para a sua
caracterizagdo, o que ndo se configura como algo viavel, j4 que para se obter uma
caracterizacdo mais extensa, se faz necessaria uma bidpsia, a qual devido a fragilidade do
tecido cerebral e localizagdo, ndo ¢ de facil obtengdo (CARLSSON et al., 2014).

Existem varios subtipos de glioblastoma multiforme primario que foram identificados
com base na histologia das células, tais como: gliossarcoma, glioblastoma multiforme de
células gigantes e glioblastoma multiforme epitelioide (CHEN et. al., 2017). Apesar das
diferentes formas de classifica¢do, clinicamente todos os glioblastomas sdo semelhantes,
sendo caracterizados por uma abundante necrose, pleomorfismo e vascularizagao.

O glioblastoma demonstra uma elevada taxa de reincidéncia, mesmo depois de
tratamento combinado de remocao cirurgica e quimioterapia. E isto ocorre, pois, a remocao
cirtirgica ¢ incompleta, devido a localizagdo deste tumor ser de carater invasivo em areas
cerebrais de funcionalidade importante, tais quais regides que incluem o controle da fala, das
fungdes motoras ou dos sentidos (WOENSEL et. al., 2013).

Além disto, outra dificuldade no tratamento deste tipo tumoral, se da devido a
existéncia da barreira hematoencefalica (BHE), a qual ¢ responsavel por limitar a passagem
de moléculas para o SNC, incluindo fairmacos anticancerigenos (Figura 10), sendo necessario,
portanto, administrar elevadas doses afim de atingir acdo terapéutica no cérebro, o qual por
sua vez, afeta também as células normais do individuo gerando uma série de efeitos

colaterais. Para ultrapassar essa dificuldade, varias estratégias terapéuticas foram propostas
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para facilitar a chegada dos farmacos ao cérebro, considerando-se que a BHE ¢ permeavel
apenas a moléculas pequenas e lipofilicas, com um peso molecular igual ou inferior a 400-500

Da (BRUINSMANN et al., 2019).
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Figura 10: Barreiras que interferem com a veiculagdo de farmacos a células tumorais. Nakamura et al.,

2016.

Apesar de ainda se configurar como um desafio para a ciéncia, diversos grupos de
pesquisa vém desenvolvendo trabalhos utilizando-se de novas nanotecnologias para superar
estes obstaculos. Uma das opgdes para se contornar essa limitagdo da BHE, seria, portanto,
utilizar-se de nanocarreadores (PATEL et al., 2012; AFTAB et al., 2018), a qual sera
demonstrada ao decorrer do presente estudo através da utilizacdo de uma nanoemulsdo para

fins de terapéuticos de cé¢lulas de GBM de rato cultivadas in vitro.
1.3. MODELO EXPERIMENTAL DE ESTUDO

1.3.1. Cultura de Células

O modelo de cultura de células, tanto sadias quanto tumorais consiste em uma
importante ferramenta para o desenvolvimento de diversos protocolos experimentais para
estudos farmacologicos, analise da agdo de compostos, interacao celular, entre outros. A
cultura de células animais tem gerado importantes elucidagdes a respeito da biologia das
células neopldasicas, processos patoldgicos e o desenvolvimento de novas estratégias contra o
crescimento € a progressao de células tumorais (FRESHNEY, 2005).

Sendo o cultivo celular um importante modelo biologico in vitro, ¢ preciso entender as

condi¢des artificiais na qual as células sdo submetidas e como as observagdes podem ser
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aplicadas in vivo (GRESHOCK et al., 2007). Trata-se de um modelo que pode ser empregado
para avaliacdo de condigdes metabolicas, patofisiologicas, investigagdo de mecanismos de
resisténcia as drogas, além do desenvolvimento de novos agentes antitumorais (LIMA, 2008).

Modelos utilizando culturas de células possibilitam a realizacdo de estudos a nivel
molecular, com a vantagem de poder manipular as condi¢des ambientais e pela facilidade de
criopreservacdo. Além do mais, apresentam baixo custo ¢ otimizam tempo para obtengdo de
resultados, considerando-se que diversas hipoteses podem ser testadas utilizando uma

infinidade de linhagens celulares (LIMA, 2008).
1.3.2. Vantagens e Aplicacdes das Analises in vitro

As pesquisas in vitro possibilitam realizar ensaios de toxicidade e a busca de
potenciais compostos com capacidade antitumoral, estabelecendo relacdo entre a
concentragdo destes compostos e a resposta celular, sendo assim, desperta a possibilidade de
novos alvos moleculares para o tratamento do cancer (CARVALHO et al., 2014).

Além do mais, oferece inimeras vantagens, dentre as quais: o controle das condicdes
de pH, temperatura, pressao osmdtica, tensdo de CO,, tensdo de O, e manutencao das
condicdes fisioldgicas quase constantes. Outra vantagem importante reside na possibilidade
de se executar um maior nimero de replicatas e testar uma ampla variedade de compostos a
um menor custo do que os testes realizados in vivo, reduzindo também as questdes éticas € o
impasse burocratico necessario para a pesquisa experimental em modelos animais
(FRESHNEY, 2005). A avaliagdo da proliferacao celular in vitro serve ao proposito de
verificar a atividade de diferentes concentragdes de compostos e qual papel desempenham na
inibi¢do das células tumorais. Em geral, esta ¢ a primeira etapa para se avaliar candidatos a
novos farmacos (ALBERTS et al., 2008).

O aprimoramento das metodologias para execugdo da cultura de células tornou
possivel um estudo mais amplo de diversas neoplasias através de linhagens celulares
tumorais. Possibilitando assim, uma maior andlise de drogas com capacidade antitumoral,
ampliando a especificidade das descobertas de novos alvos terapéuticos. Os estudos in vitro
sdo importantes para a extrapolagdo para os modelos in vivo, de modo que a atividade
antitumoral seja comprovada em ensaios clinicos, superando as limitagdes dos modelos in

vitro (SHOEMAKER, 2006; HOGENESCH & NIKITIN, 2012).
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1.3.3. Linhagem de Glioma de Rato (C6)

A linhagem C6 foi desenvolvida por Benda et al.,, (1968) através da administra¢do
repetitiva de MNU (metilnitrosoureia) em ratos Wistar-Furth adultos e compartilha varias
caracteristicas especificas do GBM humano. Em termos genéticos, a linhagem C6, assim
como o GBM humano, apresenta altas taxas de mutagdo no gene supressor do tumor pl6
(FURNARI et al., 2007). A nivel celular, apresenta necrose, polimorfismo nuclear e taxas de
mitose elevadas (AUER et al.,1981). Em termos histopatologicos, apresenta caracteristicas
como invasdao focal semelhante a infiltragdo padrao difusa observada no GBM humano
(CHICOINE e SILBERGELD,1995) e expressdo de marcadores histopatoldégicos como as
proteinas S100B, e a vimentina (PFEIFFER et al., 1970, CHOU et al., 2003). Devido a essas
caracteristicas, esta linhagem vem sendo amplamente utilizada para investiga¢do de diversos
aspectos da biologia celular, tais quais: sinalizacdo celular, estresse oxidativo, metabolismo,
estrutura e fun¢do de biomembranas, dindmica de citoesqueleto, e toxicidade de drogas.

Através do estudo in vitro de tumores cerebrais, tal qual o glioblastoma, ¢ possivel
investigar a biologia destas células tumorais, bem como avaliar a toxicidade dos farmacos
sobre as células cancerosas, visando no futuro sua utilizacdo como alvos terapéuticos. A
maior parte dos farmacos anticancerigenos utilizados atualmente exercem sua acao através da
indugdo de apoptose. Alguns farmacos convencionais, por exemplo, flavopiridol, cisplatina,
paclitaxel e doxorrubicina induzem a apoptose em células tumorais in vitro (MIZUTANI et

al., 2005; BRENES et al., 2007).

1.4. AGENTES ANTICANCERIGENOS DERIVADOS DE PLANTAS

Produtos derivados de plantas tem uma longa histéria de uso no combate contra o
cancer. Em 2011, Kaur e colaboradores listaram pelo menos 3000 espécies de plantas
legalizadas utilizadas desde a medicina tradicional até drogas de uso clinico. Muitas delas ja
mostraram eficiéncia comprovada e segura no tratamento ou no controle de alguns tipos de
tumores (SHUKLA & MEHTA, 2015). Polifenoéis, flavondides, alcaldides, terpendides e
compostos sulfridilo representam um grupo amplo e diverso de agentes derivados de plantas

usados contra o cancer (MILLIMOUNO et al., 2014). Varios agentes antitumorais a base de
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plantas, incluindo o paclitaxel estdo em uso clinico em todo o mundo (SHUKLA & MEHTA,
2015).

1.4.1. Paclitaxel (PTX)

O farmaco paclitaxel (PTX), comercialmente conhecido como Taxol®, é o precursor de

uma classe de agentes estabilizantes de microtibulos denominados taxanos. Foi descoberto

em 1962 a partir da casca da planta Taxus brevifolia (Figura 11).

