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RESUMO

O alil isotiocianato (AITC), composto majoritario da semente de mostarda, vem sendo
bastante estudado quanto a sua atividade antineoplédsica. Neste trabalho foram
desenvolvidas solugdes micelares de Pluronic® F127 (F127) contendo AITC e o potencial
antitumoral destas formulacdes foi avaliado in vitro em linhagens celulares de carcinoma
de bexiga com diferentes status do gene TP53 (RT4 — TP53 selvagem e T24 — TP53
mutado). As formulacfes foram preparadas pelo método de disperséo a frio (DF) e pelo
método de reidratacdo de filme polimérico (RFP). A quantidade de AITC incorporada as
formulacGes foi determinada por cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a detector
UV. Os resultados demonstraram que pelo método DF, aproximadamente 96,5% do AITC
adicionado durante a preparacdo foi incorporado na formulacdo final. Entretanto, pelo
método RFP ocorreu perda de mais de 75% da quantidade de AITC adicionada, mostrando
que a preparacdo de micelas por esse método ndo foi vidvel. A avaliacdo da citotoxicidade
e da proliferacdo celular foi realizada 24 e 48 horas ap0s tratar as células das duas
linhagens de tumor de bexiga por 3 horas com as formulaces de AITC produzida pelo
método DF. Células tratadas com AITC solubilizado em Tween (AITC livre) e células
tratadas com os excipientes da formulacao foram usadas como controles. Apos 24 horas do
tratamento, as formulac@es contendo AITC nas concentracdes 0,0925; 0,125; 0,25 e 0,5uM
causaram citotoxicidade na linhagem RT4; entretanto, na linhagem T24, somente a
concentragdo mais alta (0,5 uM) promoveu diminuicdo no numero de células. Nenhuma
citotoxicidade foi observada para o AITC livre. Apds 48 horas, todas as concentracdes das
formulacGes contendo AITC levaram a reducgdes significativas da viabilidade celular em
ambas as linhagens celulares. Além disso, as formulagdes foram mais citotoxicas para as
células RT4 do que para as células T24, contribuindo com a hipétese de que células
carregando o gene TP53 mutado sdo mais resistentes a quimioterapicos. Posteriormente
realizou-se o ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Tanto as solucdes micelares contendo
AITC quanto o AITC livre foi capaz de reduzir o nimero de col6nias formadas. Assim,
podemos afirmar que solugdes micelares aceleram a acdo de AITC nas células tumorais
avaliadas. Desta forma, as formulacGes desenvolvidas podem ser uma abordagem
interessante para a futura administracdo oral dessa substancia no tratamento do tumor de
bexiga.

Palavras-chaves: AITC, alil isotiocianato, atividade antitumoral, céncer de bexiga,

micelas poliméricas, Pluronic F127°.



ABSTRACT

The allyl isothiocyanate (AITC), major compound of mustard seed, has been widely
studied for its antineoplastic activity. This study aimed to develop micellar solutions of
Pluronic® F127 (F127) containing AITC and the cytotoxic potential of those formulations
were evaluated in vitro in two bladder transitional carcinoma cell lines with different TP53
gene status (RT4, with wild-type TP53; and T24, mutated TP53). The formulations were
prepared by the cold dispersion method (DF) and the polymeric film rehydration method
(RFP). The amount of AITC incorporated in the formulations was determined by high
performance liquid chromatography coupled to a UV detector. The results showed that
nearly 96.5% of the AITC initially added was found in the final formulation prepared by
the DF method. However, when the formulation was prepared by the RFP method, more
than 75% of the initial amount of AITC was lost, limiting the preparation of AITC micelles
by this method. The cytotoxicity and cell proliferation assessment was done 24 and 48
hours after treating both bladder carcinoma cell lines (T24 and RT4) for 3 hours with the
formulations produced by the DF method. Cells treated with AITC solubilized in Tween
(free AITC) and with the formulation excipients were used as controls. After 24 hours of
treatment, formulations containing the AITC concentrations of 0.0925; 0.125; 0.25 and
0.5uM showed cytotoxicity to RT4 cell line, while in the T24 cell line, only the highest
concentration (0.5 uM) reduced the number of cells. No cytotoxicity was observed for free
AITC. After 48 hours, all concentrations of the AITC formulations induced significant
reductions in cell viability in both cells line. These results indicate that micellar solutions
containing AITC potentiated the cytotoxic effects of this drug. Furthermore, the
formulations were more cytotoxic for RT4 cells than for T24 cells contributing to the
hypothesis that cells carrying the mutated TP53 are more resistant to chemotherapy,
because of the role that this gene plays in the control of apoptosis. Subsequently we carried
out the clonogenic survival assay. Both micellar solutions containing AITC and free AITC
were able to reduce the number of colonies formed. We can say that micellar solutions
accelerate the AITC action in the tumor cells evaluated. Thus, the formulations developed
can become an interesting approach for further studies and future administration of this

substance in the treatment of bladder tumor.

