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Eu aprendi...

...que ignorar os fatos nao os altera;
Eu aprendi...

...que quando vocé planeja se nivelar com alguém, apenas esta limitando a sua
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...que para ter felicidade, ndo basta s6 querer é necessario lutar;

Eu aprendi...

...que nao posso escolher como me sinto, mas posso escolher o que fazer a
respeito;

Eu aprendi...

...que todos querem viver no topo da montanha, mas toda felicidade e
crescimento ocorrem quando vocé esta escalando-a;
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...que quanto menos tempo tenho mais coisas consigo fazer;
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...que a gente nao faz amigos, reconhece-o0s;

Eu aprendi...

...que é melhor dizer a verdade do que mentir, ser livre do que depender e até
certo ponto, saber do que ignorar.

(Adaptado de Henry Louis Mencken, Vinicius de Moraes e William
Shakespeare).
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RESUMO

No presente estudo € estabelecida uma correlacdo entre alguns tensoativos,
um derivado de ciclodextrina, oligossacarideo ciclicos originado da acao da
ciclodextrina glicosiltransferase, a B-ciclodextrina metilada e as linhagens de
cancer de ovario A 2780 e OVCAR 3, tentando abrir a possibilidade de
utiizacdo da ciclodextrina associada a medicamentos quimioterapicos
padronizados a terapia contra o cancer de ovario, que € apontado como uma
das principais causas de 0Obito entre as malignidades ginecoldgicas. O cancer
de ovario apresenta alta taxa de mortalida, além de possuir varios subtipos
histo-clinicos, a cada ano aumenta cada vez mais o numero de pacientes
diagnosticadas, assim, € indispensavel a continuidade das pesquisas
cientificas relacionadas a este tipo de cancer, visto que os conhecimentos até
entdo elaborados sédo de extrema significAncia, porém insuficientes para que
seja estabelecida uma cura. Através da viabilidade celular pelo método do
MTT, onde se utiliza o sal de tetrazol para expressar de forma quantitativa a
proliferacdo e sobrevivéncia das células e o método de BRADFORD, para
normalizagéo de dados, tenta-se estabelecer a influéncia de alguns tensoativos
e do derivado de ciclodextrina sobre e entre as linhagens de cancer de ovario.
A metil-B-ciclodextrina e os tensoativos SDS, TX100 E TW20 induziram uma
reducdo da atividade mitocondrial dose-dependente em cultura de células de
cancer de ovario da linhagem A 2780 e OVCAR 3. O derivado de ciclodextrina
demonstrou indug&o gradativa da reducdo da atividade mitocondrial para duas
das oito concentracdes testadas (0,2% e 0,4%) com viabilidade celular proxima
a 60% na linhagem A 2780. Na linhagem OVCAR 3 a metil-B-ciclodextrina
apresenta potencial citotoxico capaz de inviabilizar 25% do crescimento celular
em concentragdes superiores a 0,003125%, a viabilidade celular perante as
mesmas condi¢cdes de tratamento € menor nesta linhagem quando comparada
a linhagem A 2780. Devido as propriedades da ciclodextrinas os resultados das
analises comparativas de viabilidade celular, nas linhagens de céncer de
ovario, estes resultados apontam para possibilidades maiores em futuros
estudos, podendo a pesquisa aqui apresentada ser tomada como referéncia.

Palavras-chave: Cancer de Ovario, B-ciclodextrina, Viabilidade Celular.



ABSTRACT

This study sets up a correlation between some surfactants, a derivate of
cyclodextrin, cyclic oligosaccharide originated from the action of the
glycosyltransferase cyclodextrin, a methyllated B-cyclodextrin and the lines of
ovarian cancer A 2780 and OVCAR 3, trying to offering the possibility of using
cyclodextrin associated with standard chemotherapy drugs in therapy against
ovarian cancer, which is pointed as one of the main causes of death among
gynecological ills. Ovarian cancer is connected with high mortality rate and has
several histo-clinical subtypes, raising the number of patient diagnosed each
year, therefore there are the needy of continuing the scientific research which
this kind of cancer is related, once the knowledge developed so far are
extremely significant, yet it still is insufficient to generate a cure. Through the
cellular viability by MTT method, which uses salt of tetrazol to express
guantitatively the proliferation and survival of cells, and Bradford method for
standardization data, it attempts to establish the influence of surfactants and
some of the derivate of cyclodextrin on and between the lines of ovarian cancer.
The methyl-B-cyclodextrin and the surfactant SDS, TX100 and TW20 induced a
reduction in dose-dependent mitochondrial activity in cell cultures of ovarian
cancer line A 2780 and OVCAR 3. The cyclodextrin derivate has demonstrated
induction of gradual reduction of the mitochondrial activity of two from eight
concentrations tested (0,2% and 0,4%) with cell viability of approximately 60%
in strain A 2780. In the line OVCAR 3 the methyl-B-cyclodextrin shows potential
cytotoxic able to tamper 25% of cell growth in conditions of treatment is reduced
in this strain when compared with strain A 2780. Due to the properties of
cyclodextrins, results of comparative analyzes of cell viability, in the strains of
ovarian cancer, indicates to greater possibilities in future studies, enabling the

research presented here as a reference.

Keywords: Ovarian Cancer, B-cyclodextrin, Cell Viability.
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1. INTRODUCAO

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos originados da acédo da
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que possuem numero variavel de
moléculas de D-glicose (glicopiranoses). As CDs mais conhecidas sédo a a-
ciclodextrina, B-ciclodextrina e a y-ciclodextrina, denominadas CDs naturais.
Essas moléculas sdo usadas na industria de alimentos, cosméticos e na
agricultura, entre outras utilidades, sdo de grande serventia no
desenvolvimento e investigacdo de formulac¢des farmacéuticas, principalmente
em sistemas de liberacdo controlada de drogas, possibilidade proveniente do
complexo de inclusdo (BIWER, 2002; SINGH, 2002; ARUNKUMAR ET AL;
2005; SENRA et al., 2010).

Este estudo estabelece uma correlagdo entre um derivado de CD, a B-
ciclodextrina metilada (MeBCD), e duas linhagens de cancer de ovario (CAQV),
linhagem A 2780 e OVCAR 3, baseando-se na possibilidade de utilizacdo da
CD associada aos medicamentos quimioterapicos padronizados a terapia
contra o CAOV, de modo a propor uma adequacédo na formulagao farmacéutica
padrao que possa beneficiar os pacientes acometidos pela doenca.

Apontado como uma das principais causas de oObito entre as malignidades
ginecologicas, o CAQV é, atualmente, um desafio para ciéncia. Estima-se que
irdo surgir, aproximadamente, 200 mil novos casos de CAQOV por ano. Como o
diagnoéstico é feito, na maioria das vezes, em estagio avancado, a doenca
encontra-se agravada e com possivel metastase. Esses fatores associados a
resisténcia aos quimiotergpicos contribuem para alta taxa de mortalidade.
Especula-se que 50% dos casos evoluam para o Obito logo no primeiro ano
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010; JEMAL et al., 2011).

O diagnostico precoce aumenta, consideravelmente, as chances de cura do
cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). Contudo, as possibilidades de
diagnéstico do CAOV nas fases iniciais da doenca sdo minimas, visto a
caracteristica assintomatica da doenca nesta fase. A inexisténcia de

biomarcadores fidedignos e fatores de risco consistentes dificultam ainda mais



o diagnostico do CAQOV . Entretanto, a taxa de incidéncia do CAOV esta
concentrada nas mulheres com idade avancada, fato esse, responsavel pela
menor possibilidade de recuperagdo das pacientes acometidas pela doenca
(Aebi e CASTIGLIONE, 2008; JEMAL et al., 2009).

E observado um aumento do numero de idosos na populacdo mundial
concomitante ao desenvolvimento dos paises e a melhoria na qualidade de
vida de seus habitantes. Assim, € plausivel esperar que haja um aumento
impactante no nimero total de casos de neoplasias malignas, entre elas, o
CAOV que, atualmente, configura-se como um dos casos de grande
importancia para a saude publica mundial e tende a assumir maior significancia
com o passar dos anos (JEMAL et al., 2009; JEMAL et al., 2011).

O tratamento para o CAQV é dividido em farmacoldgico e cirlrgico. A terapia
com base farmacolégica estd padronizada na combinacdo de um derivado de
platina (medicamentos mais antigos como carboplatina ou cisplatina) e um
taxano (medicamentos mais novos como o paclitaxel), administrados em ciclos
e intervalos (AEBI; CASTIGLIONE, 2008). Entretanto, as células tumorais
podem se tornar resistentes aos farmacos, o que acaba por impossibilitar a
continuidade do tratamento de primeira linha, direcionando a utilizacdo de
combinagdes com outros quimioterapicos, porém o resultado pode ndo ser
sustentavel e a substituicdo dos medicamentos procede apenas para minimizar
0s sintomas, promovendo o conforto da paciente e um pequeno aumento na
taxa de sobrevida (SHERMAN-BAUST et al.,, 2003). J4 a terapia cirurgica
relacionada ao estagio do CAOV é de grande importancia na determinacdo da
conduta terapéutica (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). Este tratamento envolve
histerectomia abdominal total, salpingo-oforectomia bilateral, em alguns casos
salpingo-oforectomia unilateral, omentectomia, e biopsias peritoneais (LIMA;
GIRAO; CARVALHO, 1999).

Desta forma, pesquisas cientificas que venham por contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos da doenca, métodos para diagndstico
precoce, biomarcadores, novos farmacos e formulacdes mais eficazes, sdo de

fundamental importancia para o desenvolvimento das ferramentas de combate



e prevencdo ao CAOQOV, devendo ser incentivadas, tendo em vista que as
perspectivas futuras, apresentadas através de dados epidemioldgicos,
confirmam que esta doenca acometer ainda mais mulheres, aumentando ainda

mais o numero de 6bitos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE OVARIO (CAOV)

Com melhores condicbes de qualidade de vida promovida pelo crescente
desenvolvimento, as taxas de natalidade e a expectativa de vida tém
aumentado, juntamente com o crescimento populacional e o envelhecimento
estdo aumentando as enfermidades, parte delas relacionadas a genética e
parte aos habitos de vida, o cancer € uma das enfermidades que se enquadra
dentre as duas. O nimero de pessoas com cancer tem aumentado ano apos
ano e este pode ser caracterizado como uma das principais causas de morte
em todo mundo. Nos paises desenvolvidos, o cancer € classificado como a
principal causa de morte, ja nos paises em desenvolvimento esta em segundo
lugar, esses valores podem estar relacionados as condigcbes comportamentais.
Embora as taxas de incidéncia de cancer em paises em desenvolvimento
sejam metade dos observados em paises desenvolvidos em ambos 0S sexos,
as taxas de mortalidade de cancer em geral sdo semelhantes, a questéo pode
ser pertinente ao diagnéstico tardio e acesso limitado a tratamento oportuno e
padronizado (JEMAL et al., 2011). Essa enfermidade mata milhdes por todo o
mundo, indiferente, no Brasil a mortalidade é alta e tende a aumentar com o0s
anos (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — Taxa percentual de mortalidade por cancer no Brasil entre 2000-2007 (Adaptado
de http://mortalidade.inca.gov.br/Mortalidade/prepararModelo00.action).

Parte significativa do niumero de pessoas com cancer poderia ser evitado
através da aplicacdo de sistemas de deteccdo precoce e tratamento, bem
como através de campanhas de saude publica e uma ingestdo alimentar
saudavel, onde os profissionais da area de saude, com apoio de uma politica
publica bem formulada, podem desempenhar papel ativo de aplicagdo dessas
intervengdes a nivel mundial (JEMAL et al., 2011). A cada dia, a medicina tem
avancado e quebrado barreiras, porém a cura para o cancer ainda configura-se

como um de seus desafios mais promissores.

