UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA — CAMPUS GOVERNADOR
VALADARES

BARBARA GONCALVES RODRIGUES FERNANDES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO DE OFLOXACINO COM CICLODEXTRINAS EM CELULAS DE
CANCER DE MAMA MDA-MB-231

GOVERNADOR VALADARES - MG

2022



Barbara Gongalves Rodrigues Fernandes

AVALJAQAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS COMPLEXQOS DE
INCLUSAO DE OFLOXACINO COM CICLODEXTRINAS EM CELULAS DE
CANCER DE MAMA MDA-MB-231

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Farmécia da Universidade Federal de
Juiz de Fora campus Governador Valadares,
como requisito parcial a obtencdo do grau de
Bacharel em Farmacia.

Orientadora: Prof. Me. Bolivar Ralisson Amaro

GOVERNADOR VALADARES- MG

2022



Barbara Gongalves Rodrigues Fernandes

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO DE OFLOXACINO COM CICLODEXTRINAS EM CELULAS DE
CANCER DE MAMA MDA-MB-231

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Farmécia da Universidade Federal de
Juiz de Fora campus Governador Valadares,
como requisito parcial a obtencdo do grau de
Bacharel em Farmacia.

Aprovada em 15 de dezembro de 2022.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b BOLIVAR RALISSON AMARO
g Data: 16/12/2022 10:39:57-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

Me. Bolivar Ralisson Amaro — Orientador
Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF-Governador Valadares

Documento assinado digitalmente

vb ANA CAROLINA MENEZES MENDONCA VALE
g o Data: 16/12/2022 11:59:38-0300
Verifique em https://verificador.iti.br

Prof* Ma. Ana Carolina Menezes Mendonga Valente
Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF-Governador Valadares

Documento assinado digitalmente

\Lb MARIANY LOPES DA COSTA FOLLY
g Data: 19/12/2022 11:32:38-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

Ma. Mariany Lopes’da Costa Folly
Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF-Governador Valadares



Dedico este trabalho a minha familia, sem eles nada seria
possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ter me concedido salde e determinacdo, para
finalizar essa etapa e alcangar meus objetivos.

Gostaria de expressar minha sincera gratiddo a professora Sandra Bertelli, pelo apoio
continuo ao meu estudo, pela oportunidade, por sua paciéncia, motivacdo e ao imenso
conhecimento adquirido sendo sua aluna de iniciacdo cientifica. A oportunidade de realizar
iniciacdo cientifica junto a pessoas capacitadas e acolhedoras, contribuiu para 0 meu
crescimento e mudou a minha visdo como futura farmacéutica.

Ao meu orientador Bolivar, que me acolheu com um grande suporte durante esse
trabalho e que com paciéncia e compreensdo fez esse trabalho se tornar possivel. Muito
obrigada!l

Ao professor Caio César pela disponibilidade e colaboracdo durante esse trabalho e toda
iniciacdo cientifica.

Agradeco a minha familia, principalmente minha mée que é mae e pai, e que nunca
mediu esforcos para me proporcionar uma boa formagdo. Aos meus avds pelo suporte e amor
desde sempre e durante a graduacdo. Ao meu tio (Fabio) e tia (Jessica), que sempre foram base
e referéncia na minha vida. Minha bisavo, tios, tias e primos. Obrigada a todos, pelos momentos
de unido que nos fortalece e faz caminhar para frente.

Agradeco aos meus amigos (Arthur, Tiago e Jorge) pelos momentos de descontracgéo,
em especial a Caroline minha companheira na UFJF e na vida, que me apoiou e incentivou
nessa missdo. Quem tem amigos, tem tudo e sem vocés a vida seria sem graca.

Agradeco a Paloma, obrigada pela paciéncia, convivéncia e conhecimentos
compartilhados de maneira leve.

Agradeco especialmente & Cleo, minha companheira de laboratério e amiga, que me
ajudou e incentivou desde o principio da iniciacdo. Cleo muito obrigada, dividir a caminhada

com vocé ao longo desses anos ndo poderia ter sido melhor.



RESUMO

O tratamento do cancer de mama é complexo e muitas vezes limitado pelos seus efeitos
adversos e, principalmente, quando se trata do subtipo que ndo expressa receptores hormonais
e de fator de crescimento epidérmico 2. O desenvolvimento de um novo medicamento é
dispendioso e demorado, desta forma, é necessario a utilizagdo de outras estratégias com melhor
custo-beneficio para o tratamento, como o reposicionamento de farmacos. As fluoroguinolonas
sdo antimicrobianos, que possuem atividade citotoxica em varias linhagens de cancer relatada
em estudos. O ofloxacino é uma fluoroquinolona de segunda geracdo, esse farmaco tem amplo
espectro de acdo bactericida contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas pela inibi¢do da
DNA girase e topoisomerase IV. Contudo, o ofloxacino apresenta baixa solubilidade em &gua,
0 que pode dificultar sua dissolucdo e biodisponibilidade, com isso, uma alternativa para
melhoria de tais aspectos é fundamental. Uma possibilidade, é complexacdo com
ciclodextrinas, estruturas capazes de modificar caracteristicas fisico-quimicas de farmacos,
inclusive de solubilidade. Assim, o presente trabalho buscou avaliar a imunomodulagéo in vitro
de complexos de inclusdo de ofloxacino com betaciclodextrina (OFLOX/BCD) e 2-
hidroxipropil-B-CD (OFLOX/HPBCD), frente a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231.
Foi possivel observar que a citotoxicidade dos complexos OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD é
dependente de tempo e dose. Nas maiores concentra¢fes (300 uM), os complexos induziram
apoptose e necrose. O complexo OFLOX/HPBCD apresentou melhores resultados em relagéo
ao complexo OFLOX/BCD.

Palavras-chaves: Cancer de mama; ofloxacino; complexo de incluséo; ciclodextrinas.



ABSTRACT

The treatment of breast cancer is complex and often limited by its adverse effects, especially
when it comes to the subtype that does not express hormone receptors and epidermal growth
factor 2. The development of a new drug is expensive and time-consuming, therefore, it is
necessary to search for other strategies for the treatment with better cost-effectiveness, such as
the repositioning of drugs. Fluoroquinolones are antimicrobials, which have cytotoxic activity
in several cancer cell lines reported in studies. Ofloxacin is a second-generation
fluoroquinolone, this drug has a broad spectrum of bactericidal action against Gram-negative
bacteria and Gram-positive by inhibition of DNA gyrase and topoisomerase V. However,
ofloxacin has low solubility in water, which can hinder its dissolution and bioavailability,
therefore, an alternative to improve these aspects is fundamental. One possibility is
complexation with cyclodextrins, structures capable of modifying physicochemical
characteristics of drugs, including solubility. Thus, the present work sought to evaluate the in
vitro immunomodulation of inclusion complexes of ofloxacin with betacyclodextrin
(OFLOX/BCD) and 2-hydroxypropyl-B-CD (OFLOX/HPBCD), against the breast MDA-MB-
231. It was possible to observe that the cytotoxicity of the OFLOX/BCD and OFLOX/HPBCD
complexes is time and dose dependent. At the highest concentrations (300 uM), the complexes
induced apoptosis and necrosis. The OFLOX/HPBCD complex showed better results than the
OFLOX/BCD complex.

Keywords: Breast cancer; ofloxacin; inclusion complex; cyclodextrin.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Estrutura quimica do OFLOX. .......ccceiiiieiieiecie et 19
Figura 2: Estrutura e propriedades das CICIOUEXIIINGS. .........c.ccververieieiiieieeie e 23
Figura 3: Esquema do mecanismo de inclusdo da molécula hospede com ciclodextrinas.......23
Figura 4:Classes do Sistema de Classificacdo Biofarmacutica. ...........cccccevvviveiveveiieinennnns 24
Figura 5: Cultura de células MDA-MB-231. ..o 27
Figura 6:Reduc@o do MTT nas CEIUIAS VIAVEIS .........ccovieeiieiiiie e 28
FIQUIA 7: CICIO CRIUIAT ...t sre e 31

Figura 8: Avaliacdo da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/BCD e OFLOX/ HPBCD nas
concentragdes de 50uM, 100uM e 300uM em células MDA-MB-231 apds 48 horas de

EFALAMEINTO. ... 37
Figura 9: Avaliacao da citotoxicidade de BCD e HPBCD nas concentragdes de SOuM, 100uM e
300uM em células MDA-MB-231 ap0S 48 NOIaS. ......coveiiiiriiieiiiieieesesie s 39
Figura 10: Avaliagdo da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/BCD e¢ OFLOX/HPBCD nas
concentragdes de 50uM, 300uM e 300uM em células MDA-MB-231 apds 72 horas............. 40
Figura 11: Avaliacao da citotoxicidade de BCD e HPBCD nas concentragdes de 300uM, 100uM
e 50uM em células MDA-MB-231 ap0S 72 NOTES .......covrviriiiriiiienieisie st 43
Figura 12: Porcentagem de apoptose em células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX,
OFLOX/BCD, OFLOX/HPBCD a 300M em 36 horas. .......ccccccveriuieieeiieenie e 44

Figura 13: Porcentagem de necrose em células MCF-7 tratadas com OFLOX, OFLOX/BCD,
OFLOX/HPBCD a 300uM em 36 hOTas. ......c.cocveiiiiiiiiiiiiii i 46


file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983883
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983884
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983885
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983886
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983887
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983888
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983890
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983890
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983890
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983891
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983891
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983892
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983892
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983893
file:///C:/Users/jorge/Downloads/TCC-%20Bárbara%20Gonçalves(1).docx%23_Toc122983893

ACS
BRCAl
BRCA2
CDK
CDS
Cl
Crax
DMSO
ER
EROs
FBS
FDA
FQs
HER2
MTT
oD
P&D
PAR1
Pl

PR

PS

TNBC

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

American Cancer Society

Gene do cancer de mama 1

Gene do cancer de mama 2
Quinase dependente de ciclina
Ciclodextrinas

Complexo de incluséo
Concentracdo Plasméatica Maxima
Dimetilsulfoxido

Receptor de Estrogénio

Espécies reativas de oxigénio
Soro Bovino Fetal

Food and Drug Administration
Fluoroquinonas

Receptor de Fator de crescimento epidérmico
4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazolio
Densidade Optica

Produgdo e Desenvolvimento
Receptor 1 Ativo por Protease
lodeto de propideo

Receptor de Progesterona
Fosfatidilserina

Céancer de Mama Triplo Negativo



TNM
OMS
aCD
BCD

vCD

Classificacdo de Tumor Maligno
Organizacdo Mundial da Saude
Alfa-ciclodextrina
Beta-ciclodextrina

Gama-ciclodextrina



1.

2.

6.

SUMARIO

INTRODUGAQ - 10
REFERENCIAL TEORICO - 12
2.1. CANCER DE MAMA ==mmmm e e e e e e e e e 12
2.2. REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS 17
2.3, QUINOLONAS =======mmm e e e 18
2.4, CICLODEXTRINAS ======nmmmmmmmm e oo e e oo 22
2.5. AVALIACAO DE COMPOSTOS COM POTENCIAL ATIVIDADE ANTITUMORAL ------------ 26
2.5.1. MDA-MB-23 1 - e e 26
2.5.2. Oensaio de MTT nos estudos da viabilidade celular 28
2.5.3. Avaliacdo do ciclo celular € apoptoSe-------=========mmmmmm oo 30
OBJETIVO 34
3.1, OBJETIVO GERAL ===mmmmmmmm e e e e e e oo e e e 34
3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS -—---34
MATERIAIS E METODOS --35
4.1. OBTENGAO DOS COMPLEXOS DE OFLOXACINO coM HPBCD E BCD ------------------ 35
4.2.  CULTURA CELULAR DE MDA-MB-231 -===mnmmmmmm e 35
4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DE CELULAS
MDA-MB-231 35
4.4.  AVALIACAO DA APOPTOSE EM CELULAS MDA-MB-231 TRATADAS COM 0S
COMPLEXOS DE INCLUSAQ ========= === m e o o o e oo o o e e e e e e 36
RESULTADOS E DISCUSSSAO 37

5.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DE CELULAS
MDA-MB-231 EM 48 E 72 HORAS -- 37

5.2.  AVALIACAO DA APOPTOSE DAS CELULAS MDA-MB-231 APOS 36 HORAS DO

TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM CICLODEXTRINAS ------==--=------- 43
5.3.  AVALIAGCAO DA NECROSE DAS CELULAS MDA-MB-231 APOS 36 HORAS DO

TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM CICLODEXTRINAS ------------------ 45

CONCLUSOES =--nnmmmmmm e 48

REFERENCIAS 49




10

1. INTRODUCAO

O céancer € um grupo de doencas heterogéneas e complexas que podem atingir qualquer
célula humana. O cancer de mama inicia com a proliferacdo de células dos ductos ou lébulos
que sofreram mutacdo em seu material genético. Atualmente esse tipo de cancer acomete
milhares de mulheres (e também homens em menor porcentagem) ao redor do mundo, sendo
segundo tipo de cancer mais prevalente no Brasil (AKRAM et al., 2017; INCA, 2019).

