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RESUMO

O céncer de mama é uma doenca causada pelo disturbio de proliferacéo celular mamaéria.
Esse processo produz células anormais, que se multiplicam de forma desordenada o que acarreta
na formacdo de tumores. O cancer de mama é uma doenca heterogénea com diferentes
manifestacdes clinicas e morfologicas associadas as caracteristicas genéticas distintas,
exigindo, portanto, diferentes condutas terapéuticas. Diversos avang¢os vém surgindo ao longo
dos anos no que se diz respeito ao tratamento oncoldgico de tumor mamaério, porém o
tratamento depende da fase em que a doenca se encontra e do tipo do tumor, podendo incluir
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e terapia alvo. Quando essa neoplasia é
diagnosticada na sua fase inicial, o tratamento tem um maior potencial curativo. J& no caso de
metastase do tumor, o tratamento tem por objetivo prolongar e melhorar a qualidade de vida do
paciente. O ofloxacino (OFLOX) é uma fluoroguinolona com efeito bactericida de amplo
espectro de acdo que demonstra atividade citotdxica para células tumorais. Estudos demonstram
que a associacdo de farmacos com ciclodextrinas podem favorecer a atividade bioldgica de
algumas substancias. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antitumoral de
composi¢do nanoestruturadas de OFLOX apods inclusdo em B-ciclodextrina (BCD) e
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) em células de cancer de mama MCF-7. Para avaliar o
potencial antitumoral in vitro, a viabilidade de células MCF-7 foi determinada pelo método
colorimétrico do MTT por 48 e 72 horas, ap6s tratamento com os complexos de inclusio (CI’s)
nas concentracdes de 300 uM, 100 uM e 50 pM. Para a avaliagdo de apoptose e necrose foi
utilizado o kit de deteccdo de apoptose Anexina V por citometria de fluxo e as células tratadas
com os CI’s nas concentrag¢fes de 300 M. Os resultados obtidos demonstram que o complexo
HPBCD/OFLOX foi capaz de reduzir a viabilidade celular de MCF-7 a valores inferiores a 70%
nas concentracfes de 100 uM e 300 UM em 72 horas de tratamento. Foi observado que o
tratamento a 300 pM de HPBCD/OFLOX promoveu a apoptose em 54% das células MCF-7 e
necrose em 20% das mesmas, valores superiores ao observado no tratamento de OFLOX na
mesma concentracdo. Os resultados demonstram um potencial antitumoral de HPBCD/OFLOX.
Maiores estudos sdo necessarios para avaliar o potencial da HPBCD/OFLOX como futuro

candidato no tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: Ofloxacino; Ciclodextrinas; Complexos de incluséo; MCF-7.



ABSTRACT

Breast cancer is a disease caused by breast cell proliferation disorder. This process produces
abnormal cells, which multiply in a disorderly way, which leads to the formation of tumors.
Breast cancer is a heterogeneous disease with different clinical and morphological
manifestations associated with distinct genetic characteristics, therefore requiring different
therapeutic approaches. Several advances have emerged over the years with regard to the
oncological treatment of breast tumors, but the treatment depends on the stage of the disease
and the type of tumor, and may include surgery, radiotherapy, chemotherapy, hormone therapy
and targeted therapy . When this neoplasia is diagnosed in its initial phase, the treatment has a
greater curative potential. In the case of tumor metastasis, the treatment aims to prolong and
improve the patient's quality of life. Ofloxacin (OFLOX) is a fluoroquinolone with a broad
spectrum bactericidal effect that demonstrates cytotoxic activity for tumor cells. Studies show
that the association of drugs with cyclodextrins can favor the biological activity of some
substances. Therefore, the aim of this work was to evaluate the antitumor potential of OFLOX
nanostructured compositions after inclusion in B-cyclodextrin (BCD) and hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (HPBCD) in MCF-7 breast cancer cells. To evaluate the in vitro antitumor
potential, the viability of MCF-7 cells was determined by the MTT colorimetric method for 48
and 72 hours, after treatment with inclusion complexes (IC's) at concentrations of 300 uM, 100
UM and 50 pM. For the evaluation of apoptosis and necrosis, the Annexin V apoptosis detection
kit was used by flow cytometry and the cells treated with IC's at concentrations of 300 uM. The
results obtained demonstrate that the HPBCD/OFLOX complex was able to reduce the cell
viability of MCF-7 to values below 70% at concentrations of 100 uM and 300 puM in 72 hours
of treatment. It was observed that treatment at 300 uM of HPBCD/OFLOX promoted apoptosis
in 54% of MCF-7 cells and necrosis in 20% of them, values higher than those observed in the
treatment of OFLOX at the same concentration. The results demonstrate an antitumor potential
of HPBCD/OFLOX. Larger studies are needed to evaluate the potential of HPBCD/OFLOX as

a future candidate in the treatment of breast cancer.

Keywords: Ofloxacin; Cyclodextrin; Inclusion complex; MCF-7.
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1. INTRODUCAO

Entre os diversos tipos de canceres existentes, o cancer de mama é a neoplasia de maior
incidéncia entre as mulheres de todo o mundo (GARCIA-ARANDA; REDONDO, 2019), sendo
diagnosticado através de exames fisicos, exame de mama e bidpsias de tecidos (BRASIL,
2019). Embora esse tipo de cancer apresente uma melhor sobrevida aos pacientes quando
comparados aos outros tipos de canceres, os distdrbios mentais e emocionais relacionados as
cirurgias, bem como as mortes por recaidas ou metastases colocam em risco a saude das
mulheres (FENG et al., 2018).

Diferente de uma década atras, hoje os profissionais de salde contam com diversas
opcoes para o enfrentamento dessa malignidade, levando em consideracao o tamanho, estagio,
grau, comportamento metastatico, agressividade e subtipo molecular intrinseco do tumor, além
da idade e alteracdes endocrinas do paciente (AGGARMAL et al., 2021).

Embora ha essa variedade de opc¢des para o tratamento, ainda assim, devido a grande
instabilidade na fisiologia do tumor, resposta a terapia, juntamente com a resisténcia a diversos
farmacos, a oncologia clinica apresenta enormes desafios (HERNANDEZ-LEMUS;
MARTINEZ-GARCIA, 2021).

As intervencdes clinicas podem gerar efeitos adversos, uma vez que a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia destroem ou inibem o crescimento e o metabolismo de células
normais. O que quer dizer que o uso de alguns medicamentos contra o cancer tem sido limitado
devido a sua alta citotoxicidade para células normais, afetando a qualidade de vida dos pacientes
(GANDHI et al., 2020).

A descoberta de um novo medicamento, de modo especial para o tratamento do cancer,
€ um processo que pode levar de 10 a 15 anos para seu desenvolvimento, podendo ter um custo
de dezenas de bilhdes de dolares, e ainda assim, podem apresentar grandes riscos de falhas em
seus ensaios clinicos (FIROOZBAKHT et al., 2022). Mediante isso, pesquisadores e clinicos
tém voltado a atencio para estratégias de reposicionamento de farmacos (HERNANDEZ-
LEMUS; MARTINEZ-GARCIA, 2021).

O reposicionamento de farmacos é descrito como um processo que tende a descobrir
novas indicacdes de compostos que j& foram aprovados e comercializados ou até mesmo

aqueles reprovados, devido ao insucesso em seus ensaios clinicos (KHAN et al., 2020).
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No intuito de direcionar um farmaco ja existente para uma nova doenca, o desafio
principal é identificar novas relagbes entre medicamentos e doencas. Com a finalidade de
superar tal desafio, foram introduzidas diversas abordagens computacionais, biologicas e
experimentais, além de esquemas hibridos que combinam técnicas computacionais e bioldgicas
(FIROOZBAKHT et al., 2022). O reposicionamento ndo apenas acelera o desenvolvimento de
um novo farmaco, mas tem como objetivo, oferecer medicamentos com menor custo, mais
eficazes e seguros além de reduzir os efeitos colaterais (AGGARMAL et al., 2021).

Nos Ultimos anos, a estratégia de reposicionamento de farmacos teve um
impulsionamento consideravel, com cerca de um terco das novas aprovacgdes de medicamentos
correspondendo a medicamentos reaproveitados que atualmente geram cerca de 25% da receita
anual da industria farmacéutica. (RUDRAPAL; KHAIRNAR; JADHAV, 2020).

Um farmaco que ja vem sendo estudado é o Ofloxacino (OFLOX), um antibidtico de
segunda geracdo o qual pertence a classe das fluoroquinolonas, apresenta amplo espectro de
acdo contra as bactérias, tendo como mecanismo de acdo a inibicdo da DNA girase e
topoisomerase 1V, essas duas enzimas estdo envolvidas na replicacdo do DNA bacteriano
(HARA; HONJO, 2019).