Dentre os vario tipos de canceres que atingem as mulheres, o cancer de ovario
(CAOV) corresponde a apenas 3% dos cénceres diagnosticados, porém com
uma baixa taxa de sobrevivéncia é a quinta principal causa de morte por cancer
entre mulheres. A alta taxa de mortalida se deve ao fato de que, quando
diagnosticadas, a maioria das pacientes (62%) apresentam a doenca em
metéstase. Além disso, esse cancer possui varios subtipos histo-clinicos e seu



desenvolvimento pode ser de diversas formas, o0 que evidéncia alta
heterogeneidade (LANDEN et al., 2008; LEVANON et al., 2008).

A carcinogénese ovariana baseia-se na hipétese de que incessantes ciclos
ovulatorios levam a exposicdo do epitélio a um ambiente rico em estrogénio
favorecendo, a longo prazo, a proliferagdo celular, formagdo de cisto de
inclusdo e, possivelmente, a transformacdo maligna. Assim, a ruptura continua
do epitélio superficial do ovario na ovulacdo e a consequente proliferacéo
reparativa torna a células suscetiveis a danos genéticos e transformacao
maligna. As células normais do epitélio, assim como as células dos carcinomas
de ovario, secretam e possuem receptores para hormdénios, fatores de
crescimento e citocinas. Tais fatores sdo candidatos para regulacdo da
fisiologia normal do epitélio e da transformacédo e progressédo de canceres de
ovario. Em particular, as alteragbes do horménio, a producdo do fator de
crescimento e expressdo do receptor sS40 comuns em tumores ovarianos
(PIKE, 2004; LANDEN et al., 2008; LEVANON et al., 2008).

Como resultado dos processos de mutagdo, sileciamento e exclusdo, os
canceres epiteliais de ovario apresentam um elevado grau de heterogeneidade
genética. A quimioterapia, radioterapia e a cirurgia configuram-se como
principais métodos de tratamento para o CAOV (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2008), e as alteracdes na expressao génica, através de mutacao, o
regulamento epigenético, ou eventos de splicing diferencial, a progressao, a
resposta as drogas e a sobrevivéncia do paciente tornam a identificacdo do
subtipo de tumor e de sua origem genética essencial para melhor eficacia da
terapia (KURMAN, 2008; KOBEL et al., 2008).

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CAOV

Os dados epidemiolégicos demonstram que a taxa de mortalidade mundial de
CAOQV alcancou numeros alarmantes num representativo percentual maior que
50%, havendo prevaléncia de 6bitos nos paises em desenvolvimento, o que é
justificado pelo maior identificacdo de novos casos. O numero de novos casos

ja ultrapassa os 200.000 (FIGURA 2), superando as expectativas, esses dados



corroboram com a afirmacdo de que o CAOV podera ser indicado no futuro
como uma das grandes causas de morte entre as mulheres (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2010; JEMAL et al., 2011).

Apenas 10% dos CAOV sdo relacionados a heranca familiar, o restante é
classificado como de origem esporédica, porém, o historico familiar é um
importante fator de risco estabelecido para o desenvolvimento de neoplasias e
nao deve ser descartado. Foi verificado que as mulheres contendo os genes
com mutacdo BRCA1/BRCA2 acabam desenvolvendo CAOV mais cedo,
guando correlacionado aos casos esporadicos (LUX; FASCHING; BECKMANN,
2006). A presenca desses genes é uma informac¢do muito valiosa, visto que
nao existem confirmacdes quanto a fatores de pré-dsiposicdo ao CAQV,
tampouco fatores protetores. E observado que nuliparidade, menarca precoce,
menopausa tardia, histérico de infertilidade, idade avancada e etnia caucasiana
estdo associadas ao aparecimento de CAOV sendo relacionados como
possiveis fatores de risco, jA multiparidade e uso prolongado de contraceptivos
orais como possiveis fatores protetores (LUX; FASCHING; BECKMANN, 2006;
TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

OVCA OVCA
Estimativa de Movos Casos Taxa de Mortalidade

FIGURA 2 — Epidemiologia do CAOV quanto a estimativa de novos casos e a taxa de
mortalidade no mundo, subdividido entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(Adaptado de JEMAL et al., 2011).



No CAOV héa prevaléncia dos casos esporadicos, o que, agregado as
incertezas acerca dos fatores de protecdo ou predisposicdo a doenca e a
inexisténcia de sintomas especificos nas fases iniciais, agravam ainda mais o
cenario em torno das malignidades ovarianas. O sinal mais comum do CAOV é
o alargamento do abdbmen, ocasionado pelo acumulo de liquido e
caracterizando, muitas vezes, quadros de ascites que acompanham a
progressdo da doenca em seus estadiamentos mais avangados (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2008). O diagnostico tardio deve-se, principalmente, a
auséncia de sintomas especificos. Aproximadamente 70% dos casos s&o
diagnosticados em estdgio avancado tornando o CAOV o céancer ginecologico
de maior letalidade (JACOBS; MENON, 2004; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2008).

2.1.2 CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DO CAOV

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica os canceres de ovario com
base no local de origem da neoplasia e em sua apresentacdo morfolégica em
seis grupos de neoplasias ovarianas: tumores epiteliais-estromais, tumores dos
corddes sexuais-estroma, tumores de células germinativas, tumores mistos de
células germinativas e corddes sexuais-estroma, tumores de rete ovarii e
tumores de origem indeterminada (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

Aproximadamente 90% dos cénceres de ovéario sdo derivados do epitélio
superficial unicelular (LANDEN et al., 2008; LEVANON et al., 2008). Acredita-
se que o epitélio ovariano, quando se transforma em um fendtipo maligno,
morfologicamente, possa ser diferenciado em varios subtipos de carcinoma,
tendo origem no mesotélio de revestimento ovariano ou a partir dos cistos de
inclusdo, que sao formados através do processo de invaginacdo do mesotélio
no estroma. Os tumores epiteliais, ou tumores epiteliais-estromais, devido a
presenca do estroma subjacente no tumor (LIMA; GIRAO; CARVALHO, 1999),
sdo as neoplasias de ovario mais comuns, sendo subclassificados de acordo
com o tipo de diferenciagcdo do componente epitelial, dividindo-se em serosos,
mucinosos, endometridides, células claras, células transicionais, células
escamosas, mistos e indiferenciados (AUERSPERG et al., 2001; CANNISTRA,



2004; JEMAL et al., 2009). Também sao classificados em tipo | e tipo Il, onde
tipo | sdo tumores de borderline benignos com gendétipos relativamente estavel,
enquanto o tipo Il inclui tumores agressivos e tumores de alto grau
geneticamente instaveis e apresentam substanciais alteracbes genéticas
(KURMAN, 2008; KOBEL et al., 2008) e de acordo com a apresentacdo
macroscopica (cistos, papilas e predominio estromal), essas caracteristicas
configuram o CAOV como um grade desafio a medicina (LIMA; GIRAO;
CARVALHO, 1999; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

Analisando os tumores ovarianos de origem epitelial-estromal (FIGURA 3),
tumores ovarianos serosos sao mais frequentes na forma de cistos e com
arquitetura papilar (CARVALHO, 2002), formados por células similares as de
revestimento tubario, em suas formas bem-diferenciadas (TAVASSOLI;
DEVILEE, 2003). Tumores mucinosos sao ordinariamente grandes, cisticos, uni
ou multiloculares (LIMA; GIRAO; CARVALHO, 1999; TAVASSOLI; DEVILEE,
2003) constituidos por epitélio mucossecretor, similar ao endocervical ou
intestinal. Tumores endometrioides apresentam células de diferenciacéo similar
as do endométrio normal e detém grande participacdo estromal. Os tumores de
células claras sdo comumente encontrados na forma de carcinomas e poucas
vezes na forma de tumores benignos e borderline, dispostas em arranjos
sélidos, tubulares, cisticos ou papiliferos (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003), sendo
formados por células de citoplasma claro com grande quantidade de glicogénio
(LIMA; GIRAO; CARVALHO, 1999).

Dentro da classe de tumores epiteliais-estromais ha ainda tumores
indiferenciados que sao malignos, ndo apresentam diferenciacdo ou somente
pequenos focos de diferenciacdo, tumores de células transicionais
caracterizam-se por possuirem células semelhantes as de revestimento da
bexiga, tumores de células escamosas compostos por células epiteliais
escamosas e 0s tumores epiteliais mistos constituidos por mais de um tipo
histolégico e os (LIMA; GIRAO; CARVALHO, 1999; TAVASSOLI; DEVILEE,
2003). Do ponto de vista quantitativo os tipos histologicos de CAOVs que mais
se destacam sdo os tumores serosos (40-50%), endometridide (20-25%),
mucinosos (5-10%) e de células claras (5-10%) (CARVALHO, 2002).
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FIGURA 3 — Tipos histolégicos de CAOV. A- Adenocarcinoma seroso. B- Adenocarcinoma
mucinoso. C- Adenocarcinoma endometridide. D- Adenocarcinoma de células claras.
Coloracao por hematoxilina e eosina (Adaptado de KARST; DRAPKIN, 2010).

Na maioria das vezes 0s canceres epiteliais progridem de adenomas para
células de adenocarcinoma e metastase, porém suspeitas indicam que a
origem dos subtipos individuais podem variar, havendo uma maior contribuicao
das trompas de Falopio e do endométrio para canceres mais agressivos
(VOGELSTEIN; KINZLER, 1993; KARST; DRAPKIN, 2010). A célula de origem
e a histologia do cancer de ovario possuem importancia clinica, tanto na
prevencdo quanto no tratamento clinico, porém ainda existem controversas
(BOYD, 2008; LANDEN et al., 2008; LEVANON et al., 2008; KURMAN; SHIH,
2010).

Anteriormente, era aceito que as mutagdes que geravam malignidade vinham a
ocorrer no mesotélio pélvico que recobre o ovario e nas linhas de inclusao
epitelial de cistos ovarianos (LANDEN et al., 2008; AUERSPERG et al., 2001).
As células de superficie epitelial do ovario (OSE) eram, através de argumentos
de evidéncia histopatoldgica (SCULLY, 1995; OKAMURA; KATABUCHI, 2004),



modelos experimentais (FLESKEN-NIKITIN et al., 2003; HAKIM et al., 2009) e
histéria de desenvolvimento (AUERSPERG et al., 2001) combinado com a alta
expressdo de genes de manutencdo de células-tronco (BOWEN, 2009),
sugeridas como fornecedoras multipotenciais para a diversidade fenotipica
entre os carcinomas de ovario, porém Lee et al. propuseram que a fimbria da
trompa de Falépio pode ser a origem de carcinoma de células serosas “Tipo II”
provenientes de amplificacado de células epiteliais secretoras (LEE et al., 2007).
Os carcinomas de ovario serosos sdo 0s mais comuns e mais letais de todas
as neoplasias epiteliais de ovario. Esses surgem na fimbria das trompas de
falopio e sofrem metastase de la para células de superficie do ovario (PIEK et
al., 2001; LEVANON et al., 2008 ).

A visdo predominante nesta controvérsia é que, com a possivel excecao de
carcinoma de células de ovéario endometrial e de células claras resultantes da
endometriose do ovario, o cancer epitelial pode surgir tanto na OSE ou no
epitélio da fimbria originado subtipos especificos preferenciaias, em cada,
embora ainda ndo esteja claro por que estes sitios de partes diferentes do
O0rgdo sdo suscetiveis a transformacdo neoplasica e devem dar origem a
carcinomas serosos considerados, dentre os carcinomas de origem epitelial-
estromal, como os mais comuns (CARVALHO, 2002; VANG, 2009).