Esse problema de saide mundial, se tornou mais evidente com a mudanca do estilo de
vida ativo para um estilo sedentario por parte da populacao e, junto a isso, 0s tratamentos atuais
disponiveis para o cancer de mama sdo agressivos e geram efeitos adversos, prejudicando a
qualidade de vida dos pacientes acometidos pela doenca (POLYAK, 2007; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2022). Desta forma, as pesquisas ao redor do mundo para contribuir de
forma eficaz e rapida em doencas alarmantes e que podem se tornar resistentes ao tratamento,
como o cancer, se tornaram mais intensas e fundamentais. Pela necessidade de novas terapias,
surgiu a proposta do reposicionamento de fa&rmacos ja registrados, esse que € um processo mais
rapido e com menor custo, visto que, os estudos de seguranca e clinicos ja foram realizados e
com isso, ndo necessita de investimentos muito altos como na pesquisa e desenvolvimento de
um novo medicamento (YADAV; TALWAR, 2019; KHAN et al., 2020).

As fluoroquinolonas sdo farmacos antimicrobianos derivados do &cido nalidixico bem
difundidos em pesquisas de reposicionamento, e foi sugerido que podem exibir além da
atividade antimicrobiana a atividade antitumoral (YADAV et al.,, 2015). O ofloxacino
(OFLOX) é uma fluoroguinolona de segunda geracdo pouco estudada em relacdo ao cancer.
Apresenta atividade frente a diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas e possui como
mecanismo de acdo a inibicdo da topoisomerase Il (DNA girase) e topoisomerase 1V bacteriana.
Estudos mostram que farmacos que possuem mecanismo de envenenamento das
topoisomerases podem ser possiveis agentes antitumorais, devido a relacdo dessas com a
replicacéo celular e sobrevivéncia (SCHOLAR, 2007; AHADI; EMAMI, 2020).

A otimizagdo das propriedades de farmacos insoluveis pode ser realizada através da
utilizacdo das ciclodextrinas (CDs). Essas estruturas se caracterizam como oligossacarideos
macrociclicos que possuem moléculas de glicose unidas por liga¢bes glicosidicas a-1,4. S&o
estruturas capazes de formar complexos de inclusdo com a finalidade de modificar algumas
caracteristicas fisico-quimica de determinadas moléculas, devido a sua cavidade possuir carater

hidrofébico enquanto sua parte externa hidrofilica. Além das CDs naturais (aCD, BCD e yCD),
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existem ainda seus derivados sintéticos 2-hidroxipropil-B-CD (HPBCD), 2,6-di-O-etil-B-CD e
sulfobutiléter-B-CD (SBEBCD) (JANSOOK et al.,2018; DEL VALLE, 2004).

Visto a problematica de satde mundial que o cancer de mama representa atualmente, o
OFLOX foi objeto de estudo do presente trabalho junto as CDs BCD e HPBCD, para avaliacdo
do potencial efeito antitumoral dos complexos de inclusdao de OFLOX e as ciclodextrinas frente
a linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CANCER DE MAMA

O céncer é caracterizado pela proliferacdo exacerbada, crescimento desordenado e
alteracdes na diferenciagéo e coeséo celular, tais aspectos sdo resultantes de mutacGes e danos
ao DNA das células. Essas mutagdes podem ser hereditarias ou decorrentes de carcindgenos,
como fatores ambientais, quimicos, hormonais, virais e estilo de vida, por exemplo, alimentacéo
inadequada, consumo de bebida alcodlica e cigarro (AKRAM et al., 2017; COELHO et al.,
2018; POLYAK, 2007; SARTORI; BASSO, 2019).

As mutacBes genéticas podem acontecer de duas formas: pela ativacdo de proto-
oncogenes em oncogenes e pela inibicdo dos genes supressores de tumor e dos genes que
controlam a apoptose (LEE; MULLER, 2010; SARTORI; BASSO, 2019). Os proto-oncogenes
em celulas normais podem ter funcéo de fatores de crescimento, transdutores de sinais celulares
e fatores de transcricdo nuclear que controlam o ciclo celular. Assim, a mutacdo desses proto-
oncogenes para oncogenes induzem o crescimento, divisdo e progressdo do cancer. Os genes
supressores tumorais e controladores da apoptose auxiliam na morte de células em grande
proliferacdo, no reparo do DNA e ativacdo do ponto de verificacdo no ciclo celular, a inibi¢do
desses genes causa a perda de suas funcgdes. Esses dois tipos de mutagcdo geram um desequilibrio
no ciclo celular e favorecem o desenvolvimento do cancer (LEE; MULLER, 2010).

A promocdo do cancer de mama se inicia a partir de fatores genéticos e epigenéticos,
culminando nas mutagdes celulares que modificam o ciclo celular e seu controle. Com isso,
ocorre uma desordenada e descontrolada proliferacdo ductal ou lobular que, posteriormente,
progridem para tumores benignos ou metastase por estimulacdo continua de agentes
carcindgenos (SUN et al., 2017). A heranca genética de alteragdes nos genes como P53,
BRCA1 e BRCA2, representam um importante fator para o desenvolvimento do tumor
mamario, pois sao responsaveis por cerca de 5 a 10% dos casos (SARTORI; BASSO, 2019).
Esses genes, participam diretamente nas atividades de metabolismo celular como, reparo de
dano do material genético, regulacdo da expressdo génica e controle do ciclo celular. Os
estrogénios endogenos e exodgenos também estdo relacionados com o desenvolvimento de
cancer de mama (SUN et al., 2017).

Segundo Esparza-lopez et al. (2017), o cancer de mama € caraterizado como uma

doenca heterogénea e complexa. Essa heterogeneidade foi caracterizada no inicio do século 21,
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quando foram identificados cinco subtipos moleculares de um grande grupo de tumores de
mama, baseado na expressdo de receptores hormonais, que séo: luminal A, caracterizado por
ser receptor de estrogénio (ER) e receptor de progesterona (PR) positivo; luminal B, ER
positivo, PR positivo e receptor de fator de crescimento epidérmico 2 (HER2) positivo; HER2
positivo; tipo basal, ER, PR e HER2 negativo ou triplo negativo e tipo normal (DAI et al.,
2015). Cada subtipo apresenta aspectos histologicos, patolégicos e moleculares particulares,
além de tratamento, prognostico e metastase diferentes. Desta forma, tumores classificados
como luminais A possuem baixos niveis de genes associados a multiplicagdo e um bom parecer.
J& os luminais B, os niveis de proliferacdo sdo mais altos e um progndstico ruim. Os tumores
HER2 e tipo basal sdo agressivos, os basais ainda possuem alta taxa mitética (ESPARZA-
LOPEZ et al., 2017; WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010). Os tumores luminais s&o
positivos para receptores ER ou PR, assim, respondem ao tratamento hormonal, ja os tumores
HER2 positivos, tém amplificacdo e superexpressdo do receptor de fator de crescimento
epidérmico 2 e sdo utilizadas abordagens anti-HER2. Os tumores basais ndo dispem desses
receptores sendo caracterizados como triplo negativos, com isso, ndo existe um tratamento além
da quimioterapia para esse subtipo. Importante destacar que apenas 20% dos tumores triplo
negativos tratados com quimioterapia respondem bem ao tratamento (POLYAK, 2011).

Além da caracterizacdo do cancer de mama pelos subtipos moleculares, ele ainda pode
ser dividido em tipo ndo invasivo e invasivo. O cancer de mama ndo invasivo pode se
desenvolver no lI6bulo ou ducto da mama e a principio ndo se espalham para os tecidos
adjacentes. Assim, sdo denominados como carcinoma lobular in situ e carcinoma ductal in situ
(AKRAM et al., 2017). O cancer de mama invasivo, também presente nos lébulos ou ductos
mamarios, tem a capacidade de acometer os tecidos proximos e se multiplicar. A neoplasia de
mama € metastatica, ou seja, migra através da corrente sanguinea ou sistema linfatico e se
estende a outros oOrgaos, como 0ssos, figado, pulmdo e cérebro, tal aspecto reflete na
impossibilidade de cura da doenca. O diagnéstico no inicio da doenca pode conduzir a um bom
prognostico e um alto indice de sobrevida (SUN et al., 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) (2019),
o0 cancer de mama, em estimativa mundial de 2018, foi identificado como o segundo maior tipo
incidente no mundo, depois do cancer de pulm&o. No Brasil, estima-se que ocorram 66.280
novos casos por ano entre 2020 e 2022, um risco de 61,61 novos casos a cada 100 mil mulheres.
(INCA,2019). Nas mulheres, o cancer de mama é o mais prevalente em todo Brasil, sendo o

mais recorrente o carcinoma que pode ser in situ ou invasivo. Ainda em 2018, houveram 2,1
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milhdes de novos diagndsticos de cAncer de mama no mundo, correspondendo a 11,6% de todos
0s canceres estimados (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). Segundo a Organizacgéo
Mundial de Saude (OMS), no ano de 2020 ocorreram 685.000 mortes no mundo decorrente do
cancer de mama e 2,3 milhdes de mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama. Entre
0s anos de 2015 a 2020 foram diagnosticadas com cancer 7,8 milhdes de mulheres, sendo este
tipo de cancer o mais prevalente do mundo (OMS, 2021).

De acordo com a OMS (2021), nao existe um fator especificamente determinante para
se desenvolver o cancer de mama, porém o género feminino € um fator consideravel, ja que
apenas 0,5 a 1 % de homens desenvolvem o cancer de mama (OMS, 2021; INCA, 2019). Além
disso, a idade pode aumentar o risco de mutac6es que resultam no aparecimento de um possivel
cancer, principalmente em mulheres de 50 anos de idade em que as taxas de incidéncia
aumentam (INCA, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Alguns agravantes podem ser relacionados como os fatores genéticos, mutacfes dos
genes BRCA1 e BRCAZ2, e fatores hereditarios, cancer de ovario na familia (BRAY et al., 2018;
FERLAY et al., 2018). Ademais se associam os fatores intrinsecos, tais como ocorréncias
relacionadas as fases da vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da
primeira gravidez apds 30 anos, uso de contraceptivos orais, menopausa tardia e tratamento de
reposicdo hormonal), obesidade, estilo de vida, entre outros. (INCA, 2019; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Contudo, mesmo se esses fatores de riscos fossem controlados, diminuiria
apenas em 30% as chances de desenvolver o cancer de mama (OMS, 2021).