Diversos séo as pesquisas com foco no desenvolvimento de novos sistemas de entregas
de medicamentos com base em insumos farmacéuticos ativos (IFA) com propriedades fisico-
quimicas e seguranca conhecidos, no intuito de melhor o efeito terapéutico, estabilidade e a
biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis em agua (BOCZAR; MICHALSKA, 2022).
Levando isso em consideracdo, a formacdo de um complexo (CI) entre farmacos e
ciclodextrinas (CDs) geram um campo de pesquisa com grandes margens de sucesso
(MEHRIZI; AMIRI; BAHRAMI, 2019). As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos com
uma estrutura Unica que consiste em varias unidades de glicose e sdo frequentemente descritas
como estruturas truncadas em forma de cone, que possuem uma superficie externa hidrofilica
e uma cavidade interna hidrofobica (CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017). Diversos séo 0S
farmacos que podem ser incluidos nessa cavidade hidrofobica das ciclodextrinas levando a
formacdo de complexos farmaco-ciclodextrinas, ou CI, como sdo denominados. Esses
complexos de inclusdo sdo compostos por duas ou mais moléculas, sendo que uma dessas
moléculas denominada hospedeira, inclui de forma total ou parcial uma molécula hdspede
(PAIXAO, 2014).
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Sabendo-se do grande problema de satde publica mundial que o cancer de mama
representa atualmente, o OFLOX foi objeto de estudo do presente trabalho junto as CDs BCD
e HPBCD, para avaliagdo do potencial efeito antitumoral dos complexos de inclusdo de OFLOX

e as ciclodextrinas frente a linhagem celular de cancer de mama MCF-7.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE MAMA

Segundo o Instituto Nacional do Cancer a estimativa mundial, feita no ano de 2018,
demonstrou que ocorreram no mundo 18 milhdes de novos casos de céncer (INCA, 2022),
sendo que dentre esses Novos casos, 0 cancer de mama é o mais incidente no mundo entre as
mulheres, com um total de 2,1 milhGes de afetadas, equivalente a 11,6% de todos os canceres
estimados (BRAY et al., 2018).

No Brasil estima-se um total de 66.280 novos casos de cancer de mama por ano no
triénio 2020-2022 (INCA, 2022). Esse valor corresponde a um risco estimado de 61,61 novos
casos a cada 100 mil mulheres. O cancer de mama feminino ocupa a primeira posi¢ao em todas
as regides brasileiras, sendo que o alto risco é estimado na Regido Sudeste totalizando 81,06
casos por 100 mil, seguido de 71,16 casos por 100 mil na Regido Sul, 45,24 por 100 mil na
Regido Centro-Oeste; 44,29 por 100 mil na Regido Nordeste e 21,34 por 100 mil na Regiéo
Norte (INCA, 2022). Em relagdo ao nimero de 6bitos, os dados obtidos do Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva, demonstraram que ocorreram 16.724 Gbitos
decorrentes de carcinoma mamario feminino no Brasil no ano de 2017, o que equivale a um
risco de 16,16 por 100 mil (INCA, 2022).

De acordo com a American Cancer Society (2021) o cancer de mama € uma doenca
causada pelo disturbio de proliferacdo celular mamaria. Esse processo produz células anormais,
que se multiplicam de forma desordenada acarretando na formacéo de tumores. MutacGes nos
genes que estdo envolvidos no processo de codificagdo de vias protetoras em relacdo ao
desenvolvimento do cancer, as celulas alteradas ou que ndo sdo mais necessarias ao organismo
sdo incapazes de realizarem apoptose, levando portando, ao desenvolvimento do cancer, nesse
caso em questdo, ao cancer de mama (AKRAM et al., 2017).

O avanco do carcinoma de mama se da em um microambiente complexo que abrange
diversas células malignas e matriz extracelular, a qual é responsavel pelo suporte mecénico da
estrutura mamaria. Os principais tipos de células presentes nesse microambiente sdo 0s
fibroblastos, linfocitos, macrofagos e células estromais derivadas de linhagens mieloides
(HARBECK et al., 2019).
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O céncer de mama é uma doenga heterogénea com diferentes manifestagdes clinicas e
morfoldgicas que estdo associadas as caracteristicas genéticas distintas, exigindo, portanto,
diferentes condutas terapéuticas (INCA, 2022). Segundo o Center for Disease Control
Prevention (2022) geralmente os tumores de mama se iniciam através de um aumento da
proliferacdo celular dos ductos mamarios ou nos I6bulos, seguido de uma evolugdo para
tumores benignos ou em algumas situa¢des podem evoluir para carcinomas metastaticos (SUN
etal., 2017), o qual € originado quando as celulas tumorais alcangam a corrente sanguinea ou a
via linfatica espalhando-se para outros 6rgdos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
PREVENTION, 2022). Essa proliferacdo pode ocorrer também no tecido adiposo ou no tecido
conjuntivo fibroso da mama (FENG et al., 2018).

Os adenocarcinomas constituem a maioria dos canceres de mama, enquanto 0s
sarcomas, como tumores filoides e angiossarcomas, dificilmente sdo encontrados (FENG et al.,
2018). De uma maneira geral, o adenocarcinoma de mama € divido em cancer de mama
invasivo, que invadiu o tecido circundante da mama e cancer de mama ndo invasivo, que ndo
se estendeu para fora do I6bulo ou ductos mamarios (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2021). Os dois tipos mais comuns de canceres de mama invasivo sdo: carcinoma ductal
invasivo, que tem origem nos ductos de leite, podendo invadir os tecidos adiposos da mama e
outras partes do corpo (AKRAM et al., 2017) sendo essa a forma mais comum de cancer de
mama, totalizando 55% dos diagndésticos (MAKKI, 2015). O outro tipo € o carcinoma lobular
invasivo (ILC) que se origina nas glandulas produtoras de leite (I6bulos) podendo também se
estender para outras partes do corpo, porém essa forma de cancer possui diagnéstico complexo,
uma vez que é dificil a deteccdo no exame fisico e de imagem (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021). E as duas formas comuns do cancer de mama néo invasivo sdo: carcinoma
ductal in situ (DCIS) definido como uma proliferacdo de células malignas nos ductos de leite e
gue ainda ndo houve a invasdo da membrana basal (MAKKI, 2015; MATHELIN et al., 2021)
e o carcinoma lobular in situ (LCIS) originado nos I6bulos mamarios e que ndo houve a
expanséo para o tecido circundante da mama (HARBECK et al., 2019).

Em relacdo a expressdo molecular, o cancer de mama pode ser descrito como luminal
A, luminal B, luminal hibrido, receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2)
e basal-simile. Na pratica clinica utiliza-se os critérios clinico-patoldgicos associados a
avaliagcdo da expresséo status do HER-2, além dos receptores hormonais de estrogénio (RE) e
progesterona (RP) (BRASIL, 2019).
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Foram identificados dois principais alvos moleculares na patogénese do cancer de
mama. O primeiro ¢ o receptor de estrogénio (ERa) que é expresso em 70% dos canceres de
mama invasivos, e o segundo alvo molecular ¢ o fator de crescimento epidérmico (ERBB2) que
é expresso em 20% dos canceres de mama. Individuos com super expressao de ERBB2 sao
indicados a terapia direcionada & ERBB2, incluindo anticorpos anti-ERBB2 (como
trastuzumabe e pertuzumabe) e inibidores de tirosina quinase de moléculas pequenas (como
lapatinibe e neratinibe) (WAKS; WINER, 2019).

Alguns fatores de risco considerados importantes para o desenvolvimento do cancer de
mama vao além das caracteristicas individuais de cada paciente, uma vez que o simples fato de
serem do sexo feminino, j& é considerado como o principal risco para o desenvolvimento dessa
malignidade, visto que essa doenca tem a probabilidade de ocorrer 100 vezes mais em mulheres
do que em homens (FENG et al. 2018). Além do sexo, o envelhecimento é um dos principais e
mais importantes fatores de riscos associados ao cancer de mama, dado que a incidéncia esta
fortemente relacionada ao aumento da idade (SUN et al. 2017). De acordo o Instituto Nacional
do Céncer (INCA), as mulheres acima dos 50 anos de idade tém uma maior probabilidade de
desenvolverem cancer de mama, devido acimulo de exposicBes aos fatores de risco longo da
vida e as proprias alteracdes bioldgicas recorrentes do envelhecimento, fazendo com que esse
risco seja aumentado de forma geral (INCA, 2022). No entanto, nos casos em que ha ocorréncia
dessa neoplasia em mulheres mais jovens, esse tumor pode ser mais grave com tamanho maior,
estdgios mais avancados e levando a uma menor sobrevida (MOMENIMOVAHED;
SALEHINIYA, 2019). Outros fatores de risco que podem ser citados sdo: os fatores
enddcrinos, historia reprodutiva, estilo de vida e fatores genéticos (INCA, 2022). Em relacdo
ao estilo de vida destaca-se, consumo de alcool, o sobrepeso e a obesidade no periodo pés-
menopausa (INCA, 2022). Pacientes que sofrem com esse tipo de neoplasia devem adotar um
estilo de vida saudavel no intuito de melhorar as condi¢des de satde e prevenir a progressdo da
doenca (HWANG; NHO, 2019).

No que se refere aos fatores genéticos, aproximadamente 40% dos casos de cancer de
mama sdo derivados de fatores hereditérios, a qual sdo decorrentes de mutacGes nos genes
BRCAL e BRCA2 herdados de maneira autossémica dominante. Alguns estudos demostraram
que 55% dos individuos que possuem mutacdo no gene BRCAL e 45% dos individuos
portadores de mutacdo no gene BCRAZ2 podem desenvolver cancer de mama antes dos 70 anos
de idade (MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019).
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O céancer de mama pode ser descoberto logo nos estagios iniciais através da presenca de
um noédulo fixo e geralmente indolor, sendo essa a primeira e principal manifestacdo clinica da
doenca a qual é percebido pela mulher e estando presente em 90% dos casos (INCA, 2022).
Além do nodulo, outros sinais podem surgir, como a pele da mama aparecer avermelhada e
retraida, alteragdes no mamilo, presenca de pequenos nddulos na regido das axilas e pescoco e
também saida de um liquido anormal nos mamilos (INCA, 2022).

O diagnostico do cancer de mama é baseado em exames fisicos e clinicos, testes de
imagem e confirmado através de avaliagdes histopatologicas. No caso dos exames fisicos, esses
devem incluir palpacdo bimanual das mamas e linfonodos regionais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ONCOLOGIA CLINICA, 2021). A deteccio precoce do cancer de mama
pode ser realizada através da mamografia, sendo este exame um método eficaz de rastreamento
populacional da doenca. Segundo a recomendacao do Ministério da Saude, a mamografia deve
ser realizada a cada dois anos em mulheres com idade entre 50 a 69 anos (BRASIL, 2019).