Keywords: Allyl isothiocyanate, AITC, antitumoral activity, bladder cancer, polymeric

micelles, Pluronic® F127
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1. INTRODUCAO

O céncer de bexiga é 0 nono tipo mais comum de cancer no mundo. De acordo com
a mais recente estimativa mundial, em 2012, houve 430.000 novos casos deste tipo de
cancer, sendo responsavel por cerca de 165.000 mortes (GLOBOCAN, 2012). Seu tipo
mais comum é o carcinoma de células uroteliais, um dos tumores mais caros por paciente,
gerando um 6nus econdmico significativo para os sistemas de saide (SVATEK et al.,
2014).

Nos ultimos anos, o estudo e a utilizagdo de substancias presentes em frutas,
vegetais e outros produtos de origem natural tém se destacado, uma vez que tém sido
demonstrado que diversas delas apresentam importante atividade antiproliferativa em
células tumorais (SON et al., 2003; CHEN et al., 2010; BHATTACHARYA et al., 2012,
SAVIO et al., 2014).

O alil isotiocianato (AITC), principal composto da semente de mostarda, tem sido
extensivamente estudado por sua atividade antineoplasica. Varios autores tém estudado
este seu potencial para o tratamento do cancer de bexiga. A principal razdo para essas
investigacOes € a alta biodisponibilidade do composto na urina, ou seja, quando uma dose
oral dessa substancia € administrada quase sua totalidade é eliminada por excrecdo renal
passando pela bexiga. Enquanto o AITC permanece na bexiga, as células cancerigenas sao
expostas a substancia, que é capaz de induzir blogueio do ciclo celular e apoptose
(MUNDAY et al., 2008; GENG et al., 2011).

Apesar de sua potente atividade antitumoral e relativo direcionamento de entrega na
bexiga, 0 AITC pode ser potencialmente irritante por via oral (SIMONS et al., 2003), além
de poder causar irritacdo em outras mucosas e induzir reages cutaneas (GAUL, 1964).
Portanto, ao se idealizar seu uso na clinica, € necessario o estudo de estratégias de
formulacdo para contornar este problema, mantendo sua atividade no organismo.

Sistemas micelares tém sido bastante estudados para a administracdo de farmacos
antineoplasicos, uma vez que, sdo capazes de aumentar a solubilidade de farmacos
hidrofobicos, caracteristica de muitos agentes antitumorais, podem incorporar substancias
no seu nucleo hidrofébico protegendo essas de inativacdo no organismo e evitam que o
farmaco seja capturado pelo sistema fagocitario mononuclear, aumentando assim o tempo
de circulacdo (KATAOKA et al., 1993). Além disso, sistemas micelares, devido ao seu

tamanho, permitem a entrega passiva da substancia encapsulada no tumor, pelo efeito do



aumento de permeabilidade e retencdo que ocorre no ambiente tumoral (MAEDA et al.,
2010; TORCHILIN, 2011). Outro ponto importante deste tipo de formulagdo seria sua
possibilidade de uso pela via oral, que em contraste com a administracdo intravenosa, pode
proporcionar uma exposicdo prolongada e continua das células tumorais a uma
concentracdo relativamente mais baixa e, portanto, mais segura da substancia utilizada
(BROMBERG, 2008).

Assim, tendo em vista o potencial do AITC como um agente antineoplésico e as
vantagens da utilizacdo de sistemas micelares como forma de administracdo dessa
substancia, no presente trabalho foram desenvolvidas solucdes micelares de Pluronic®
F127 contendo AITC e avaliou-se a atividade destas formulagdes em modelo celulares de

tumores de bexiga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver solugbes micelares contendo AITC e avaliar in vitro a atividade
antitumoral das formula¢des em culturas de células tumorais de bexiga das linhagens T24 e
RTA4.

2.2. Objetivos especificos

- Preparar solucGes micelares contendo AITC utilizando o método de disperséo a frio (DF).

- Preparar solucGes micelares contendo AITC utilizando o método de reidratacdo de filme
polimérico obtido por rotoevaporagdo (RFP).

- Caracterizar as micelas contendo AITC em relacdo ao tamanho medio e carga superficial.

- Quantificar a quantidade de AITC nas solu¢des micelares por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a UV.

- Avaliar a viabilidade de células tumorais de bexiga T24 e RT4 tratadas com diferentes
concentragdes de soluces micelares contendo AITC.

- Avaliar os efeitos antiproliferativos das solugdes micelares contendo AITC através do

ensaio de sobrevivéncia clonogénica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cancer, carcinogénese e tratamento

Cancer é 0 nome genérico dado a vérias doencas que tém em comum o crescimento
descontrolado de células anormais, e que podem invadir tecidos e 6rgéos, espalhando-se
para outras regides do organismo, através de um processo denominado metastase (INCA,
2015).