Nos paises desenvolvidos, a taxa de sobrevida ap6s o (a) paciente ser diagnosticado (a)
com cancer de mama situa em torno de 85%, ja no Brasil, essa taxa € proxima de 80% (INCA,
2019). O diagnostico pode ser realizado por exame fisico ou autoexame e pela mamografia.
Desta forma, quanto mais prévio o diagnostico maior seré a sobrevida do paciente. O exame de
mamografia auxilia nesses diagndsticos precoces, no rastreamento e na evolugcdo dos
tratamentos adjuvantes. Para confirmar a suspeita de cancer de mama pela mamografia ou na
identificacdo de nddulo mamario pelo autoexame, é realizada a bidpsia. Além de confirmar a
doenca, o material da biopsia é ferramenta para classificar o tipo molecular do carcinoma por
analise imuno-histoquimica. Contudo, para a escolha do procedimento terapéutico, a expressao
dos ER, PR e HER-2 séo parametros de maior relevancia. Ademais, a categorizacdo do cancer
por meio da Classificacdo de Tumores Malignos (TNM), que descreve a localizacao e distancia,
tamanho, acometimento linfonodal e metastase, também se associa ao progndstico e tipo de
tratamento (BARROS et al., 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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O tratamento do cancer de mama depende das caracteristicas do tumor, prognostico e
individualidade do paciente, como idade, comorbidades e status menopausal. A intervencéao
pode ser local, por meio de cirurgias e radioterapia, ou baseada na terapia sistémica
administrada por via oral ou intravenosa (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; INCA,
2019; OMS, 2021). A tabela 1 um apresenta um resumo dos estagios do cancer de mama e 0s

possiveis tratamentos.

Quadro 1: Estagios e seus tratamentos relacionadas a neoplasia maligna mamaéria.

ESTAGIOS TRATAMENTOS

Estagio l e 1l

Cirurgia conservadora com retirada apenas do tumor ou mastectomia
com retirada da mama e reconstrugdo mamaria. Radioterapia pode ser
adotada como em situacdes de cirurgia como terapia complementar. O
tratamento sistémico é determinado de acordo com o risco de

recorréncia do paciente.

Estagio 111
Tumores maiores quando comparados aos estagios | e Il, porém, que
ainda sejam localizados. Inicialmente é feito o tratamento sistémico,
geralmente adotando a quimioterapia e apOs resposta adequada,
prossegue-se para tratamento local (radioterapia ou cirurgia).

Estagio IV

Principal modalidade adotada é o tratamento sistémico, podendo ter
tratamento localizado em indicacOes restritas. Nesse estagio é
fundamental equilibrio entre a resposta tumoral e o possivel

prolongamento da sobrevida, devido aos potenciais efeitos colaterais.

Fonte: Adaptado de Brasil, 2022.
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Inicialmente, a cirurgia € o tratamento primario no cancer de mama, envolvendo o
procedimento na mama e axila (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Segundo a ACS (American
Cancer Society) (2022), existem duas categorias principais de cirurgia da mama, a cirurgia
conservadora da mama que tem como alvo a retirada do cancer e algum tecido normal periférico
e a mastectomia, em que toda a mama é retirada incluindo tecidos adjacentes em alguns casos.

A radioterapia é um tratamento adjuvante, ou seja, utilizada apds o procedimento
cirurgico. Nesse recurso terapéutico sdo utilizados raios ou particulas de alta energia para
eliminar células tumorais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). A radioterapia pode ser abordada em situagbes como, quatro ou mais
linfonodos positivos, ap6s cirurgia de mama com margem positiva e sem a possibilidade de
outra cirurgia, tumores maiores ou iguais a 5cm e em caso de metastase. Pode ser utilizada
também como neoadjuvante, administrada antes da cirurgia, em caso de ineficicia da
quimioterapia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A terapia sistémica inclui a quimioterapia, hormonioterapia, terapia biologica e
imunoterapia, recentemente aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), com o objetivo de cura ou prolongamento da vida da paciente. A intervencédo
sistémica pode ser empregada como neoadjuvante ou como adjuvante (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2022; INCA, 2019; OMS, 2021). Visto a heterogeneidade do cancer de mama e as
caracteristicas do paciente, multiplos aspectos devem ser analisados para a administracdo desse
tratamento, principalmente a subtipagem bioldgica do tumor (INCA, 2019; OMS, 2021). Desta
forma, os esquemas de tratamento sdo diversos e englobam medicamentos como o tamoxifeno
e inibidores de aromatase em tumores que expressam ER e/ou de PR (OMS, 2021). Contudo,
sdo muitos os efeitos colaterais que a quimioterapia gera, 0s mais comuns sao perda de cabelos,
troca de unhas, aftas, perda de apetite, nauseas, voémito e diarreia. O paciente em tratamento
quimioterapico ainda pode ter maior susceptibilidade a infec¢bes, devido ao comprometimento
de células da medula, risco de desenvolver cancer de ovario, hematomas, sangramentos e fadiga
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022).

Tudo isso reflete na rotina do paciente, uma vez que esse tipo de tratamento também
atinge células saudaveis do organismo além das tumorais. Assim, uma alternativa
medicamentosa para evitar esses efeitos ou minimiza-los pode aumentar a adesao a terapia e
ser mais eficaz. Portanto, o desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de cancer de

mama é constantemente titulo de pesquisas no mundo.
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2.2. REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco é complexo, caro e longo, desse
modo, demanda altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D), cerca de 2,6
bilhdes de dolares (DILLY; MORRIS, 2017). Além do custo, outro problema é o tempo para
uma molécula ser aprovada como um novo medicamento, variando de 10 a 15 anos. (XUE et
al., 2018; YADAV; TALWAR, 2019). Ainda em relacdo as desvantagens dos processos de
P&D, ¢ possivel observar a baixa possiblidade de éxito dessa nova entidade quimica nos testes
necessarios para se tornar um medicamento aprovado pelas Agéncias Reguladoras, sendo de
apenas 10% (XUE et al., 2018). Apesar do aumento de investimentos em P&D pelas industrias
farmacéuticas, um relatério da Food and Drug Administration (FDA) mostrou que o nimero de
medicamentos novos que chegam ao mercado estd em decréscimo desde 1995 (YADAYV;,
TALWAR, 2019). Até 2016 a quantidade foi de 22 farmacos registrados, esse total comparado
a 20 anos atras, em que 53 novos medicamentos foram aprovados, é relativamente baixo
(PILLAIYAR et al., 2020; XUE et al., 2018). Diante desses fatores, a busca para identificar
farmacos para determinados alvos biologicos incluiu outras alternativas, como o
reposicionamento de farmacos (YADAV; TALWAR, 2019).

O método de utilizacdo de medicamentos ja regulamentados para uso humano para
novas indicagdes é chamado de reposicionamento, redirecionamento, reaproveitamento,
reprofiling de medicamentos, troca terapéutica ou de indicacdo. Essa abordagem é uma
alternativa eficaz diante dos obstaculos da forma tradicional de desenvolvimento de farmacos,
uma vez que, apresenta-se como uma técnica de menor custo, rapida e sem riscos (KHAN et
al., 2020).

Muitos farmacos de sucesso foram obtidos a partir do reposicionamento, onde o efeito
colateral observado serviu como indicacdo para o tratamento de outras desordens do organismo.
Um exemplo foi o sidenafil incialmente foi desenvolvido como medicamento anti-hipertensivo,
mas com a incidéncia de um efeito adverso foi reposicionado para tratamento de disfuncéo erétil
(PUSHPAKOM et al.,2018). Outro exemplo é do &acido acetilsalicilico, sua atividade original
é a anti-inflamatoria e ap6s 60 anos de sua comercializacao, foi reposicionado como farmaco
de acdo antiagregante plaquetario (YUE et al., 2014).

Enquanto o reposicionamento ocorre em quatro etapas (identificacdo do composto,
aquisicdo do composto, desenvolvimento e monitoramento de seguranca pdés-mercado das

agéncias reguladoras), as estratégias tradicionais abordam cinco etapas (descoberta e estudos
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pré-clinicos, revisdo de seguranca, pesquisa clinica, revisdo das agéncias reguladoras e
monitoramento de seguranca pos-mercado das agéncias reguladoras) (XUE et al., 2018).

Com os avancos nas areas de bioinformatica o tempo para o reposicionamento de um
farmaco € consideravelmente menor, pois todos ou a maioria dos ensaios pré-clinicos em
animais, ensaios clinicos, seguranca e desenvolvimento da formula farmacéutica ja foram
realizados e relatados. Assim, com a existéncia prévia e disponibilidade desses dados acerca de
tais parametros, 0 tempo e o custo serdo menores para aprovacao do medicamento no tratamento
de determinada condicao patoldgica (HUANG et al., 2021; PUSHPAKOM et al.,2018).

Em relagdo ao tempo, estima-se que o tempo necessario para descobrir novos alvos de
medicamentos, seja em média de 1 a 2 anos e de 8 anos para redirecionar uma droga. Em
comparagdo aos novos medicamentos, os reposicionados possuem um custo reduzido de 50 a
60%. Por esse motivo, para aplicar o sistema de reposicionamento, as industrias farmacéuticas
e outras instituicdes, como académicas e governamentais, necessitam de um aporte financeiro
menor do que na estratégia classica. Assim, 0 reaproveitamento de medicamentos, surge
também como uma alternativa para a pesquisa de farmacos de paises em desenvolvimento para
contornarem a falta de investimentos em P&D (ARMANDO; MENGUAL; GOMEZ, 2020;
DILLY; MORRIS,2017). Além disso, esse método é vantajoso em relacdo as informacdes das
propriedades do medicamento, como farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade, uma vez
que essas propriedades ja foram estabelecidas por testes e analises em humanos e animais, 0
que colabora para os medicamentos serem submetidos a testes clinicos em menor tempo.
Somado a isso, a porcentagem de aprovacdo de farmacos redirecionados € de 30% em
contrapartida a taxa de aprovacao das novas drogas é de 10% (JAIN; GRUPTA, 2015).

Os medicamentos com potenciais chances de serem reposicionados séo divididos trés
grupos: o primeiro constituido de farmacos aprovados com patentes expiradas, o segundo
constituido de farmacos que ja foram submetidos a testes clinicos, mas nao estdo no mercado e
o terceiro formado por farmacos patenteados, aprovados ou em fase avancada de
desenvolvimento clinico (CHA et al., 2017).

2.3. QUINOLONAS
As quinolonas representam uma classe de antimicrobianos com diversos compostos, o

acido nalidixico foi o primeiro a ser identificado como antibacteriano em 1962. Desde entdo,

outros derivados de quinolonas foram sintetizados com o objetivo de melhorar suas
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propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, surgindo as fluoroquinolonas. As
modificacOes estruturais responsaveis por essa sintese sdo: a incorporagdo de um atomo de fltor
na posicdo R6 e um anel piperazina na posicdo R7 (figura 1). Com essas inclusdes, estes
compostos apresentaram maior espectro de acdo abrangendo algumas bactérias Gram-positivas
e maior atividade diante das bactérias Gram-negativas. Além disso, a lipossolubilidade e a
distribuicdo das fluoroquinolonas foram aumentadas ao adicionar grupo alquila no anel
piperazina e no nitrogénio na posicdo R1, aprimorando também as propriedades
farmacocinéticas (GOUVEA, 2013; YADAV; TALWAR, 2019).

Figura 1: Estrutura quimica do OFLOX.

~
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Fonte: Adaptado de DOMAGALA, 1994.

O OFLOX é um farmaco de segunda geracéo da classe das fluorquinolonas e, apresenta
atividade frente a diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas. Em 1990 esse
medicamento foi aprovado pela FDA, exibindo melhor disponibilidade oral, uma meia-vida
mais longa e menor metabolismo, que diminui a possibilidade de interagdes com outras
substancias (GRAHAM; TRIPP, 2020; YUK et al, 1991).