Quando ocorre a suspeita de cancer por meio de exames fisicos (nédulo mamario,
isolado, endurecido e aderido ao tecido) mamografia ou ultrassom, a lesdo devera ser submetida
a bidpsia, que tem como objetivo a obtencdo de material suficiente para o diagndstico, a fim de
evitar cirurgias ou procedimentos invasivos desnecessarios (BRASIL, 2019).

Se detectado de forma precoce, logo nas fases iniciais do desenvolvimento, o tratamento
do cancer de mama apresenta sucessos satisfatorios, diminuindo a possibilidade de tratamentos
agressivos. Se diagnosticado como um tumor de mama primario, pode ser removido através de
cirurgia com quimioterapia para uma maior efetividade (SUN et al., 2017). Ja& em casos de
metastase do tumor, o tratamento tem por objetivo prolongar e melhorar a qualidade de vida do
paciente (INCA, 2021). Mesmo em casos de diagnéstico precoce, quase que 30% das mulheres
acabam em metastase, levando a 6bito (GARCIA-ARANDA; REDONDO, 2019).

Diversos avangos vém surgindo ao longo dos anos no que se diz respeito ao tratamento
oncologico de tumor mamario. Porém, o tratamento depende da fase em que a doenca se
encontra e do tipo do tumor, podendo incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia e terapia alvo (INCA, 2022).

No que se diz respeito a quimioterapia, esse pode ser neoadjuvante (antes da cirurgia)
ou adjuvante (ap0s a cirurgia) vai depender do estado em que o paciente se encontra (AKRAM
et al., 2017). A quimioterapia neoadjuvante é utilizada de maneira frequente em tumores de

tamanho avangado que para serem removidos atraves de uma cirurgia é necessario diminuir o
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tamanho do tumor para que 0 mesmo possa ser removido através de uma cirurgia menos
extensa, promovendo, em alguns casos a conservacdo da mama (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021). No caso da terapia adjuvante, essa € utilizada no intuito de destruir quaisquer
células malignas que possam ter ficado apds a remocdo do tumor e que nao sao visiveis aos
exames de imagens (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). De acordo com o Ministério
da Sadde, para o tratamento do cancer de mama o Sistema Unico de Sadde (SUS) disponibiliza
todos os tipos de cirurgias, como mastectomias, cirurgias conservadoras e reconstrucdo
mamaria, além de radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e tratamento com anticorpos
(BRASIL, 2019). E importante salientar que a terapia adjuvante ¢ indicada de acordo com o
risco que o paciente apresenta (BRASIL, 2019).

No Brasil, o0 Ministério da Salude leva em consideracdo os tratamentos que demonstram
impacto na historia natural do cancer, como a diminui¢cdo do nimero de mortes causadas por
essa malignidade, além dos tratamentos que séo aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019).

Agueles pacientes que concluiram a terapia adjuvante devem ser acompanhados em
periodo de 5 anos, o exame fisico deve ser realizando a mamografia a cada 3 ou 6 meses durante
0s trés primeiros anos, e posteriormente por mais 2 anos seguintes a cada 6 ou 12 meses.
Decorrido esse periodo de 5 anos o acompanhamento devera ser anual (BRASIL, 2019). O
tratamento contra o cancer de mama é de extrema importancia para a sobrevivéncia do paciente,
entretanto desencadeiam diversos efeitos colaterais que séo causados ao longo do tempo, alguns
desses podem incluir, fraqueza, perda ou aumento de peso, feridas na boca, queda de cabelo,
enjoos, vomitos e tonteiras (INCA, 2022).

As intervencBes clinicas podem gerar efeitos adversos, uma vez que a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia destroem ou inibem o crescimento e o metabolismo de células
normais. O que quer dizer que o uso de alguns medicamentos contra o cancer tem sido limitado
devido a sua alta citotoxicidade para células normais, afetando a qualidade de vida dos pacientes
(GANDHI et al., 2020), justificando a necessidade de obtencdo de novas substancias ou

reposicionamentos de farmacos ja existentes no tratamento dessa enfermidade.

2.2 OFLOXACINO
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O ofloxacino (OFLOX) é um antibidtico de segunda geracao o qual pertence a classe
das fluoroquinolonas, foi sintetizado e desenvolvido em 1979 pela Daiichi Pharmaceutical Co.,
Ltd. (Daiichi-Sankyo) e lancado no mercado em 1985 na Alemanha Ocidental. Estudos pré-
clinicos realizados, demonstraram que a droga apresentava um amplo espectro antibacteriano e
uma boa farmacocinética. (HARA; HONJO, 2019). Nomeado quimicamente pela Internacional
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) como &cido (9-fluor-2,3-diidro-3-metil-10- (4-
metil-1-piperazinil) -7-oxo-7H-pirido [1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-carboxilico), sua formula
molecular é C1gH20FN3Os, € massa molar 361,37 g/mol. De acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas apresenta-se como poé cristalino esbranquicado a amarelo claro e funde-se a
temperatura de 250 °C aproximadamente. Sua solubilidade em agua varia de acordo com o pH,
sendo 60 mg/mL em pH variando de 2 a 5 e 4 mg/mL em pH 7. Devido A presenca de dois
grupos funcionais ionizaveis € considerado um farmaco com carater zwiterionico, cujo pKal é
6,05 e pKa2 é 8,22, correspondendo a ioniza¢do do &cido carboxilico e ao nitrogénio do anel
piperazina, respectivamente (AL- OMAR, 2009; FARMACOPEIA, 2019).

Considerado como uma droga quiral devido a substituicdo na posi¢cdo C-3 do anel
oxazina, o que resulta na formacéo dos enantibmeros R e S sendo eles potencialmente diferentes
em relacdo a sua atividade antibacteriana, onde o enantidbmero S é 8-128 vezes mais potente
que seu enantidomero R, e cerca de duas vezes mais potente do que sua mistura racémica (AL-
OMAR, 2009). Por ser uma fluoroquinolona de segunda geracdo, OFLOX, tem um elevado
grau de poténcia e maior espectro de acdo se comparados as quinolonas de primeira geracao,
isso se deve a introducdo de um atomo de flior na posicdo 6, o grupo N-metilpiperazina na
posicao 7 e a formacao de um anel oxazina (PARIS, 2012), conforme observado na figura 1.

Esses substituintes adicionados a molécula pontencializaram as atividades
farmacolodgicas do OFLOX, pois a adi¢cdo do N-metilpiperazina atribuiu uma alta lipofilicidade
e eficacia contra bactérias gram-positivas e 0 anel de oxazina contribuiu para seguranca,
fornecendo uma excelente absorcdo intestinal e penetracédo tecidual, logo obtendo melhorias
nos apectos farmacocinéticos (HARA; HONJO, 2019).

O OFLOX quando administrado por via oral é quase completamente absorvido, com
uma biodisponibilidade que pode variar de 95% a 100%. A concentracdo plasmética maxima
(Cwmax) pode ser obtida 1 a 2 horas ap0s a administracdo oral e estdo relacionadas com a dose
administrada (TODD; FAULDS, 1991). Pode-se observar uma diminuicdo da

biodisponibilidade dessa fluoroquinolona ap6s a coadministragdo oral de antiacidos contendo
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aluminio ou magnesio, levando a um decaimento da sua concentracdo sérica, podendo chegar
a0,7 pg/mL (TUNKEL; SCHELD, 1991), alimentos também promovem um atraso na sua taxa
de absorc¢do, mas ndo alteram sua biodisponibilidade (TODD; FAULDS, 1991). Assim como
outras fluorogquinolonas, 0 OFLOX se liga fracamente as proteinas plasmaticas, possui ampla
penetracdo nos tecidos corporais, tem uma meia vida entre 5 a 8 horas em individuos jovens, é
pouco metabolizada e excretada de forma inalterada pelos rins (ONRUST; LAMB; BALFOUR,
2012).

Figura 1. Estrutura do Ofloxacino.

HsC™

Fonte: Recuperada do Puchem (URL.: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/4583#section=2D-
Structure)

O mecanismo de acdo pelo qual 0 OFLOX exerce seu efeito antibacteriano é através da
inibicdo da DNA girase e topoisomerase IV, duas enzimas que estdo envolvidas na replicagéo
do DNA bacteriano (HARA; HONJO, 2019). A DNA girase, uma enzima que relaxa o DNA
superenrolado, e a topoisomerase IV, uma enzima que separa 0s cromossomos filhos ligados
apos a replicacdo. Sendo assim, ao inibir a atividade dessas duas enzimas ocorre uma inibicao
da replicacdo, transcricdo e reparo do DNA, evitando a divisao celular nas células bacterianas
(GRAHAM; TRIPP, 2021).

2.3 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS
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Mesmo com todos os avangos na tecnologia e o conhecimento aperfeicoado sobre as
doencas que afetam a humanidade, ainda assim a industria farmacéutica enfrenta diversos
desafios na descoberta de novos farmacos, gerando uma lentiddo no avanco terapéutico
(PUSHPAKOM et al.; 2018). O percurso tracado desde a pesquisa até a comercializacdo de um
novo medicamento é um processo que demanda tempo, alto custo, além de tentativas
fracassadas durante seu desenvolvimento, de tal forma que nem sempre alcangam 0 sucesso
esperado (STRITTMATTER, 2014).