2.1.3 TRATAMENTOS TERAPEUTICOS CONTRA O CAQV

A guimioterapia padronizada, ou de primeira linha, para o CAOV, constitui-se
da combinacdo de um derivado de platina (carboplatina ou cisplatina) e um
taxano, o paclitaxel (FIGURA 4), administrados em 6 ciclos com intervalos de 3
semanas (AEBI; CASTIGLIONE, 2008). Essas combinacdes apresentam
eficacia comparavel, porém, quando utilizado paclitaxel com carboplatina, tem-
se observado melhor tolerabilidade e menores frequéncias de efeitos adversos,
melhorando a qualidade de vida das pacientes (DU BOIS et al., 2003).
Entretanto, nos dois casos h& possibilidades das células tumorais adquirirem
fendtipo de resisténcia cruzada para os farmacos (SHERMAN-BAUST et al.,
2003).
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FIGURA 4 — Estrutura molecular das drogas de primeira linha utilizadas contra o CAOV,
carboplatina, cisplatina e taxol (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).

Os casos tratados com terapia combinada com platina sao divididos em dois
grupos: refratarios/resistentes a platina e sensiveis a platina. Os primeiros sdo
caracterizados por ndo apresentarem resposta ao primeiro tratamento com
platina ou por apresentarem progressao da doenca em menos de 6 meses do
fim do tratamento quimioterapico primario. JA os segundo grupo compreende
aos casos que apresentam resposta, ainda que parcial, ao tratamento, e
permanecem livres da doenca por um intervalo de, no minimo, 6 meses apos o
fim da quimioterapia (LIN; CHANGCHIEN, 2007).

Apenas 30% das pacientes tratadas com cirurgia e quimioterapia nao
apresentam recorréncia da doenca (OZOLS et al., 2003; PFISTERER et al.,
2006). Alem disso, estima-se que, dos casos diagnosticados em estagio
avancado haja ainda possibilidades das pacientes serem resistentes a
quimioterapia baseada em platina e taxanos (Mc GUIRE et al., 1996) ou
mesmo desenvolverem resisténcia ao longo do tratamento (JAZAERI et al.,
2005). Quando ha desenvolvimento de resisténcia ao tratamento de primeira
linha, a quimioterapia é feita com agentes de segunda ou terceira linhas, na
tentativa de adiar a progressédo tumoral aliviando os sintomas de modo a
prolongar a sobrevida da paciente, mantendo a qualidade de vida. Em tumores

relapsos, onde inicialmente eram sensiveis a platina, além do tratamento com



drogas de segunda e terceira linhas, é possivel tentar regimes poli-terapéuticos
baseados em platina e agentes citostaticos, de forma a alcancar maior eficacia
e melhor resultado clinico (AEBI; CASTIGLIONE, 2008).

A doxorrubicina lipossomal peguilada (DLP), antibidtico citostatico que se
intercala no DNA e diferente da formulagdo convencional, apresenta meia-vida
plasmatica longa, assim como taxa de resposta de aproximadamente 21% em
pacientes refratarias a platina, porém a média de sobrevida das pacientes livre
de progressdo do CAOV foi de apenas 23 semanas, podendo chegar a menos
de 4 semanas em alguns casos (KATSUMATA et al., 2008; GORUMLU et al.,
2008). Essas caracteristicas apresentadas possibilitam que pacientes com
CAQV refratarios/resistentes a platina denotam aplicabilidade imediata da DLP
em pacientes com relapso de CAOV (LIN; CHANGCHIEN, 2007). O topotecan
€ outro quimioterapico que se apresenta com viabilidade em pacientes com
CAQV pré-tratadas com regimes quimioterapicos convencionais (BODNAR et
al., 2008).

Algumas alternativas para o tratamento do CAOV refratario/resistente a platina
sdo o0 docetaxel, molécula similar ao paclitaxel, um inibidor da
despolimerizacdo dos microtubulose, e a gemcitabina, um inibidor da sintese
do DNA (BERKENBLIT et al.,, 2004; MUTCH et al., 2007). Ainda para o
tratamento das pacientes com CAOV resistente/refratario, aos demais regimes
terapéuticos ja estabelecidos na clinica oncolégica ovariana existe o
bevacizumab, anticorpo monoclonal humanizado que bloqueia a secrecédo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pelas células tumorais e o
TLK286, um analogo da enzima glutationa S transferase isoforma P1-1 (AEBI;
CASTIGLIONE, 2008; KAVANAGH et al., 2005).

A busca de novas combinac¢des que permitam melhorar a resposta aos regimes
quimioterapéuticos atuais devem ser constantes, assim como as pesquisas
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, visto que o CAOV
apresenta alta taxa de mortalidade, que reflete em baixas taxas de sobrevida.
Assim, pesquisas que venham a esclarecer questbes relacionadas ao CAOV

quanto a terapia, a identificacdo de alvos terapéuticos, as bases moleculares



da tumorogénese, ao diagndstico precoce e ao desenvolvimento da doenca

ovariana sao de grande importancia e devem ser incentivados.

2.1.4 TRATAMENTO CIRURGICO CONTRA O CAQV

Incontestavelmente, a cirurgia € um método pertinente ao estagio do CAOV
(TABELA 1) que é estimado através da laparotomia explorativa, de acordo com
0s critérios estabelecidos pela International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO), além disso, o estagio do tumor pode ser considerado como
um dos aspectos terminantes na determinacdo da conduta terapéutica
(TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

O tratamento cirargico contra CAOV envolve histerectomia abdominal total,
salpingo-oforectomia bilateral, omentectomia e bidpsias peritoneais. Através da
cirurgia € possivel determinar o estagio correto da doenca, além de condicionar
a extensdo do tratamento cirdrgico. Nos tumores bem diferenciados de
estadios la e Ib, a anexectomia bilateral e histerectomia s&o suficientes. Ha
ainda possibilidade de realizacdo de cirurgias conservadoras em pacientes
jovens, com a finalidade de manter a funcdo enddcrina e reprodutiva. A
salpingo-oforectomia unilateral também € considerada uma opcao (LIMA;
GIRAO; CARVALHO, 1999).

la - tumor limitado a um ovario; auséncia de tumor na face
externa da capsula; capsula intacta; auséncia de células
malignas no liquido ascitico ou lavadoperitoneal

Ib - tumor em ambos o0s ovarios com as mesmas
Estagio | - tumor limitado a um | caracteristicas de la
ou ambos o0s ovarios
Ic - tumor em um ou ambos 0s ovarios com extensdo na
face externa da capsula e/ou capsula rota e/ou células

malignas no liquido ascitico ou no lavado peritoneal

lla - extensdo ao Utero e/ou tuba uterina

IIb - extenséo a outros tecidos pélvicos

Estagio Il - tumor em um ou

ambos o0s ovarios e com |llc - tumor como nos estadios Ila ou llb, mas com
extensdo para estruturas extensdo na superficie externa da capsula e/ou cépsula
pélvicas rota e/ou células malignas no liquido ascitico ou no lavado

peritoneal




llla - tumor clinicamente limitado a pelve verdadeira, com
linfonodos  retroperitoneais  negativos mas com
Estagio Il - tumor em um ou | metastases microscopicas no peritbneo

ambos os ovarios, com extensdo
micro ou macroscépica para | lllb - tumor em um ou ambos os ovarios com implantes na
Orgaos abdominais extrapélvicos | superficie do peritbénio, que ndo excedem 2 cm; linfonodos
negativos

llic - implantes peritoneais com mais de 2 cm de diametro
e/ou linfonodos retroperitoneais ou inguinais positivos

Estagio IV - Tumor em um ou ambos 0s ovarios e metastases distantes; efuséo pleural com
citologia positiva para malignidade. A metastase em parénquima do figado iguala estadio IV

TABELA 1 — Estagios das Neoplasias Malignas de Ovario (Adaptado de TAVASSOLI;
DEVILEE, 2003).

Nos casos onde o0s tumores apresentam-se nos estagios I, Ill e IV é
recomendada a retirada de ambos os ovarios e do Utero e, posteriormente,
deve ser realizada a citorreducao, objetivando a excisdo de todo o tumor e
metastases (LIMA; GIRAO; CARVALHO, 1999). A citorreducdo pode ser
classificada de duas formas: Otima, quando o diametro tumoral residual é
inferior a 2 cm, e subo6tima, quando € maior que 2 cm (CARVALHO, 2002). O
volume tumoral residual é inversamente proporcional & obtengcdo de sucesso
na terapia complementar, que pode ser radio ou quimioterapia, além de este
ser considerado fator progndéstico de importancia (LIMA; GIRAO; CARVALHO,
1999).

Mesmo que suscetivel a intervengdo cirdrgica, inicialmente responsiva a
quimioterapia e a radioterapia, o0 CAOV ainda € um definido como uma
parabola terapéutica. A doenca se apresenta sem sinais e sintomas especificos
e com alta agressividade, comprometendo a sobrevida das pacientes. Embora
haja grandes avancos no tratamento oncolégico, fruto de inimeras pesquisas,
a sobrevida das pacientes acometidas pelo CAOV ainda se mantém em torno
de 4 anos (PFISTERER et al., 2006), em parte devido ao diagndstico tardio ou
em estagio avancado. Quando o prognéstico da doengca € ameacador e
associado as elevadas taxas de mortalidade. Menos de 20% dos casos sdo
diagnosticados no estagio I, quando o tumor €, ainda, localizado e restrito ao
ovario. A taxa de sobrevivéncia chega perto dos 5 anos, porém quando

diagnosticado nos estagios IlI/IV, marcado por metastases disseminadas pelo




organismo da paciente, essa taxa cai bruscamente (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2008). Assim, é indispensavel a continuidade das pesquisas
cientificas relacionadas ao CAOV, visto que 0s conhecimentos até entédo
elaborados sdo de extrema significancia, porém insuficientes para que seja

estabelecida uma cura.

2.2 CICLODEXTRINA (CD)

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos provenientes da acao da
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), enzima extracelular com fraca
atividade de hidrdlise que atua sobre o amido e substancias por meio da
ciclizacdo, reacao de transglicosilagdo intramolecular, promovendo a unido de
unidades de glicopiranoses por ligacbes a-(1,4) produzindo diferentes CDs
naturais. O numero variavel de moléculas de D-glicose (glicopiranoses)
determina o tipo de ciclodextrina produzida (FIGURA 5). Com minimo de seis
unidades de glicose, as CDs mais conhecidas sédo a a-ciclodextrina, com seis
unidades, a B-ciclodextrina, com sete unidades e a y-ciclodextrina com oito
unidades. As B-ciclodextrinas manifestam caracteristicas relativamente
peculiares de trocar agua com o ambiente, pois agem de forma rapida e com
extrema eficiéncia (BRETILLON, 1983; SZEJTLI, 1994; VEIGA, 1996; BIWER,
2002; SINGH, 2002; ARUNKUMAR ET AL; 2005; SENRA et al., 2010).

FIGURA 5 — Estrutura molecular padréo das ciclodextrinas; Em destaque (verde) a unidade de
glicopiranose (D-glicose), os derivados o, B e y-CD s&o definidos por n = 6, 7 e 8
respectivamente (Adaptado de BRETILLON, 1983; WOUESSIDJEWE et al., 1996).



Esses oligossacarideos foram descobertos no final do século XIX. As
moléculas originadas da degradacdo do amido foram inicialmente isoladas por
Villiers em 1891 e posteriormente classificadas como oligossacarideos ciclicos,
por Frank Schardinger, em 1904, que também descreveu alguns processos
para sua obtencdo, porém apenas em 1938 Freudeberg demonstrou que as
ciclodextrinas eram formadas de acordo com fatores estereoquimicos por, no
minimo, seis unidades de glicopiranoses interligadas a assim classificadas
como alfa, beta e gama ciclodextrinas (FIGURA 6). As CDs com mais de 8
unidades ndo apresentavam grande interesse (SCHARDINGER, 1911;
DUCHENE, 1984; SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al., 1995).
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FIGURA 6 — Estrutura molecular das ciclodextrinas naturais, a-CD = alfa ciclodextrina; -CD =
beta ciclodextrina; y-CD = gama ciclodextrina (Adaptado de BRETILLON, 1983;
WOUESSIDJEWE et al., 1996; VIEIRA, 1999).