Em relacdo a propriedades fisico-quimicas, 0 OFLOX é um po cristalino, de cor amarelo
claro ou amarelo brilhante, pouco solivel em agua, mas se ocorrer alguma variacéo de pH a
solubilidade desse farmaco também pode variar (GENNARO, 1990; SWEETMAN, 2002).
Possui um carbono quiral, devido a presenca de um grupo metil no anel oxazina, com isso se
apresenta como uma mistura racémica. Os enantibmeros possuem diferentes potencias contra
as bactérias, neste caso o0 isdmero S é cerca de 8 a 128 vezes mais potente que o isbmero R
(PARIS, 2012; EL-ZAHRY; LENDL, 2018).
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O OFLOX pode ser administrado por via oral, intravenosa ou tépica (AL-OMAR, 2009;
GRAHAM; TRIPP, 2020). Na administracdo por via oral, a absorcdo e a biodisponibilidade
aproximam-se de 100%. A taxa de absor¢do pode ser reduzida com a ingestdo de alimentos ou
complexos formados com minerais como ferro ou célcio. Ap6s 1 a 2 horas da administracdo
oral de 400 mg do farmaco, as concentra¢des plasmaticas maximas (Cmax) de 3 a 4 mg/ mL sdo
atingidas e estdo diretamente associadas a dose administrada. Os valores de Cmax, quando esse
medicamento é administrado por via intravenosa, podem ser 50% maiores em comparagédo a
via oral, mas ndo oferece uma vantagem na eficacia ou atividade do farmaco. Isso ocorre devido
a sua rapida reducdo e as concentracdes plasmaticas seguintes se igualarem as da formulacéo
oral, uma vez que, a absorcao por essa via é rapida e quase total (AL-OMAR, 2009; ONRUST;
LAMB; BALFOUR, 1998).

Assim como outras fluoroquinolonas, 0 OFLOX apresenta baixa ligacao as proteinas
plasmaéticas (cerca de 20 a 25%), possui uma ampla distribuicdo nos tecidos e fluidos corpdreos.
O tempo de meia-vida plasmatica é de cerca de 5 a 8 horas, 0 que pode variar de acordo a funcéo
renal do paciente. Possui um baixo metabolismo de primeira passagem, sendo 90% eliminado
na urina no periodo de 48 horas e 4 a 8% ¢é eliminado nas fezes. Quase 10% ¢é excretado na
forma de metabolitos e o restante na forma inalterada (AL-OMAR, 2009; SCHOLAR, 2007).

O OFLOX ¢é um antimicrobiano de acdo bactericida que possui como mecanismo de
acao a inibicdo da DNA girase bacteriana e da topoisomerase 1V, por meio da ligacéo a essas
enzimas. A enzima DNA girase é importante no processo de regulacdo dos niveis de
superenrolamento do DNA e a topoisomerase 1V na separacao das duplas-hélices ligadas apds
a replicacdo. Desta forma, com a inibicdo da DNA girase, consequentemente a fita-dupla de
DNA se quebra devido a alta tensdo, assim 0 OFLOX impede os processos de transcricéo,
replicacdo e de reparo do DNA, impossibilitando a divisdo celular bacteriana (SCHOLAR,
2007; ABDEL-AAL et al., 2019; AHADI;EMAMI, 2020).

Além do seu efeito antibacteriano, varios representantes da classe das fluoroguinolonas
apresentaram efeitos imunomoduladores in vitro em diversos tipos de linhagens celulares de
cancer (YADAV et al., 2015). O mecanismo de a¢do das fluoroquinolonas de inibicdo das
enzimas DNA girase e consequente morte celular ¢ semelhante a a¢do de “envenenamento por
topoisomerase” de medicamentos antitumorais tradicionais como doxorrubucina e etoposideo
(OPPEGARD et al., 2018). Desta forma, essa classe de farmacos pode ser potencialmente
eficaz no tratamento de canceres, uma vez que pode induzir apoptose, interromper alteracéo

bioquimica de células potencialmente cancerigenas, aumentar a absorcdo de outros
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quimioterapicos e imunomodulacdo em combinacdo ou puros (YADAV et al.,2015; IDOWU,
SCHWEIZER, 2017).

Além de seu efeito antibacteriano contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
varias fluoroquinolonas e seus derivados sintéticos demonstraram alta atividade citotoxica em
diferentes linhagens de células tumorais, mostrando-se promissoras como agentes de tratamento
do cancer. Muitos estudos demonstram o efeito promissor das fluoroquinolonas na inibicao de
células tumorais e as vezes esses farmacos exibem baixa citotoxicidade para células normais
(ASIF, 2014; YADAV et al.,2015).

Em estudo realizado, o0 OFLOX inibiu a proliferagdo de células de carcinoma
transicionais (MBT-2 e T24) pelo comprometimento da agéo da telomerase em dose acima de
50pg/mL. Os autores mostraram que em niveis acima de 100ug/mL diminuiu a viabilidade
celular de MBT-2 e T24. Ainda, relataram que a atividade das duas fluoroquinolonas é
dependente de dose e tempo. N& houve diferenca entre OFLOX e levofloxacino
(YAMAKUCHI et al., 1997).

Kamat, Dehaven e Lamm (1999), apresentaram que OFLOX e ciprofloxacino em trés
linhagens celulares de carcinoma transicional humano, T24, HTB9 e TccSup, nas
concentragdes de 0 (controle) a 1000pg/mL em 24, 48 ¢ 96 horas, se mostraram citotoxicas. Em
96 horas, o ciprofloxacino apresentou citotoxicidade significativa a partir de 12,5 pug/mL
(HTBY, TcceSup) e 50 pg/mL (T24) e para OFLOX a 12,5 pg/mL (HTB9) e 50 ug/mL (TccSup,
T24).

Ciprofloxacino (CFX) e o levofloxacino (LVX) apresentaram atividade na parada do
ciclo celular na fase S e apoptose em linhagens T24 (céancer de bexiga humano), DU-145
(cancer de préstata humano). CFX foi mais citotoxico do que LVX para todas as linhagens
celulares testadas, os dois farmacos exibiram efeitos fracos em células ndo tumorais. A
expressdao dos genes da topoisomerase Il foi regulada negativamente, sugerindo o efeito
inibitdrio das fluoroquinolonas (KLOSKOWSKI et al., 2021).

O levofloxacino exibiu resultados de inibigdo de proliferagédo e inducéo de apoptose em
células de céancer de pulmdo (A549, H3255, NCL-69 e H460) e em xenoenxerto de
camundongos. Como mecanismo, Song et al., (2016) apresentaram que o levofloxacino inibe a
respiracdo mitocondrial e diminui a quantidade de ATP pelo bloqueio dos complexos I e 111 da
cadeia transportadora de elétrons da mitocondria. Além de aumentar os niveis de espécies
reativas de oxigénio (SONG et al., 2016).
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Outro representante € enoxacina, que em linhagem de cancer de mama (MCF-7) inibiu
a proliferacéo celular. Além disso, enoxacina é capaz de aumentar a producio de miRNAs. E
importante ressaltar que a baixa expressdo dessas moléculas estd associada aos
desenvolvimentos de cancer. (IDOWU; SCHWEIZER, 2017).

2.4. CICLODEXTRINAS

A descoberta das ciclodextrinas (CDs) ocorreu em 1891, quando Antoine Villiers isolou
essas estruturas produzidas pela agdo enzimaética da ciclodextrina glicosiltransferase, realizada
por bactérias da espécie Bacillus amylobacter, no amido. Contudo, sé a partir de 1980 que as
CDs foram introduzidas na industria farmacéutica e de alimentos (KURKOV; LOFTSSON,
2013).

As CDs naturais se caracterizam como oligossacarideos macrociclicos que possuem 6,
7 ou 8 unidades de D-glicopiranose unidas por ligagoes glicosidicas a-1,4, conhecidas como
alfa-ciclodextrina  (aCD), beta-ciclodextrina (BCD) e gama-ciclodextrina (yCD),
respectivamente. O arranjo dos mondmeros resulta na estrutura das CDs de cone truncado, com
parte externa hidrofilica pela presenca de hidroxilas livres, enquanto que sua cavidade possui
carater hidrofébico, devido a presenca de atomos de oxigénio nas ligagdes glicosidicas e &tomos
de hidrogénio (DEL VALLE, 2004). A quantidade de unidades de D-glicopiranose que forma
cada uma das CDs citadas anteriormente é que define o tamanho de sua cavidade (CARNEIRO
et al., 2019). A estrutura ciclica confere as CDs menor suscetibilidade a degradacéo pela acédo
de enzimas, além de serem Gtimas agentes complexantes e solubilizantes (JANSOOK et al.,
2018). As CDs naturais estéo representadas na figura 2.

Esses fatores possibilitam a dissolucéo de substancias com baixa solubilidade em meio
aquoso, pelo motivo das CDs apresentarem espaco intramolecular que viabiliza o
desenvolvimento de complexos de inclusdo (CI) com outros compostos (SAOKHAM et al.,
2018). A formacdo dos Cl envolve a substituicdo de moléculas de dgua presentes nas cavidades
das CDs (hospedeira) por outra molécula de interesse (hdspede). Para originar o complexo a
molécula hdspede deve possuir uma parte lipofilica de tamanho adequado a cavidade da CD
(CALSAVARA; ZANIN; MORAES, 2012; VENTURINI et al., 2008). A figura 3 esquematiza

0 mecanismo de inclusdo de uma molécula hospede em uma CD.
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Figura 2: Estrutura e propriedades das ciclodextrinas.
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Fonte: VENTURINI et al., 2008.

Dentre as finalidades da sintese de complexos com CDs estdo: aumento de solubilidade
e taxa de dissolucdo de farmacos, aumento de biodisponibilidade, promover maior estabilidade,
melhorar propriedades sensoriais como odor e sabor, entre outras. A principal aplicacdo dos
complexos de inclusdo com CDs é o aumento da solubilidade de moléculas pouco sollveis em
agua (KURKQV; LOFTSSON, 2013; CARNEIRO et al., 2019).

Figura 3: Esquema do mecanismo de inclusdo da molécula hspede com ciclodextrinas.

Legenda: Kc: constante de complexacéo.
Fonte: Adaptado de SZEJTLI, 1998.
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Muankaew e Loftsson (2017) citam que segundo o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (figura 4) as CDs sdo eficazes no incremento da solubilidade de farmacos de
classe Il (alta permeabilidade e baixa solubilidade) e em alguns casos também pode aumentar
esse parametro nos medicamentos de classe IV (baixa permeabilidade e baixa solubilidade).
Desta forma, as CDs contribuem para a mudanca de farmacos classe Il ou IV para classe | (alta
permeabilidade e alta solubilidade). Compostos lipofilicos exibem maior citotoxidade em
comparacao aos hidrofobicos, uma vez que sdo mais permeaveis as membranas celulares. Desta
forma, a inclusdo desses compostos em CDs incrementa a solubilidade e pode diminuir a

permeabilidade, o que contribui para uma menor toxicidade (LOFTSSON, 2002).

Figura 4:Classes do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica.

Classe |

1 Permeabilidade
1 Solubilidade

Boa absorgaon, controlada
unicamente pela taxa
de esvaziamento gastrico.

Ex.: Metoprolol, Diltiazem,

Classe Il

1 Permeabilidade
| Solubilidade

Absorcao e controlada pela
solubilidade ou velocidade
de dissolucao
do medicamento.

Ex.: Nifedipino, Naproxeno,

Verapamil Fenitoina
Classe Il Classe IV
| Permeabilidade | Permeabilidade
1 Solubilidade | Solubilidade
Absorcao é independente Velocidade e grau de
das propriedades absorcao devem ser
do farmaco. considerados caso a caso.

Ex.: Cimetidina, Metformina,
Atenolol

Ex.: Taxol, Furosemida,
Ritonavir

e

Fonte: ESTEVES et al., 2020.