Na busca incessante por alternativas para tratar pacientes que sofrem de diversos tipos
de doencas, pesquisadores e clinicos tém voltado a atencdo para estratégias de
reposicionamento de farmacos (HERNANDEZ-LEMUS; MARTINEZ-GARCIA 2021). O
reposicionamento de farmacos, também conhecido, como reaproveitamento ou reperfilamento
de farmacos é um processo que tende a descobrir novas indicacdes de compostos que ja foram
aprovados e comercializados ou até mesmo aqueles reprovados, devido insucesso em seus
ensaios clinicos (KHAN et al., 2020). Essa estratégia tem se tornado cada vez mais interessante
por apresentar varias vantagens em relacdo a producdo de um medicamento inteiramente novo,
tais como, reducdo da duracdo do tempo de desenvolvimento do medicamento, baixo custo, alta
eficiéncia e risco minimo de falhas (PUSHPAKOM et al., 2018; SAHOO et al., 2021). Visto
que essas drogas ja foram testadas e passaram pelo processo rigoroso das fases necessérias e
obrigatorias de descobertas de novos medicamentos, que incluem informacdes detalhadas sobre
sua seguranca, eficcia, formulacdo, dose e toxicidade, e em muitos casos, ensaios clinicos de
Fase | (KHAN et al., 2020).

Além disso, enquanto 10% das novas moléculas chegam ao mercado a partir dos ensaios
clinicos de fase Il e 50% da fase 111, as taxas para 0s medicamentos reaproveitados sao de 25%
da fase Il e 65% na fase Ill. Reforcando, portando, ser uma estratégia vantajosa para 0s
pesquisadores obterem de maneira eficiente novas terapias (JAIN; GRUPTA, 2015).

O processo para o desenvolvimento de um farmaco obtido de maneira tradicional,
geralmente incluem cinco estagios, sendo esses: a descoberta e a fase pré-clinica, revisdo de
seguranga, pesquisa clinica, revisdo e monitoramento de seguranga pos-mercado. Em
contrapartida, sdo inclusos apenas quatro estagios para o reposicionamento de um farmaco,
sendo esses: identificagdo do composto, aquisi¢do, desenvolvimento e monitoramento de

seguranca pés-mercado (XUE et al., 2018).
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A maioria dos farmacos que passaram pela estratégia de reposicionamento e obtiveram
sucesso, foram identificados de maneira eventual, podendo citar como exemplo, a talidomida
que é um antiemético que ganhou novas indicac¢fes na hanseniase (LI; JONES, 2012), o qual
se tornou o medicamento de primeira escolha no tratamento do Eritema Nodoso Hansénico
(BRUM, 2020).

Citrato de Sildenafila, popularmente conhecido como Viagra, foi desenvolvido para o
tratamento de doencas das artérias coronarias, porém ndo passou na segunda fase do ensaio
clinico, foi aprovado para tratamento de problemas de disfuncdo erétil (MOHAMMAD
JAFARI et al., 2018). Este efeito fisioldgico levou a indUstria farmacéutica responsavel por ser
reposicionamento, a lucrar anualmente mais de US$ 2 bilhdes (JOURDAN et al., 2020).

Nos ultimos anos, a estratégia de reposicionamento de farmacos teve um
impulsionamento consideravel, com cerca de um terco das novas aprovacdes de medicamentos,
correspondendo a medicamentos reaproveitados que atualmente geram cerca de 25% da receita
anual da industria farmacéutica (RUDRAPAL; KHAIRNAR; JADHAYV, 2020). Essa estratégia
oferece um baixo custo para muitos paises, com um valor de aproximadamente US$ 1,6 bilhdes,
enquanto o custo da estratégia tradicional é de US$ 12 bilhGes, gerando assim, uma
oportunidade para muitos paises desenvolverem medicamentos com menores investimentos
(XUE et al., 2018).

2.4 CICLODEXTRINAS

As CDs foram descritas pela primeira vez por Villiers no ano de 1891, como sendo
carboidratos que se precipitavam lentamente em meio aos produtos da fermentagdo do amido
na forma de cristais. Durante um longo periodo de tempo, cientistas procuraram entender a
capacidade que as CDs tém de hospedarem outras moléculas e principalmente sua forma
estrutural. Porém, somente no ano de 1948 que as ciclodextrinas foram definidas com preciséo,
através de purificacdo adequada e resolucdo de uma estrutura cristalina (BRAGA, 2019).

Embora sendo conhecidas ha anos, as CDs sé tiveram suas atividades expandidas na
década de 1980, apds serem aplicadas pela primeira vez na industria farmacéutica e alimentar.
Essa expansdo foi viabilizada através da producdo em escala industrial das trés CDs
denominadas como “nativas”, sendo essas A a-ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina (BCD) e y-

ciclodextrina (yCD) (CRINI, 2014).
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As ciclodextrinas sdo um grupo de oligossacarideos ciclicos formados na natureza
através da digestdo enzimética bacteriana do amido. Elas podem se arranjar e formar uma
estrutura em gaiola, em que seu nucleo € composto por uma cavidade hidrofdbica
dimensionalmente estavel que pode prender ou encapsular outras moléculas (WEINBERGER,
2000). Essas estruturas séo formadas por seis, sete e oito unidades de glicose unidas por ligacGes
tipo a-1,4, gerando aCD, BCD e yCD, respectivamente. No entanto, as moléculas contendo
mais de oito unidades de glicose sdo raras na natureza e menos caracterizadas, e aquelas com
cinco unidades de glicose sdo puramente sintéticas (CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017).

Na figura 2 estdo apresentadas a estrutura quimica das principais ciclodextrinas naturais.

Figura 2. Estrutura quimica das ciclodextrinas naturais
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Fonte: SOUZA et al., 2016.

A falta de rotacdo livre em torno das liga¢des glicosidicas e da conformacdo de cadeia
das unidades de glicose, faz com que as ciclodextrinas apresentam-se em formato de um cone
truncado (CRESTANI DE MIRANDA et al., 2011), contendo uma cavidade hidrofobica e a
superficie exterior hidrofilica (PUND; JOSHI, 2017). As extremidades dessas moléculas sao
formadas por grupos hidroxilas primarios e secundarios, os primarios estéo localizados na borda
estreita ligados aos atomos C-6 e os secundarios localizados na borda mais larga ligados ao
atomo C-2 e C-3 (STICK; WILLIAMS, 2009). Por possuirem varios grupos hidroxila, as CDs
séo altamente soltiveis em agua, com limites de solubilidade de 13g, 1,99 e 30g em 100 mL de
agua a 25°C, para aCD, BCD e yCD, respectivamente (HASHIDZUME et al., 2017). Sendo
essa a principal diferenca entre as trés CDs naturais, além do tamanho de sua cavidade central.
A BCD ¢ menos soluvel, porém o seu nucleo possui o tamanho mais adequado para a formagao

de complexos com muitos medicamentos. Sua baixa solubilidade pode ser explicada devido ao
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elevado numero de ligagbes de hidrogénio intramoleculares entre os grupos hidroxila
secundarios dentro da molécula. Essas intera¢fes tornam a estrutura rigida e evitam a hidratacéo
pelas moléculas de agua (SAOKHAM et al., 2018).

As propriedades mais importantes das CDs estdo na capacidade de modificar as
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas dos farmacos. Essa capacidade pode estabelecer
interagBes por meio de forcas intermoleculares com moléculas, ions ou radicais, agindo como
uma substancia hospedeira (CRESTANI DE MIRANDA et al., 2011). Sendo assim, 0 aumento
resultante na solubilidade e estabilidade dos compostos hospedes é a base predominante para o
amplo uso das ciclodextrinas (CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017).

Embora a BCD seja a mais utilizada na industria farmacéutica, essa ciclodextrina
apresenta como desvantagem sua baixa solubilidade em agua, como ja foi discutido
anteriormente. Esse fato fez com que diversos pesquisadores buscassem uma forma de melhorar
algumas de suas caracteristicas através da substituicdo do hidrogénio nos grupos hidroxila
(CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017; GENG et al., 2019). Dentre essas modifica¢des surgiu
a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), onde foram adicionados grupos hidroxipropil fixados
na face externa do seu cone macrociclico. Essas alteracdes possibilitaram a aplicacdo por via
intravenosa, que considerada segura pelo da Food and Drug Administration (FDA), além de
ser muito mais solivel e menos toxico do que a BCD natural, da qual é derivada (BEZAMAT
et al., 2020).

Atualmente a HPBCD ¢ o excipiente mais versatil entre os oligossacarideos ciclicos,
podendo ser usado em formulacdes orais, retais, dérmicas, oculares e parenterais. As principais
formulacdes sdo as solucdes (infusdo, injecdo e colirio) que utilizam o efeito solubilizante e
estabilizante de HPBCD (MALANGA et al., 2016).

Devido as suas caracteristicas estruturais, as CDs podem formar complexos de inclusdo
com uma grande variedade de moléculas organicas por meio das interacdes que sdo conhecidas
como hospede-hospedeiro. A formagdo de um complexo em uma solucéo aquosa pode ocorrer
quando as moléculas de dgua sdo removidas da cavidade apolar das CDs e substituidas por uma
molécula hdspede ou grupo lipofilico com polaridade, tamanho e formato compativel com a
sua estrutura. Este processo é energeticamente favoravel e contribui para um aumento na
estabilidade do complexo, pois causa mudancas na entalpia e uma reducgéo na energia total do
sistema (CRESTANI DE MIRANDA et al., 2011). Na Figura 3 esta representado 0 mecanismo

de inclusdo de uma molécula héspede na ciclodextrina.
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Os CI's que sdo formados com uma molécula hdspede-hospedeiro podem exibir
propriedades quimicas ou bioldgicas que apresentam melhorias quando comparadas com uma
molécula hospede isolada. Essa inclusdo promove uma melhora na solubilidade, dissolugéo e
biodisponibilidade aquosa, além de aumentar a estabilidade fisico-quimica e vida util dos

medicamentos e prevenir interagdes entre farmacos e excipiente (CARNEIRO et al., 2019).