Figura 11: Planta de origem (Taxus brevifolia) e estrutura quimica do composto paclitaxel (PTX).

Fonte: https://biopharmanotes.com/pharmacology-of-paclitaxel/

Sua descoberta se deu a partir da investigagdo realizada pelo Instituto Nacional de
Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA) de aproximadamente 12.000 compostos naturais
testados contra um painel de tumores experimentais para sele¢do daqueles que demonstrassem
melhores atividades, contudo, o PTX ndo teve sua importancia reconhecida até o final dos
anos 70, quando foi descoberto que possuia um mecanismo de acdo Unico (ROWINSKY,
1990).

O mecanismo de acdo deste farmaco difere da maior parte dos agentes que atuam
sobre os microtubulos provocando a despolimerizacao destes, como € o caso dos alcaloides da
vinca e da colchicina. O PTX, por sua vez, promove a polimeriza¢do da tubulina e com isso
hé4 estabilizagio permanente dos microtibulos tornando-os nio funcionantes (BRANDAO,
2010; BARKAT, BEG, POTTOO & AHMAD, 2019). Devido ao desequilibrio promovido
entre a formacao de microtubulos e a sua dissociagdo em tubulina, as fases G2 (intervalo

pré-mitotico) e M (mitose) ficam comprometidas (Figura 12), portanto, ocorre o bloqueio da
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divisdo, proliferacao e fungdes vitais celulares fazendo com que mecanismos de morte celular

como a apoptose passem a ser ativados (PAZDUR et al., 1993; CHABNER, 2012).

Impede o ciclo celular na fase
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Figura 12: Mecanismo de agdo do paclitaxel (PTX) no céncer. O farmaco agrega os microtubulos,
estabilizando-os, fazendo com que ndo ocorra a despolimerizacdo. Com isso, ha inibi¢do da reorganizagdo da
rede de microtubulos, a qual ¢ essencial para a proliferacdo celular e transportes intracelulares dependentes de
tubulina. Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Quimica (2014).

Sua acdo antiproliferativa celular vem sendo demonstrada em diversos tipos de
canceres, tais como carcinoma epitelial de ovario, cancer de mama, cancer de colo uterino,
cancer de células ndo-pequenas de pulmio e sarcoma de Kaposi (MICHA et al., 2007,
YARED & TKACZUK, 2012; MUSTACCHI, et al., 2015;). Desde a década de 90, o PTX
vem sendo utilizado no Brasil como tratamento de primeira linha em canceres refratarios de
ovario e de segunda linha em canceres de mama (ROWINSKY, 1997; SARTAJ; BABOOTA
& ALI, 2020).

O PTX possui algumas caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis, sendo a
principal, sua baixa solubilidade em &gua (0,01 mg/mL), o que tornou dificil o
desenvolvimento de uma forma de dosagem intravenosa. Esse medicamento apresenta
problemas farmacoldgicos como a instabilidade da formulagdo apds a dilui¢do, pois, a
reconstituicdo resulta em uma solugdo de concentragdo consideravelmente superior (0,3 — 1,2
mg/mL). Desta forma, a solubilidade aquosa do PTX pode ocasionar problemas de
precipitacdo do farmaco apos a diluicdo. Para contornar isto, a Bristol-Meyer Squib
comercializou o Taxol como uma forma de solubilizagdo do PTX em etanol desidratado e

Cremophor® EL, um derivado polietoxilado do 6leo de ricino, na propor¢ao 1:1(v/v)
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(DONYALI 2006; SURAPANENI, 2012; MONTEIRO et al., 2017; MONTEIRO, 2018). No
entanto, esse veiculo estd associado com a inducao da liberagdo de histamina levando a
reacoes graves de hipersensibilidade. Devido a esse fator, h& um comprometimento do
tratamento quimioterapico. Assim, ¢ necessario que sejam adotadas medidas profilaticas, tais
como o uso de anti-histaminicos ou corticosteroides a fim de reduzidos os efeitos toxicos
(WEISS et al., 1990; DIAS et al., 2007).

A nao seletividade dos compostos antitumorais, que atuam ndo somente sobre as
células cancerosas mas também sobre as células normais do individuo, é responséavel por
inameros efeitos adversos, dentre estes: alopecia (perda temporaria ou definitiva de pelos e
cabelos); toxicidade gastrointestinal; toxicidade epitelial; mucosite (inflamagao nas regides
internas da boca e garganta, levando a ulceracdes) e neuropatia periférica (condi¢do que afeta
0s nervos responsaveis por encaminhar informagdes provenientes do cérebro e da medula
espinhal ao restante do corpo, podendo causar danos permanentes) (KIRSCH-VOLDERS,
1996; ATTARD et al., 2006; HAIT et al., 2007; CHABNER, 2012). Sintomas como perda da
funcdo motora, neurotoxicidade e mielossupressao frequentemente levam a interrupgao do
tratamento. Dentre os sintomas neuropaticos inclui-se dorméncia e formigamento nas
extremidades, perda dos reflexos tendinosos profundos e fraqueza muscular distal. Ja a
mielossupressdo decorre da estabilizacdo dos microtibulos mitoticos das células
hematopoiéticas, causando a inibi¢ao da proliferacdo dessas células (HAIT et al., 2007;
CHABNER, 2012; SPATTI et al., 2016).

Muitos alvos ja foram identificados para tratamento dos gliomas, porém poucas
terapias demonstraram eficidcia e nenhuma foi aprovada, salientando a necessidade de um
melhor conhecimento dos mecanismos de resisténcia deste tipo de tumor e a razdo pela qual
os ensaios clinicos falham (WEATHERS et al., 2017). Os motivos para essas falhas sao
muitos, incluindo entre outros: falta de dependéncia do tumor em relagdo ao alvo proposto,
falha na adequagdo da penetragdo no SNC dos farmacos através da BHE, falha da inibicao
adequada do alvo dos farmacos que penetram no SNC, heterogeneidade intratumoral,
evolugdo clonal e escape do antigeno nos casos em que a inibi¢cdo do alvo ¢ eficaz (CHEN et
al., 2016; MILLER et al., 2016). Consequentemente, o uso de novas nanotecnologias se torna
de grande interesse para pesquisa, uma vez que apresentam resultados promissores no
tratamento de GBM.

Devido aos inimeros efeitos adversos ja descritos anteriormente, se faz necessaria a
busca por medicamentos antitumorais que sejam ao mesmo tempo eficazes em sua agdo

farmacoldgica € menos toxicos para os individuos. Isso pode ser alcangado através da
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identificacdo de novos veiculos para solubiliza¢do ou carreamento das drogas, de modo que
sejam capazes de atingir seletivamente as cé€lulas do tecido neoplasico, porém, sem causar

tantos danos as células dos tecidos normais (LIANG et al., 2010; JABIR et al., 2012).

1.5. NANOMEDICINA

A categoria de tecnologia que se dedica ao emprego, producao e analise de materiais
no tamanho nanométrico ¢ conhecida como nanotecnologia. A nanotecnologia, associada a
outros conceitos de estruturas e materiais, se tornou fonte de grande interesse para o meio
cientifico, com o auxilio do desenvolvimento tecnolégico. Com isso, a nanomedicina se
associa a nanotecnologia na busca por novas terapias e para aprimoramento dos
procedimentos terapéuticos ja existentes (CANCINO et al., 2014).

Os sistemas de administracdo de fArmacos, do inglés “drug delivery systems” (DDS),
baseados na nanotecnologia apresentam caracteristicas farmacocinéticas melhoradas. Entre
eles ¢ possivel citar elevada taxa de depuragao, distribui¢ao de grande volume de fArmacos e
elevada biodisponibilidade de farmacos no tumor, devido ao maior efeito de permeabilidade e
retengdo (EPR). Além disso, métodos baseados na nanomedicina podem transportar drogas
através de barreiras bioldgicas (CHENG et al., 2011).

Nos tltimos anos, tem sido crescente pesquisas com a abordagem da terapia dirigida
ou direcionada, a qual abrange o desenvolvimento de fAirmacos confinados em escala nano. As
formulagdes de nanocarreadores mais pesquisadas sdo emulsdes, dendrimeros, micelas,
lipossomas e polimeros. Os nanoprodutos poliméricos podem ser divididos em diferentes
sistemas, incluindo nanoesferas, nanocapsulas, nanoparticulas e nanofibras (LETCHFORD &
BURT, 2007).

Inimeros sdo os beneficios de se utilizar nanoparticulas poliméricas (PNP), tais como:
administracdo direcionada da droga, biodisponibilidade melhorada, diminui¢do dos efeitos
colaterais dos medicamentos, protecao da droga contra degradagdo, melhoria da solubilidade
da droga e liberagdo sustentada do farmaco. Isso tudo torna seu uso no diagndstico e
tratamento de doengas do SNC bastante vantajoso (ZHANG et al., 2014).