Desde a produgdo na forma pura das CDs, principalmente a BCD, tem sido amplamente
empregada como enzimas sintéticas, formacdo de complexos de inclusdo, separadores quirais
e excipientes de medicamentos, uma vez que, sdo sollveis em &gua, possuem baixo custo,
atoxicos, facilmente funcionalizados e disponiveis no mercado (CUNHA-FILHO; SA-
BARRETO, 2007). As CDs ainda exercem acdo de protecdo de moléculas suscetiveis a
volatilizacdo e oxidagdo (BRAGA, 2019). Atualmente, as CDs estdo amplamente difundidas

em produtos farmacéuticos, cosméticos, industria quimica e de alimentos. Varios tipos de
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formulagdes como comprimidos, colirios e pomadas que utilizam dessa molécula estdo
presentes no mercado (COISNE et al., 2016).

Além das CDs naturais existem ainda seus derivados sintéticos 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD), 2,6-di-O-etil-B-ciclodextrina e  sulfobutiléter-p-ciclodextrina
(SBEBCD), sendo distribuidos em trés classes: hidrofilico, hidrofobico e ionizavel,
respectivamente (OLIVEIRA; SANTOS; COELHO, 2009). A necessidade dessas modificagdes
surgiu devido as limitacdes das propriedades de solubilidade, tamanho e produtividade das CDs
naturais, assim, essas variacOes estruturais tém por objetivo produzir CDs com maior
capacidade de solubilidade, estabilidade e complexacdo (MUANKAEW; LOFTSSON, 2017
ZAFAR, 2021).

A HPBCD ¢ produzida a partir da reacdo de 6xido de propileno com BCD, que inclui um
grupo hidroxipropila na estrutura da BCD. Com isso, a capacidade solubilizante desta é cerca
de 27 vezes maior que da B-CD, além disso, sua cavidade hidrofébica é maior pela incorporagéo
dos substituintes (ZAFAR, 2021; KURKOV; LOFTSSON,2013). Seu uso € bem difundido
para melhora de solubilidade de farmacos em &gua, sendo recomendada como solubilizante pela
FDA (ZAFAR, 2021). Além disso, apresenta baixa toxicidade, segura para administracdo
parenteral e muito utilizada com compostos antitumorais e imunomoduladores (CARNEIRO et
al., 2019; CARVALHO, 2019).

Ashwagq et al. (2017) realizaram um estudo de complexagdo de HPBCD e clausenidina,
com objetivo de avaliar a melhoria nas propriedades fisico-quimicas e antitumoral em células
de cancer de c6lon HT29. Além de proporcionar uma melhor citotoxicidade frente a linhagem
HT29, o complexo Clu/HPBCD exibiu menor efeito colateral. O complexo ainda, modificou a
solubilidade para 56 vezes maior de clausenidina. O complexo de inclusdao Clu/HPBCD,
também induziu apoptose pela producdo de espécies reativas de oxigénio.

Fahmy et al. (2022), avaliou a melhora da atividade antioxidante, antiviral e antitumoral
de extrato de farelo de arroz complexado com HPBCD. O complexo aumentou a atividade
antioxidante pelo maior contato com radicais livre hidrofilicos, apresentou atividade antiviral
cinco vezes maior que o extrato sozinho e em linhagens de cancer de mama (MCF-7) e cancer
cervical (HeLa) apresentou citotoxicidade significativa apds 48 horas.

A solubilidade em &gua e a taxa de dissolucdo de norfloxacino em combinagdo com
BCD foram aumentadas, também foi relatado um incremento na poténcia do farmaco em

combinagdo com a BCD em relagdo ao farmaco puro (CHIERENTIN et al., 2014).
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O levofloxacino complexado com HP-B-CD, exibiu atividade antimicrobiana
aumentada em relacéo ao farmaco puro contra quatro cepas bacterianas incluindo duas bactérias
Gram-negativas e duas bactérias Gram-positivas (LI et al., 2022).

Ren et al. (2019) realizaram estudo para melhorar a solubilidade aquosa do
balofloxacino através da preparacdo dos Cl de balofloxacino com CDs. Neste estudo, Cls em
estado solido foram obtidos usando BCD, HPBCD e 2,6-dimetil-B-ciclodextrina (DMBCD). A
solubilidade dos Cls aumentou centenas de vezes e a ordem de solubilidade dos trés Cls foi
balofloxacino com DMBCD, HPBCD e BCD.

2.5. AVALIACAO DE COMPOSTOS COM POTENCIAL ATIVIDADE
ANTITUMORAL

2.5.1. MDA-MB-231

A utilizacdo de cultura de celular na investigacdo do cancer e de outras doencas é
importante, uma vez que, estas células em meio de cultura sdo autorreplicantes fornecendo uma
populacdo homogénea de células. Em 1958, foi descobertaa BT-20, a primeira linhagem celular
de cancer de mama e apds cerca de 20 anos que iniciou a difusdo de outras linhagens como a
MD Anderson e MCF-7 (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).

A MDA-MB-231 (Figura 5) é uma linhagem celular de cancer de mama humano de
morfologia epitelial, que foi isolada inicialmente de um extravasamento pleural de uma paciente
de 51 anos diagnosticada com um adenocarcinoma de mama metastatico. Essa linhagem é
frequentemente utilizada em pesquisas relacionadas ao cancer de mama em fase avancgada
(WELSH, 2013).

A célula MDA-MB-231 apresenta como caracteristicas ser altamente agressiva,
invasiva e um bom modelo pela semelhanca ao cancer de mama triplo negativo, classificada
como um subtipo basal, uma vez que ndo expressa 0s receptores ER, PR e também ndo possuem
0 HER2, mas possuem receptor do fator de crescimento epidérmico (EGRF), também
conhecido como fator de crescimento epidérmico HER1 (SUBIK et al., 2010).

MDA-MB-231 apresenta nivel elevado na expressao de Ki-67 (marcador utilizado na
avaliagdo imuno-histoquimica do cancer de mama), como demonstrado no estudo de Subik e
colaboradores (2010) essa celula exibiu uma coloragdo 100% positiva para Ki-67, E-caderina

negativo e p53 com mutagdo. O mecanismo de invasdo das células MDA-MB-231 ocorre pela
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degradacdo proteolitica da matriz extracelular. Além disso, essa linhagem expressa o receptor
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) que interage com o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) (LEAL-ORTA et al., 2021).

Figura 5: Cultura de células MDA-MB-231.

Fonte: ATCC, 2021.

Akekawatchai et al. (2005), sugeriram que o receptor da quimiocina CXCL12,
denominado CXCR4 e o receptor IGF-1R sdo expressos em MDA-MB-231 e formam um
complexo. Essa interacdo permite que o ligante IGF-1 ative sinalizagfes de migracao celular.
Essas células também produzem fator estimulador de col6nia de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF ou CSF 1) para estimular a chegada de macréfagos.

Park e colaboradores (2017) a partir de suas andlises, apresentaram que ha expressdo de
IL-18 nas celulas MDA-MB-231 e também identificaram a presenca de IL-18 em sobrenadantes
de cultura dessas células. A expressdo de 1L-18 tem relagdo com a diminuicdo de células NK
com atividade antitumoral, exercendo uma agéo de imunossupressao.

A linhagem de células MDA-MB-231 apresenta uma superexpressao de receptor de
qguimiocina 1 (XCR1), DO e CHO (2020) confirmam que esta superexpressdo estimula a
migragdo dessas células pela atenuagéo de B-catenina. Essa linhagem possui um perfil de células
mesenquimais com grande potencial migratério e invasivo. O receptor 1 ativo por protease
(PAR1) é altamente expresso nessas e auxilia no desencadeamento da invasdo tumoral e
metastase (WANG et al., 2021)

A MDA-MB-231 é uma célula de propriedade de crescimento aderente, sendo assim,

necessita uma ancoragem para ser cultivada. Além disso, exige algumas condic¢des de cultura
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como temperatura a 37° C, cresce bem em meio L-15 de Leibovitz suplementado com 2nM de
glutamina e 15% de soro bovino fetal (FBS). Esse meio sustenta a multiplicacdo celular em
ambientes sem equilibrio de CO2 (BCRJ, 2022) Além desse meio de cultura, outros podem ser
empregados no cultivo desta linhagem, como RPMI-1640 com L-glutamina suplementado com
1% de penicilina/estreptomicina, 10% de FBS a 37° C e 5% de COy, utilizado por Park e
colaboradores (2017). As células MDA-MB-231 devem ser cultivadas até alcancar uma
densidade entre 1-3 x 10* células/cm? e repicadas quando a confluéncia atingir 70 a 80%
(SARAIVA et al., 2020).

2.5.2. Oensaio de MTT nos estudos da viabilidade celular

O ensaio de MTT foi caracterizado por Mosmann, em 1983. No estudo, foi descrito a
avaliacdo da viabilidade de células de linfoma de camundongo frente a tratamentos citotoxicos
através do ensaio colorimétrico que utilizava um substrato, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), que mudaria a coloracdo quando alterado por células vivas
(MOSMANN, 1983). Desta forma, o ensaio de MTT é um método colorimétrico baseado no
sal de MTT, um composto que em solucdo possui coloragdo amarela, que ao sofrer reducao
pelas células vivas promove o surgimento de cristais de formazan de coloragdo purpura (Figura
6). Glébulos vermelhos, células mortas, células do baco e linfocitos estimulados por
concanavalina A ndo sdo capazes de clivar o anel de tetrazol da molécula de MTT. A
absorbancia resultante é medida em razdo da coloracdo da solucdo obtida e mensurada por
densidade Optica no espectrofotdmetro com comprimento de onda entre 500 e 600nm. Portanto,
a coloracdo é proporcional a quantidade de células viaveis (GHASEMI et al., 2021; MOMENI,
ABNOSI; ESKANDARI, 2020; PASCUA-MAESTRO, 2018).

Figura 6:Reducgdo do MTT nas células viaveis
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Fonte: Adaptado de BURANAAMNUAY, 2021.
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Com a evolucdo do teste de MTT, também houve a elucidacéo de alguns mecanismos,
como os de metabolizagdo desta substancia dentro da célula. Desde a introdugdo do método de
MTT acreditava-se que a conversdo do tetrazdlio em cristais de formazan, era realizada pelo
sistema succinato desidrogenase mitocondrial (BURANAAMNUAY, 2021). Contudo, ha
controveérsias, segundo Stockert (2012) a mitocondria ndo possui capacidade redutora e sim
oxidante. Porém, as mitocondrias sdo importantes para fornecer as coenzimas de nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida (NADH), que sdo as responsaveis pela reducdo do MTT.
Entretanto, essas coenzimas também séo encontradas no reticulo endoplasmatico, citosol e
membrana plasmatica, locais em que o MTT também pode ser metabolizado.
(BURANAAMNUAY, 2021; STOCKERT, 2012; VAN DEN BERG, 2015).

O MTT possui carga liquida positiva, o que facilita o seu processo de endocitose pela
célula. Ja dentro da célula é transportado para o reticulo endoplasméatico onde ocorrera a
metabolizacdo (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). A acumulagdo de cristais de formazan néo
é benéfica para a estrutura da célula, pois pode induzir apoptose, lise celular e aumentar a
permeabilidade, entdo € presumivel a excrecdo desses cristais formados (GRELA,
KOZIOWSKA; GRABOWIECKA, 2018). Alterac6es foram realizadas na etapa de dissolucédo
dos cristais de formazan, que era realizada pela adigdo de isopropanol acidificado o que
demandava tempo maior de execucdo e agora se adiciona o dimetilsulféxido (DMSO)
(FOTAKIS; TIMBRELL 2006; NGA et al., 2020; VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY,
2015).

Esse método geralmente € realizado em microplaca de 96 pocos como no estudo de
Ghasemi et al. (2021). Alguns tipos celulares podem necessitar de uma incubacdo prévia a
inclusdo do composto a ser analisado, que pode variar de 0 a 24 horas. O tempo de tratamento
das células com o composto que sera testado pode durar de 24 a 96 horas, sendo que, apds esse
periodo s&o incubadas com o MTT por 3 a 4 horas (GANOT et al., 2013). E necessario retirar
0 meio de cultura para adicao de solvente (DMSQ), uma vez que 0s componentes do meio como
vermelho de fenol e proteinas precipitantes sdo fatores que interferem na medicdo da
absorbancia. A absorbancia das células viaveis serd comparada a um grupo controle
(DENIZOT; LANG, 1986).