Moléculas de CDs naturais apresentam caracteristica cristalina, higroscopica,

homogénea com interior hidrofébico e exterior hidrofilico, a estrutura € proxima



de um tronco cénico. O arranjo estrutural se deve a posicéo das ligacées entre
as hidroxilas secundarias realizadas entre C-2 e C-3 formando a base mais
larga e as ligagBes das hidroxilas primarias em C-6 que originam a parte
estreita. A presenca de cavidade interna € uma das propriedades mais
importantes dessas moléculas (FIGURA 7), esse alvéolo possui natureza
relativamente apolar e pode ser usado para a formacao de complexos de
inclusdo com uma gama de moléculas organicas e inorganicas sem que haja o
estabelecimento de ligagcdes covalentes, quer no estado solido ou liquido,
atuando assim como moléculas hospedeiras (BENDER, 1978; VEIGA, 1996;
SINGH, 2002).

FIGURA 7 — Representacao tridimensional da estrutura tronca conica das ciclodextrinas com
caracteristicas definidas pelo arranjo das unidades de glicose apresenta parte externa
hidrofilica e parte interna hidrofébica (Adaptado de BRETILLON, 1983; WOUESSIDJEWE et
al., 1996).

7

A obtencdo de Ciclodextrinas naturais € realizada através do cultivo de
microrganismos produtores de CGTase, entre eles temos a Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Thermoanaerobacterium, Bacillus megaterium,
Bacillus firmus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus lentus e os mais usados
que sado Bacillus macerans e Bacillus circulans. Apés a producédo da enzima,
esta sera purificada e utilizada para degradar o amido em mistura de dextrinas,
havendo a formac&o das ciclodextrinas que posteriormente serdo separadas,
purificadas e cristalizadas de acordo com suas diferentes propriedades fisico-
quimicas, caracterizada pela variacdo de unidades de D-glicose (TABELA 2).

Em geral, as CDs naturais séo altamente sollUveis em dimetilsulféxido e pouco



sollveis em solventes como etanol, propanol e acetona (BRETILLON, 1983;
SICARD, 1987; BIWER, 2002;).

TABELA 2 — Caracteristicas das ciclodextrinas (CD) naturais

ug CD MM So 25°C DC (nm) pK 4 Formato dos
(g/100ml ™) Cristais
6 A 972 14,50 0,47-0,52 12,332 Laminas Hexagonais

7 B 1135 1,85 0,60-0,64 12,202 Paralelogramas
Monoclinicos
8 Y 1297 23,30 0,75-0,83 12,081 Prismas Quadraticos

Propriedades fisico-quimicas de ciclodextrinas naturais. u.g = unidades de glicose; CD =

ciclodextrina; So = solubilidade em agua; DC = didmetro da cavidade (Adaptado de BENDER,
1978; SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al., 1995).

As CDs naturais sdo de grande serventia no desenvolvimento e investigacao
de formulagbes farmacéuticas, principalmente em sistemas de liberagéo
controlada de drogas, possibilidade proveniente do complexo de incluséo
(SENRA et al., 2010). Essas moléculas também sdo usadas na industria de
alimentos, cosmeéticos e na agricultura como estabilizadoras de substancias
volateis e instaveis, solubilizacdo de compostos insollveis em agua,
mobilizacdo de compostos toxicos para protecdo ambiental, entre outras
utilidades. Todavia existem algumas limitacbes associadas, como a baixa
solubilidade em solventes organicos, inadequacdes quanto ao transporte de
farmacos (relacionadas ao tamanho da molécula e as intera¢cdes quimicas),
toxicidade nas preparacdes parenterais (formulagbes mais complexas que
exigem maiores cuidados quanto a composicdo e aplicacdo) ou mesmo a
solubilidade em &gua (insuficiente a preparacdo) e as caracteristicas
superficiais. Com objetivo de suprir esses percalgos, foram feitas alteracoes
quimicas como a introducdo de substituintes nas hidroxilas disponiveis,
obtendo-se varios tipos de derivados de maneira a expandir as propriedades

fisico-quimicas e a capacidade de formacdo de complexos de inclusédo



(UEKAMA, 1987; VEIGA, 1996; DEL VALLE, 2004; SZENTE, 2004; SZERMAN,
2006; LOFTSSON, 2007).

2.2.1 CICLODEXTRINAS DERIVADAS

As modifica¢cdes nas CDs naturais podem ser realizadas através de sintese
quimica ou seguindo a via enzimatica, ocorrendo por meio de substituicdo
regiosselectiva, polimerizacdo e reacdes de condensacdo, sendo possivel
inserir grupos metila, etila (alquilicos), carboximetila, hidroxietila, hidroxipropila
e também sacarideos. Entre os derivados de ciclodextrinas encontram-se as
metilciclodextrinas  (MeCD), hidroxipropilciclodextrina (HPCD) e as
hidroxietilciclodextrinas (OHEtCD). Essas novas moléculas séao classificadas
em hidrofilicos, hidrofébicos e ionizaveis (DUCHENE, 1984; UEKAMA, 1990;
VEIGA, 1996; WOUESSIDJEWE, 1996; MATSUDA, 1999). Na Figura 8 é
possivel observar os grupos mais propicios a modificagées (SIKORSKI ET AL.,
2003).

FIGURA 8 — Estrutura molecular de uma unidade de glicose com esquema de identificacdo dos
pontos mais propicios para alteragfes nas CDs, vermelho C2 , azul C3 e amarelo C6
(Adaptado de BRETILLON, 1983).

Como descrito anteriormente, a producdo de CDs derivadas veio da

necessidade de aumentar as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas



naturais para que estas pudessem ser adaptadas a diferentes hospedes ou
meios. Assim foram formulados vérios derivados das CDs naturais culminando
numa gama de utilidades que facilitou a dispersdo dessas moléculas em
diferentes setores do mercado. No setor farmacéutico e alimenticio é possivel
reduzir ou até mesmo eliminar o sabor amargo de qualquer substancia
dissolvida em solugcdo aquosa ou na saliva através da formacdo de um
complexo de inclusdo do componente amargo com uma CD apropriada
(SZEJTLI; SZENTE, 2005). Ja no setor de cosmeéticos a complexacdo de
moléculas com CDs é usada para diminuir a volatilidade de perfumes, como
também converter ingredientes liquidos para a forma sélida. As ciclodextrinas
ainda sao utilizadas no setor téxtil para formar complexos com corantes usados
no processo de tingimento (CIRELI; YURDAKUL, 2006; DEL VALLE, 2004).

As facilidades de adaptacdo dessas moléculas hospedeiras concomitante com
a introducdo dos derivados de CDs no mercado geraram uma queda nos
precos, aumentando a disponibilidade, o que contribui para um crescimento no
namero de pesquisas neste campo. Assim, a aplicacdo das CDs tem sido alvo
de inumeros trabalhos em vista as melhorias surgidas nos métodos de
producédo, recuperacgdo e purificacdo, além da grande gama de substratos para
obtencéo destes oligossacarideos ciclicos (VEIGA, 1996; SZERMAN, 2006).

2.2.2 CICLODEXTRINAS METILADAS (CDM)

As CDs metiladas sdo comumente aplicadas devido ao aumento consideravel
de sua solubilidade (TABELA 3) relacionada ao grau de metilacdo da molécula,
sendo relativamente alta quando comparadas com CDs naturais. Entre as B-
CDMs, os principais oligossacarideos sdo as dimetil-B-CD e trimetil-3-CD
(DIMEB e TRIMEB), também referenciadas por heptakis-(2,6-di-O-metil) e
heptakis-(2,3,6-tri-O-metil), respectivamente. A obtencdo destes derivados de
CDs ocorre atravées da metilacdo seletiva dos grupos hidroxila nos carbonos
secundarios 2 e nos carbonos primarios 6, enquanto os carbonos 3,
permanecem inalterados ou através de substituicdo total, trimetilciclodextrina
(hidroxilas C-2, C-3, C-6) (DUCHENE, 1990; SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al.,
1995).



TABELA 3 — Propriedades fisico-quimicas de B-ciclodextrinas e seus derivados.

CD MM  So 25°C PF (°C)
(g/100ml ™)
B-CD 1135 1,85 12,202
DiMe-B-CD 1331 57 295-300
TriMe-B-CD 1430 31 157

Comparacao das propriedades fisico-quimicas da [-ciclodextrina e seus derivados CD
ciclodextrina; MM = massa molar; So = solubilidade em agua; PF = ponto de fusdo; DiMe =
dimetil; TriMe = trimetil (Adaptado de DUCHENE, 1984; SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al.,
1995).

Os complexos formados com derivados de CDs como a DIMER apresentam
estabilidade geralmente maior que a dos complexos formados com CDs
naturais. Quanto ao derivado TRIMER ainda sdo necessarios mais estudos
(BERTOLINI, 1998; SENRA et al., 2010). Como citado anteriormente, observa-
se com clareza na tabela acima que a solubilidade das moléculas derivadas é
significantemente maior quando comparado a CD natural, porém as MeCD
apresentam reducdo da hidrossolubilidade com aumento da temperatura
(DUCHENE, 1984).

2.2.3 SISTEMA DE COMPLEXACAO DAS CICLODEXTRINAS

No processo de complexagdo ha preenchimento total ou parcial da cavidade
interna da ciclodextrina por outra molécula qualquer (FIGURA 9). O interior da
cavidade das CDs é relativamente apolar em relacdo a agua, proporcionando
as CDs a facilidade de formacédo dos complexos de inclusdo com compostos
organicos (RAJEWSKI; STELLA, 1996; VEIGA, 1996, LOFTSSON et al., 1999).
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FIGURA 9 — Representacdo de esquema generalizado do processo de complexacdo, o
farmaco é considerado como molécula hoéspede; A) formacdo do complexo de inclusao
farmaco:CD com estequeometria de 1:1; B) formacdo do complexo de inclusdo farmaco:CD
com estequeometria de 1:2 (Adaptado de RAJEWSKI; STELLA, 1996; VEIGA, 1996,
LOFTSSON et al., 1999).

A condicéo estrutural das CDs possibilita a habilidade de formar complexos
com compostos soélidos, liquidos e gasosos. Dentre os critérios para a
complexacado, deve ser avaliado essencialmente o tamanho da molécula a ser
encapsulada, havendo compatibilidade com o tamanho da cavidade da
ciclodextrina, a formacdo do complexo pode ser apropriada. Também hé
necessidade de avaliar as caracteristicas quimicas da molécula encapsulada,
como a polaridade e a sua competicdo com 0s demais compostos presentes no
meio. Os complexos de inclusdo apresentam-se relativamente estaveis e
facilmente separados das solugbes em vista as suas caracteristicas de
cristalinidade (PSZCZOLA, 1988).

Com comportamento semelhante ao de enzimas as CDs exibem uma relacéo

especifica com o substrato “hospede” encapsulado, o que sugere formacao de



ligacbes de hidrogenio, interaccoes de Van der Waals ou interacdes
hidrofébicas (FLASHEL ET AL., 1984).

2.2.4 TOXICIDADE DAS CICLODEXTRINAS

Devido a naturalidades das CDs, suas caracteristicas complexantes, a
disponibilidade de matérias-primas de facil acesso e barata, a simplicidade no
processo enzimatico de producédo, a inexisténcia de subprodutos, o fato de ser
biologicamente degradavel e sua vasta utilidade, hoje ja existe aprovacao para
0 uso de algumas CDs e com 0 aumento progressivo no numero de produtos
(drogas, cosméticos e corantes, etc.) e processos quimicos com CDs, sdo
observadas cada vez mais exemplos convincentes do uso dessas moléculas
(SZEJTLI, 1997; SZERMAN, 2006).