Quanto ao direcionamento do agente terapéutico, pode ser realizado de forma passiva
ou ativa (Figura 13). A forma passiva consiste no direcionamento dessas nanoparticulas (NP)
em dimensdes reduzidas de modo que o firmaco seja entregue preferencialmente no local
onde o tumor se encontra, caracterizado por distribui¢do sistémica e acimulo deste nos locais
afetados, tendo como base uma maior permeabilidade e retengdo. O direcionamento ativo, por

outro lado, envolve a conjugacdo das NP com ligantes que sdo especificos a certos tipos de
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células tumorais permitindo que as NP distribuam o farmaco apenas nestas células e nao

atinjam o restante das células normais do organismo (GROBMYER et al., 2011).
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Figura 13: Em um esfor¢o para superar as barreiras ao tratamento do glioblastoma (GBM), nanoterapéuticos
projetados para direcionamento tumoral passivo ou ativo surgiram como uma abordagem promissora. Fonte:
Adaptado de Tumor-targeted nanotherapeutics: overcoming treatment barriers for glioblastoma. Wadajkar et al.,
2017.

Deste modo, se torna possivel a aplicacdo de terapias seletivas reduzindo os efeitos
secundarios dos compostos antitumorais. Esse perfil de toxicidade reduzida, juntamente com

a capacidade dessas estruturas de ultrapassar a BHE, faz com que as NP sejam uma estratégia

viavel para terapias destinadas aos tumores cerebrais malignos.

1.5.1. Nanoemulsdao LDE

As nanoemulsdes (NE) sdo sistemas heterogenos, termodinamicamente instaveis,
constituidos por goticulas de tamanhos nanométricos, podendo ser do tipo 6leo-em-agua
(O/A) ou agua-em-6leo (A/O). As NE O/A apresentam-se como uma opg¢ao promissora de
veiculacdo de farmacos lipofilicos, protegendo-os de degradagdo enzimatica, modulando a
liberacdo e aumentando a biodisponibilidade. As NE podem ser produzidas por diferentes
métodos: usando um lipidio, um tensoativo, um cotensioativo ¢ dgua (BONFERONI et al.,
2019; BAHADUR et al., 2020).

Neste sentido, a conjugagdo com alguns elementos demonstrou aperfeigoar ainda mais
a atividade citotoxica e de captagdo celular das formulagdes de nanocarreadores lipidicos
quando comparados com as formulacdes sem modificagdes, principalmente naquelas

contendo colesterol em sua composicdo, estando possivelmente relacionado a
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biocompatibilidade que o colesterol possui quando comparado aos demais adjuvantes e
agentes emulsificantes. Além disso, esse achado também pode ser devido ao fato de alguns
canceres super expressarem determinados receptores em sua superficie celular, como € o caso
dos receptores de folato e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (KRETZER, MARIA &
MARANHAO, 2012; O’SHANNESSY et al., 2012; CONTENTE et al., 2014;), aumentando
assim, a demanda e captagdo de nanoparticulas que contenham em sua estrutura estes
elementos. Ainda neste campo, outro aspecto que poderia estar por tras dos mecanismos que
favorecem o uso de alguns tipos de nanocarreadores lipidicos se d4 devido ao mimetismo
molecular que alguns desses sistemas apresentam com receptores celulares de LDL,
favorecendo a interagdo celular e os processos de internalizacdo destas nanoparticulas, ¢
colaborando para um melhor direcionamento e seletividade dos quimioterapicos (PIRES,
HEGG, FREITAS et al., 2012).

Hungria et al. (2004) desenvolveram um modelo eficaz de entrega de drogas através
do uso de uma nanoparticula lipidica artificial (LDE) de estrutura semelhante a do LDL
(Figura 14), a qual seria capaz de se ligar aos receptores de LDL presentes nos tecidos

tumorais malignos apo6s injecdo endovenosa em modelos experimentais.
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Figura 14: Estrutura da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e da nanoemulsdo (LDE) de estrutura
semelhante. Fonte: Spatti, 2016.

Ressalta-se dessa forma, a importancia na condu¢do de estudos pré-clinicos de alto
rigor metodologico que envolvam triagens in vitro de atividade antitumoral e potencial de
toxicidade, seguidos de estudos completos de seguranga e eficacia antitumoral em modelos in
vivo, e também a importancia da realizacdo de revisdes da literatura sobre tecnologias no

tratamento de condi¢des de relevancia mundial em termos de satde publica com o proposito
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de estabelecer um cenario dos resultados obtidos com o uso de tais tecnologias, de forma que
se possa sintetizar as vantagens e desvantagens dessas abordagens como ferramentas
terapéuticas e servir como instrumento para tomada de decisdes clinicas e econdmicas em
termos de direcionamento de recursos, tanto nos setores publicos como nos setores privados,

auxiliando assim nas avaliagcdes dos beneficios dessas plataformas terapéuticas.

1.6. TRATAMENTO CONVENCIONAL DE TUMORES CEREBRAIS VERSUS
TRATAMENTO COM USO DE NANOSSISTEMAS

Como método convencional mais utilizado temos a maxima ressec¢do cirirgica da
massa tumoral. Quando a ressec¢ao total nao ¢ possivel, a radioterapia em conjunto com a
resseccdo parcial tem sido utilizada. A terapia de radiagdo induz danos severos no acido
desoxirribonucleico (ADN), resultando em apoptose devido a quebra da dupla hélice. A
terapia convencional consiste na aplicagdo de um feixe de radia¢do externo cinco vezes por
semana, durante seis semanas. E além deste modelo, algumas técnicas de radiocirurgia sao
utilizadas para aumentar a eficacia da radioterapia em doentes que apresentam recorréncia de
GBM. A terapia com Gamma Knife, por exemplo, permite usar doses elevadas de radiagdo
estereostaticas que confinam o tratamento a area do glioblastoma, sendo esta técnica
considerada ineficaz para o tratamento de tumores primarios devido ao grande volume
tumoral (CARLSON et al., 2014; INAIDI et al., 2020).

A quimioterapia convencional atual para tratamento de glioblastoma multiforme ¢ a
temozolida. Quando combinada com a radioterapia, aumenta a expectativa média de vida em
cerca de 26,5%, durante o primeiro ano, apresentando uma melhora em relagao aos 10,4%, de
quando ¢ utilizada apenas radioterapia. A temozolida ¢ um agente alcalino que metila as
purinas no ADN e induz apoptose. A desvantagem do uso da temozolida ¢ o risco
significativo para as células saudaveis. Este risco combinado com a possivel resisténcia das
células cancerigenas a temozolida indica que existe a necessidade de se encontrar
quimioterapia adicional para melhorar o tratamento (CARLSON et al., 2014; INAIDI et al.,
2020).

Uma das abordagens mais promissoras nesse sentido, ¢ justamente a utilizagdo de
nanossistemas lipidicos Estes nanossistemas, permitem um melhor direcionamento dos
farmacos em dire¢do as células tumorais, permitindo assim, que se ultrapasse os fatores de

resisténcia citados anteriormente para o tratamento adequado do GBM. Assim se faz
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necessario priorizar estudos que visem garantir uma nova abordagem de tratamento, para que
seja possivel aumentar a expectativa média de vida das pessoas que desenvolvem este tipo

tumoral (CARLSON et al., 2014; VIEIRA & GAMARRA, 2016).

Estudos com modelos animais, incluindo primatas ndao humanos seguidos de ensaios
com pacientes apresentando cancer em estado avancado, utilizando distintos agentes
antineoplasicos, dentre estes o PTX, demonstraram toxicidade reduzida quando transportados
com LDE, preservando desta forma a acao farmacoldgica desta associacdo (DIAS et al., 2007,
PIRES et al., 2009; MARANHAO et al., 2002; FEIO et al., 2017).

Na literatura, ainda sdo escassos ensaios que descrevam este tipo de abordagem, bem
como, a analise e descrigdo dos mecanismos farmacologicos e toxicos advindos do tratamento
de GBM com o conjugado LDE/PTX e a sua eficicia para tumores cerebrais. E como ja
mencionado previamente, os estudos in vitro sdo primordiais como etapa inicial para os
ensaios de analise de toxicidade e a busca de potenciais compostos com capacidade
antitumoral, possibilitando deste modo, o estabelecimento de uma relacdo entre a
concentracdo destes compostos e a resposta celular, despertando a possibilidade de novos
alvos moleculares para o tratamento do cancer (CARVALHO et al., 2014).