De acordo com célculos mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, 2013) e da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2012, houve 14,1 milhdes de novos casos de cancer e um total de 8,2 milhdes
de mortes causadas por ele, em todo 0 mundo. Estimativas para feitas pela OMS mostram
que, no ano 2030, serdo esperados 27 milhdes de casos incidentes, 17 milhGes de mortes e
75 milhGes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai
incidir em paises de baixa e média renda (OMS, 2015).

No Brasil, em 2014, ocorreram 223.700 mortes causadas por essa doenca, 0 que
corresponde a 16,9% do total de mortes nesse periodo (OMS, 2014), sendo a segunda
principal causa de mortes em adultos (INCA, 2014). Baseado em calculos estimados pelo
Globocan, espera-se para 0 ano de 2020, 553.050 novos casos de cancer no pais,
excluindo-se deste numero os casos de cancer de pele ndo melanoma.

A etiologia do céancer esta relacionada com alteracbes em genes chamados
protooncogenes, que em condi¢Bes normais estdo inativos. Quando uma alteracdo leva a
ativacdo desses genes, eles se transformam em oncogenes, sendo estes 0s responsaveis pela
transformacdo de células normais em células tumorais. No processo de carcinogénese
ocorre também a inativacdo de genes supressores de tumor, como o0 gene TP53, e
comprometimento de genes de reparo e de apoptose (INCA, 2014; ALMEIDA et al.,
2005).

O processo de carcinogénese se da lentamente e envolve varios estagios. A primeira
etapa € a iniciacdo, na qual as células sofrem o efeito de um agente carcinogénico,
conhecido como agente oncoiniciador ou simplesmente iniciador, que levara a alteragdes
em alguns genes. Desta forma as células encontram-se iniciadas para a acdo de um

segundo grupo de agentes que atuard no proximo estagio, chamado de promogdo. Neste



estagio, as células geneticamente alteradas sofrem a agdo dos agentes cancerigenos
promotores, chamados de oncopromotores. A célula iniciada é entdo transformada lenta e
gradualmente em “célula maligna”, sendo necessario um contato longo e continuo com o
agente cancerigeno promotor. A interrupcdo deste estdgio pode ocorrer se houver a
suspensdo do contato com o agente promotor. Por fim, a terceira etapa é a progresséo,
caracterizada pela multiplicacdo descontrolada, sendo um processo irreversivel. Neste
estagio o cancer ja esta instalado e evolui para o surgimento das primeiras manifestagdes
clinicas da doenca (INCA, 2015; ALMEIDA et al., 2005).

A manutencdo e o acumulo dessas células cancerosas formam os tumores malignos
e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e de migrarem,
podendo chegar a 6rgdos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as
metastases (ALMEIDA et al., 2005).

Existem trés principais alternativas de tratamento para o cancer, sendo elas a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia (FOYE, SENGUPTA, 1996; MURAD, KATZ,
1995). A escolha do tratamento varia com a localizacdo, a extensdo e o tipo de cancer,
podendo ser realizado sozinho ou em combinacao.

Em casos nos quais ndo ha metastase e dependendo de sua localizacdo, a cirurgia
pode levar a remocdo de tumores com eficacia. A radioterapia é usada comumente em
conjunto com a cirurgia para aumentar a eficiéncia do tratamento. Quando usada
isoladamente, pode diminuir tumores grandes, além de diminuir a recorréncia e a chance
de metéstase (MURAD, KATZ, 1995).

J& a quimioterapia consiste no uso de substancias citotdxicas, administradas
principalmente por via parenteral, tendo como foco principal destruir as células tumorais,
preservando as normais (SALMONM, 1998). Porém, a maioria dos farmacos
quimioterapicos age de forma ndo especifica, danificando tanto células malignas quanto
normais, em particular, as células de alto turn-over, como as gastrointestinais, as capilares
e as do sistema imunoldgico, explicando-se, desta forma, alguns efeitos colaterais da
qguimioterapia, como nauseas, perda de cabelo e queda da imunidade. Assim, 0 uso de
guimioterapicos exige que os beneficios sejam comparados a toxicidade, na procura de
indices terapéuticos favoraveis (FOYE, SENGUPTA, 1996; MURAD, KATZ, 1995;
SALMONM, 1998), o que nem sempre & possivel.



3.2. Céancer de bexiga

O cancer de bexiga € 0 nono tipo de cancer mais comum no mundo, com as maiores
taxas de incidéncia na Europa, nos Estados Unidos e no Egito. De acordo com as ultimas
estimativas mundiais, em 2012, ocorreram 430 mil novos casos deste tipo de cancer, sendo
responsavel por aproximadamente 165 mil 6bitos no mundo (GLOBOCAN, 2012; BRAY
et al., 2013). No Brasil, 0 nUmero de novos casos de cancer de bexiga estimado para o ano
de 2016 € de 7.200 casos em homens e de 2.470 em mulheres (INCA, 2015).