Em decorréncia a grande aplicabilidade das CDs, houve necessidade de
estudos acerca da sua toxicidade (TABELA 4), porém, inicialmente, o
desenvolvimento do mercado das CDs teve que se confrontar com a falta de
aprovacdo das autoridades, sobretudo na éarea farmacéutica, cosmeética e
alimenticia. Em consequéncia da intensa pesquisa realizada neste campo,
houve éxito na producéo de CDs e seus derivados em escala industrial e assim
foram realizados ensaios confiaveis diminuindo as duvidas em relacdo a
toxicidade e possibilitando o aumento da aplicagdo dessas moléculas na area
da biotecnologia (SZEJTLI,1994; LOFTSSON, 1998; YURDAKUL, 2006).

As CDs naturais e alguns de seus derivados sao metabolizados pelas bactérias
da flora intestinal, originando produtos de degradacdo semelhantes a do amido
(agua e dioxido de carbono). Assim como os derivados de amido, as CDs sao
hidrolisadas em meio acido, em altas temperaturas. Cerca de 1% das f-
ciclodextrinas podem ser hidrolisadas com HCI, quando submetidas a 60 °C
durante 30 minutos (MAHMOUD ET AL., 1990). A velocidade de degradacao é
mais rapida no amido do que nas ciclodextrinas, onde a hidrolise das CDs
ocorre de forma lenta através da enzima a-amilase. Em geral a introducao de

substituintes nas hidroxilas das ciclodextrinas resulta em impedimentos



estéricos que impossibilitam a aproximacdo da enzima levando a uma
diminuicdo da degradacao (SZEJTLI, 1994; IRIE, UEKAMA, 1997).

TABELA 4 — Avaliacéo da toxicidade das CDs naturais em ratos.
CD DLsporal (mg/Kg) DL 50 iv (mg/Kg) METABOLISMO

A > 10000 500-750 Colon
B > 5000 450-790 Cdlon, cecum
Y > 8000 4000 TGI superior colon

Dados referentes a toxicidade e o metabolismo das ciclodextrinas naturais (Adaptado de
LOFTSSON, 1998).

Estudos de toxicidade indicam que a administracdo por via oral de 3-CD em
ratos a caes ndo apresentaram qualquer efeito adverso nos valores
bioquimicos e hematologicos, quando esta € administrada em doses superiores
a 600mg/Kg, como também nao foi observado mutagenicidade e
teratogenicidade administrando doses inferiores a 400mg/Kg (SZEJTLI, 1990).
Quanto a administracao intravenosa, as alteracdes bioquimicas observadas no
sangue de ratos e coelhos foram dentro dos limites normais (YAMAMOTO et al.
1991).

2.3 TENSOATIVOS

No ramo biotecnoldgico sdo utilizados diferentes tipos de agentes tensoativos
com diversos propositos, como na purificagdo de produtos biolégicos e na
biocatalise em meio organico, uma das principais aplicacbes dos agentes
tensoativos em biotecnologia € na solubilizacdo de lipidios e de proteinas das
membranas biolégicas. A estrutura molecular dos compostos tensoativos
(Anexo 1) e suas propriedades sdo de grande importancia para a escolha
adequada, devendo-se dar prioridade aos reagentes que nao induzem
alteracdes conformacionais nas proteinas que causem perdas das suas
propriedades biolégicas ou interfiram na atividade enzimatica, devendo-se
considerar a capacidade de degradacdo das proteinas, as possiveis
interferéncias com os compostos solubilizados e a facilidade de remocéo do



tensoativo. Esses fatores impossibilitam generalizar a escolha, porém os
tensoativos ndo idnicos apresentam-se como menos desnaturantes para as
proteinas solubilizadas quando comparado aos iénicos. (DANTAS et al.,2003,
ELACHOURI et al., 2001; LUO et al., 1998).

Os tensoativos nao ibnicos, polietéxidos, formados por uma cadeia de
polioxietileno (por¢éo hidrofilica) sd&o os mais usados nos ensaios bioquimicos,
sendo a constituicdo quimica da porcao hidrofoba, responsavel por originar
uma série de compostos com diferentes nomes comerciais, entre eles, temos o
Triton X (p-t-octilfenol) e Tween (ésteres de sorbitol) (Anexo 2) (HELENIUS e
SIMONS, 1975; LICHTENBERG et al., 1983).

2.4 VIABILIDADE CELULAR (MTT)

A proliferacdo e sobrevivéncia de uma cultura celular podem ser avaliadas
através de diferentes métodos. Dentre esses € possivel citar o processo de
contagem celular através do microscépio com inclusdo ou exclusédo das células
mortas, métodos que medem a quantidade de proteina marcada, métodos
radioativos e o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). Métodos radioativos que avaliam a quantidade de nucleotideos
radioativos incorporados ([°H] timidina) sdo utilizados para células em
suspensao e podem ser parcialmente automatizados, permitindo a analise de
um grande namero de amostras, mesmo assim, o método nao permite o

processamento de centenas de amostras num mesmo dia (MOSMANN,1983).

O MTT é uma metodologia onde se utiliza o sal de tetrazol para expressar de
forma quantitativa a proliferacdo e sobrevivéncia das células. O método é
capaz de identificar as células de mamiferos sem a necessidade de sinais de
ativacdo (MOSMANN,1983).

Apds um periodo de incubacédo na presenca do sal de tetrazol, a mitocéndria
das células viaveis através das desidrogenases do citocromo b e ¢ promovem,

no meio intracelular, a conversao do sal amarelo de tetrazol em cristais de



coloracdo azul insoluveis (Azul de Formazan) (FIGURA 10). A solubilizac&o
deste produto é feita por meio de solvente adequado que, através do leitor de
elisa, pode ser quantificado por espectrofotometria (HEO et al., 1990). Quanto
maior a quantidade de Azul de Formazan formada, maior o niumero de células
viaveis, ou seja, € feita uma analise diretamente proporcional. Uma das
aplicacbes do MTT que tem mostrado bastante eficacia € a monitorizacdo da
sensibilidade de agentes quimioterapicos em cultura de células tumorais
(FERRARI et al., 1990).
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FIGURA 10 — Conversao mitocondrial do MTT. De Tetrazol a Azul de Formazan (Adaptado de
HEO et al.,1990).

O método do MTT fornece resultados rapidos para um grande numero de
amostras, pode ser aplicado a diferentes tipos de linhagens celulares e néo
utiliza material radioativo, entretanto, 0 método s6 é capaz de agir em células
aderidas, o que impossibilita a aplicagdo para células ndo aderentes, assim, a
diminuicdo da aderéncia de algumas linhagens na cultura celular pode

prejudicar a leitura das amostras (HEO et al., 1990).

Desde seu surgimento, diferentes autores fizeram varias modificagdes na
metodologia do MTT. As adaptacOes estdo relacionadas ao tempo de
incubacdo, meio de incubacdo e comprimento de onda usado na leitura das
microplacas. Porém, dentre as modificacbes, as com maior significancia estao

na etapa final do processo, onde ocorre a solubilizagdo dos cristais de



formazan, ou seja, na escolha do solvente (MOSMANN & FONG, 1989). Tais
modificacdes direcionam a substituicdo do solvente original, determinado por
Mosmann como isopropanol HCI, por acetona com 0,5% de acido
tricloroacético (MAEHARA et al., 1986), por 10% de SDS a 0,01N (TADA et al.,
1986), por dimetilsulfoxido (ALLEY et al., 1986) e por propanol e etanol puros
(DENIZOT E LANG, 1986).

2.5 BRADFORD

Todos os métodos para determinacdo de proteinas apresentam limitagdes,
assim a escolha baseia-se na natureza dos componentes da amostra, no
tempo da reacdo, na precisdo desejada e na sensibilidade da anélise
(BRADFORD, 1976). Em vista destas caracteristicas, optou-se nesta pesquisa
por realizar o método de Bradford para determinagdo da curva padrdo de
proteinas, este se apresenta de forma mais simples e mais sensivel do que o
de Lowry, o qual mesmo sendo mais utilizado, possui muitos interferentes,
como a menor estabilidade no desenvolvimento da cor para a precipitacdo de
proteinas com acidos (PETERSON; 1979).

Bradford € utilizado na determinacdo do conteudo de proteinas totais que se
ligam ao corante Comassie Brilliant Blue G- 250 de modo proporcional a
concentragdo. O corante utilizado existe em duas formas coloridas diferentes, a
vermelha e a azul. A forma vermelha € convertida na forma azul apés a ligacao
corante-proteina. No caso da forma azul, quanto maior o niumero de ligantes
corante-proteina, maior a intensidade da cor. A estabilidade da coloracdo se
estende por até uma hora e o método tem sensibilidade para detectar até
5ug/mL de proteina (BRADFORD, 1976; WILSON & WALKER, 1995).



A ligacdo corante-proteina ocorre entre o Coomassie BG-250 e 0s grupos
funcionais basicos ou aromaticos das proteinas, que devem ter no minimo de
8-9 ligacdes peptidicas, ou seja, possuir estrutura macromolecular. A ligagdo
ocorre em dois minutos e dura aproximadamente duas horas (BRADFORD,
1976). A interacdo com a proteina de alto peso molecular desloca o equilibrio
do corante para a forma anibnica, que é fortemente absorvida em 595 nm
(ZAIA et al, 1998).

Numa comparacdo entre os métodos, verificou-se que o método de Lowry
indica menos proteinas e que a parte linear da curva compreendia a uma faixa
mais estreita de concentracdes, havendo um espalhamento maior dos pontos,

dificultando o estabelecimento de uma curva padrao (BRADFORD, 1976).

2.6 CULTURA DE CELULAS

A técnica de cultura de células foi desenvolvida inicialmente por Ross Granveile
Harrison e desde entdo, varios experimentos vém sendo realizados a partir de
culturas de células, o que possibilita a investigacdo de interacdes especificas a
nivel celular, onde é possivel realizar multiplos experimentos sob as mesmas
condicbes, além de diminuir o uso de animais (PIZZOFERRATO et al., 1994;
PERES; CURI, 2005).

Nas condi¢Bes apropriadas, tanto as células de origem animal, como as de
origem vegetal, podem se desenvolver e expressar diversas propriedades. A
observacdo de suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas pode ser
realizada através do microscopio, possibilitando estudar a influéncia de
substancias especificas sobre a célula, interacbes, morte celular a proliferacao
por inducdo, de modo a contribuir para o desenvolvimento de terapias e
descobertas que possam impulsionar a ciéncia durante sua constante evolucéo
(BRUCE et al., 2002).



Originalmente, a cultura de células foi realizada através de fragmentos de fibras
nervosas, ou cultura de explantes. Hoje, a cultura de células é viabilizada
através de suspensdes de células dissociadas dos tecidos, onde o sistema de
cultura in vitro possibilita o estudo de cultura de 6érgaos, tecidos e células
(BRUCE et al, 2002).

As culturas de células originadas de tecidos embriologicos se desenvolvem
com maior facilidade quando comparadas as provenientes de tecido adulto. A
obtencdo dessas células pode ser feita através da desagregacdo enzimatica,
ou mecanica, de um pedaco de tecido ou pela migracdo espontanea de um
explante. As células originadas da cultura in vitro mantém suas caracteristicas
e funcdes originais, 0 que possibilita a realizacdo de estudos que n&o seriam
possiveis no tecido intacto. (BRUCE et al.,, 2002; PIZZOFERRATO et al.,
1994).

O modo como devera ser realizado a cultura de células estad diretamente
relacionada ao tipo de célula a ser cultivado. Sdo necessarias condicdes
especificas para que cada tipo de célula se multiplique. Deve ser claro que as
condicbes do ambiente de cultivo e o meio de cultura afetam o crescimento
celular, bem como a adesdo ao substrato, a natureza do substrato, a
metodologia utilizada durante o repique, entre outros fatores (RIZZO et al.,
1993). Cabe ressaltar que o cultivo de uma linhagem celular requer cuidados
especificos para que haja diminui¢do do risco de contaminacado, de forma que
esse nao venha ocorrer e resultar em perca de tempo, reagentes e material
biol6gico (PERES; CURI, 2005).