Sendo assim, o presente projeto de pesquisa se propde a realizar as analises desses
farmacos, expondo as células C6 (modelo de glioblastoma de rato), de modo a verificar a
atividade do PTX em sua formulacdo comercial e compara-la quando na forma conjugada
LDE/PTX. Deste modo, seria possivel ter uma maior compreensdo de como essas células
tumorais respondem aos tratamentos em termos de proliferagdo e morte celular, contribuindo
assim, na busca por novas estratégias de tratamento e ampliando a eficacia do quimioterapico

PTX sobre as células neoplasicas de gliomas malignos como o GBM.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos in vitro do farmaco Paclitaxel (PTX) em sua formulagdo comercial
(Taxol ®) e na forma de nanoemulsdo (conjugado LDE/PTX) sobre a linhagem celular C6 de
glioblastoma de rato, de modo a verificar o potencial antitumoral e a eficdcia terapéutica

destes compostos no tratamento de glioblastomas.
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2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Quantificar a viabilidade celular apos a exposi¢cao ao PTX e ao conjugado LDE/PTX
sobre a cultura celular de C6 nos intervalos de tempo de 24h, 48h e 72h nas

concentragdes de 0,01; 0,1; 1 e 10 puM.

Avaliar a citotoxicidade apos a exposi¢do ao PTX e ao conjugado LDE/PTX sobre a
cultura celular de C6 nos intervalos de tempo de 24h, 48h e 72h nas concentragdes de

0,01;0,1; 1 e 10 uM.

Verificar a porcentagem de células que entraram em apoptose apos a exposi¢do ao
PTX e ao conjugado LDE/PTX sobre a cultura celular de C6 nos intervalos de tempo

de 24h, 48h e 72h nas concentragdes de 0,01; 0,1; 1 ¢ 10 uM.

Comparar os dados obtidos entre as culturas tratadas com PTX e o conjugado
LDE/PTX com as do grupo controle (sem tratamento), de modo a verificar qual

apresentou maior potencial antitumoral e eficacia terapéutica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengdes da Linhagem C6, PTX e conjugado LDE/PTX

Neste estudo, utilizamos a linhagem celular C6 de glioblastoma de rato. Esta linhagem

foi obtida do Banco de C¢lulas do Rio de Janeiro (BCRJ) e encontra-se disponivel no banco

de células do Laboratério de Cultura de Tecidos e Citogenética da Secao de Meio Ambiente

do Instituto Evandro Chagas (LCTC/SAMAM/IEC), local onde os experimentos foram

realizados.
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O farmaco PTX e seu conjugado LDE/PTX foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Raul Maranhdo, do Laboratério de Metabolismo de Lipidios do Instituto do Coragdo da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor/FMUSP).

3.2. Preparo do LDE e do Conjugado LDE/PTX

O composto foi preparado a partir de uma bateria de solugdes contendo lipidios
constituintes do LDE dissolvidos em cloroférmio e metanol, no qual foram adicionados
também fosfolipidios, ésteres de colesterol e colesterol livre, sendo que esta composi¢do esta
sujeita a modifica¢des para fins terapéuticos. Em seguida, o material passou por um processo
de emulsificacdo e purificagdo, sendo o tamanho das particulas monitorado por dispersao de
feixe de laser. Entdo, a preparacdo foi centrifugada, filtrada em membrana 0,22 pum para
esterilizacdo e, por fim, armazenada em tubos estéreis e apirogénicos a 4 °C (MARANHAO et
al., 1993). A partir de aliquotas de uma solugdo estoque na concentracao de 4,7 mg/mL, tanto
o PTX quanto o LDE/PTX passaram por etapa de diluicdo seriada de modo a se obter as

concentragoes de 0,01; 0,1; 1 e 10 uM.
3.3. Cultura de células

Todas as amostras foram cultivadas sob a temperatura de 37°C, com 5% de CO,. Para
manuten¢do dos cultivos, utilizamos o meio de cultivo DMEM suplementado com 10% (v/v)
de soro bovino fetal (SBF), penicilina 50 U/mL, estreptomicina 50 ug/mL e anfotericina B
2ug/mL.

Os cultivos foram feitos em frascos de 25 cm?. O acompanhamento do crescimento foi
realizado através de observagdo sob microscopio optico de inversao (ZEISS, modelo Axiovert
40C) a cada 48h. Quando necessario, as células foram repicadas em meio de cultura novo, na
concentragdo aproximada de 0,5-1,0 x 10° cél/mL. Para o desprendimento das células
aderidas, utilizamos soluc¢do de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco).

Para fins experimentais, as células da linhagem C6 foram plaqueadas em microplacas
de 96 pogos nos tempos de 24, 48 e 72h, de acordo com o ensaio bioldgico, € nas
concentragdes expressas anteriormente. Apds o plaqueamento, as células permaneceram

incubadas em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO.,.

3.4. Ensaios de viabilidade, citotoxicidade e apoptose



35

A fim de avaliar o efeito dos tratamentos com PTX e LDE/PTX sobre o crescimento
celular, cerca de 1 x 10° células foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos. Essas células
foram expostas a concentragoes de 0,01; 0,1; 1 e 10 uM das drogas em andlise. Células
incubadas apenas com meio de cultivo DMEM foram usadas como controle. Os tempos de
incubacdo correspondem a 24h, 48h e 72h. Apos os tempos de exposi¢do, foi utilizado o kit
ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega Corporation) seguindo as instrugdes do fabricante
para as respectivas analises de viabilidade, citotoxicidade e apoptose. A partir destes ensaios
foram feitas as analises graficas para avaliacdo da agdo dos compostos PTX e LDE/PTX nas
concentragdes previamente descritas quando comparadas aos seus respectivos controles.

A primeira parte do ensaio, mede simultaneamente duas atividades de proteases, sendo
um marcador de viabilidade celular e o outro um marcador de citotoxicidade. A atividade da
protease de células vivas € restrita a células viaveis intactas e ¢ medida usando um substrato
peptidico fluorogénico e permedvel as células (GF-AFC). O substrato entra nas células
intactas onde ¢ clivado pela atividade da protease da célula viva para gerar um sinal
fluorescente proporcional ao nimero de células vivas. Esta protease de células vivas torna-se
inativa apos a perda da integridade da membrana celular e vazamento para o meio de cultura
circundante. Um segundo substrato peptidico impermedvel a célula fluorogénica
(bis-AAF-R110) ¢ usado para medir a atividade da protease de células mortas, que ¢ liberada
de células que perderam a integridade da membrana. Como o bis-AAF-R110 nao ¢ permeavel
as células, essencialmente nenhum sinal deste substrato ¢ gerado por células viaveis intactas.
As proteases de células vivas e de células mortas produzem diferentes produtos, AFC e R110,
que possuem diferentes espectros de excitacdo e emissdo, permitindo que sejam detectados
simultaneamente na leitura em equipamento espectrofotométrico (PROMEGA
BIOTECNOLOGIA DO BRASIL, 2020).

A segunda parte do ensaio utiliza um substrato luminogénico de caspase-3/7, que
contém a sequéncia tetrapeptidica DEVD, em um reagente otimizado para atividade de
caspase, atividade de luciferase e lise celular. A adicdo do Reagente Caspase-Glo® 3/7 em um
formato “add-mix-measure” resulta em lise celular, seguida de clivagem de caspase do
substrato e geracdo de um sinal luminescente “tipo brilho” produzido pela luciferase. A
luminescéncia ¢ proporcional a quantidade de atividade de caspase presente (figura 10). O
ensaio de atividade da caspase foi projetado para uso em formatos de placas de multiplos
pocos usando enzima purificada ou células em cultura e pode ser multiplexado com outros

ensaios baseados em células (PROMEGA BIOTECNOLOGIA DO BRASIL, 2020).
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Figura 10: Protocolo para avaliagdo de apoptose com o kit Caspase-Glo® 3/7 da Promega. Adaptado de
https://www.promega.com.br/products/cell-health-assays/apoptosis-assays/caspase_glo-3 7-assay system/
?catNum=G8090.

3.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos apos os tratamentos com PTX e LDE/PTX foram expressos
como média + desvio padrdo e analisados por ANOVA utilizando o software Graphpad
Prisma 7.00, sendo os dados de citotoxicidade expressos em termos de uma via e os demais de
duas vias, seguido pelo teste pos hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade
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Figura 11: Viabilidade celular dada em porcentagem e em fungéo das horas de experimentagao (24h, 48h e 72h).
Os grupos tratados correspondem ao PTX e ao LDE/PTX nas seguintes concentragdes: 0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM
e 10 uM.

O PTX 10 uM e 1 pM no tempo de 24h mostrou alteragdo significativa quando
comparado ao controle, porém com valores bem proximos, o que pode ser melhor observado
na (tabela 3) ao observarmos em termos dos dados de log. Visualmente neste grafico podemos
observar que o PTX 10 uM estd um pouco mais alto que o controle, significando que nesta
concentragdo e neste tempo em especifico a droga ndo afetou de forma drastica a viabilidade
celular, no entanto na concentragdo de 1 pM ja observamos um decaimento discreto na
porcentagem de células viaveis quando comparadas ao controle ndo exposto, que se acentua
ap6s o tempo de 24h. Ja nas concentragdes de 0,1 uM e 0,01 uM nao observamos diferenga
estatistica significante (vide tabela 3) quando comparado ao controle no tempo de 24h, e
confirmamos isto pelo grafico ja que ambos estdo bem proximos do valor de 100% de células

viaveis dado pelo controle.