Seu tipo mais comum é o carcinoma de células uroteliais, sendo um dos tumores
mais caros por paciente, em razdo das altas taxas de recorréncia que exigem
acompanhamento clinico e citopatoldgico de vigilancia, gerando uma importante carga
econdmica para os sistemas de satide (SVATEK et al., 2014). Clinicamente é subdividido
em céncer de bexiga ndo masculo invasivo e cancer de bexiga musculo invasivo.

As maiores incidéncias e prevaléncias do cancer de bexiga ocorrem a partir dos 60
anos de idade, sendo extremamente rara sua ocorréncia em individuos com menos de 40
anos (MALATS, REAL, 2015).

Em relacdo ao nimero de casos por género, a média de incidéncia é de 3 a 4 vezes
maior em homens do que em mulheres (OMS, 2014). A maior incidéncia de cancer de
bexiga em homens se da, principalmente, por causa da maior taxa de fumantes entre 0 sexo
masculino. Porém, estudos em animais € em humanos tém mostrado que diferencas de
metabolismo hepético relacionadas com o género e o efeito diferente entre andrégenos e
estrogénios sobre a carcinogénese da bexiga também podem estar contribuindo para essas
diferencas (ZHANG, 2013). Apesar de serem menos atingidas, mulheres geralmente
apresentam tumores mais avancados e tém piores taxas de sobrevida que os homens
(SHARIAT et al., 2010).

Os principais fatores de risco estdo relacionados com o habito de fumar e com a
exposi¢do ocupacional a aminas arométicas (WALLERAND et al., 2005). Estudos
apontam que a incidéncia dos carcinomas de células uroteliais estd aumentando nos paises
em desenvolvimento, provavelmente, como resultado do aumento do nimero de fumantes
(MALATS, REAL, 2015). Este habito esta relacionado com 50% a 65% dos casos de
cancer de bexiga em homens e 20% a 35% em mulheres (FREEDMAN et al., 2011). Além
disso, pacientes fumantes diagnosticados com cancer de bexiga ndo musculo invasivo

apresentam maiores taxas de recorréncia apés o primeiro tratamento quando comparados a



pacientes ndo fumantes (CRIVELLI et al., 2014), mostrando que o cigarro esta relacionado
tanto com o aparecimento, quanto com o progndstico do cancer de bexiga.

Estimativas apontam que aproximadamente 23,5% dos casos de cancer de bexiga
estdo relacionados a exposicdo ocupacional a algum agente carcinogénico (DELCLOS,
LERNER, 2008). As aminas aromaticas, as quais a exposi¢do ocorre principalmente em
indUstrias de corantes e tintas, sdo a maior causa ocupacional relacionada a esse tipo de
cancer (MALATS, REAL, 2015). Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos gerados na
queima de madeira para producdo de carvao, nas operacfes de transporte e refinacdo do
petroleo, na incineracdo de residuos industriais e na pirélise da querosene para a formacao
de solventes organicos, também estdo associadas com maior risco de cancer de bexiga
(ROTA et al., 2014).

As opcdes de tratamento para o cancer de bexiga seguem a linha dos tratamentos
gerais para 0 cancer, que sdo cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo que a escolha
depende principalmente do grau de evolucdo da doenga (INCA, 2015).

A cirurgia pode ser de trés tipos, a resseccao transuretral, na qual apenas o tumor é
removido, a cistotectomia segmentada, na qual ¢ feito a retirada de uma parte da bexiga e a
cistotectomia radical, que € a remo¢do completa da bexiga (INCA, 2015). A radioterapia
pode ser realizada por duas formas: externa ou interna. A radioterapia externa, mais
comum, consiste na irradiacdo do tumor com um feixe de radiacdo externo. Na radioterapia
interna o material radioativo é colocado, por meio de instrumentos especificos, préximo a
lesdo tumoral. Quando a opc¢do escolhida é a quimioterapia, esta pode ser sistémica (via
oral ou intravenosa), ou local, através da aplicacdo do agente quimioterapico diretamente
na bexiga (INCA, 2015).

Desde 2006, das 126 liberagdes emitidas pelo FDA (Food and Drug
Administration) para medicamentos hematoldgicos/oncoldgicos, nenhuma foi direcionada
para 0 tratamento do cancer de bexiga, sendo as abordagens quimioterapéuticas
fundamentadas em combinac@es introduzidas hd mais de 30 anos (MARTIN-DOYLE,
KWIATKOWSKI, 2015).