O meio de cultura para o cultivo de células é constitutivamente rico em
nutrientes, o que aumenta a possibilidade de contaminacdo por
microorganismos, assim € necessario que o trabalho seja realizado em
ambiente estéril, de tal modo que a conduta durante os experimentos deva
respeitar essas condi¢cdes de forma a proporcionar a manutencdo devida do
estado estéril do ambiente. Assim, o local de trabalho (fluxo laminar), os
objetos e equipamentos a serem utilizados devem estar sempre limpos e
organizados (PERES; CURI, 2005).



Entre as condi¢cOes essenciais para cultura de linhagens celulares tem-se a
estufa de CO, como equipamento imprescindivel, visto que proporciona a
manutencdo da temperatura, umidade, quantidade de gas carbbnico e
oxigénio, em niveis adequados, para a proliferacado celular. Grande parte dos
tipos celulares se desenvolve em temperatura de 37°C e umidade relativa >
que 95%. Quanto ao CO,, este é responsavel pela manutencéo da estabilidade
do pH e apresenta-se numa concentracao de 5% no interior do aparelho. Além
da estufa, outro fator limitador do crescimento celular é caracterizacdo de um
meio de cultura adequado (FRESHNEY, 1994).

O meio de cultura deve dispor de nutrientes essenciais para o desenvolvimento
celular, assemelhando-se, da melhor forma possivel, ao ambiente in vivo.
Assim, é indispensavel que este forneca o material necessario para sintese das
novas células, seja o substrato para o metabolismo energético, as vitaminas e
ou minerais que apresentam funcao catalitica e ou fisioldgicas. A solucéo salina
composta pelos cations calcio, potassio e sodio devera compreender as
condi¢des fundamentais ao crescimento celular, mantendo a osmolaridade e o
pH adequados (EAGLE, 1995; FRESHNEY, 1994).

Tratando-se de cultura de células de mamiferos, essa requer, além dos sais,
soro ou fluido corporal complexo para proliferacéo celular. Poucas células sao
capazes de crescer em auséncia de soro e mesmo estas se desenvolvem
melhor em sua presenca. Na maioria dos casos, 0 meio de cultura €
suplementado com soro fetal bovino (SFB). Varios estudos sugerem que as
macromoléculas do soro sejam responsaveis pela ascensdo do conteudo
celular (BATES; LEVENE, 1970). O soro de origem animal deve ser inativado a
55°C por, no maximo, uma hora com a finalidade de inativar o complemento e
alguns virus contaminantes (FRESHNEY, 1994). Além do teor nutritivo, as
fracOes séricas de elevado peso molecular presente no soro podem implicar na
adesdo e achatamento das células ao substrato, porém a composi¢ao
indefinida do soro também pode acarretar em uma ineficiente produtividade
decorrente da variacdo do crescimento celular, assim, estdo sendo realizados

estudos para a substituicdo do soro derivado de animais por solucdo de



composicao definidas para proporcionar uma padronizacdo mais adequada aos
experimentos (BUTLER, M. , 2005).

Durante o processo de cultura celular devem-se observar as caracteristicas
morfolégicas das células, fazendo comparacdes nos diferentes estagios de
crescimento, pois alteracdes no substrato e na constituicdo do meio de cultura
podem resultar em modificacdes morfolégicas contribuindo para resultados
irregulares (GOULET et al., 1996).

A classificacdo das linhagens celulares € feita em dois tipos: linhagens
aderentes e em suspensdo ou ndo aderentes. A maior parte das linhagens
estudadas é composta pelo tipo aderente que dependem da fixacdo a base dos
frascos ou placas de cultura para proliferarem, ao contrario da linhagem em
suspensao, que nao depende de ancoragem (CARNEY et al., 1981). As
culturas aderentes, ou em suspensao, sao ainda classificadas em primarias ou
permanentes. As culturas primarias possuem tempo limitado de vida e sao
provenientes do isolamento recente de tecidos, enquanto as linhagens
permanentes sdo oriundas de células tumorais e possuem capacidade de
crescimento continuo e ilimitado (PEREIRA-SMITH; SMITH, 1988).

A manutencdo de células aderentes (FIGURA 11) é feita substituindo
periodicamente o0 meio a cada 48 horas, o que possibilita a eliminagcdo dos
metabdlitos secretados e a nutricdo adequada das células. Quando o
crescimento celular chega proximo a capacidade total do recipiente em torno
de 90%, ou seja, em estado de confluéncia, € realizada a repicagem da cultura
descolando as células da superficie do frasco de cultura por meio da solugéo
de tripsina. No caso das células em suspensao, adiciona-se meio sempre que
estas se apresentam em alta densidade, o calculo da densidade celular é
necessario para obter a quantidade de meio que deverd ser adicionada
(PERES; CURI, 2005).

A partir do momento em que a cultura entra em estado de confluéncia as
células comecam a soltar da superficie do frasco e € preciso repica-las, para

realizacdo deste processo pode-se usar enzimas proteoliticas, agentes
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guelantes ou técnicas de raspagem. A tripsina € uma das enzimas mais
utilizadas para a repicagem de culturas, ela catalisa a hidrélise de ligacdes
peptidicas entre o grupo carboxila da arginina ou lisina e o grupo amina de
outro aminoacido, degradando a matriz protéica responsavel pela unido das
células do tecido, o que ocasiona a liberacao das células na suspensao antes
que sejam gravemente danificadas. Antes da tripsinizagdo do tecido, esse
devera ser lavado previamente com solucdo tampdo ou meio de cultura sem
soro. O tempo de acdo da tripsina varia de acordo com o tipo de célula e a
maior ou menor capacidade de adesao (FRESHNEY, 1994).

FIGURA 11 — Cultura de células aderentes, linhagem OVCAR 3.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS

3.1.1 LINHAGENS CELULARES

Neste estudo foram utilizadas duas linhagens celulares de cancer, A2780 e
OVCARS, essas células apresentam morfologia epitelial e crescem de forma
aderente em cultura. Analisando a histologia, as duas linhagens OVCAR 3

(adenocarcinoma) e A2780 sao provenientes de carcinoma de ovario humano.

3.1.2 DESCONGELAMENTO

As linhagens celulares encontravam-se divididas em aliquotas de
aproximadamente 1,5 ml, armazenadas em freezer a temperatura de -80°C. O
descongelamento foi realizado de forma brusca a 37°C e o0 conteudo
transferido do micro tubo para um tubo Falcon de 50 ml estéril livre de DNase e
RNase, posteriormente adicionou-se 10ml de meio RPMI-1640
(Gibco/lnvitrogen, Nova York, EUA) acrescido de soro fetal bovino a 10% v/v
(SFB, Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA), solucdo estabilizada de Penicilina-
Streptomicina em concentracdo de 10000 unidades de Penicilina e 10 mg de
Streptomicina por ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e Fungizone -
Anfotericina B a 250 p/ml (Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA). Logo apés, as
amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 11629 e break zero a 27°C
havendo a formac&o de um pellet no fundo do tubo, o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em 15ml de meio RPMI suplementado
de SFB, antifingico e antibidtico, em seguida, as células foram transferidas
para uma garrafa de poliestireno (TPP) de 75 cm? com tampa de rosca e

encubada na estufa com 5% de CO,.

3.1.3 MANUTENCAO



As linhagens celulares empregadas no estudo (OVCAR3 e A2780) foram
mantidas em garrafas TPP de 75 cm? com tampa de rosca num volume final de
15ml em meio RPMI-1640 (Gibco/lnvitrogen, Nova York, EUA) suplementado
de SFB a 10% previamente inativado a 56°C por 1 hora, solucédo estabilizada
de Penicilina-Streptomicina em concentracdo de 10000 unidades de Penicilina
e 10 mg de Streptomicina por ml e Fungizone — Anfotericina B a 250 p/ml. A
manutengao das linhagens foi realizada em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO; até que fosse alcancada a subconfluéncia. Diariamente, as garrafas
eram analisadas em microscoépio 6ptico de luz invertida para avaliacdo do meio

e das células em cultivo quanto a taxa de crescimento e a confluéncia.

As células eram repicadas de duas a trés vezes por semana, em fluxo laminar
previamente limpo com alcool 70% e iluminado por luz UV por 30 minutos, o
conteudo da garrafa era desprezado sempre que observado o meio RPMI-1640
com aspecto amarelado. A alteragdo do aspecto é decorrente da acidificacéo,
que pode ser identificada pela alteragéo da cor do indicador vermelho de fenol
presente na composicdo do meio. Quando realizado o descarte do meio, as
células aderidas em monocamada no fundo da garrafa (TPP) eram lavadas
com solucdo de “phosphate buffered saline” 1X (PBS 1X), sendo esse
procedimento realizado em triplicata. Ulteriormente era adicionado novo meio
(suplementado) e as garrafas novamente incubadas na estufa com atmosfera
umida de 5% de CO,. Portanto, as garrafas eram vistoriadas durante toda a
semana e caso necessario, observando-se as condicbes do meio eram
submetidas a lavagem (frequéncia média de trés vezes na semana) e

reposicao do meio de cultura.

3.1.4 CRIOPRESERVACAO

Nos casos em que se desejava realizar criopreservagao, as garrafas (TPP) de
cultivo contendo as linhagens celulares subconfluentes quando lavadas com
solucdo PBS 1X por trés vezes posteriormente era adicionado 3-5 ml de
solucéo de tripsina as células aderidas, em seguida, agitava-se fortemente para
promover o desprendimento das células do fundo da garrafa, quando



desligadas, acrescentava-se 3ml de meio RPMI para bloquear a acdo da
tripsina e a solugéo era transferida para um tubo Falcon de 50ml estéril, livre de
DNase e RNase. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1162g,
com break zero a 27°C, descartando o sobrenadante mantendo o pellet no
fundo do tubo e adicionava-se 3 ml da solucdo de criopreservacao (SFB com
10% de glicerol), por fim, a solucdo era homogeneizada com a pipeta e
transferida para 3 microtubos de 1,5ml. As aliquotas nos microtubos foram
mantidas durante 30 minutos a 0°C e duas horas a -20°C e, por ultimo,

armazenadas a -80°C.

3.1.5 PLAQUEAMENTO

Para o plagueamento, foram adicionadas as garrafas com células aderidas sem
meio, de 3-5 ml de solucao de tripsina, e promovido forte agitacdo manual para
total desprendimento das células. Logo apds, acrescentou-se 10 ml de meio
RPMI, a solucdo foi homogeneizada e retirada uma aliquota de 20 pl para
preparacdo duma suspensao nas proporcbes de 1:5 com solucdo de Turk

(tracos de cristal violeta em acido acético a 1%).

Para realizagdo da contagem do numero de células primeiramente obteve-se
uma suspensado celular devidamente homogeneizada, da qual foi retira uma
aliquota para aplicar na camara de contagem (hemacitdmetro). Para avaliacéo
da taxa de inviabilidade de cada cultura, é feita uma contagem com a aliquota
da suspenséo celular diluida em solugcéo de azul de tripano em PBS-A. O azul
de tripano é considerado um corante de exclusdo, pois adentra apenas as
células inviaveis, que possuem barreira celular permeavel devido a alguma
desintegracdo. Apdés a entrada na célula o corante atravessa 0 involucro

nuclear se concentrando nos nucleos, que ficam corados de azul.