Nos tempos de exposi¢ao de 48h e 72h do PTX, observamos que ndo houve diferenga
significante quando comparado ao controle na concentracdo de 10 uM sobre a viabilidade

celular, no entanto, nas concentragdes de 1 uM, 0,1 uM e 0,01 uM observamos um
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decaimento na porcentagem de células vidveis quando comparadas ao controle, sendo mais
significativo na concentragdo de 1 pM.

Em termos do conjugado LDE/PTX, observamos que na concentragcdo de 10 uM e no
tempo de 24h, a porcentagem de células vidveis se mostrou um pouco maior que 100%
quando comparada tanto com o controle, quanto com o PTX na mesma concentragdo € no
mesmo tempo de exposicdo, sendo estatisticamente significante (vide tabela 3) em ambos os
casos. Na concentragao de 1 uM no mesmo intervalo de tempo descrito anteriormente, nao se
observa modificacdo significativa na porcentagem de células tanto quando comparado ao
controle, quanto em relacdo ao PTX na mesma concentragdo e no mesmo intervalo de tempo.

Para a concentragdo de 0,1 uM de LDE/PTX no intervalo de 24h, visualizamos que
essa se localiza um pouco inferior quando comparada ao controle graficamente, e esta
alteracdo se mostrou significante quando analisado o log por meio da ANOVA (dados
expressos na tabela 3 abaixo), porém ndo se mostrou significativo quando comparado apenas
com o PTX na mesma concentra¢do € no mesmo intervalo de tempo. A menor concentragao
de 0,01 uM também ndo demonstra alteracdo significante em termos de viabilidade quando

comparada ao controle e ao PTX na mesma concentragao no tempo de 24h.

Tabela 3: Dados de viabilidade provenientes da ANOVA expressos em LOG para PTX e LDE/PTX nas
concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM e 10 uM, nos tempos de exposi¢do de 24h, 48h e 72h, comparados ao
controle com meio DMEM, nos respectivos tempos. Letras diferentes na mesma linha representam que houve
diferenca estatistica significativa calculada pelo teste de Tukey (p< 0,05).

PTX (log) LDE/PTX (log)
10uM 1M 01pyM  0,01uM | 10uM 1M 0,1yM 0,01 M
24H | 55:005ae | 56:002b 54+0,02c 55+0,02ac 55+0,06a | 57+001d 55+00%c 54+0,05c 5 4+0,03ac
48H | 54:007af | 54+003a 50+001b 52:007c 52+0,08d | 56:001e 53:005fc 53+0,08a 52+0,09cd
72H | 54:0,07af | 5410,02a 51:0,02b 52:0,06c 52¢0,04c|56:001e 530,08f 53:0,08f 52¢0,11bc

CONTROLE

Analisando a viabilidade no intervalo de 48h, na concentragdo de 10 uM observamos
que o PTX ficou praticamente na mesma linha do controle, ou seja, préximo do valor de
100% de células viaveis, no entanto, em relagdo ao conjugado LDE/PTX na mesma
concentragdo € no mesmo intervalo de tempo, verificamos que a porcentagem de células
vidveis ¢ maior que os 100% observados no controle ndo exposto. Essa diferenga foi
considerada estatisticamente significante (tabela 3 acima), tanto quando comparada em termos
do controle, quanto em relagdo ao tratamento somente com o PTX.

Para a concentracdo de 1 uM no intervalo de 48h, verificamos que com o tratamento
apenas com PTX, a viabilidade ficou em torno de 90% quando comparada ao controle com

100% de células. Ja o conjugado LDE/PTX nesta mesma concentracdo e intervalo de tempo
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se mostrou bem préximo do valor de 100% do controle. Estes dados sdo confirmados pela
tabela 3, aonde o PTX expressa diferenca estatistica significante quando comparado ao
controle, expresso pelo log 5,00 = 0,01b, enquanto o controle ¢ dado por 5,4 £ 0,07 af.
Enquanto isso, para o conjugado LDE/PTX temos o log 5, 3 + 0,05 fc, se assemelhando,
portanto, ao controle, confirmando o que vimos no grafico na figura 11.

Verificamos para a concentracao de 0,1 uM no tempo de 48h, que o tratamento com
PTX demonstra estar abaixo do controle, com viabilidade reduzida em cerca de 5%. Enquanto
que o tratamento com LDE/PTX se manteve semelhante ao controle, tendo pouca acdo sobre
as células viaveis, apresentando algo aproximado a 99% de células vivas mesmo apds a
exposicao no referido intervalo de tempo. Estes dados se confirmam quando se analisa a
tabela 3 e vemos que o log do PTX ¢ dado por log de 5,2 = 0,07 ¢, enquanto que o controle se
deu em log de 5,4 + 0,07 af. Esta presenca de letras diferentes entre eles, demonstra que foi
significativo estatisticamente. Ja o conjugado LDE/PTX expressou log de 5,3 + 0,06 a. Esses
dados corroboram com a semelhanca do tratamento com o conjugado em relagdo ao controle e
expressa também a diferenga significativa quando comparado com o tratamento apenas com
PTX.

Em relagdo a menor concentracdo, de 0,01 uM dos grupos tratados no intervalo de
48h, observamos que tanto o PTX quando o LDE/PTX provocaram discreta redugdo na
porcentagem de células viaveis quando comparadas ao controle (figura 11), as quais foram
estatisticamente significativas nesse caso, ja que o log do controle ¢ dado por 5,4 + 0,07 af,
enquanto que para o PTX verificamos o log em 5,2 + 0,08 d e para o LDE/PTX temos o log
em 5,2 £ 0,09 cd, o que evidencia que apesar de ambos serem diferentes do controle, sao
estatisticamente semelhantes entre si (representado pela letra d). Além disso podemos afirmar
a partir destes valores que o LDE/PTX na concentragdo de 0,01 uM ¢ semelhante
estatisticamente ao PTX na concentragdo de 0,1 uM (log 5,2 £ 0,07 c), pois letras iguais
indicam que nao hé diferenca entre os valores observados.

No tempo de exposicdo de 72h, tivemos resultados condizentes com o que foi
observado e descrito no tempo de exposi¢ao de 48h. Para o PTX a 10 uM temos que nao ha
diferenca significante quando comparado ao controle, o que ¢ visto tanto na figura 11 quanto
na tabela 3 a partir dos dados expressos. O conjugado LDE/PTX mais uma vez se mostra
acima dos 100% de células vidaveis comparado ao controle sem exposicao, diferenca essa
considerada significativa expressa também em termos do log. Para o LDE/PTX nesta

concentra¢do o log foi de 5,6 £ 0,01 e, valor idéntico ao que foi visto no tempo de exposi¢ao
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de 48h, se diferenciando, portanto, apenas do controle que foi de 5,4 + 0,07 af, onde as letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa.

Para as concentragoes de 1 uM e 0,1 uM no tempo de 72h, também verificamos
resultados que corroboram o que foi descrito para o tempo de exposi¢ao de 48h. Novamente o
PTX demonstrou redugdo sobre a viabilidade celular em torno de 5% quando comparadas ao
controle. O LDE/PTX mais uma vez mostrou pouca alteracdo sobre a viabilidade quando
comparada ao controle, apresentando valores proximos ao 100%. No caso apenas o PTX se
mostrou diferente estatisticamente do controle, enquanto que o LDE/PTX se mostrou
semelhante, conforme pode ser verificado na tabela 3.

Com relagdo a menor concentragdo, de 0,01 uM tanto PTX quanto LDE/PTX atuaram
reduzindo a viabilidade de maneira semelhante, algo entre 5% - 6%, diferindo de modo

significante apenas quando comparado ao controle (tabela 3 e figura 11).

4.2. Citotoxicidade

Citotoxicidade
5 l Controle
41 PTX 10uM
o 3] LDE/PTX 10uM
8 PTX 1pM
—1 24 LDE/PTX 1uM
. = PTX 0,1uM
i LDE/PTX 0,1uM
0 %2 PTX 0,01uM
Tempo (Horas) B LDE/PTX 0,01uM

Figura 12: Citotoxicidade expressa em log na base 10, para o tempo de 24h de exposigdo aos tratamentos com
PTX e LDE/PTX nas concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM, 1uM e 10 uM, comparados ao controle ndo exposto,
contendo apenas meio DMEM + células.

Tabela 4: Dados de citotoxicidade provenientes da ANOVA expressos em LOG para PTX e LDE/PTX nas
concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM e 10 uM, nos tempos de exposi¢do de 24h, 48h e 72h, comparados ao
controle com meio DMEM, nos respectivos tempos. Letras diferentes na mesma linha representam que houve
diferenca estatistica significativa calculada pelo teste de Tukey (p< 0,05).