Grande parte dos canceres de bexiga é diagnosticada numa fase inicial, quando
ainda estdo limitados ao urotélio e a lamina propria, sem invasdo muscular. Nestes casos, 0
tratamento de escolha geralmente ¢é local. Algum tipo de terapia intravesical é utilizado
rotineiramente apds a ressec¢do destes tumores superficiais, visando reduzir o risco de
recorréncia (TEPLY, KIM, 2014). O agente mais utilizado nesses casos € o bacilo

Calmette-Guerin (BCG), que age gerando uma resposta imune contra as células tumorais
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residuais (REDELMAN-SIDI et al., 2014). Quimioterapia intravesical também tem sido
aplicada, utilizando farmacos como mitomicina, gemcitabina, tiotepa e valrubicina
(BARLOW, BENSON, 2013).

Os casos de canceres de bexiga musculo invasivo eram, na maioria das vezes,
conduzidos para a remocdo completa da bexiga, nodulos linfaticos e 6rgdos adjacentes
(prostata e vesiculas seminais em homens; Utero, cérvix, trompas e ovarios em mulheres).
Entretanto, mesmo com essa medida drastica, as taxas de recorréncia por metastase eram
altas. Assim, comecou a ser explorada a quimioterapia pré-operatéria para melhorar os
resultados clinicos dos pacientes (TEPLY, KIM, 2014). Evidéncias mostram que o melhor
esquema quimioterdpico nestes casos é a utilizacdo de trés ciclos de metotrexato,
vinblastina, doxorrubicina e cisplatina, sendo este esquema conhecido como protocolo
MVAC (GROSSMAN et al., 2003). Existem outras combinagdes possiveis, as quais, em
geral, contém cisplatina como primeira escolha.

Nos casos invasivos, existe também a possibilidade do uso da quimioterapia apds a
cistectomia, mas essa abordagem ainda ndo tem seu papel bem definido, uma vez que
alguns estudos mostraram resultados ora positivos, ora negativos (STOCKLE et al., 1992;
STOCKLE et al., 1995). Além disso, a quimioterapia pds-operatoria pode ser de dificil
administracdo devido ao longo tempo de recuperacdo e as possiveis complicagdes
cirurgicas, que ocorrem em cerca de 64 % dos casos (SHABSIGH et al., 2009).

Os esquemas aplicados em casos pré-operatérios também sdo utilizados em casos
mais avancados, quando hd metastases. Entretanto, muitos pacientes com cancer de bexiga
metastatico possuem alguma contraindicacdo a cisplatina, sendo mais comum a
insuficiéncia renal. Nestes casos, esquemas baseados em gemcitabina e carboplatina tém
sido estudados como primeira escolha, uma vez que a carboplatina tem um perfil diferente
de toxicidade, sendo mais bem tolerada do que a cisplatina por alguns pacientes
(LINARDOU et al., 2004; BAMIAS et al., 2006).

Mesmo com pequenos avancos nos ultimos anos em técnicas cirdrgicas, em terapia
local e na quimioterapia sisttémica, que levaram a modestas melhorias no tratamento de
casos musculo invasivo, o tratamento deste tipo de cancer ainda continua sendo um grande
desafio, resultando em alta morbidade e mortalidade (TEPLY, KIM, 2014).
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3.3. Alil isotiocianato

Alil isotiocianato (AITC), conhecido também como 6leo essencial de mostarda, €
um dos isotiocianatos mais comuns dentre os de ocorréncia natural (KUSHAD et al.,
1999), sendo encontrado nos vegetais da familia Cruciferae, como a couve, o repolho e a
couve-flor (KUSHAD et al., 1999; RUNGAPAMESTRY et al., 2006), e de forma bastante
abundante na mostarda, no wasabi e na raiz forte (UEMATSU et al., 2002; SULTANA et
al., 2002). Nesses vegetais encontra-se naturalmente um glucosinolato chamado sinigrina.
Quando ocorre um dano ao tecido vegetal, seja por lesdes a planta durante colheita, seja
pela preparacdo do alimento ou pela mastigacdo, a enzima mirosinase entra em contato
com esse glucosinolato, causando sua hidrolise e producdo do AITC (FENWICK et al.,
1983; BONES, ROSSITER, 1996).

Figura 1: Formula quimica estrutural do AITC (Fonte: A prdpria autora)
NCS

Dentre as atividades biologicas desta substancia, sua atividade antitumoral tem sido
bastante estudada. O AITC inibe a proliferacdo de vérias linhagens de células cancerigenas
humanas, com valores baixos de ICso e de forma independente do tecido de origem e até
mesmo em células com resisténcia a drogas (ZHANG et al., 2003; XIAO et al., 2003,
MUSK, JOHNSON, 1993; TANG, ZANG, 2004). Essa inibicdo da proliferacdo celular
esta relacionada com parada do ciclo celular em G1 ou G2/M e inducdo de apoptose
(ZHANG, 2010). Alem disso, essa substancia inibe enzimas que estéo relacionadas com a
metastase, como algumas metaloproteinases da matriz celular (HWANG, LEE, 2006) e
estimula processos de prevencdo do cancer, como a acetilacdo de histonas (LEA et al.,
2001).