Utilizando-se da camara de Neubauer foi realizada a contagem do nimero de
células. Encostando a ponta da pipeta na borda da laminula preencheu-se
cuidadosamente a camara com a suspensdo anteriormente preparada,

esperando um tempo de aproximadamente 2 minutos para as células



sedimentarem e, ulterior, levou-se a camara ao microscopio optico (...), a area
demarcada foi focalizada com objetiva de menor aumento (4x), e contaram-se
as células nas quatro areas de um lado da camara. O calculo do nimero total

de células foi realizado através das formulas abaixo:

1° Equacéo:

N° de células/ml = N° total de células x 10> (Fator de diluicdo)
4 (N° de quadrantes contados)

2° Equacéo:

Volume final = Volume inicial x 10° (Concentracdo desejada/ml)

N° de células /ml da suspenséo inicial

O valor obtido da primeira equacao, que se refere ao niumero de células por ml
€ empregado a uma segunda equacdo com intuito de ajustar a concentracao
de células desejadas (10 células) em cada um dos 96 pocos da placa de
cultura. Assim, acrescenta-se o volume calculado e o volume de RPMI
necessario. As duas linhagens celulares foram cultivadas até a subconfluéncia

em garrafas (TPP) com tampa de rosca para realizacao dos tratamentos

3.1.6 TRATAMENTO

Para o tratamento das linhagens foram utilizadas placas (TPP) de 96 pocos. As
placas foram divididas em duas classes (placa O3 e placa A2). Na placa O3
foram tratadas as células da linhagem OVCAR 3, dessa classe originaram duas
subclasses (placa O3-CTX e placa O3-STW ), O mesmo procedimento foi
realizado para placa A2 onde foram tratadas as células da linhagem A2780,
originando duas subclasses (placa A2-CTX e placa A2-STW). Nas placas CTX
foram empregados os reagentes metil-B-ciclodextrina (CDM) e triton x-100
(TX100). Todos os reagentes foram aplicados na forma de solucdo em oito
diferentes concentracdes [0,4%)], [0,2%], [0,1%], [0,05%], [0,025%], [0,012%],
[0,006%], [0,003%)]. Os testes para cada concentracdo foram realizados em
quintuplicata (TABELA 5).



Concentragcao CDM NT TX100

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
[0,4000%] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs PBS
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5 1IX
[0,2000%] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs PBS
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5 1X
[0,1000%] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs PBS
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5 1IX
[0,0500%] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs PBS
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5 X
[0,0250%] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs BRA
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0125%)] Abs Abs Abs Abs Abs Ab Abs Abs Abs Abs Abs BRA
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0062%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs BRA
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0031%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs BRA
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5

TABELA 5 — Exemplificacdo da placa CTX. O modelo foi utilizado para as duas linhagens
(OVCAR 3 e A2780 ) dando origem a duas placas (O3CTX e A2CTX). Legenda: Abs
(Absorbancia); NT (N&o Tratadas); PBS1X; BRA (Branco).

Nas placas STW foram empregados dodecil sulfato de sodio (SDS) e tween 20
(TW20). Todos os reagentes foram aplicados na forma de solugdo em oito
diferentes concentracdes [0,4%], [0,2%], [0,1%)], [0,05%], [0,025%)], [0,0125%],
[0,00625%], [0,003125%]. Os testes referentes a cada concentracdo foram

realizados em quintuplicata (TABELA 6).

Com excecao da B-ciclodextrina metilada (MeBCD), um oligossacarideo ciclico,
as demais substancias utilizadas no tratamento (SDS, TX100, TW20) séo
conhecidas como tensoativos agentes muito utilizados na area de

biotecnologia. Todas as placas do tratamento foram feitas em triplicata.



Concentracao SDS NT Tw20
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

[0,4000%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,2000%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,1000%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0500%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0250%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0125%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0062%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5
[0,0031%] Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 3 4 5 NT 1 2 3 4 5

PBS
1X
PBS
1X
PBS
1X
PBS
1X
BRA

BRA

BRA

BRA

TABELA 6 — Exemplificacdo da placa STW. O modelo foi utilizado para as duas linhagens
(OVCAR 3 e A2780 ) dando origem a duas placas (O3STW e A2STW). Legenda: Abs
(Absorbancia); NT (N&o Tratadas); PBS1X; BRA (Branco).

3.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

3.2.1 CITOTOXICIDADE

O Potencial efeito citotoxico das substancias utilizadas no tratamento foi
avaliado através de teste colorimétrico utilizando o sal de tetrazol (3-(4,5-
Dimetiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol brometo), descrito por Mosmann (1983).
Avaliou-se a citotoxicidade através da capacidade das células metabolicamente
ativas de reduzirem o sal de tetrazol (MTT) em cristais de formazan, de

coloracdo purpura que pode ser analisado através de espectrofotometria.

3.22MTT

Para que ndo houvesse comprometimento do material, a solucdo de MTT foi
preparada em ambiente escuro. O sal que apresenta coloracdo amarelada e
granulos finos foi pesado em balanga eletronica devidamente calibrada dentro
de um Falcon de 50 ml envolto com papel aluminio impedindo qualquer contato



com a luz, visto que é um elemento quimico fotossensivel. Para obtencao da
solugdo de MTT em concentracao de 5 mg/ml, o sal de tetrazol (Invitrogen) foi
dissolvido em agua destilada filtrada através de filtro Mili Q.

Depois de feita a solucéo, parte foi direcionada diretamente a utilizacdo e o
restante armazenado a -20°c fracionado em microtubos (envoltos em papel
aluminio) em aliquotas de 2ml e guardados num periodo maximo de 2

semanas.

Para realizacdo do teste de MTT, primeiramente preparou-se as placas (TPP)
de 96 pocos com as células deixando crescer por dois dias, depois foi
adicionado a cada um dos poc¢os, com as células previamente tratadas, 15 pl
da solucdo de MTT 5 mg/ml e deixado em repouso durante um periodo de 4
horas dentro da estufa com atmosfera umida de 5% de CO,, a 37°C, concluido
o tempo, adicionou-se 70 pl de solucdo de duodecil sulfato de sédio 10% (SDS
10%) por poco, deixando a placa em repouso durante 12 horas, de modo a
provocar a solubilizacdo do cristal de formazan, ulteriormente foi realizada a

leitura no leitor de ELISA.

3.2.3 CITOTOXICIDADE CELULAR DAS LINHAGENS

No ensaio de citotoxicidade foram utilizadas aproximadamente 10° células/poco
de cada linhagem, em placas (TPP) de 96 pocgos, incubadas com as
substancias durante 30 minutos, a 37°C. Decorrido este tempo, 15 pl da
solucdo de MTT (5 mg/ml) foram acrescentados as culturas tratadas, e estas
incubadas durante 4 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO,. Apds este
periodo, foram adicionados 70 pl de SDS 10%, e o experimento mantido por 12
horas, a 37°C. A densidade Optica (DO) de cada poco foi obtida a 630 nm no
espectrofotometro, possibilitando a determinacdo do potencial citotoxico de
cada substancia testada em relacéo ao controle ndo tratado. Os ensaios foram

realizados em quintuplicata e cada experimento repetido trés vezes.

3.3 NORMALIZACAO DOS DADOS POR QUANTIFICACAO PROTEI CA



3.3.1 QUANTIFICACAO PROTEICA

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada através do método de Bradford
onde ocorre a ligacdo entre as proteinas da amostra e o corante Comassie
Brilliant Blue G- 250 formando uma reacao colorimétrica na qual a intensidade
da cor é proporcional a concentracdo de proteinas na amostra, onde
posteriormente essa relacado € medida por espectrofotometria de absorcao.

3.3.2 REAGENTE DE BRADFORD

Inicialmente foi dissolvido 10 mg do corante Comassie blue G-250 em 50 mL
de etanol 95% e, posteriormente, adicionado 100 mL de acido fosforico 85%. A
solucéo final foi diluida com agua gsp 1L. Assim as concentracgdes finais sédo de
0,01% de Comassie, 8,5% de é&cido fosforico e 4,7% de etanol. Por fim, a
solucdo foi colocada no agitador automatico por 12 horas (overnight), em

seguida, armazenada em frasco ambar a temperatura de 20°C e etiquetada.

Para obtencao da curva padréo de proteinas foi utilizada uma solucéo de soro
albumina bovina (BSA 1mg/mL) em agua (TABELA). Com intuito de minimizar
0s erros de pipetagem, foram preparadas solug¢des de 20, 40, 60, 80 e 100ug
de BSA/0,1mL, retirada uma aliquota de 0,1mL de cada uma e adicionado 5,0

mL do reagente Comassie Blue.

3.3.3 NORMALIZACAO DOS DADOS

Depois de realizado o teste de viabilidade celular (MTT) e feito a leitura no
espectrofotometro, foram gerados dados referentes a cada po¢co. Como uma
avaliacdo manual do crescimento celular de cada amostra se torna inviavel
devido as condi¢cdes necessérias a realizacdo do experimento, foi proposto
que, através da quantidade de proteinas produzidas por poco, fosse
correlacionado proporcionalmente ao numero de células, visto que cada célula
proveniente de uma mesma linhagem, em iguais condi¢bes, produziria a

mesma quantidade de proteina.



A variacao dos valores da leitura em amostras com condic¢des idénticas podem
ser provenientes da variacdo do numero de células em cada poco e a
quantificacdo de proteinas totais pode minimizar este desvio. Deste modo é
gerada uma variavel que pode ser adotada para normalizar os dados de
viabilidade celular obtidos em uma mesma faixa de concentracdo do
tratamento. Esta varidvel é adotada para normalizacdo dos dados de modo a

conferir maior confiabilidade em nossos resultados.

3.4 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO

Em um aparelho espectrofotdmetro foram inseridas as placas de 96 pocos,
contendo as amostras anteriormente tradas (MTT, BRADFORD), e realizada a

leitura na faixa de absorcéo de 630nm .

Para construcdo da curva padrao, utilizou-se de solugbes com concentragdes
pré-determinadas e reacOes colorimétricas especificas e, através do
espectrofotometro, foi feita a leitura da absorbancia. A curva foi utilizada como
padrdo de comparacdo na determinacdo da concentracdo de proteinas totais
(Bradford) das amostras nas linhagens celulares tratadas com a finalidade de

normalizar os dados obtidos no teste de viabilidade celular (MTT).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O programa utilizado para os calculos das estatisticas foi o GraphPad Prim 5
para Windowns (versao 5.00.288), t-Student e ANOVA.



RESULTADOS

4.1 LINHAGEM A2780

A metil-B-ciclodextrina e os tensoativos SDS, TX100 E TW20 induziram uma
reducdo da atividade mitocondrial dose-dependente em cultura de células de
cancer de ovario da linhagem A2780 (Figura 12 a figura 15). Sendo SDS a
substancia com maior potencial citotoxico, onde na menor das concentracdes
testadas (0,003125%) resultou em viabilidade celular proxima a 50%. Em
seguida a solucdo de TX100 que também apresenta alto potencial citotoxico
com baixa viabilidade celular perante as concentracdes testadas e TW20 com
viabilidade celular menor que 50% em presenca da solucdo a 0,4%. A metil-B-
ciclodextrina demonstrou inducdo gradativa da reducdo da atividade
mitocondrial na linhagem A2780 para duas das oito concentracfes testadas
(0,2% e 0,4%) com viabilidade celular proxima a 60%.
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FIGURA 12 — Avaliacdo do potencial citotdxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem A2780 tratadas com solucdo de SDS (0,003125% - 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 13 — Avaliacdo do potencial citotdxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovério da linhagem A2780 tratadas com solucdo de TX100 (0,003125% — 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 14 — Avaliagdo do potencial citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem A2780 tratadas com solugdo de TX100 (0,003125% — 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 15 — Avaliacdo do potencial citotdxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem A2780 tratadas com solucdo de metil-B-ciclodextrina (0,003125%

— 0,4%), durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.

Na tabela 7 é possivel observar os dados da viabilidade celular na linhagem
A2780 referentes a cada substancia frente as diversas concentracdes, de modo

a proporcionar uma analise comparativa.

TABELA 7 - Comparagao da viabilidade celular dos diferentes tratamentos
frente as diversas concentrac¢des na linhagem A2780.