Portanto, o ensaio MTT é bastante utilizado para avaliacdo da citotoxicidade in vitro de
diversas substancias, € um método seguro, versatil, de simples execucao, pouco dispendioso e
pode ser utilizado para testes em diversas linhagens celulares utilizando um ou mais compostos
testes simultaneamente (AHMADIAN et al., 2009; MONSMANN, 1983; NGA et al., 2020).
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Apesar de tais caracteristicas, a partir do ensaio MTT n&o é possivel obter dados acerca do
mecanismo molecular, pelo o qual a droga exerce atividade citotoxica (GANOT et al., 2013).

2.5.3. Avaliacéo do ciclo celular e apoptose

O crescimento celular é fundamental em organismos eucariotos ao longo do seu
desenvolvimento, equilibrio homeostatico e da sua regeneracéo celular. (GAO; LIU, 2019). O
ciclo celular (Figura 7) é o processo responsavel da divisdo celular em duas células filhas,
constituido por quatro fases em sequéncia: Gap 1 (G1), Sintese (S), GAP 2 (G2) e Mitose (M)
(MENS; GHANBARI, 2018; DIAZ-MORALLI et al., 2013). A etapa G1 é uma fase mediadora
que antecede a fase S, momento que as células passam pelo “ponto de restri¢do”. A passagem
das células por este ponto é definida pela producdo de proteinas essenciais para a proliferacao
celular e por outros sinais extrinsecos (GAO; LIU, 2019; MENS; GHANBARI, 2018). Na fase
S, ocorre a replicacdo do DNA. Para isso a topoisomerase Il é fundamental no processo, uma
vez que, regula o superenrolamento do DNA e organizagdo do arranjo gendmico. A atuacdo da
enzima topoisomerase Il é substancial para a viabilidade celular na fase M e, crucial ap6s o
inicio da etapa S, viabilizando a separacdo dos cromossomos, a estruturacdo genémica e para
impedir a entrada de células anormais na anafase (HEUVEL, 2005; LEE; BERGER, 2019).
Falhas nos processos dependentes de topoisomerase Il causam a ativagdo de um ponto de
verificacdo que interrompe o ciclo celular na mudanca de G2 para M e protege contra danos
gendmicos; a auséncia deste ponto de verificacdo relaciona-se a carcinogénese (LEE;
BERGER, 2019). Apds a etapa de sintese, a célula passa pela fase G2 que é uma segunda fase
mediadora, nesta interfase hd um novo ponto de verificacdo de integridade do material genético.
Na fase mitdtica, acontece a separacdo dos conjuntos dos cromossomos sintetizados em duas
células-filhas (MENS; GHANBARI, 2018). Para que a célula em divisao siga para a préxima
fase sem danos e possiveis erros, 0s pontos de verificacdo ou checkpoints (G1/S, G2/ M e 0s
pontos de verificacdo do fuso mitdtico) sdo fundamentais. Os checkpoints quando ativados por
deteccdo de alguma mutacéo, induzem a parada do ciclo celular para o reparo ou morte, falhas
nesses pontos podem induzir ou potencializar o desenvolvimento de tumor (Diaz-Moralli et al.,
2013; THU et al., 2018; GAO; LIU, 2019)
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Figura 7: Ciclo celular
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Adaptado de GAO; LI1U, 2019.

Ademais, a regulacéo do ciclo celular é relacionada a atividade inibidora ou de ativagao
de quinases dependentes de ciclinas (CDKSs), que sdo proteinas quinases serina / treonina que
se ligam a uma ciclina formando complexos ciclina-CDK para controlar a progressédo do ciclo
celular, com isso, permitem a sintese de DNA e segregacdo dos cromossomos ou a interrupcao
do processo (WANG, 2021).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) também estdo associadas ao controle do ciclo
celular, elas podem ser produzidas pelo metabolismo mitocondrial ou derivadas de outras
organelas. As EROs controlam transducges de vias de sinalizacdo como apoptose, crescimento
celular e proliferacdo. Ja foi relatado o papel ambiguo das EROs, em que, altos niveis levam a
uma resposta de dano celular e de genoma, desta forma, ocorre a parada do ciclo celular e ap6s
prolongamento dessa interrupc¢éo, a apoptose. Ao mesmo passo que um aumento dos niveis de
EROs de forma moderada, é necessario para dar inicio a progressdo da quiescéncia para a fase
G1 do ciclo celular (DIAZ-MORALLI et al., 2013).

O equilibrio entre a proliferagdo celular e a morte celular programada é imprescindivel
para manter a homeostasia do organismo. O resultado entre sinais positivos e negativos
estabelece a decisdo entre a divisdo celular ou a apoptose. A perda desse equilibrio pode
acarretar em apoptose ou crescimento celular inadequados (VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

A apoptose € um importante mecanismo de morte celular em condices fisiologicas e
patoldgicas. Durante o desenvolvimento, envelhecimento e para manter a homeostasia, ocorrem

constantes processos apoptoticos (ELMORE, 2007). A morte celular programada é regulada a
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nivel génico, quando ocorre algum tipo de dano celular, essas celulas danificadas sdo removidas
de forma eficiente por este processo (PISTRITTO et al., 2016).

A iniciacdo da apoptose ocorre por meio da ativacdo de proteases endogenas,
denominadas caspases, que comprometem toda a estrutura interna da célula, contribuindo para
a morte e preparacdo da remocdo da célula por fagocitose (TAYLOR; CULLEN; MARTIN,
2008). Sendo assim, a apoptose é considerada um mecanismo de defesa antitumoral, em que,
varios agentes quimioterapicos atuam atraves da inducao desse tipo de morte celular, reduzindo
a populacéo de células alteradas (NICHOLSON, 2000).

O mecanismo de apoptose € complexo e compreende Varias vias de sinaliza¢do, podendo
ser iniciado por vias extrinsecas ou intrinsecas mediadas pelas caspases que resultam em uma
via comum de apoptose (PISTRITTO et al., 2016). As caspases sdo fundamentais no
mecanismo de apoptose, uma vez que, sdo iniciadoras e executoras (WONG, 2011). As
caspases iniciadoras sdo sintetizadas na sua forma inativa, pré-caspase, e a partir de interacdes
com moléculas adaptadoras especificas, realizam uma auto-protedlise e se ativam. As caspases
iniciadoras ativadas clivam as caspases executoras, desta forma, que as caspases executoras
guebram substratos celulares culminando na morte celular por apoptose (PISTRITTO et al.,
2016).

As células em processo de apoptose sofrem alteragdes morfoldgicas e bioquimicas, que
vao desde alteracdes na membrana celular até a fragmentacdo do DNA da célula. Essas
alteracdes apresentam um padrdo semelhante de ocorréncia independente do estimulo ocorrido,
seja ele uma situacdo de estresse ou agente quimico utilizado (ZIEGLER; GROSCURTH
2004). As alteragdes que ocorrem sdo: condensagdo da cromatina e quebra nuclear, a célula se
torna arredondada, picndtica e ainda ocorre a retragdo dos pseuddpodes. A membrana ndo é
rompida durante o processo. Contudo, as células fagociticas sdo ativadas e reconhecem a
fosfatidilserina (PS) expressas na parte externa da membrana celular, e com isso, eliminam
essas células e impedem a liberagdo de substancias pro-inflamatorias (WONG, 2011,
PISTRITTO et al., 2016; ELMORE 2007).

A citometria de fluxo pode ser usada para analisar diferentes eventos celulares ao
mesmo tempo, como a apoptose, e pode analisar uma ou milhares de células. Para isso, as
células precisam estar suspensas em solucdo tamponada a base de sal para passar por lasers e
dispersar a luz visivel. A analise também pode ser realizada por fluorescéncia, utilizando de
corantes fluorescentes como iodeto de propidio (Pl) ou por anticorpos conjugados a
fluorocromos (WLODKOWIC et al., 2011; MCKINNON, 2018). Para detecgao do processo de
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apoptose nas celulas, utiliza-se a anexina V, uma proteina de ligacdo de fosfatidilserina
recombinante que possui alta afinidade e especificidade para residuos de fosfatidilserina
(ELMORE, 2007). O uso em conjunto de anexina V e marcador de permeabilidade, permite a
separacdo de células vivas, apoptoticas e necroticas. Células vivas exibem coloragdo minima
referente a anexina V e PI, no inicio da apoptose as células apresentam coloracdo intensa de
anexina V. Em apoptose tardia as células possuem coloragdo intensa dos dois marcadores.
(WLODKOWIC et al., 2011).
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral do complexo de OFLOX com HPBCD e BCD
(OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD ) em cé¢lulas de cancer de mama MDA-MB-231.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar células MDA-MB-231 e trata-las com OFLOX puro e OFLOX complexado
com HPBCD e BCD.

Avaliar a viabilidade de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e OFLOX
complexado com HPBCD e BCD.

Avaliar a inducdo da apoptose de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e
OFLOX complexado com HPBCD e BCD.

Avaliar a inducdo de necrose de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e
OFLOX complexado com HPBCD e BCD.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DOS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM HPBCD E BCD

O OFLOX, BCD ¢ HPBCD utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os reagentes
quimicos (DMSO, corante MTT, meio de cultura RPMI-1640, SBF, penicilina/estreptomicina,
tripsina) e kit para deteccédo 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. CULTURA CELULAR DE MDA-MB-231

A linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 foi cultivada em meio RPMI-
1640 contendo 10% de soro bovino fetal (SBF), 1% de aminoacidos essenciais e 0,5%
penicilina/estreptomicina. As células foram mantidas em ambiente com temperatura controlada
de 37° C e equilibrio de 5% de CO., até confluéncia celular (AMARO et al., 2020).

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO EM CELULAS MDA-MB-231

Para determinar a viabilidade em células MDA-MB-231, foi utilizado o método
colorimétrico de MTT. As células foram adicionadas em placas de 96 pocos na quantidade de
7,5x10° e receberam o tratamento com OFLOX, BCD, HPBCD e os complexos de inclusio
(OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD) nas concentragdes de 50 pM, 100 puM e 300 uM.
Transcorridos os tempos de tratamento de 48 e 72 horas, 0s sobrenadantes das células foram
retirados. Em seguida, 100 puL de meio de cultura RPMI-1640 e 10 pL de solucdo MTT
(5mg/mL) foram adicionados em cada poco. As placas foram incubadas por 4 horas em estufa
a 37 °C e 5% de CO2. Apds esse tempo, o0 meio de cultura foi retirado e adicionados 100 pL de
DMSO, posteriormente, realizou-se a leitura da densidade dptica com auxilio do leitor de
microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer em comprimento de onda de 570 nm
(AMARO et al., 2020).
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4.4. AVALIACAO DA APOPTOSE E NECROSE EM CELULAS MDA-MB-231
TRATADAS COM OS COMPLEXOS DE INCLUSAO

A anélise de morte celular por apoptose em células MDA-MB-231 foi realizada por
citometria de fluxo, pelo kit de deteccdo de apoptose Anexina V (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific). As células foram cultivadas em placas de 96 pogos, na quantidade de 1x108, tratadas
com a concentracdo 300uM (OFLOX, OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD) e incubadas por 36
horas. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas e lavadas com tampéo
fosfato. Em seguida, as células foram marcadas com Anexina V — FITC e iodeto de propidio
(AMARQO et al., 2020). Apos a marcagdo, as células foram incubadas no escuro em temperatura
ambiente por 15 minutos. Os resultados das analises foram obtidos por citbmetro de fluxo

(FACSVerse, BD Biosciences) e os dados analisados no software FCSexpress 3.0.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de apoptose e necrose os 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 diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSSAO

5.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO DE CELULAS MDA-MB-231 EM 48 E 72 HORAS

A figura 8 representa os resultados de viabilidade celular de MDA-MB-231 em 48 horas
apés o tratamento com os complexos de inclusio OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD, nas
concentragdes de S50uM, 100uM e 300uM. Também, estdao representados os resultados da célula
com a presen¢a de OFLOX puro, nas concentra¢des de 50uM, 100uM e 300uM e a célula sem

tratamento.