Além disso, alguns estudos tem mostrado que o AITC mostrou-se
significativamente mais toxico para as células cancerosas humanas da prostata (XIAO et
al., 2003), de colon (MUSK, JOHNSON, 1993) e de bexiga (BHATTACHARYA et al.,
2010) do que para suas homologas normais. O mecanismo para explicar essa seletividade
ainda ndo é completamente compreendido. Entretanto, para o caso das células tumorais de

bexiga, € provavel que o AITC seja entregue mais prontamente a tecidos tumorais do que
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aos tecidos normais, por estes possuirem jungOes intercelulares mais apertadas,
espessamento da membrana apical e cobertura por uma camada de mucopolissacarideo
(LEWIS, 2010).

Sobre a relacdo do AITC e o cancer de bexiga, Bhattacharya e colaboradores (2010)
mostraram que este composto é capaz de inibir, in vitro, a proliferagdo de linhagens
celulares de carcinoma da bexiga (AY-27, derivada de tumor de bexiga murino e UM-UC-
3, derivada de tumor de bexiga humano), com ICsy de 3,0 uM, em média, e mostrou-se
marcadamente menos toxico para células epiteliais normais da bexiga (ICso de 69,4 uM).
Além disso, os autores avaliaram os efeitos do AITC in vivo utilizando dois modelos de
tumor, um modelo ortotopico simulando o céncer de bexiga e um modelo subcutaneo. O
resultado observado foi que a administracdo oral de AITC (1 mg/kg/dia, durante trés
semanas) inibiu significativamente o desenvolvimento do cancer de bexiga e sua invasdo
muscular, mas foi ineficaz contra os enxertos subcutaneos das mesmas células tumorais
nos animais, muito provavelmente pela alta biodisponibilidade do composto na urina, ou
seja, a quase totalidade administrada por via oral é eliminada passando por esse dérgao.
(BHATTACHARYA et al., 2010).

Savio e colaboradores (2014), utilizando apenas linhagens de tumor de bexiga
humano, T24 (grau 3, gene TP53 mutado) e RT4 (grau 1, gene TP53 selvagem), mostraram
que o AITC provocou parada do ciclo celular, aumento das taxas de apoptose e aumento
dos danos primérios a0 DNA de forma dependente do status do gene TP53 (SAVIO et al.,
2014), mostrando a importancia das caracteristicas genéticas da linhagem celular na
resposta ao agente antineoplasico.

Além destes, outros trabalhos também mostraram o efeito inibidor do AITC em
células ou modelos animais de tumor de bexiga (TANG, ZHANG, 2004; TANG et al.,
2008; GENG et al., 2011). O AITC tem alta biodisponibilidade quando administrado por
via oral, sendo que de 42 a 54% da dose oral administrada em humanos sdo eliminados na
urina (SHAPIRO et al., 1998). Estudos mostraram que, em roedores, a concentracdo média
de AITC na urina é aproximadamente 10 vezes maior que a concentracdo média no sangue,
apos seu consumo (BOLLARD et al., 1997). Esses dados ajudam a entender o porqué de
tantos estudos com essa substancia visando o tratamento do cancer de bexiga.

Assim, o AITC mostra-se como um agente altamente promissor para o tratamento
do céncer de bexiga. Entretanto, sabe-se que essa substancia pode ser potencialmente

irritante por via oral (SIMONS et al., 2003), justificando a necessidade de estudos para a
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obtencdo de uma formulacdo que contorne esse problema, mantendo ou até mesmo

potencializando seus efeitos antitumorais.

3.4. Nanoformulacg6es

A nanotecnologia consiste na criacdo e na manipulacdo de materiais em escala de
tamanho nanométrico. Pesquisas recentes tem mostrado que a nanotecnologia tem e ainda
tera uma grande contribuicdo na prevencdo, tratamento e diagnostico de muitas doencas
por originar produtos com novas propriedades (MIRSA, ACHARYA, SAHOO, 2010).

Existem diversas formas farmacéuticas nanometricas utilizadas na vetorizacdo de
farmacos, sendo os mais conhecidos e estudados os lipossomas, as micelas e as
nanoparticulas, que incluem as nanocépsulas e as nanoesferas. Todas tém como foco a
modulacdo da distribuicdo e o direcionamento da substancia, associando-a a um sistema
carreador apropriado, denominado vetor (PUISIEUX, ROBLOT-TREUPE, 1988). A
necessidade de vetorizacdo existe principalmente devido as enormes barreiras que uma
molécula precisa superar até que atinja o local alvo dentro do organismo onde ela ira
realizar o seu papel biologico.