Figura 3-Representacdo esquematica da formacao do Cl com ciclodextrina.
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Fonte: Adaptado de SZEJTLI, 1998.
Legenda: Cl: Complexo de Inclusdo; Kc: constante de equilibrio quimico.

2.5 CELULAS MCF-7

As células MCF-7 foram isoladas em 1973 pelo Dr. Soule e colaboradores na Fundacéo
do Céancer de Michigan, o qual deu origem ao seu nome. Essas células foram obtidas de uma
mulher com idade de 69 anos apds derrame pleural, consequéncia de um cancer metastatico.
Sete anos antes da cultura primaria das células, essa paciente havia sido submetida a uma
mastectomia da mama direita devido a um tumor benigno onde houve a retirada do tecido,
resultando na linhagem celular MCF-7(COMSA,; CIMPEAN; RAICA, 2015).

Essa linhagem celular derivada de adenocarcinoma de mama retém caracteristicas ideais
de epitélio mamario diferenciado, sendo capazes de processar estradiol por meio de receptores
de estrogénio citoplasmaticos (FAGAN et al., 2017). Além disso, essa é a primeira linha de
células de cancer de mama que contém uma resposta hormonal, além de serem sensiveis a
citoqueratina e quando cultivadas in vitro s&o capazes de formar ctpulas devido ao acimulo de

fluido entre a placa de cultura e a monocamada celular (CAMARILLO et al., 2014). E valido
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ressaltar que essas células também expressam receptores de androgénio, progesterona e
glicocorticoides tornando-as ferramentas valiosas na pesquisa médica (LEE; OESTERREICH,;
DAVIDSON, 2015).

Uma das mais importantes contribui¢des das células MCF-7 nos trabalhos relacionados
ao cancer de mama, tem sido a sua utilizacdo no estudo do receptor de estrogénio alfa (ERa),
uma vez que essa célula é uma das poucas a expressar niveis substanciais de similares aos
receptores de estrogénio (LEE; OESTERREICH; DAVIDSON, 2015). Essa linhagem celular
demonstra ser pouco agressiva e ndo invasiva e com baixo potencial metastatico (COMSA,;
CIMPEAN; RAICA, 2015). Séo, entretanto, sensiveis ao estrogénio E2 e expressam altos niveis
transcritos de ERa e baixos niveis de ERS, na auséncia de estrogénios essas células promovem
um aumento da expressdo do ER (COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015).

2.6 ENSAIO DE MTT NO ESTUDO DE TUMORES

Em 1983, Mosmann escreveu o primeiro relatério sobre uma possivel aplicacdo do
ensaio de MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo], o qual descreveu a
possibilidade de uma avaliacdo da resposta de linhagens de células de mamiferos frente a
compostos citotdxicos (GRELA; KOZLOWSKA ; GRABOWIECKA, 2018).

O ensaio de MTT foi o primeiro ensaio de viabilidade celular desenvolvido para placas
de microdiluicdo de 96 pocos, essa tecnologia foi amplamente adotada e permanece até nos dias
atuais, como confirmam os milhares de artigos que sao publicados utilizando essa técnica (RISS
et al., 2004).

Conhecido como um método colorimétrico, o ensaio do MTT tem como finalidade
medir a atividade metabdlica, citotoxicidade e proliferagdo celular. Esse método se baseia na
capacidade das enzimas oxidorredutase celulares dependentes de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) para reduzir o corante de sal tetrazolio amarelo a cristais roxo
de formazan insoluvel, por células viaveis (GASQUE et al., 2014). Sendo assim, o nivel
aproximado de células vidveis € estimado com base na intensidade da coloracdo roxa (ABBASI
et al., 2021). Dessa forma, esse ensaio mede a viabilidade celular em termos de atividade
redutiva, uma vez que a conversao enzimatica do composto de tetrazdlio em cristais de

formazan por desidrogenases ocorrem na mitocondria de células vivas, entretanto agentes
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redutores e enzimas localizadas em outras organelas, como o reticulo endoplasmatico, também
podem estar envolvidos (KUETE; KARAOSMANOGLU; SIVAS, 2017).

O MTT é capaz de passar pela membrana celular e ser reduzido em células viaveis
devido a lipofilicidade dos seus grupos laterais, além da presenca de sua carga liquida positiva,
como ja dito, essa reducgdo é decorrente de enzimas mitocondriais ou plasmaticas celulares
como oxidorredutases, desidrogenases, oxidases e peroxidases usando NADH, NADPH,
succinato ou piruvato, atuando como um elétron doador (PRABST et al., 2017).

Quando ocorre a morte celular, as células perdem a capacidade de converter o MTT em
formazan, sendo assim, a formacéo da cor serve como um marcador apropriado apenas para
aquelas células que estdo viaveis (RISS et al., 2004). Os cristais de formazan que foram
formados podem ser dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente, medidos em
um determinado comprimento de onda (geralmente entre 500 e 600 nm) por um
espectrofotometro (KUETE; KARAOSMANOGLU; SIVAS, 2017). O valor da densidade
Optica serve como uma estimativa do nimero de mitocondrias ativas, ou seja, do nimero de
células vivas que estara presente nas amostras (LU et al., 2012). A quantidade de sinais gerados
depende principalmente de alguns parametros, sendo esses: concentracdo de MTT, periodo de
incubacdo, numero de células viaveis e sua atividade metabolica (RISS et al., 2004).

Esse método de MTT apresenta diversas vantagens, tornando-o padrao ouro para testes
de citotoxicidade, (KUETE; KARAOSMANOGLU; SIVAS, 2017). algumas dessas vantagens
incluem: tempo habil para avaliacdo das amostras, possibilidade de avaliar uma extensa
guantidade de amostras de modo simultaneo, aquisicdo de resultados de forma objetiva e através
um espectrofotdmetro, alta reprodutibilidade, quantidade baixas de células necessarias,
utilizacdo em varios tipos de cultura celulares (células em monocamada, esferoides e clones)
além do baixo custo (NIKZAD; GHAHFAROKHI; NASRI, 2014).

Apesar de todas as vantagens que foram descritas anteriormente, essa técnica pode
apresentar algumas limitacbes como: adsor¢do inespecifica, diminuicdo relativa na
sensibilidade e baixa relacdo superficie/volume, podendo em alguns casos invalidar a base do
processo de avaliacdo (ABBASI et al., 2021). No que se refere a sensibilidade, essa pode ser
aperfeicoada otimizando a concentracdo de MTT e o tempo de incubacdo com as células, porém
ha limitag&o no tempo de incubacdo devido a toxicidade do MTT reagente (RISS et al., 2013).

O ensaio de MTT esta presente em diversos estudos de citotoxicidade para a triagem de

novos compostos anticancer, devido a sua precisdo e sua simplicidade de manuseio, todavia
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essa técnica ndo fornece informacdes sobre o mecanismo molecular da atividade citotdxica da
droga (GANOT et al., 2013).

2.7 O ENSAIO DE APOPTOSE NO ESTUDO DE TUMORES

A morte celular € um processo de suma importdncia no que se refere ao
desenvolvimento, homeostase dos tecidos e integridade dos organismos multicelulares, uma
vez que, aquelas células indesejaveis serdo removidas durante o processo de transformacao,
embriogénese, patogénese e renovacgéo do tecido (JAN; CHAUDHRY, 2019).

A apoptose, conhecida também como morte celular programada ou suicidio celular,
pode ser descrita como um processo que impende o crescimento e a divisdo das células,
levando-as a morte sem que ocorra extravasamento no ambiente circundante (D’ARCY, 2019).
Diversas ocorréncias podem desencadear o processo de apoptose, como a proliferacao celular
descontrolada, dano ao DNA ou em decorréncia de algumas condi¢Ges e doengas como
Alzheimer a qual é resultado de uma ativacdo precoce das vias de morte celular (OBENG,
2021). Em contrapartida, quando essas células perdem sua capacidade de ativar essas vias, iSs0
pode gerar doencas em excesso, como € 0 caso do cancer e das doencas autoimunes
(TOMPKINS; THORBURN, 2019). E valido ressaltar que essas falhas na apoptose ocorrem
em diversos tipos de canceres, como cancer de pulmado, mama, préstata, figado, tireoide e
bexiga (TANG et al., 2020).

Apesar da grande variedade de condicGes e estimulos, fisioldgicos e patoldgicos, que
podem desencadear a apoptose, nem todas as células morrerdo devido ao mesmo estimulo. Um
exemplo disso sdo os corticosteroides que podem levar a morte de algumas células por
apoptose, entretanto, outras podem néo serem afetadas e nem ao menos estimuladas (ELMORE,
2007).

De modo geral, a apoptose se caracteriza por diversas mudancas morfoldgicas que
ocorrem na estrutura da célula, em conjunto com uma gama de processos bioquimicos que sdo
dependentes de enzimas, tendo como um resultado final a eliminag&o das células do corpo, com
o minimo de dano possivel aos tecidos (D’ARCY, 2019). As alteragdes morfoldgicas que
ocorrem na estrutura das células estdo relacionadas tanto ao nucleo quanto o citoplasma. No
que se refere ao nucleo, esse apresenta condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear,

seguido por arredondamento da célula, reducdo do volume celular (picnose) e retracdo dos
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pseuddpodes (WONG, 2011). Em relagdo as alteracfes bioquimicas, ocorre a clivagem de fita
dupla nas regibes de ligacdo entre os nucleossomos, levando a formacdo de mudltiplos
fragmentos de DNA, externalizacdo da fosfatidilserina e alteragdes na expressdo de proteinas
(KHAN; BLANCO-CODESIDO; MOLIFE, 2014).