Figura 8: Avaliacao da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/BCD e OFLOX/ HPBCD nas concentragdes
de 50uM, 100uM e 300uM em células MDA-MB-231 ap6s 48 horas de tratamento.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/BCD: complexo de inclusdo ofloxacino/B-ciclodextring;
OFLOX/HPBCD: complexo de inclusdo ofloxacino/hidroxipropil-p-ciclodextrina; MDA-MB-231:
linhagem de cancer de mama.

Os complexos de inclusao OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD, apresentaram redugao da
viabilidade celular para abaixo de 70% na linhagem de MDA-MB-231, essa reducéo foi
dependente da concentragdo em comparacao a células ndo tratadas. Contudo, na concentracao

de 300uM estes complexos mostraram um melhor resultado na diminuicdo de viabilidade
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celular. De acordo a 1ISO 10993-5 (2009), uma substancia apresenta potencial citotéxico no
teste de MTT quando reflete em uma viabilidade celular menor que 70%. Desta forma, o
potencial citotoxico do OFLOX complexado com ciclodextrinas, foi observado nos resultados
de viabilidade celular ap6s 48 horas e 72 horas, principalmente, quando se trata do complexo
OFLOX/HPBCD na concentragao de 300 pM.

Seay e colaboradores (1996) realizaram um estudo para avaliar a inibicdo da
proliferacdo celular e sintese de DNA, utilizando duas fluoruginolonas (ciprofloxacino e
OFLOX) em trés linhagens de carcinoma de células transicionais. Os autores concluiram que,
0s antibidticos em estudo inibiram a proliferacéo e sintese de DNA nas trés linhagens celulares
de forma dependente de dose e tempo. Assim, os resultados corroboram com os obtidos no
presente trabalho, em que nas maiores concentracdes a reducao de viabilidade foi maior. Além
disso, a inibicdo da sintese de DNA no estudo de Seay e colaboradores (1996), corrobora com
0 possivel mecanismo antitumoral do OFLOX de inibicdo da topoisomerase Il proposto por
Yadav et al. (2015) e Oppegard et al. (2018).

Outro estudo em consonancia aos resultados obtidos de MTT, é o de Yamakuchi e
colaboradores (1997). Os autores constataram que a atividade antiproliferativa de OFLOX e
levofloxacino em células de tumor geniturinario é dependente de concentragdo e tempo e que,
na concentracdo de 200 ug/ml houve reducdo significativa do material genético. Ainda
levantaram a hip6tese que esses compostos perturbaram a fungdo mitocondrial, uma vez que, o
método de MTT analisa a atividade mitocondrial.

Yadav et al. (2015), investigaram moxifloxacina e ciprofloxacino na proliferacdo de
células de cancer pancreatico (MIA PaCa-2 e Panc-1). Foi observado que as duas
fluroquinolonas inibiram a proliferacdo das linhagens de cancer pancreatico de maneira dose e
tempo dependentes. Visto que, os resultados mostram que na concentragao de 400 pg/ml e no
tempo maior de estudo 48 horas, houve maior inibicdo. Também avaliaram a reducdo do
potencial de membrana causado pelas fluoroquinolonas, e os resultados indicam que
moxifloxacino e ciprofloxacino induzem uma ruptura significativa do potencial de membrana
mitocondrial em ambas as linhagens celulares, o que pode ser relacionado com a hipétese de
perturbacdo mitocondrial de Yamakuchi e colaboradores (1997).

Yu, Li e Zhang (2016) investigaram os efeitos do levofloxacino na proliferacéo e
apoptose em quatro linhagens de celulas de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-468, SkBr-3
e MDA-MB-231) e duas linhagens de células de mama normais (HMT-3522 e MCF-10A). A

fluoroquinolona inibiu a proliferagéo celular das quatro linhagens de células de cAncer de mama
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de forma dose dependente. Também foi observado que as células mamarias normais eram
menos sensiveis a0 composto que as tumorais. Além disso, os resultados mostraram que 0
levofloxacino inibiu a biogénese mitocondrial, reduziu o potencial de membrana e niveis de
ATP nas linhagens tratadas. As células tumorais utilizam o maquinario mitocondrial muito mais
que uma célula normal, portanto, 0 mtDNA que estipula a massa mitocondrial e demanda
energética é encontrado em quantidade maior no cancer de mama. Deste modo, o tumor
mamario necessita mais da biogénese mitocondrial que uma célula normal, sendo assim, uma
inibicdo do metabolismo mitocondrial causa mais efeito no tumor (JARAS; EBERT, 2011).

No presente trabalho foi avaliada a citotoxicidade das CDs puras (BCD e HPBCD) nas
concentragdes de 50uM, 100uM e 300uM em células MDA-MB-231 apds 48 horas de
tratamento. Como mostrado na figura 9, foi observado que as nanoparticulas ndo apresentaram
citotoxicidade e desta forma ndo possuem impacto na reducdo da viabilidade das células
estudadas.

Figura 9: Avaliacdo da citotoxicidade de BCD e HPBCD nas concentragdes de 50uM, 100uM e 300uM
em células MDA-MB-231 ap06s 48 horas.
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Legenda: PCD: p-ciclodextrina; HPBCD: hidroxipropil-f-ciclodextrina; MDA-MB-231.:
linhagem de cancer de mama.

A figura 10 representa os resultados de viabilidade celular de MDA-MB-231 ap0s 72
horas do tratamento com os complexos de inclusio OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD, nas

concentragdes de S0uM, 100uM e 300uM. Também, estdo representados os resultados da célula
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com a presenca de OFLOX puro, nas concentragdes de SOuM, 100uM e 300uM ¢ a célula sem
tratamento. Os complexos de inclusio OFLOX/BCD 300uM e OFLOX/HPBCD 300uM e
OFLOX 300uM, apresentaram reducéo da viabilidade celular para abaixo de 70% na linhagem

de MDA-MB-231 dependente da concentracdo em comparacao a células néo tratadas.

Figura 10: Avaliagdo da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD nas concentragdes
de 50uM, 300uM e 300uM em células MDA-MB-231 apos 72 horas.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/BCD: complexo de inclusdo ofloxacino/B-ciclodextrina;
OFLOX/ HPBCD: complexo de inclusdo ofloxacino/hidroxipropil-p-ciclodextrina; MDA-MB-231:
linhagem de cancer de mama.

Como é possivel observar nos dois ensaios de citotoxicidade (48 e 72 horas) 0s
complexos de inclusdo, principalmente OFLOX/HPBCD, apresentaram melhores resultados
quando comparados com 0 OFLOX puro. Esse efeito mais acentuado provavelmente aconteceu
pela capacidade que as ciclodextrinas possuem em melhorar as propriedades dos compostos
incluidos em sua cavidade (TIAN et al., 2020).

Um estudo da interagdo de OFLOX e HPBCD, mostrou que essa complexagao resultou
no aumento da solubilidade de OFLOX e melhor estabilidade aquosa. A solubilidade em agua
apresentada pelo farmaco puro no estudo foi de 300 + 8,1 ug/mL, enquanto a solubilidade do
OFLOX-HP-B-CD foi 3,7 vezes maior (1100 + 21,3 ug/mL). A formacdo de complexo de
inclusdo ¢é de 1:1 entre OFLOX ¢ HPBCD. Os autores também observaram que a solubilidade

do OFLOX aumentou de forma linear a medida que a concentragdo de HPBCD era aumentada
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(MISIUK; JOZEFOWICZ, 2015). Em contrapartida, Koester et al. (2001), investigaram a
complexa¢do de OFLOX com BCD e os complexos apresentaram um aumento da solubilidade
em agua de aproximadamente 2,6 vezes. Assim, a comparacao do aumento das solubilidades
obtidas por Misiuk e Jozefowicz (2015) e Koester et al. (2001), pode justificar os melhores
resultados de OFLOX/HPBCD no presente trabalho.

Ding e colaboradores (2020) avaliaram a solubilidade, perfil de dissolugdo e
biodisponibilidade dos complexos de inclusdo de enrofloxacino e HPBCD. A solubilidade de
enrofloxacino é de 0,23 mg/mL, enquanto a do complexo é 916 vezes maior (210 mg/mL). A
dissolucdo em 15 minutos foi de 100% e significativamente maior que do farmaco sozinho. O
complexo de enrofloxacino e HPBCD em ratos incrementou a absorcdo e biodisponibilidade do
farmaco. Isto corrobora com a diferenca dos resultados entre os complexos de incluséo e
OFLOX puro encontrada no presente trabalho, em que, os complexos obtiveram melhor
resultado na diminuigéo da viabilidade celular.

Como observado no presente trabalho, o complexo de inclusdo OFLOX/HPBCD na
maior concentracdo testada apresentou melhor resultado quando comparado com o complexo
de inclusao OFLOX/BCD. Outros trabalhos corroboram com esse resultado, mostrando que a
CD semissintética tem a capacidade de melhorar ainda mais algumas propriedades da molécula
hospede em comparagdo com a CD natural.

Em um estudo, a oxaliplatina foi complexada com BCD, yCD e HPBCD e analisada a
citotoxicidade in vitro frente a células HCT116 (cancer de célon humano) e MCF-7 (cancer de
mama humano) e também as propriedades fisico-quimicas dos complexos. Os complexos de
inclusdo apresentaram atividade citotdxica quase que duas vezes maior que oxaliplatina sozinha
nas células testadas. O complexo de inclusdo com HPBCD apresentou melhor resultado em
relacdo a BCD, uma vez que, possui maior solubilidade em &gua e desta forma, aumentou
significativamente a biodisponibilidade do farmaco complexado e consequentemente sua
atividade antitumoral (ZHANG et al., 2016).

No estudo de lacobazzi et al. (2020), foram analisados complexos de HPBCD com
PTA34 e PTAT73, moléculas potencialmente anticancerigenas, mas com baixa solubilidade. Os
autores avaliaram a melhora na solubilidade e atividade antitumoral. De acordo o estudo de
solubilidade, a complexagdo com HPBCD aumentou em 150 vezes a solubilidade em agua de
PTA34 e 106 vezes em PTAT73. No ensaio de citotoxicidade, os complexos se mostraram ainda
mais ativos que PTA34 e PTA73 puros em linhagens de cancer de pancreas apés 72 horas de

tratamento.
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A HPBCD foi complexada com Dentatina (DEN), um farmaco antitumoral, para avaliar
a solubilidade e o efeito do complexo de inclusdo na citotoxicidade em células de cancer de
mama (MDA-MB-231), cancer de prostata (INCAP) e adenocarcinoma gastrico humano (HDT)
apos 72 horas. Foi apresentado que a HPBCD aumentou a solubilidade do farmaco de forma
proporcional a sua concentracdo. Nas concentragdes mais altas do complexo DEN/HPBCD,
todas as linhagens tumorais testadas foram sensiveis ao tratamento, demonstrando uma reducao
significativa na viabilidade dessas células, esse resultado pode estar relacionado ao incremento
da solubilidade do farmaco quando complexado com HPBCD (ASHWAQ et al., 2017).

Calsavara, Zanin e Moraes (2012), realizaram um estudo de complexacdo do
enrofloxacino com BCD, yCD e HPBCD para avaliar o aumento da solubilidade desse fArmaco.
O complexo formado por HPBCD e enrofloxacino obteve o melhor resultado de incremento da
solubilidade, sendo esse aumento de 1258% em relacdo a solubilidade do farmaco nao
complexado. A ordem de solubilidade da maior para menor obtida foi: HPBCD, yCD e BCD. A
BCD ¢ precursora da HPBCD, porém, as hidroxilas externas da HPBCD sdo mais flexiveis e
com isso confere maior solubilidade ao farmaco complexado (MISIUK; JOZEFOWICZ, 2015).
O OFLOX assim como o enrofloxacino é uma fluoroquinolona de segunda geracdo, desta
forma, uma associacdo de comportamento similar entre os dois medicamentos pode ser
sugerida.