Em relacdo ao desenvolvimento de formulagdes apropriadas para a quimioterapia
do céancer, existem dois desafios principais que podem ser modulados pelo uso de
nanoformulacdes. A primeira questdo é que a maioria das substancias com propriedades
anticancerigenas sdo bastante hidrofdbicas, exigindo estratégias de solubilizacdo para que
o farmaco possa atingir uma concentracédo eficiente no local do tumor, sem que os agentes
solubilizantes sejam toxicos ao organismo. O outro ponto € que, devido a alta
citotoxicidade, farmacos antineoplasicos precisam que a entrega seja extremamente
seletiva no 6rgdo ou tecido alvo, de forma a aperfeicoar a eficiéncia e a seguranca durante
seu uso (KABANOV et al., 2002; ALVAREZ-LORENZO et al., 2011).

3.4.1. Micelas poliméricas

As micelas polimeéricas sdo auto agregados de copolimeros anfifilicos, constituidos
por uma cadeia hidrofilica e uma cadeia hidrofobica, nos quais a parte hidrofobica forma
um ndcleo onde estara encapsulada a substancia a ser carreada, sendo isolada do meio
ambiente aquoso externo pela parte hidrofilica da molécula. Resumidamente, a parte

exterior estd relacionada com o comportamento farmacocinético in vivo, enquanto que o
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nacleo interno é responsavel pela capacidade de carrear substancias, pela estabilidade e
pelo perfil de libertagdo do componente encapsulado (GONG et al., 2012). Assim, elas
podem incorporar compostos de baixa solubilidade em agua no seu ndcleo hidrofobico e
protegé-los de inativacdo no meio bioldgico (KATAOKA et al.,, 1993) e, se a sua
superficie for apropriada, evitar a captura pelo sistema fagocitario mononuclear,
aumentando o tempo de circulagdo da substéncia encapsulada (CHEN et al., 2013).

Como revisado por Kabanov e colaboradores (2002), as micelas poliméricas tém
sido avaliadas para diversas aplicacdes farmacéuticas, como, por exemplo, em sistemas de
liberacdo de farmacos e de genes, e também, como veiculos para agentes de contraste
utilizados em diagndstico por imagem (KABANOV et al., 2002). Em comparagdo com
outras nanoformulacgdes, tais como lipossomas, nanoparticulas e dendrimeros, as micelas
possuem maior capacidade de carga e melhor estabilidade (GONG et al., 2012).

O tamanho médio das micelas (geralmente menor que 100 nm) faz com que elas
sejam grandes o suficiente para ndo extravasar das paredes dos vasos sanguineos normais,
e pequenas o suficiente para extravasar pelas paredes de vasos sanguineos de tumores. Esta
particularidade combinado com caracteristicas fisiopatoldgicas de tecidos tumorais, tais
como hipervascularidade, incompleta arquitetura vascular, secrecdo de fatores de
permeabilidade vascular e auséncia de drenagem linfatica eficaz, conduz ao efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (MAEDA et al., 2010; TORCHILIN, 2011), o que
garante o direcionamento passivo das micelas ao local do tumor. Neste contexto, sistemas
micelares sdo uma abordagem interessante para a vetorizacdo de substancias com potencial
antineoplésico.

Além da capacidade de solubilizacdo, do pequeno tamanho das particulas, do tempo
aumentado de circulacdo, da entrega passiva e da facilidade de producdo, sistemas
micelares podem alterar a via de internalizacdo de drogas e sua localizacdo po6s-entrada na
célula, além de serem capazes de diminuir o efluxo pela glicoproteina-P, que esta
relacionado com resisténcia a drogas. Tais caracteristicas podem levar a um mecanismo de
acao diferente das drogas encapsuladas (MIKHAIL, ALLEN, 2009; KEDAR, 2010).

Outra importante vantagem do uso de micelas poliméricas na quimioterapia do
cancer seria sua possibilidade de uso pela via oral. Em contraste com a administracdo
intravenosa, que leva a um significativo aumento das concentra¢fes dos farmacos na
circulacdo sistémica imediatamente ap6s a administracdo, mas que fica abaixo do desejavel
no final do intervalo da dosagem, a quimioterapia oral pode proporcionar uma exposi¢ao

prolongada e continua das células tumorais a uma concentracdo relativamente mais baixa
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e, portanto, mais segura de drogas anticancer (BROMBERG, 2008). Além do potencial de
melhorar a eficicia e reduzir a toxicidade, a quimioterapia por via oral apresenta bom
custo-efetividade, em flexivel esquema de dosagem, conveniente e, portanto, preferida
pelos pacientes, resultando em uma melhor adesdo e melhoria da qualidade de vida (LE
LAY etal., 2007).

Algumas formulagdes micelares contendo farmacos antitumorais ja se encontram
em estudos de fase clinica. Dentre elas, formulacGes para administracdo de paclitaxel (KIM
et al., 2004; LEE et al., 2008; KIM et al., 2007; SAIF et al., 2008; HAMAGUCHI et al.,
2007), cisplatina (PLUMMER et al., 2011) e doxorrubicina (MATSUMURA et al., 2004;
DANSON et al., 2004; VALLE et al., 2010).