Existem, portanto, duas vias distintas que irdo desencadear a apoptose: a via intrinseca
a qual é desencadeada devido a estimulos intracelulares e a via extrinseca que € regulada por
receptores de morte de membrana (YOU et al.,, 2017). A figura 4 mostra de forma
esquematizada a ativacdo de ambas as vias.

A via intrinseca, conhecida também como via mitocondrial, pelo fato de ser iniciada
dentro da célula, mais precisamente dentro da mitocondria, é desencadeada em resposta a
estimulos de estresse celular, como por exemplo, dano ao DNA, hipoxia, defeito no ciclo celular
e perda de fatores que as células necessitam para a sobrevivéncia (KHAN; BLANCO-
CODESIDO; MOLIFE, 2014). A apoptose € induzida apds danificacdo das mitocondrias, a
qual ir& liberar proteinas que residem no espaco mitocondrial (NADERER; FULCHER, 2018).
Essa via é regulada de maneira rigorosa pela familia de proteinas do linfoma de células B-2
(BCL-2) que abrange as proteinas efetoras pro-apoptéticas, proteinas BH3 pré-apoptdticas e
proteinas BCL-2 antiapoptdticas. As proteinas BCL-2 antiapoptéticas inibem a apoptose
através da inibicdo das proteinas BCL-2 pré-apoptéticas, proteina X associada a BCL-2 (BAX)
e assassino de antagonista homologo BCL-2. J& as proteinas BH3 inibem as proteinas BCL-2
antiapoptéticas (PFEFFER; SINGH, 2018). Membros pré-apoptoticos da familia BCL-2, como
é 0 caso da BAX, sdo regulados pela proteina supressora de tumor p53, além do mais, quando
ocorre aumento de expressdo dos membros BCL-2 pro-apoptéticos esses podem auxiliar na
citotoxicidade das células tumorais e para as células normais (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2021).

A via extrinseca depende da ligacdo dos receptores de morte da familia do Fator de
Necrose Tumoral (TNF) aos seus ligantes, estimulando as cascatas intracelulares que serdo
conduzidas por varias interacbes de proteinas, levando a ativacdo da caspase 8 que é
considerada como uma caspase iniciadora e, posteriormente, as caspases 3 e 7, sendo essas as
"executoras" finais da apoptose (TOMPKINS; THORBURN, 2019). Dentre esses ligantes de
morte, estdo inclusos o Fas (Fas-L), ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL)
e o fator de necrose tumoral (TNF), alem das proteinas adaptadoras que incluem dominio de
morte associada a Fas (FADD) e o dominio de morte associado a TNF (TRADD) (PFEFFER,;

SINGH, 2018). Sendo assim, apos a interacdo com o ligante, os receptores de morte sofrem
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trimerizacdo e se aglomeram no interior da membrana, seguido pelo recrutamento de proteinas
adaptadoras como FADD e proteinas de caspases iniciadoras, tais como caspase 8 ou caspase
10 (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2021). Apés a ligacdo das caspases 8 e 10 na proteina
adaptadora, ocorrera a formacgdo do complexo de sinalizagcdo indutor de morte (DISC), esse
complexo ativa as caspases 8 e 10. Logo, as caspases 3 e 7, conhecidas como executoras, seréo
também ativadas, o que dard inicio ao processo de clivagem das proteinas, levando entdo a
morte celular (PFEFFER; SINGH, 2018). Essa via, é crucial para eliminacdo das células
infectadas ou potencialmente cancerosas, uma vez que ao induzir a apoptose em células
infectadas por virus, por exemplo, ndo ocorrera a lise celular e consequentemente ndo havera
extravasamento do seu contetdo nos tecidos circundantes (YANUMULA,; CUSICK, 2022).

Figura 4: Mecanismos de ativacdo da apoptose através das vias intrinseca e extrinseca.
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Fonte: KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2015.

Como mencionado anteriormente, a apoptose é de extrema importancia em numerosos
processos bioldgicos e na etiologia de diversas enfermidades que atuam no sistema
imunoldgico, portanto o estudo desse tipo de morte celular tem como objetivo melhorar o
diagndstico de certas doengas, como é o caso do cancer, além de servir como alvo de
rastreamento de diversos farmacos (RUAN et al., 2018).

Sabe-se que falhas nas vias indutoras de apoptose, podem levar casualmente a

multiplicacdo de células neoplasicas, considerando isso, avangos recentes na pesquisa do cancer
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estdo centrados no desenvolvimento de novos farmacos que impecam o comportamento de
escape das células cancerosas por meio da execucdo da apoptose. Para isso, novos indutores
apoptoticos ou sensibilizadores tém sido usados com a combinacdo de drogas atuais (JAN;
CHAUDHRY, 2019).

Visto que a apoptose ocorre por meio de uma complexa cascata de sinalizacdo a qual é
severamente regulada em varios pontos, existem diversos caminhos para avaliar a atividade das
proteinas envolvidas. Ha uma extensa variedade de ensaios que estdo disponiveis para essa
avaliacdo e cada um desses oferecem vantagens e desvantagens, tornando-o adequado ou néo
para determinada situacdo (ELMORE, 2007).

Mediante a isso, a apoptose pode ser analisada pelo método de citometria de fluxo, que
é uma ferramenta confiavel e amplamente aceita para sua deteccdo (XU et al., 2014). Esse
método que € utilizado para detectar as células em apoptose, devem identificar de maneira
rapida as propriedades apoptdticas das células e permitir que essas mantenham seu estado
natural, afim de obter os resultados mais confidveis possiveis (ADAN et al., 2016).

A citometria de fluxo permite analisar caracterizacdes morfologicas das células, como
o0 tamanho, granulacdo, expressao de alvos moleculares, conteudo de RNA ou DNA, além de
contagem e determinacéo de viabilidade celular (BAJGELMAN, 2019). Essa técnica avalia a
ligagdo da anexina V marcada com fluorescéncia que é uma sonda para a fosfatidilserina (PS)
da membrana, em conjunto com o iodeto de propidio (PI) que entra no interior das células
contendo membranas danificadas. Uma outra situacdo que ocorre nesse método é utilizacdo da
coloracdo com PI de células permeabilizadas para medir o conteldo de DNA por célula, o que
permite a deteccdo da fragmentacdo de DNA caracteristica que ocorre durante a apoptose
(HOLLVILLE; MARTIN, 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral in vitro de composi¢do nanoestruturadas de OFLOX

puro e complexado com HBCD ¢ BCD em células MCF-7.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Cultivar células MCF-7 e trata-las com OFLOX puro e complexado com HBCD e BCD.

o Auvaliar a viabilidade das células de MCF-7 tratadas com OFLOX puro e complexado
com HBCD e BCD.

o Avaliar a inducdo da apoptose e necrose de células MCF-7 tratadas com OFLOX puro
e complexado com HBCD e BCD.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

O OFLOX, BCD e HPBCD utilizados foram adquiridas da Sigma-Aldrich. Os reagentes
quimicos (dimetilsulfoxido, corante MTT, meio de cultura RPMI-1640, soro bovino fetal,
penicilina/estreptomicina, tripsina) e Kit para deteccdo de apoptose por citometria de fluxo
foram adquiridos das empresas Sigma-Aldrich, Vetec, Invitrogen. Os complexos foram
sintetizados, caracterizados e cedidos por Amaro e colaboradores (2020).

4.2 METODOS
4.2.1 Cultura de células MCF-7

As células MCF-7 foram mantidas em cultura em meio RPMI-1640 suplementado com
10% de soro bovino fetal, 1% de aminoacido e 0,5% de antibiotico (penicilina/estreptomicina).
As células foram mantidas em atmosfera imida contendo 5% de CO; a 37°C até atingirem a
confluéncia (CASTRO et al., 2012).

4.2.2 Avaliacdo da atividade citotoxica dos complexos de inclusédo em células MCF-7

A viabilidade celular de MCF-7 foi determinada pelo método colorimétrico do MTT.
Apos atingirem a confluéncia, as garrafas foram raspadas e as células distribuidas em placas de
96 pogos na concentracéo de 7,6x10° células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera imida
5% de COz a 37°C. Transcorrido esse tempo, as células foram submetidas a tratamento com
OFLOX, ciclodextrinas (BCD e HPBCD) e CI's (BCD/OFLOX e HPBCD/OFLOX) nas
concentracdes de 300 uM, 100 uM e 50 uM e incubadas novamente nos tempos de 48 e 72
horas. Ap6s o0 tempo de exposi¢cdo aos compostos, o sobrenadante de cada poco foi removido e
100 pL de RPMI-1640 foram adicionados em todos 0s pogos contendo as células e em seguida
10 pL de MTT (5 mg/mL) também foram acrescentados a cada pogo. As placas foram mais
uma vez incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO> por 4 horas. Transcorrido esse periodo,
a reacéo foi finalizada com a retirada do meio e a adi¢do de 100 uL de DMSO. A leitura foi
realizada em espectrofotometro de microplaca MultiskanTM FC Microplate Photometer no
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comprimento de onda de 570 nm. Experimento realizado com adaptacbes de Castro e
colaboradores (2012).

4.2.3 Avaliacdo de apoptose e necrose em células MCF-7 tratadas com complexo

de inclusdo

A avaliacédo de morte por apoptose foi realizada utilizando o kit de deteccdo de apoptose
Anexina V (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Para esse ensaio foi utilizada uma
concentragio de 1x10° célulass/mL de MCF-7 cultivadas em microplacas de 96 pogos e
incubadas na auséncia e presen¢a de OFLOX, BCD, HPBCD, BCD/OFLOX ¢ HPBCD/OFLOX
na concentracdo de 300 uM. Transcorridas 36 horas de tratamento as células foram tripsinizadas
e lavadas com tampdo fosfato. Apos lavagem das células as mesmas foram marcadas com
Anexina V — FITC e iodeto de propidio, conforme instrucdes do fabricante. As células foram
entdo incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos no escuro, e posteriormente foi feito
a aquisicdo dos dados em citbmetro de fluxo (FACSVerse, BD Biosciences). Os dados foram
analisados no software FCSexpress 3.0 (AMARO et al., 2020).