No presente estudo, o complexo OFLOX/HPBCD na sua maior concentragao apresentou
melhor resultado na citotoxicidade em células MDA-MB-231, assim os resultados de Ashwaq
et al. (2017), Calsavara, Zanin e Moraes (2012), lacobazzi et al. (2020) e Zhang et al. (2016)
quanto ao aumento de solubilidade promovida por CDs, principalmente HPBCD, pode justificar
0 melhor efeito do OFLOX neste trabalho.

Também foi avaliada a citotoxicidade das CDs puras nas concentragdes de 300uM,
100puM e S0uM em células MDA-MB-231 apds 72 horas de tratamento. Foi observado que as
nanoparticulas ndo apresentaram citotoxicidade e desta forma ndo exibem influéncia nos

resultados de reducéo da viabilidade das células em foco (Figura 11).
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Figura 11: Avaliagdo da citotoxicidade de BCD ¢ HPBCD nas concentragdes de 300uM, 100uM e
50uM em células MDA-MB-231 apds 72 horas
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Legenda- BCD: B-ciclodextrina; HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; MDA-MB-231: linhagem
cancer de mama.

5.2. AVALIACAO DA APOPTOSE DAS CELULAS MDA-MB-231 APOS 36 HORAS
DO TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM
CICLODEXTRINAS

A figura 12 corresponde a avaliacao de apoptose em 36 horas dos complexos de inclusdo
OFLOX/BCD e OFLOX/HPBCD na concentragdo de 300uM em células de cancer de mama
MDA-MB-231. Através dos resultados foi possivel observar que o composto OFLOX/HPBCD
na concentragdao de 300uM induziu significativamente a apoptose em MDA-MB-231 em cerca
de 70%.

Assim como mostrado anteriormente que o provavel efeito antitumoral das
fluoroquinolonas esta relacionado a inibicdo da topoisomerase 11 (OPPEGARD et al., 2018), é
possivel pressupor que a morte celular por apoptose causada pelos complexos de incluséo
provavelmente ocorreu por causa do efeito do OFLOX em inibir as topoisomerases, afetando o
processo de replicacdo do DNA das células. Os resultados de outros trabalhos corroboram com

0 presente estudo.
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Figura 12: Porcentagem de apoptose em células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX, OFLOX/BCD,
OFLOX/HPBCD a 300uM em 36 horas.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/BCD: complexo de inclusdo ofloxacino/B-ciclodextrina;
OFLOX/HPBCD: complexo de inclusdo ofloxacino/hidroxipropil-p-ciclodextrina. * p<0,05.

O mecanismo de inducdo de apoptose do OFLOX em condrocitos foi avaliado por
Sheng et al. (2008). Os autores apresentaram que OFLOX ativou caspases iniciadoras (caspase-
8 e -9) e em consequéncia a caspase-3 (caspase executora). Ainda, observaram que o OFLOX
provocou a despolarizacdo do potencial de membrana da mitocondria e com isso, houve
liberac&o do citocromo c. Os niveis de p53, Bax e tBid também aumentaram nas células tratadas
com OFLOX. Dessa maneira, segundo 0s autores, a morte celular por apoptose induzida por
OFLOX esté relacionada a via mitocondrial.

Beberok e colaboradores (2018) apresentaram nos resultados que a ciprofloxacina induz
apoptose na linhagem de MDA-MB-231. Apo6s o tratamento das células tumorais com 0,01 e
0,1 uM/mL de ciprofloxacina por 24 horas, a proporcéo de células em apoptose precoce foi de
14%, enquanto o controle apresentou 8%. Um aumento foi observado quando as células foram
expostas a concentracdes elevadas de ciprofloxacino (1,0 pM/mL), em que a extensdo de
células apoptéticas aumentou para 86 + 4%. Isso corrobora com o achado no presente trabalho,

em que, as maiores concentragdes dos complexos de inclusio (OFLOX/BCD 300uM e
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OFLOX/HPBCD 300uM) apresentaram resultado maiores que 70% na avaliacdo de morte por
apoptose.

Amaro et al. (2020), realizaram um estudo da complexacdo de OFLOX e ciclodextrinas
(BCD e HPBCD) e seu efeito em células A549 (cancer de pulmao). O resultado foi bastante
similar ao encontrado no presente trabalho. Foi observado que apds 36 horas de tratamento, 0s
complexos OFLOX/BCD 300uM e OFLOX/HPBCD 300uM induziram significativamente a
morte por apoptose em relacdo ao controle (células sem tratamento).

Bisacchi e Hale (2016) abordam que os inibidores de topoisomerase Il da classe das
fluoroquinolonas aparentam menor suscetibilidade de resisténcia tumoral através do
mecanismo de efluxo do farmaco. O que corrobora com o estudo de Terashi et al. (2000), em
que, 0 OFLOX foi testado em células de leucemia humana (HL60R) com superexpressao de
MRP (proteina de resisténcia multipla a drogas). Foi observado que o OFLOX, inibe a funcédo
da MRP de bomba de efluxo pelo acimulo de calceina-AM (éster acetoximetilico de calceina).
Em conclusdo, os autores sugerem que OFLOX € substrato para MRP. Este fato pode ser
explorado para avaliar ainda mais o potencial dessa classe, uma vez que, diversos tipos de
cancer possuem algum mecanismo de resisténcia as diferentes classes de medicamentos

antineoplasicos.

5.3. AVALIACAO DA NECROSE DAS CELULAS MDA-MB-231 APOS 36 HORAS
DO TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM
CICLODEXTRINAS

A figura 13 corresponde a avaliacdo de necrose em 36 horas dos complexos de incluséo
OFLOX/BCD 300uM e OFLOX/HPBCD 300uM em células de cancer de mama triplo negativo
(MDA-MB-231), e possivel constatar que o composto OFLOX/BCD na concentracdo de
300uM, induziu significativamente a necrose em MDA-MB-231 em cerca de 70%.

A necrose pode acontecer de forma concomitante, sucessiva ou independente da
apoptose (ZONG; THOMPSON, 2006). Essa é um tipo de morte celular em que ocorre o
extravasamento dos constituintes celulares devido ao processo de inchaco do reticulo
endoplasmatico, mitocondrias e mudancas na permeabilidade da membrana e consequente lise
celular. Com isso, a necrose desencadeia reagdes inflamatorias (CHAABANE et al., 2012). A
necrose assim como a apoptose necessita de energia para ocorrer, porém, quando se tem um

nivel baixo de ATP a morte celular ocorre por necrose e em niveis altos de ATP a apoptose € a
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via de morte celular. Em caso de néo inducdo da apoptose, a necrose pode acontecer induzida
por poli ADP-ribose polimerase (PARP) como auxilio. A PARP é uma enzima de reparo do
DNA frente a danos e fragmentacdes, a ativacdo de PARP leva ao esgotamento do pool de NAD
presente no citosol das células, essa molécula é importante para manter a capacidade de realizar
a glicolise e produzir ATP. Essa enzima também pode dar inicio ao processo necrdtico das
células tumorais quando superativada, ja que seu mecanismo de deplecdo de NAD citosélico
impede a metabolizacéo da glicose para producdo de ATP (ZONG; THOMPSON, 2006). Como
resultado, essa enzima aumenta os niveis de espécies reativas de oxigénio EROs pela falta de
ATP nas células, com isso proteases citosolicas dependentes de calcio sdo ativadas o que
contribui para a permeabilizagdo dos poros de membranas. Com a deplecdo de ATP a funcéo
mitocondrial fica prejudicada e desta forma as EROs sdo produzidas nas mitocéndrias de forma
excessiva (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

Figura 13: Porcentagem de necrose em células MCF-7 tratadas com OFLOX, OFLOX/BCD,
OFLOX/HPBCD a 300uM em 36 horas.
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Legenda: OFLOX: ofloxacino;, OFLOX/BCD: complexo de inclusdo ofloxacino/p-ciclodextring;
OFLOX/HPBCD: complexo de inclusdo ofloxacino/hidroxipropil-p-ciclodextrina. * p<0,05.
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As células tumorais sdo caracterizadas pela alta taxa de proliferacdo e crescimento
desordenado, para suprir essa demanda sdo necessarios altos niveis de energia. Essa energia é
fornecida pela quebra aerobica de glicose (YEE; LI, 2021). Agentes que quebram a fita de DNA
ativam a enzima PARP, e com isso interrompem o suprimento energético das células tumorais.
O OFLOX tem como mecanismo de acdo a inibicdo da topoisomerase Il (DNA girase)
bacteriana e da topoisomerase IV ocasionando quebra da fita-dupla de DNA (ZONG;
THOMPSON, 2006). Assim, o resultado obtido de necrose no presente trabalho pode estar
relacionado a esse mecanismo do OFLOX, uma vez que, a inducdo da morte por necrose ocorre
pela ativacdo da enzima PARP resultando em deplecdo de energia e producdo de espécies
reativas de oxigénio, o que afeta 0 metabolismo das células cancerigenas.

Ferrandiz, et al. (2016), realizaram um estudo para analisar o efeito de moxifloxacino
na producdo de espécies reativas de oxigénio. Segundo os autores, além do mecanismo
conhecido das fluoroquinolonas, essas induzem a producdo de EROs o que contribui para a
morte celular mediada por esses farmacos. Foi demonstrado que nas células tratadas com a
fluoroquinolona houve um acumulo de EROs e em S. pneumoniae, moxifloxacino afeta a
composicdo da membrana e induz a morte. Segundo Yee e Li (2021), o estresse oxidativo
gerado por alta producéo de EROs pode levar a morte celular. Os autores relatam ainda que a
via de morte celular depende da taxa de EROs, sendo assim, baixa concentra¢do de EROs induz
morte por apoptose enquanto niveis altos de espécies reativas de oxigénio induzem morte
celular por necrose. Com isso, se pode sugerir que OFLOX induz um acumulo de EROs
contribuindo para o estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial, 0 que ocasiona um colapso
energético na celula e conduz a morte celular por necrose.

Portanto, os resultados de citotoxicidade celular e morte em consonancia com a
literatura, mostram como a complexacdo com ciclodextrinas pode favorecer a atividade de
substancias. Neste estudo foi utilizada uma linhagem de cancer de mama representativa do
subtipo triplo negativo, um subtipo complexo e que como ndo expressa nenhum receptor
hormonal ndo responde aos tratamentos disponiveis, além da quimioterapia. Desta forma, a
intervengdo por complexos de inclusdo € promissora ndo apenas em cancer de mama, mas
também em outros tipos de cancer. Amaro e colaboradores (2020) realizaram um estudo
semelhante com células de cancer de pulméo, refletindo em resultados igualmente promissores

dos complexos de inclusao.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados dos testes in vitro, é possivel afirmar que 0 OFLOX complexado
com BCD e HPBCD, apresentou potencial citotoxico ao diminuir a viabilidade celular (abaixo
de 70%) e inducdo de morte em células MDA-MB-231 de maneira dose dependente em relagéo
ao farmaco puro. Esses resultados sdo associados a melhora proporcionada pelas ciclodextrinas
de propriedades fisico-quimicas de farmacos, como a solubilidade. Vale ressaltar que a
linhagem MDA-MB-231 representa o cancer de mama triplo-negativo, ou seja, ndo expressa
nenhum receptor hormonal, € mais agressiva e menos sensivel aos tratamentos. Atualmente ndo
existe terapia direcionada para o cancer de mama triplo-negativo e estudos de compostos que
exibem acdo de imunomodulacdo, como os do presente trabalho, sdo promissores para
realizacdo de estudos in vivo. Assim, sdo necessarios mais analises e testes clinicos para que o

efeito antitumoral do OFLOX complexado com ciclodextrinas seja comprovado.
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