PTX (log) LDE/PTX (log)

CONTROLE 10pM 1uM 0,1 uM 0,01 yM 10uM 1 uM 0,1 uM 0,01 uM
24H 44:002a |4,5:0,02b 4,5:t0,02bc 4,4:0,01d 4,4:0,03e | 4,7¢0,01f 441001c 4,3%0,02a 4,30,02ade
48H 421002ab | 4,210,03b 4,0¢0,01c 4,240,02a 4,240,052 | 4,410,01d 4,2+0,0d4a 4,2:0,03a 4,240,053
72H 4,20,04abf | 4,240,03b  4,140,02c 4,2:0,05ab 4,240,03ab | 4,510,01e 4,240,04abf 4,3t0,06ab  4,2+0,11f
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Analisando os dados expressos na figura 12 e na tabela 4 acima, com relagdo ao tempo
de exposi¢do de 24h, temos que com relagdo ao PTX, em todas as concentragdes pode-se
verificar que houve alteragdo da citotoxicidade celular quando comparada ao controle (log 4,4
+ (0,02a) e apresentam diferenca estatistica significante com relagdo ao mesmo. Dado que em
ordem decrescente das concentracdes (figura 12 e tabela 4), vemos que o log dos grupos
tratados com PTX foi respectivamente, 4,5 = 0,02b; 4,5 £ 0,02 bc (indicando um pequeno
aumento dessa citotoxicidade comparada ao controle nas concentragdoes de 10 uM e 1 uM)
seguido de 4,4 + 0,01d; 4,4 = 0,03e (nas concentragdes de 0,1 uM e 0,01 uM), porém neste
caso apesar dos valores proximos aos do controle, letras diferentes expressam diferenca
estatistica das referidas concentragdes em relagdo ao controle e também dentre todas as
concentragdes utilizadas, ndo havendo equivaléncia entre elas.

Para o LDE/PTX observamos que na concentracdo de 10 uM houve um maior
aumento da citotoxicidade tanto comparada ao controle quanto com relagdo ao tratamento
com PTX na mesma concentragdo, sendo mais elevada que ambos. Ja a concentragdo de 1 uM
de LDE/PTX teve valor de citotoxicidade proxima a de PTX no tempo de 24h, sendo ambas
estatisticamente semelhantes e diferentes apenas quando comparas ao controle (figura 12 e
tabela 4). Assim, ¢ possivel verificar que a concentragdo de 1 uM de LDE/PTX no tempo de
24h se assemelha estatisticamente a concentra¢do de 1 uM do PTX isoladamente e ambas
diferem do controle (tabela 4).

Nas menores concentragdes de 0,1 uM e 0,01 uM de LDE/PTX ndo ha diferenca
significativa quando comparado ao controle o que pode ser visualizado tanto graficamente
(figura 12) quanto nos dados da tabela 4. Além disso, a concentracdo de 0,01 uM de
LDE/PTX se assemelha as concentragdes de 0,1 uM e 0,01 uM do PTX em termos de

citotoxicidade no intervalo de tempo de 24h.
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Citotoxicidade
> Il Controle
4 PTX 10uM
o 3] LDE/PTX 10uM
S PTX 1uM
— 2 LDE/PTX 1uM
1 7 PTX 0,1uM
o » & LDE/PTX 0,1uM
48 H PTX 0,01uM
Tempo (Horas) B LDE/PTX 0,01uM

Figura 13: Citotoxicidade expressa em log na base 10, para o tempo de 48h de exposigdo aos tratamentos com
PTX e LDE/PTX nas concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM, 1uM e 10 uM, comparados ao controle ndo exposto,
contendo apenas meio DMEM + células.

De acordo com o grafico acima, para as andlises da exposi¢do apds 48h, verificamos
que a concentracdo de PTX 1 pM apresentou uma menor citotoxicidade quando comparada ao
controle e as demais concentragdes tanto de PTX quanto de LDE/PTX, o que ¢ confirmado
pelo valor do log de 4,0 = 0,01c. A concentragao de 10 uM por sua vez (log 4,2 + 0,03b), se
mostrou estatisticamente semelhante ao controle (log 4,2 + 0,02 ab). As menores
concentragdes, tanto de 0,1 pM quanto a de 0,01 uM, se mostraram também estatisticamente
semelhantes ao controle (log 4,2 + 0,02a; 4,2 + 0,05a, respectivamente), ndo demonstrando
assim nem aumento ¢ nem diminui¢ao da citotoxicidade.

Com relacdo ao LDE/PTX, apenas a concentragdo de 10 uM (log 4,4+0,01d)
demonstrou aumento na citotoxicidade quando compara ao controle e ao PTX, apresentando
diferenga estatistica significativa quando comparada ao controle (log 4,2 = 0,02ab) e foi
idéntica a concentragao de 0,1 uM de PTX no tempo de 24h, sendo assim podemos inferir que
mesmo a concentragcdo mais alta de LDE/PTX, ainda € menos citotoxica quando comparada a
uma concentragdo mais baixa de PTX, no intervalo de um dia de exposicdo. As demais
concentragdes nao apresentaram diferenca significativa entre si, tampouco com relagcdo com

ao controle.
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Citotoxicidade
5 Il Controle
4 PTX 10uM
o3 LDE/PTX 10uM
8 PTX 1uM
— 24 LDE/PTX 1uM
. ¥ PTX 0,1uM
N » i & LDE/PTX 0,1uM
72 H PTX 0,01uM
Tempo (Horas) & LDE/PTX 0,01uM

Figura 14: Citotoxicidade expressa em log na base 10, para o tempo de 72h de exposicao aos tratamentos com
PTX e LDE/PTX nas concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM, 1uM e 10 uM, comparados ao controle ndo exposto,
contendo apenas meio DMEM + células.

De forma semelhante ao que foi exposto acima, no tempo de 72h, também foi possivel
verificar que apenas a citotoxicidade na concentragdo de 1 pM de PTX foi mais baixa,
apresentando diferenca significativa quando comparada ao controle. A citotoxicidade nesta
concentragdo foi dada pelo log de 4,1+0,02 c, valor este que se assemelha estatisticamente ao
que foi observado nos tempos anteriores de 24h e 48h (tabela 4) e também a concentragdo de
1 uM de LDE/PTX no intervalo de 24h apds exposi¢do. As demais concentragdes se
assemelham ao controle, ndo podendo assim afirmar que houve aumento ou diminui¢ao da
citotoxicidade em funcao da exposi¢ao ao PTX.

Mais uma vez a concentragdo de 10 uM de LDE/PTX foi a unica a demonstrar
citotoxicidade elevada em relacdo ao controle, como evidenciado na figura 14 e na tabela 4
(log 4,5 £0,01e), sendo este valor estatisticamente semelhante ao encontrado na concentracao
de 0,01 uM de PTX no tempo de exposicdo de 24h, o que nos indica novamente que uma
concentragdo baixa de PTX consegue ser mais toxica que a maxima concentracdo utilizada

para LDE/PTX.
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4.3. Apoptose

Apoptose
Hl Controle
100~
PTX 10uM
801 PTX 1uM
60- = PTX 0,1uM
R = PTX 0,01uM
401 LDE/PTX 10uM
20- LDE/PTX 1pM
& |LDE/PTX 0,1uM
0- i B LDE/PTX 0,01uM

Tempo (Horas)

Figura 15. Apoptose celular medida através da analise das caspases 3 e 7, dada em porcentagem e em fungao
das horas de experimentagdo (24h, 48h e 72h). Os grupos tratados correspondem ao PTX e ao LDE/PTX nas
seguintes concentragoes: 0,01 pM; 0,1 uM; 1 uM e 10 uM.

Em relagdo ao processo de morte celular induzido por apoptose, visualizamos que para
os trés tempos de exposi¢do do PTX a 10 uM houve um elevado decréscimo na porcentagem
de células vivas quando comparadas ao controle, uma reducdo em torno de 24%. J& com
relagdo a concentragdo de 1 uM observamos que houve uma indug¢do de porcentagem pequena
de células entrando em apoptose (figura 15 acima), no entanto foi considerada
estatisticamente semelhante ao controle (tabela 5 abaixo), o que se reproduziu em todos os

trés tempos observados.

Tabela 5: Dados de apoptose provenientes da ANOVA expressos em LOG para PTX e LDE/PTX nas
concentragdes de 0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM e 10 uM, nos tempos de exposicao de 24h, 48h e 72h, comparados ao
controle com meio DMEM, nos respectivos tempos. Letras diferentes na mesma linha representam que houve
diferenca estatistica significativa calculada pelo teste de Tukey (p< 0,05).