4.2.4 Andlises estatisticas

Para os ensaios de apoptose e necrose 0s resultados apresentados sdo representativos de
pelo menos trés experimentos independentes e sdo mostrados como média + desvio padrdo. A
significancia de diferenca foi analisada usando o teste t de Student, teste de Mann-Whitney e
ANOVA quando apropriado. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO EM
CELULAS MCF-7

Como ja descrito anteriormente, o ensaio de MTT € um teste colorimétrico que visa
verificar a viabilidade celular ap6s submeter as células as substancias de interesse, sendo um
dos métodos mais utilizados por apresentar um baixo custo, ser altamente eficiente e rapido na
avaliacdo das amostras em estudo (ABBASI et al., 2021). Esse método se baseia na reducao
enzimatica da molécula de MTT a formazan quando exposto a células biologicamente ativas,
resultando em uma mudanca de cor da molécula de MTT (GANOT et al., 2013).

Na figura abaixo estdo representados os resultados da viabilidade celular de MCF-7 ap6s
48 horas de cultura submetidas ao tratamento com OFLOX, fCD/OFLOX, HPBCD/OFLOX.

Figura 5- Avaliagdo da citotoxicidade do OFLOX, BCD/OFLOX e HPBCD/OFLOX na
concentragdo de 300uM, 100uM e 50uM em células MCF-7 ap0s 48 horas de cultura.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; BCD/OFLOX: complexo de inclusdo P-ciclodextrina/ofloxacino;
HPBCD/OFLOX: complexo de inclusao hidroxipropil-B-ciclodextrina/ofloxacino.
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Conforme apresentando no gréfico é possivel observar que a viabilidade celular de
MCF-7 foi superior a 90% apds 48 horas de exposi¢do com 0 OFLOX nas concentragdes de 50
MM, 100 pM e 300 uM. Esse efeito também foi observado para o complexo BCD/OFLOX,
onde a viabilidade celular se manteve a valores superiores a 90%. O complexo HPBCD/OFLOX
nas concentracfes de 50 UM e 100 uM seguiu 0 mesmo perfil, porém na maior concentracdo
testada (300 pM) a viabilidade celular foi superior a 70% ap06s o periodo de tratamento. Os
resultados demonstraram que o tratamento de células MCF-7 em diferentes concentracGes de
OFLOX e dos CI’s resultaram em uma reducdo minima na viabilidade celular, logo, ndo
promoveram efeito citotoxico nas concentragbes testadas apos 48 horas de tratamento. E
importante salientar que segundo a ISO 10993-5 (2009), em ensaios de MTT, 0s compostos que
ndo reduzem a viabilidade celular a valores inferiores a 70%, sdo considerados néo citotoxicos.

A alteracdo da atividade celular de MCF-7 foi também analisada com as ciclodextrinas
puras (BCD e HPBCD) nas mesmas concentragdes dos complexos de inclusdo, porém como

demonstrado na figura 6 ndo houve reducéo da viabilidade celular.

Figura 6- Avaliagdo da citotoxicidade de BCD ¢ HPBCD na concentragdo de 300uM, 100uM e
50uM. em células MCF-7 com 48 horas de cultura.
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Legenda: BCD: B-ciclodextrina; HPBCD: hidroxipropil-f-ciclodextrina.
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Portanto, conforme demonstrado nas figuras 5 e 6, pode-se observar que o tratamento
com OFLOX e os complexos de OFLOX com ciclodextrinas ndo promoveram efeito citotoxico
nas concentracgdes testadas apds 48 horas de cultura de células MCF-7.

A viabilidade das células MCF-7 também foi avaliada em um periodo de 72 horas de
tratamento com OFLOX, BCD/OFLOX e HPBCD/OFLOX. Conforme demonstrado na figura
7, a viabilidade celular ap6s 72 horas de tratamento foi mais afetada em relacéo ao ensaio de
48 horas. Entre os complexos de inclusao a HPBCD/OFLOX na maior concentragdo (300uM)
promoveu melhores resultados quando comparado com o grupo controle (MCF-7 néo tratada),
inibindo a viabilidade a valores inferiores a 10%. Além disso, pode ser observado que esse
mesmo complexo em uma concentracdo de 100uM alterou a viabilidade celular a valores
inferiores a 60%. HPBCD/OFLOX apresentou, portanto, uma redugdo relevante da atividade
celular quando comparados com o OFLOX e BCD/OFLOX.

Figura 7- Avaliagao da citotoxicidade do OFLOX, BCD/OFLOX e HPBCD/OFLOX na
concentra¢ao de 300uM, 100uM e 50uM. em células MCF-7 com 72 horas de cultura.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; BCD/OFLOX: complexo de inclusdo B-ciclodextrina/ofloxacino;
HPBCD/OFLOX: complexo de inclusdo hidroxipropil-p-ciclodextrina/ofloxacino.
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Em relagdo ao efeito potencial efeito antitumoral do OFLOX, vérios estudos realizados
com outras fluoroquinolonas foram realizados.

Sabe-se que as fluoroquinolonas sé@o uma classe de antibioticos que interagem com 0s
complexos de topoisomerases, inibindo a rejuncéo da hélice, levando a quebra de fitas duplas
do DNA. Algumas dessas fluoroquinolonas exibem atividades n&o apenas contra a
topoisomerase bacteriana Il e a topoisomerase IV, mas também contra a topoisomerase 11 de
células eucariontes, o que leva a crer que representantes dessa classe podem exibir uma
citotoxicidade acentuada frente a diversas linhagens de células tumorais (BEBEROK, et al.
2018).

Mukherjee, Mandal e Das (2005) avaliaram a atividade antiproliferativa do enoxacino
em células de cancer de mama e observaram que a inibicdo do crescimento é dependente da
dose, e do tempo.

Beberok et al. (2018) demonstraram que o ciprofloxacino reduziu a viabilidade das
celulas de cAncer de mama MDA-MB-231 de maneira dependente do tempo e da concentrag&o.
Os autores observaram que o efeito citotoxico se intensificou com o aumento do tempo de
incubacdo e concluiram que o ciprofloxacino diminuiu a viabilidade das células MDA-MB-231
em 67 e 74% em comparacdo com o controle apés incubacdo por 48 e 72 horas,
respectivamente.

Um outro estudo realizado por Seay Peretsman e Dixon (1996) onde investigaram 0
efeito antitumoral do ciprofloxacino e OFLOX em trés linhagens de células de cancer de bexiga
também obtiveram resultados similares e demostraram que o efeito citotéxico do OFLOX é
dependente da dose e tempo para todas as linhagens testadas. Corroborando com o presente
estudo, onde foi observado este comportamento.

Levando em consideragéo os resultados obtidos nos tempos de 48 e 72 horas, observou-
se que o complexo HPBCD/OFLOX apresentou resultados favoraveis frente as células MCF-7
quando comparados com OFLOX e BCD/OFLOX. Esse efeito ocorre possivelmente, devido a
formacdo do complexo de inclusdo CD/farmaco, que levou provavelmente a uma melhora da
solubilidade do farmaco, promoveu aumento da estabilidade quimica e fisica e
consequentemente uma melhorara na distribuigdo do fa&rmaco através de membranas bioldgicas
(SAOKAHAM et al.2018). E importante destacar que entre as ciclodextrinas, a HPBCD tem o
maior poder de solubilizacdo de farmacos (MALANGA et al., 2016) o que pode ter contribuido
para o resultado do presente estudo.
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Esse resultado vai de encontro com o estudo de Amaro e colaboradores (2020) onde
avaliaram a citotoxicidade do OFLOX apo6s inclusdo em BCD e HPBCD em células de
adenocarcinoma de pulmdo (A549) e observam que em uma concentracdo de 300uM o
complexo HPBCD/OFLOX foi capaz de alterar a viabilidade de A549 a 47,06%.

Gontijo e colaboradores (2015) compararam o efeito do Erlotinibe puro e complexado
com HPBCD em osteoblastos (células ndo cancerosas) e células de carcinoma epidermoide
humano (A431) e observaram que o Cl promoveu uma maior citotoxicidade em A431 quando
comparado com o Erlotinibe puro em uma concentracdo de 37,5uM, sendo esta a maior
concentracdo em estudo. O CI demonstrou 0 mesmo resultado para os osteoblastos, sendo mais
ativo na maior concentracdo testada.

Em 2017 Kadari e colaboradores mostraram em um estudo que a fisetina (FST)
complexado com HPBCD e encapsulado com nanoparticulas de acido poli-lactideo-co-
glicdlico, ndo apenas aumentou sua atividade citotoxica contra células de cancer de mama
(MCF-7) como melhorou sua biodisponibilidade oral, apos ser demonstrado através do aumento
da concentracdo plasmatica maxima e absorcao total do farmaco.

Em recente estudo realizado por Kloskowski e colaboradores (2021) onde tiveram como
objetivo analisar e comparar in vitro as propriedades citotoxicas do ciprofloxacino e
levofloxacino em linhagens celulares de cancer de bexiga e prostata, observaram que ambas as
fluoroquinolonas testadas exibiram efeitos citotdéxicos em todas as linhagens celulares, porém
o ciprofloxacino mostrou ser mais vantajoso, ao demonstrar que em baixa dosagem obteve-se
efeito citotoxico mais forte quando comparado ao levofloxacino. Além do mais, concluiram
que tanto o ciprofloxacino e levofloxacino foram mais eficazes contra linhagens de células do
cancer de bexiga.