[%] VbC- VbC-  VbC-  VbC-

SDS  TX100 TW20  mBCD
0,003125 51,76 81,96 109,88 126,91
0,00625 40,51 67,75 100,17 115,76
0,0125 29,55 60,98 98,57 11255

0,025 7,31 43,09 91,9 107,42
0,05 4,47 29,07 83,34 99,73
0,1 3,43 17,97 64,77 100,54
0,2 2,7 12,51 51,89 86,09
0,4 1,12 4,51 41,08 64,84

Concentracao ([ ]), viabilidade celular (VbC %).



4.2 LINHAGEM OVCAR3

A metil-B-ciclodextrina e os tensoativos SDS, TX100 E TW20 induziram uma
reducdo da atividade mitocondrial dose-dependente em cultura de células de
cancer de ovario da linhagem OVCARS (Figura 16 a figura 19). Sendo SDS a
substancia com maior potencial citotoxico, onde na menor das concentragfes
testadas (0,003125%) resultou em viabilidade celular menor que 50%. Em
seguida a solucdo de TX100 que também apresenta alto potencial citotoxico
com baixa viabilidade celular perante todas as concentracfes testadas, da
mesma forma TW20 com viabilidade celular menor que 50% em presenca da
solugdo a 0,0125%. A metil-B-ciclodextrina demonstrou indugdo gradativa da
reducdo da atividade mitocondrial na linhagem OVCAR3 para todas as oito
concentracOes testadas (0,003125% - 0,4%) com viabilidade celular préxima a
50%.
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FIGURA 16 — Avaliagdo do potencial citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem OVCAR3 tratadas com solucdo de SDS (0,003125% — 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 17 — Avaliacdo do potencial citotdxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovério da linhagem OVCARS3 tratadas com solucao de TX100 (0,003125% — 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 18 — Avaliagdo do potencial citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem OVCARS tratadas com solu¢do de TW20 (0,003125% — 0,4%),

durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em porcentagem.
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FIGURA 19 — Avaliacdo do potencial citotdxico pelo teste do MTT em culturas de células de
cancer de ovario da linhagem OVCAR3 tratadas com solucdo de metil-B-ciclodextrina
(0,003125% - 0,4%), durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em
porcentagem.

Na tabela 8 € possivel observar os dados da viabilidade celular na linhagem
OVCARS referentes a cada substancia frente as diversas concentracdes, de

modo a proporcionar uma analise comparativa.

TABELA 8 - Comparacao da viabilidade celular dos diferentes tratamentos

frente as diversas concentracdes na linhagem OVCARS.

[%] VBC- VBC- VBC- VBC-
SDS  TX100 TW20 mBCD

0,003125 49,91 53,52 62,84 78,52
0,00625 28,16 36,12 61,98 73,05
0,0125 1323 31,47 47,75 70,35
0,025 6,75 24,59 54,72 69,86

0,05 0 5,36 27,96 65,22
0,1 0 3,27 20,78 62,72
0,2 0 1,22 9,44 60,14
0,4 0 0,49 11,36 57,71

Concentracao ([ ]), viabilidade celular (VbC %).



4.3 COMPARACAO ENTRE AS LINHAGENS A2780 E OVCAR3

No estudo de avaliacdo da viabilidade celular no tratamento de linhagens
celulares de cancer de ovario OVCAR3 e A2780 com metil-B-ciclodextrina foi
analisado o potencial citotoxico das substancias SDS, TX100 e TW20 nas
culturas de células de cancer de ovario da linhagem CAOV3 e A2780 a partir
do teste de viabilidade celular do MTT, de modo a determinar o potencial
citotoxico da metil-B-ciclodextrina entre as linhagens. Determinado o potencial
citotoxico do derivado de ciclodextrina nas duas linhagens foram estabelecidas

comparacdes entre ambas (Figura 22 a figura 25).
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FIGURA 20 — Avaliacdo comparativa entre as linhagens A 2780 e OVCAR 3 do potencial
citotéxico pelo teste do MTT em culturas de células de cancer de ovario tratadas com solugéo
de SDS (0,003125% — 0,4%), durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em

porcentagem. * P < 0,05.
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FIGURA 21 — Avaliacdo comparativa entre as linhagens A 2780 e OVCAR 3 do potencial
citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de cancer de ovario tratadas com solucéo
de TX100 (0,003125% — 0,4%), durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em

porcentagem. * P < 0,05.
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FIGURA 22 — Avaliacdo comparativa entre as linhagens A 2780 e OVCAR 3 do potencial

citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de cancer de ovario tratadas com solucéo



de TW20 (0,003125% — 0,4%), durante o periodo de 30 minutos. Resultados expressos em

porcentagem. * P < 0,05.
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FIGURA 23 — Avaliagdo comparativa entre as linhagens A 2780 e OVCAR 3 do potencial
citotoxico pelo teste do MTT em culturas de células de cancer de ovario tratadas com solucéo
de metil-B-ciclodextrina (0,003125% — 0,4%), durante um periodo de 30 minutos. Resultados

expressos em porcentagem. * P < 0,05.



5. DISCUSSAO

O processo de tratamento quimioterapico convencional sofre varias limitacoes,
que variam da diversidade numérica dos efeitos colaterais ao aparecimento de
resisténcia, causando desconforto ao paciente; essas condigcdes corroboram
para a necessidade de aprimorar a quimioterapia atual. As observacgdes
relatadas da possibilidade de formacao de um sistema de inclusdo permearam
numa gama de estudos que contribuiram para modificacbes estruturais em
diferentes tipos de farmacos, resultando em melhorias nas mais diversas
terapias. Em 2000, Santos-Magalhdes et al., ja observado que as formas
farmacéuticas encapsuladas poderiam serem usadas para veicular farmacos
ao tratamento de infeccdes intracelulares, combinam o processo do complexo
de inclusdo na quimioterapia do cancro, resultando em algumas melhorias

terapéuticas.

As propriedades das ciclodextrinas, até entdo, vinham sendo exploradas de
diversas formas em varios setores. Na producao de farmacos, estudos relativos
a formulagdo do itraconazol oral com ciclodextrina indicaram o aumento da
biodisponibilidade do medicamento. Além disso, diversos estudos mostravam
resultados esperancosos, sendo esta uma clara indicacéo clara para o uso do
composto na atualidade (WINSTON et al., 2003).

Neste estudo a metil-B-ciclodextrina induziu reducgéo significativa da atividade
mitocondrial dose-dependente na cultura de células de cancer de ovario da
linhagem A2780 em concentracdes superiores a 0,2%, mesmo nhesta
concentracdo, a viabilidade celular diminui para 86,09%, quando a
concentracdo da solucdo de tratamento é dobrada para 0,4% ocorre uma
queda brusca da viabilidade para 64,84%, porém dentre as concentracdes
utilizadas, ndo foi possivel alcancar potencial citotoxico superior a 50%, isso
demonstra que dentro da linhagem A2780, a metil-B-ciclodextrina ndo possui

grande toxicidade nestas concentragoes.

Quando comparado os resultados de viabilidade celular entre a metil-B-
ciclodextrina e as demais substancias (SDS, TX100 e TW20) dentro da



linhagem A2780 observa-se que seu potencial citotoxico € inferior, chegando a
ser sessenta vezes menor que o potencial citotdxico do SDS e quinze vezes
menor do que o potencial citotoxico do TX100, diante da maior concentracédo
utilizada no tratamento (0,4%), quando relacionado ao TW20, ndo apresenta

valores significativos.

Na linhagem OVCAR 3 a metil-B-ciclodextrina apresentou potencial citotéxico
capaz de inviabilizar 25% do crescimento celular em concentracdes superiores
a 0,003125%. A viabilidade celular perante as mesmas condi¢coes de
tratamento € menor nesta linhagem quando comparada a linhagem A2780,
analisando o aumento do potencial citotoxico concomitante com o aumento da
concentracdo, em presenca de solucdo de tratamento a 0,025% de
concentracdo, a viabilidade celular na linhagem A2780 encontra-se superior a
100%, ou seja, a solucdo ndo apresenta potencial citotoxico, enquanto na
linhagem OVCAR3, diante solucdo de mesma concentracdo, a viabilidade

celular € de 69,86%, apresentando assim potencial citotoxico.

Estudos relatam que o complexo de inclusdo de beta-ciclodextrina com
carreador magnético ao quimioterapico metotrexato aumentam as
possibilidades de diminuicdo dos efeitos adversos e aumentam a acao
localizada do farmaco, podendo facilitar a terapéutica (BOCANEGRA, 2006)
Também foi observado que a isotretinoina encapsulada promove ganho no
indice terapéutico quando comparada a sua forma ndo encapsulada (DINIZ et
al., 2007).

Nossos resultados indicam a possibilidade de formagdo de complexo de
inclusdo de quimioterapico utilizado contra o cancer de ovario com a beta-
ciclodextrina tendo em vista seu potencial citotoxico relativamente alto na
linhagem OVCAR3, desta forma a quimioterapia associada ao complexo
poderia contemplar beneficios do processo de encapsulacéo, facilitando ou até

mesmo aumentando a efetividade da terapia.



6. CONCLUSAO

O SDS foi o tensoativo que apresentou maior potencial citotoxico, ou seja,
aguele que proporcionou maior reducdo da atividade mitocondrial dose-
dependente nas duas linhagens celulares de cancer de ovario. Essa afirmacéo
confirma sua capacidade tensoativa superior quando comparado aos TX100 e
TW20, tensoativos ndo ibnicos. O TX100 demonstrou ter alto potencial
citotoxico nas duas linhagens, ja o tratamento com TW20 resultou num
potencial citotoxico um pouco menor, porém impactante, o que condiz com a

aca destes tensoativos.

A metil-B-ciclodextrina induziu uma reducédo da atividade mitocondrial dose-
dependente em cultura de células de cancer de ovario das linhagens OVCAR3
e A2780 (FIGURAS). Sendo que, na linhagem OVCAR3 a metil-B-ciclodextrina
apresenta maior potencial citotéxico. As mesmas concentracfes de metil-B-
ciclodextrina, que geraram citotoxicidade na cultura de células da linhagem
OVCARS foram incapazes de alterar significativamente a atividade mitocondrial
da cultura de células de céncer de ovario da linhagem A2780, o que denota
maior resisténcia por parte desta linhagem.

Devido as propriedades da ciclodextrinas descritas na literatura e visto 0s
resultados das analises comparativas de viabilidade celular, onde o derivado
metil-B-ciclodextrina apresentou um significativo potencial citotéxico quando
empregado nas linhagens de células de cancer de ovario A2780 e OVCARS,
onde a distingdo do potencial citotoxico entre as linhagens, que define maior
resisténcia a linhagem A2780 acredita-se estd relacionada a constituicdo da
parede celular poderia ser ainda mais explorado quanto ao cancer de ovario e
gquem sabe gerar adaptacdes as formulas farmacéuticas utilizadas na terapia
contra o cancer de modo a proporcionar menores efeitos adversos, diminuicdo
da resisténcia ao medicamento e até mesmo melhores resultados no
tratamento. Cabe ressaltar que estes estudos sao inconclusivos e devem ser

tomados como base para continuagédo de novas pesquisas.
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ANEXOS

ANEXO 1 - ESTRUTURA SDS

DODECIL SULFATO DE SODIO
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DODECIL SULFATO DE SODIO - SDS; A) ESTRUTURA; B)
REPRESENTACAO ESQUEMATICA; C) IDENTIFICACAO DA PARTE
HIDROFOBICA E HIDROFILICA NAS ESTRUTURAS MOLECULAR E
ESQUEMATICA.



ANEXO 2 - ESTRUTURA TW20
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TWEEN 20 - ESTRUTURA MOLECULAR

ANEXO 3 - ESTRUTURA TX100
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TRITON X100 - ESTRUTURA MOLECULAR