PTX (log) LDE/PTX (log)
10pM 1M 01pM  0,01pM | 10uM 1M 01pM 0,01 pM
24H 5440302 | 4,0:054b 55:0,34acd 52:065ad 500,14e | 4,140,490 4,94016ef 5110,23ec 4,9:0,36ec
48H 52¢013ad | 391098c 49+0,14ad 4,9:0,16ad 5010,14d | 3,9¢0,18¢ 4,910,09ad 49:009ad 4,740,11d
72H 5410,11ac | 3,410,11b 4,9#011c 531019%c 5,310,05a | 4,3t0,85d 5,140,16ac 5410,14ac 5,310,14ac

CONTROLE

Para a concentracdo de 0,1 pM PTX houve igualmente um menor percentual (= 8 a
10%) de células entrando em apoptose no intervalo de 24h a 48h, seguida de um aumento no

percentual de células viaveis (= 98-99%) ao tempo final de observagdo dado por 72h (figura
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15). Porém em todos estes tempos de exposi¢cdo, este aumento e reducdo das células em
apoptose se manteve estatisticamente semelhante ao observado para o controle, também sendo
proximos ao observado na concentragdo de 1 uM PTX no intervalo de 24h a 48h (tabela 5). Ja
a concentrac¢do de 0,01 uM PTX mostrou um percentual um pouco maior de células entrando
em apoptose nas primeiras 24h de tratamento ((= 10 a 12 %) quando comparada a
concentragdo de 0,1 uM e ao controle, e se estabilizando em valor bem préximo no tempo de
48h, demonstrando assim diferenca estatistica relevante comparada ao controle, enquanto que
no tempo de 72h demonstra atuacdo sobre as células em apoptose semelhantes ao controle
(tabela 5).

Analisando os dados obtidos para o LDE/PTX percebemos também um decréscimo
significativo no percentual de células vivas na concentragdo de 10 uM nos tempos de 24h,
48h e 72h quando comparadas ao controle. Porém essa reducao ¢ mais drastica nas primeiras
24h do tratamento, algo em torno de 28% das células entrando no processo de apoptose.
Apesar da diferenca em relagdo ao controle, observamos que este percentual ndo ¢
significativo quando comparado com o tratamento somente com PTX na mesma concentragao
de 10 uM, e no mesmo intervalo de tempo de 24h, como podemos observar na tabela 5, onde
o log de PTX a 10 uM ¢ dado por 4,0 £ 0,54b e o de LDE/PTX ¢ de 4,1+ 0,49 b, sabendo-se
que letras iguais representam que sdo semelhantes estatisticamente.

Observamos que diferente do PTX a 10 uM em que o percentual de células vivas se
localiza abaixo dos 70% e se mantém assim para os trés intervalos de exposi¢do, no caso do
LDE/PTX, variam de =~ 70% em 24h, para cerca de = 72% em 48h, até algo em torno de 78%
de células vivas em 72h, o que demonstra que apesar das concentragdes serem equivalentes, o
PTX atua de forma mais drastica sobre as células vivas, causando maior processo apoptotico,
do que quando as células sdo tratadas apenas com LDE/PTX. Fendmeno semelhante ¢
observado para as menores concentracdes de LDE/PTX, afetando a célula no primeiro
intervalo de 24h com uma redugdo gradual da porcentagem de células vivas e um aumento do
indice de apoptose nas concentracdes de 1 uM e 0,1 uM, com recuperacgdo celular a partir das
menores concentragdes de 1 uM, 0,1 uM e 0,01 uM no periodo de 48h, chegando até mesmo

a se igualarem ao controle no tempo de 72h (figura 15 e tabela 5).
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5. DISCUSSAO

Para a grande maioria dos tumores cerebrais, ¢ utilizado o tratamento convencional de
resseccdo cirurgica seguida de radioterapia, sendo eficaz mesmo quando ndo € possivel a
retirada total, como no caso dos adenomas pituitarios, meningiomas e gliomas de baixo grau,
tipos I e II (ROGERS et. al. 2015, MEHTA & LONSER, 2017; RUDA et al., 2018; MAIR et
al., 2021). Porém, este prognostico favoravel nao se enquadra para todos os tipos de tumores
cerebrais. Este ¢ o caso em particular dos gliomas de alto grau, tipos III e IV, o ltimo sendo
objeto do estudo em questio (o GBM), os quais exigem outros tipos de abordagens
terapéuticas, bem como resultam em prognoésticos desfavoraveis (CARLSON et al., 2014;
WESSELING et al., 2015; RUDA et al., 2018; HIRTZ & RECH, 2020).

Atualmente, o tratamento convencional do GBM consiste na maxima ressec¢ao
cirargica tumoral, a qual pode ser classifica em total bruta ou subtotal que ¢ quando ndo ¢
possivel remover completamente a massa tumoral. Apds isto, sdo feitos os ciclos de
quimioterapia associados a radioterapia (CARLSON et al., 2014; VIEIRA & GAMARRA,
2016). No entanto, para se obter €xito neste tipo de resseccao, se faz necessario ultrapassar
algumas barreiras, relativas as especificidades de cada tumor, precisando atender critérios
relativos a tamanho, forma e localizagdo dos vasos sanguineos, artérias ou regides sensiveis
do cérebro. Sendo assim, o aumento da sobrevivéncia do doente esta diretamente
correlacionado com a capacidade de remover a maior parte possivel do tumor (CARLSON et
al., 2014; INAIDI et al., 2020).

O tratamento do GBM, portanto, ¢ bastante dificil, pois este subtipo tumoral apresenta
uma vasta diversidade, tanto inter quando intratumoral, favorecendo assim, com que
subpopulagdes de células resistentes se proliferem e haja recorréncia, mesmo apds tratamento
com agentes citotoxicos. Alguns fatores sdo preponderantes para determinagdo dessa
heterogeneidade, tais quais: a origem celular do tumor, que a principio se assume que provém
de células da glia; alteracdes genéticas e epigenéticas causando uma elevada quantidade de
mutacoes, boa parte dessas no gene tp53 que codifica o supressor tumoral p53; alteragdes no
gene responsavel por codificar a neurofibromina, e elevados niveis de receptores de fator de
crescimento epidérmico. Quanto as modificagdes intratumorais temos mutagdes a isocitrato
desidrogenase e nos receptores de fatores de crescimento, dentre outras. Tendo tudo isto em
vista, temos um cendrio no qual um unico fairmaco quimioterapico ¢ ineficaz para abarcar toda
essa variedade de alteragdes possiveis, pois estes atingem muitas vezes apenas a camada

externa da massa tumoral, enquanto que o nticleo da massa tumoral contém células inativas
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em ambiente de hipdxia acidica que irdo sobreviver ao tratamento quimioterapico, pois a
maioria destes ¢ dirigido para células em elevado estado de proliferacao. Todos estes fatores
revelam que o ideal seria a obtengdo de um tratamento personalizado que conseguisse
englobar essas questdes (SILVA et al., 2019; INAIDI et al., 2020).

Além de todos os fatores acima mencionados se configurarem como uma dificuldade
para o tratamento eficaz do GBM, outro que podemos destacar, ¢ a necessidade de se
ultrapassar a BHE, a qual bloqueia boa parte dos farmacos de passarem para o SNC. Portanto
precisamos investir no desenvolvimento de sistemas de transporte de farmacos que sejam
eficientes para aumentar a concentracdo do farmaco na regido cerebral, e consequentemente
tratar o tumor de maneira mais eficaz. (CARLSON et al., 2014; VIEIRA & GAMARRA,
2016).

Alguns medicamentos sdo utilizados como profilaticos para evitar, ou pelo menos
diminuir, os efeitos adversos causados pela quimioterapia, como, por exemplo, os
anti-inflamatoérios esteroidais, antieméticos e anti-histaminicos (MCDONALD, CLARK,
TCHOU et al., 2016), sendo este o caso do PTX e do etoposide, que ja vem sendo utilizados
no tratamento do cancer de mama (SARTAJ, BABOOTA & ALI, 2020).

O PTX por sua vez, ¢ um farmaco pertencente a classe dos taxanos, atuando
diretamente na estabilizacdo dos microtiibulos durante as fases de metafase/anafase levando a
interrupcao do ciclo celular e indugdo a morte celular. Por conta de sua estrutura, apresenta
baixa solubilidade em meio aquoso necessitando de veiculos para a sua solubilizagdo e
infusdo, contribuindo para o surgimento de diversos efeitos adversos relacionados aos
proprios veiculos, como por exemplo reagdes de hipersensibilidade e neuropatia (BARKAT,
BEG, POTTOO & AHMAD, 2019).

Nesse sentido, estudos vém demonstrando alternativas para solucionar os efeitos
toxicos do PTX seja promovendo alteragdes em sua propria molécula ou através da utilizagao
de outros solventes. Destacam-se entre estes, veiculos de administracdo tanto por via
intravenosa quanto oral, incluindo lipossomas, ciclodextrinas, micelas poliméricas, emulsdes
e mnanoparticulas (NP) (LUNDBERG, 2003; MUSTEATA & PAWLISZYN, 2006;
YONCHEVA et al., 2012; CALLEJA et al., 2014; KIM & PARK, 2017).