Wang e colaboradores (2022) em estudo recente avaliaram a diferenca da atividade
antitumoral da Liquiritina pura e complexado com HPBCD em células de cancer de pulmao
(A549). Os resultados demonstraram que o complexo aumentou significativamente a atividade
antitumoral, quando comparado com a Liquiritina pura.

Como mencionados, esses estudos reforcam que assim como o presente trabalho, as
ciclodextrinas melhoram as atividades do farmaco em questao, demonstrando ser um candidato

promissor no tratamento contra o cancer.
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A alteracdo da atividade celular de MCF-7 foi também analisada com as ciclodextrinas
puras (BCD e HPBCD) nas mesmas concentragdes dos complexos de inclusdo, porém como

demonstrado na figura 8 ndo houve reducéo da viabilidade celular.

Figura 8- Avaliagao da citotoxicidade de BCD e HPBCD na concentragdo de 300uM, 100uM e
50uM. em células MCF-7 com 72 horas de cultura.
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Legenda: HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; BCD: B- ciclodextrina.

5.2 AVALIACAO DE APOPTOSE EM CELULAS MCF-7 TRATADAS COM OS
COMPLEXOS DE INCLUSAO

Como ja mencionado anteriormente, a citometria de fluxo é uma técnica que possibilita
a analise e quantificacdo de células ou particulas bioldgicas suspensas em meio liquido em
fluxo. Permite verificar varios pardmetros simultaneamente, através da disperséo da luz frontal
(forward scatter- FSC), que se correlaciona com o volume celular, luz lateral (side ‘scatter-
SSC), que estabelece a complexidade morfoldgica da célula e também a fluorescéncia emitida
pelos fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais (ADAN et al., 2017).

No intuito de verificar se houve inducdo da apoptose das células MCF-7 frente as

substancias em estudo, foi realizado o ensaio de apoptose por citometria de fluxo.
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Na figura 9 estdo apresentados os resultados de apoptose das células MCF-7 ap6s 36
horas de tratamento com OFLOX, BCD/OFLOX, HPBCD/OFLOX, BCD ¢ HPBCD em uma
concentragdo de 300uM.

Os resultados obtidos demonstram que o complexo HPBCD/OFLOX promoveu uma
indugdo de morte por apoptose significativa quando comparado com o controle ndo tratado
(MCF-7).

Figura 9- Porcentagem de apoptose em células MCF-7 tratadas com OFLOX, BCD/OFLOX,
HPBCD/OFLOX, BD e HPBCD a 300uM em 36 horas.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; BCD/OFLOX: complexo de inclusdo B-ciclodextrina/ofloxacino;
HPBCD/OFLOX: complexo de inclusao hidroxipropil--ciclodextrina/ofloxacino; BCD; pB-
ciclodextrina-HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; *p<0,05 versus MCF-7 ou HPBCD/OFLOX. #
p<0,05 versus OFLOX.

Como foi demonstrado nos testes de avaliagdo de citotoxicidade, utilizando o ensaio de
MTT, o complexo HPBCD/OFLOX promoveu um melhor efeito quando comparado com o
OFLOX puro e os demais CI's, seguindo o mesmo perfil dos resultados apresentados no ensaio

de apoptose.
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Aranha e colaboradores (2003), investigaram o efeito do ciprofloxacino em células de
cancer de prostata (PC3) comparando os resultados obtidos com células epiteliais da prostata
ndo tumorigénicas. Nesse estudo observaram que ciprofloxacino possui um potente efeito em
induzir a apoptose em ceélulas de cancer de préstata, mas ndo em células ndo tumorais. Os
autores analisaram que houve um aumento significativo na relagdo Bax/Bcl-2 com a
translocacdo de Bax, que é uma proteina pré-apoptdtica, para mitocéndrias com ativagédo
concomitante da caspase 3 (executora) sugerindo que essa fluoroguinolona é um forte candidato
como agente quimioterapico para cancer de prostata.

Em 2008 Sheng e colaboradores investigaram a inducéo do efeito apoptético do OFLOX
em condrdcitos, onde avaliaram a ativacao das caspases 9, 8 e 3, translocacao do citocromo C
das mitocondrias para o citosol e a expressdo das proteinas Bax, tBid e p53. Durante o estudo,
foi observado que a ativacdo da caspase 3 é dependente das caspases 8 e 9, além do mais,
verificaram que 0 OFLOX promoveu a despolarizagéo do potencial de membrana mitocondrial,
permitindo que o citocromo C fosse liberado do espago intermembrana para o citosol,
averiguaram que os niveis de p53, tBid e Bax exibiram aumento consideravel.

Beberok e colaboradores em estudo realizado no ano de 2018, demonstraram que 0
tratamento com Ciprofloxacino estimulou a perda do potencial transmembranar mitocondrial
através da via dependente de Bax/Bcl-2, levando, portanto, a inducdo de morte por apoptose
em células MDA-MB-231 de cancer de mama.

Sabe-que a apoptose pode ser descrita como uma morte celular programada, sendo esse
um processo crucial para eliminar células que ndo sdo mais necessarias ou aquelas defeituosas.
Diversas sdo as moléculas que estdo envolvidas nesse processo no intuito de controlar as vias
de ativacdo da apoptose, podendo citar, as proteinas antiapoptoticas e pré-apoptéticas, além das
caspases (GRIVICICH; REGNER, ROCHA, 2007) como ja descrito anteriormente.

No presente estudo, verificou também a atividade do OFLOX, BCD/OFLOX, BCD e
HPBCD em células MCF-7, e observou que todos esses compostos promoveram uma indugéo
da apoptose, quando comparados com as celulas nédo tratadas.

5.3 AVALIACAO DA NECROSE EM CELULAS MCF-7 TRATADAS COM 0OS
COMPLEXOS DE INCLUSAO
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Para verificar se houve morte celular por necrose induzido pelo OFLOX, BCD/OFLOX,

HPBCD/OFLOX,

fluxo.

BCD e HPBCD nas células MCF-7 utilizou-se o ensaio de citometria de

Na figura 10 demonstra os resultados de necrose em células MCF-7 ap6s 36 horas de
tratamento com OFLOX, BCD/OFLOX, HPBCD/OFLOX, BCD e HPBCD na concentracdo de

300uM. Pode ser observado que o complexo HPBCD/OFLOX promoveu uma indugdo de morte

celular por necrose quando comparado com controle ndo tratado (MCF-7). Reforcando assim,

os resultados anteriores, de apoptose e atividade citotoxica, onde foi demostrado que o

complexo HPBCD/OFLOX apresenta melhores efeitos que o farmaco puro e os demais

complexos.

Figura 10- Porcentagem de necrose em células MCF-7 tratadas com OFLOX, BCD/OFLOX,
HPBCD/OFLOX, BCD e HPBCD a 300uM em 36 horas.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; BCD/OFLOX: complexo de inclusdo P-ciclodextrina/ofloxacino;

HPBCD/OFLOX:

complexo de inclusdo hidroxipropil-p-ciclodextrina/ofloxacino; BCD; f-

ciclodextrina; HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina.

Necrose pode ser dita como uma morte celular descontrolada, resultando em inchaco

das organelas celulares, ruptura da membrana plasmatica podendo levar a lise da célula e
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extravasamento de contetdo intracelular no tecido circundante, ocasionando danos aos tecidos,
levando a necessidade de remocéo imediata de detritos, retardando a regeneragdo necessaria
apos a lesdo e sustentando o dano inflamatorio colateral (KHALID; AZIMPOURAN, 2022;
WESTMAN; GRINSTEIN; MARQUES, 2020)

A necrose pode ser considerada como um processo passivo, pois ndo requer sintese de
novas proteinas, tem apenas requisitos minimos de energia e ndo é regulada por nenhum
mecanismo homeostatico. Em humanos, a morte celular necrética ocorre geralmente em
resposta a mudancas severas nas condigdes fisioldgicas, incluindo hipdxia, isquemia,
hipoglicemia, exposi¢do a toxinas, exposi¢do a metabolitos reativos de oxigénio, mudancas
extremas de temperatura e privacao de nutrientes (SYNTICHAKI, 2002).

Apbs lesdes induzidas por sinalizagdo ou dano, a necrose pode incluir sinais de
processos controlados, como disfuncdo mitocondrial, geracdo aumentada de espécies reativas
de oxigénio, deplecdo de ATP, protedlise por calpainas e catepsinas e ruptura precoce da
membrana plasmaética (GOSTEIN; KROEMER, 2007).

Além da avaliacdo de morte celular por necrose em MCF-7 frente ao complexo
HBCD/OFLOX, avaliou também a agdo de BCD, HPBCD e OFLOX puro, porém essas

substancias ndo apresentaram resultados satisfatérios.
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6. CONCLUSAO

A atividade citotoxica do complexo HPBCD/OFLOX frente as células MCF-7 obtiveram
melhores resultados quando comparado com o OFLOX puro e os demais complexos nas
mesmas condi¢cbes de experimento, sendo capaz de reduzir a viabilidade celular a valores
inferiores que 70% de maneira dependente da dose e do tempo. Além do mais, o complexo
HPBCD/OFLOX na maior concentragédo testada, induziu a morte por apoptose e necrose em
células MCF-7. O aprimoramento nesses resultados, estd associado a capacidade das
ciclodextrinas em promover melhorias na solubilidade do farmaco, possivelmente, decorrente
da reducdo do tamanho da particula ap6s incluséo, facilitando a entrada da molécula hospede
nas células. Vale ressaltar, que ha uma diversidade de canceres que demonstraram resisténcias
a diversos antineoplasicos, 0 que torna o farmaco em questdo promissor para estudos in vivo,
devido apresentar efeito antitumoral, porém mais estudos e ensaios clinicos devem ser

realizados para comprovar tal eficacia.
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