Em nossos ensaios, observamos que PTX atua reduzindo a viabilidade celular nas
concentragdes de 1 uM, 0,1 uM e 0,01 uM apds 48h, especialmente na concentragdo de 1 uM
e que se assemelhou a LDE/PTX apenas na menor concentragao de 0,01 uM. Na concentracao
de 10 uM, PTX atuou sobre a viabilidade celular de forma semelhante ao LDE/PTX, ambos

expressaram inclusive valores até mesmo um pouco maiores que o controle nas primeiras 24h,
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sendo que de 48h em diante, 0 PTX obteve indices mais proximos do controle, enquanto que
o LDE/PTX exibiu porcentagem de células viaveis at¢é mesmo mais elevados do que o
controle.

Comparando nossos dados, com os de SPATTI (2016), o qual serviu de modelo inicial
para o desenvolvimento deste estudo, destacam-se o seguinte: tanto PTX quanto LDE/PTX
atuam reduzindo a proliferagdo celular na concentragdo de 10 uM, no entanto em seus
experimentos ¢ registrado um pico de crescimento apos 48h, seguido de uma posterior queda
apos 72h e se estendendo até 96h sendo que, seus valores quando comparados ao controle sdo
bem inferiores. Porém convergimos no sentido que a 1 pM nos tempos de 24h a 72h, o
LDE/PTX demonstrou maior quantidade de células viaveis do que o PTX.

Este resultado foi diferente do observado em nossos experimentos, ja que como citado
anteriormente, nesta concentracdo em especifico a atuagao de PTX ¢ LDE/PTX sobre o indice
de células vidveis foi pequena e até mesmo com valores proximos ao controle para PTX e
maiores para LDE/PTX. Dito isto, podemos expressar alguns possiveis fatores para estas
diferencas tais como, o tipo celular utilizado, em nosso caso utilizamos a linhagem C6 de
glioblastoma de rato, enquanto que SPATTI (2016) utilizou GL261 que se trata de
glioblastoma murino, além disso o meio de cultivo utilizado para nossas células foi o DMEM
enquanto que o seu foi o R10, além da quantidade de células incubadas que em seu caso ficou
em torno de 10°, enquanto utilizamos para nossos ensaios 10° de células, e o fator mais
relevante que foi o método utilizado, no qual para suas analises foi utilizado o método do azul
de tripan enquanto utilizamos o kit ApoTox-Glo™ Triplex Assay da Promega.

Em termos de citotoxicidade, analisando os dados expressos na figura 12 e na tabela 4
determinamos que o PTX no tempo de exposicdo de 24h, em todas as concentracdes
observadas teve influéncia significante principalmente para a concentragdao de 10 uM, em
seguida se estabilizando nos tempos seguintes de 48h e 72h e se aproximando do controle, o
que corrobora com o que foi observado em nosso ensaio de viabilidade. Nos trés tempos de
tratamento apresentados, PTX foi menos citotdéxico quando comparado ao LDE/PTX na
concentracdo de 10 uM. PTX 1 uM por sua vez, apresentou maior citotoxicidade em relacao
ao controle nas primeiras 24h de exposi¢dao e menor citotoxicidade quando comparado ao
controle nos tempos de 48h e 72h, sendo estatisticamente semelhante a concentracdo de 10
uM nos tempos descritos.

A partir de 48h apesar de o LDE/PTX demonstrar maior citotoxicidade quando
comparada ao PTX, ainda assim, seus valores se mantém proximos aos do controle, sendo

estatisticamente considerados semelhantes. Nas concentragdes menores de 0,1 uM e 0,01 uM
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observamos que o PTX continua atuando sendo ligeiramente mais citotoxico do que o
LDE/PTX no intervalo de 24h, e que depois entre 48h e 72h, ambos se estabilizam, com
valores aproximados do controle.

Nesse sentido, nossos resultados de citotoxicidade sao proximos ao de SPATTI (2016)
para a concentragdo de 10 uM, o qual demonstram também que o conjugado de LDE/PTX ¢
mais citotoxico do que o PTX, porém nas demais concentragdes apresentaram resultados
similares em termos de citotoxicidade. Diferencas entre as linhagens celulares utilizadas,
podem justificar as variacdes nas observagdes experimentais.

Em relacdo ao processo de morte celular induzido por apoptose, visualizamos que para
os trés tempos de exposi¢do do PTX a 10 uM houve um elevado nimero de células entrando
em apoptose tanto quando comparada ao controle quanto em relacdo ao tratamento com
LDE/PTX e que inclusive no caso da droga conjugada com a nanoemulsdo citada, houve uma
maior recuperagdo das células no tempo de 48h e principalmente no de 72h, o que indicaria
fortemente que enquanto PTX continua a ser extremamente toéxico em todos os tempos
observados, promovendo a rapida morte celular, o LDE/PTX por outro lado apesar de também
promover um processo de morte celular consideravel, com o passar do tempo este se
estabiliza e d& espago para que as células que continuaram viaveis no microambiente se
proliferem novamente. Ja no caso da concentragdo de 1 uM o LDE/PTX ¢é quem atua mais
sobre as cé€lulas promovendo a apoptose nas primeiras 24h, porém novamente verificamos
esse processo de estabilizacdo, onde o percentual de células entrando em apoptose se
aproxima dos valores de PTX e do controle, processo semelhante ocorrendo para as demais
concentragoes.

Neste estudo como parte do mecanismo de atuacdo do kit ApoTox-Glo™ Triplex
Assay da Promega, um substrato peptidico fluorogénico, impermeavel as células (substrato
bis-AAF-R110) ¢ usado simultaneamente para medir a atividade de protease de células mortas
que foi liberada de células que perderam a integridade da membrana. Isso resulta em medidas
raciométricas e inversamente correlacionadas de viabilidade celular e citotoxicidade. A
propor¢ao de células vidveis para células mortas ¢ independente do niimero de células e,
portanto, pode ser usada para normalizar os dados (PROMEGA BIOTECNOLOGIA DO
BRASIL, 2020). Processos de proliferagdo celular desregulada e morte celular por apoptose
suprimida constituem suporte para a progressao neoplasica, comum a todos os tipos de cancer
e ambos devem ser explorados para que se obtenha maiores conhecimentos sobre a

terapéutica dos canceres (BERTRAM, 2001; EVAN & VOUSDEN, 2001).
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Ainda ha muito o que ser estudado para que se conhega profundamente ndo s os
mecanismos das vias sinalizadoras envolvidas na apoptose, mas também descoberta de novos
genes relacionados a morte celular, bem como, mecanismos intrinsecos aos diferentes
subtipos tumorais que fazem com que estes escapem aos tratamentos convencionais.
Pesquisas basicas como essa sdo extremamente necessarias, principalmente se tratando de um
tumor do SNC, com progndstico desfavoravel e ainda com uma gama muito ampla de
questdes para se abordar em termos de superar ndo sd os mecanismos intrinsecos ao
microambiente tumoral. Cada vez mais, também ha necessidade de se compreender melhor os
mecanismos de defesa do nosso proprio corpo, como o foco deste projeto que foi o de usar a
nanotecnologia para superar também uma barreira fisica imposta pela BHE. O entendimento
sobre aspectos morfoldgicos, bioquimicos, neuroldgicos e patologicos, sdo essenciais para se
ter maior conhecimento sobre o que somos capazes de agregar em termos de novas terapias

para o cancer cerebral, nesse caso em particular, o glioblastoma multiforme.
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6. CONCLUSAO

A diminui¢do da toxicidade dos farmacos associados a LDE deve-se ao fato de que ha
uma competicdo por esses receptores de LDL, apresentando uma maior afinidade com a
nanoparticula artificial do que na sua forma natural do LDL presente na circulagdo. Deste
modo a especificidade do farmaco carreado ¢ aumentada, obtendo-se assim, maior €xito ao se
deslocar para as células-alvo (MARANHAO et al., 1993; HIRATA et al., 1999; HUNGRIA et
al., 2004). A eficacia desse composto nanométrico ja foi demonstrada em estudos com grupos
de pacientes que apresentavam doenca coronaria; carcinomas do ovario; cancer de mama e em
outros tipos de carcinomas ginecologicos (ADES et al., 2001; COUTO et al., 2007; DIAS et
al., 2007; GRAZIANI et al., 2002).

Acreditamos, portanto, que os resultados demonstrados corroboram a necessidade de
fomento de mais iniciativas como esta, que tratem das vantagens e desvantagens do uso de
nanocarreadores lipidicos, que podem ser utilizadas como ferramenta ndo s para o tratamento
de tumores cerebrais como o glioblastoma, mas também para outros tipos de canceres. Para
que se transforme em aplicacao pratica na clinica e em modelos animais, € necessario que se
esgote exaustivamente ensaios que demonstrem sua seguranga, eficdcia, e vantagens in vitro

para que se possa posteriormente extrapolar para os modelos in vivo.
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