3.4.2. Pluronic® F127(F127)

Os Pluronics® sdo polimeros sintéticos anfifilicos que contém blocos hidrofilicos
constituidos por 6xido de etileno (OE) e blocos hidrofébicos constituidos por 6xido de
propileno (OP), dispostos em uma estrutura tribloco do tipo OE-OP-OE. Eles chegaram ao
mercado no final da década de 1950 e podem ser encontrados no estado sélido, liquido ou
pasta, dependendo da proporcéo de OE e OP (DUMORTIER et al., 2006). Os segmentos
de OP formam um nucleo hidrofébico, que serve como um microambiente para a
incorporacdo de farmacos com mesma caracteristica. A parte hidrofilica externa, formada
pelo OE, auxilia na prevencdo da agregacdo, da adsorcao de proteinas e do reconhecimento
pelo sistema fagocitario mononuclear. S8o pouco téxicos e possuem fraco potencial de
desencadear respostas imunologicas. Além disso, suas moléculas com peso molecular
inferior a 15.000 Daltons sdo geralmente filtradas pelo rim e eliminadas na urina (ZHANG
etal., 2011).

O Pluronic® F127 (F127) é um tensoativo ndo idnico pertencente a esse grupo, com
peso molecular em torno de 12.600 Daltons, sob a formula OEgs.105-OPs4.60-OEgs-105
(TAKATS et al., 2001). Ele é classificado pelo FDA como inerte para diversos tipos de
preparacOes, tais como intravenosas, inalatérias, oftadlmicas, topicas, solugdes orais e
suspensdes (ROWE et al., 2005). Na Figura 2 ¢é apresentada a formula quimica estrutural
do F127.
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Figura 2: Férmula quimica estrutural do Pluronic® F127 (Fonte: BUTT et al., 2012)

H()A{(:Hg(:llz() CH,CHO CH,CH-»0O H
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Como revisado por Alvarez-Lorenzo e colaboradores (2011), vérios trabalhos tém
mostrado as possibilidades de formulacGes micelares constituidas pelo F127 para o
encapsulamento de farmacos antitumorais, cujas melhorias observadas em relacdo aos
farmacos livres estdo relacionadas a caracteristicas de sistemas micelares ja citados
(ALVAREZ-LORENZO et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais

F127, AITC, meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Penicilina
G, Streptomicina e Tween 20 foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis, EUA).
Acetonitrila, grau HPLC, foi adquirida de J. T. Baker®, (Xalostoc, México). Diclorometano
foi adquirido da Impex® (Varginha, Brasil). Soro Fetal Bovino foi adquirido da Cultilab
Ltd. (Campinas, Brasil). O kit Cell Proliferation Il (XTT) foi adquirido da ROCHE
Diagnostics® (Mannheim, Alemanha). Meio de cultura branco (DMEM sem fenol
vermelho) foi adquirido da Invitrogen® (Carlsbad, EUA). Solugdo corante de Giemsa foi
adquirida da Dinamica (Diadema, Brasil).

Células de carcinoma urotelial humano da linhagem RT4 (tumor grau 1, com gene
TP53 selvagem) e da linhagem T24 (tumor grau 3, com mutagdo no gene TP53) foram
adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro e mantidas em
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina G, 100 U/mL

streptomicina e mantidas a 37° C em atmosfera de 5% de CO..

4.2. Preparo das solugfes micelares

A composicado das solucdes micelares contendo AITC, preparadas pelo método DF
e pelo método RFP é mostrada na Tabela 1. A variacdo entre elas foi em relacdo a
porcentagem de F127 utilizada. As composic¢des das formulagdes sem o AITC (controles)

sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 1: Composigéo das formulagGes de solugdes micelares contendo AITC.

Formulacéo Pluronic® F127(g) AITC (uL) Agua ultrapura (mL)

DFS AITC 0,5 12,2 9,487
DF10 AITC 1,0 12,2 8,987
DF15 AITC 1,5 12,2 8,487
RFP5 AITC 0,5 12,2 9,487
RFP10 AITC 1,0 12,2 8,987
RFP15 AITC 1,5 12,2 8,487

Tabela 2: Composicgéo das formulagdes de solugdes micelares utilizadas como controle.

Formulagéo Pluronic® F127 (g)  Agua ultrapura (mL)
DF5 0,5 9,5
DF10 1,0 9,0
DF15 1,5 8,5
RFP5 0,5 9,5
RFP10 1,0 9,0
MDF15 1,5 8,5

4.2.1. Preparo das solucdes micelares pelo método de disperséo a frio (DF)

Uma quantidade precisamente pesada de F127 foi adicionada a um becker contendo
agua ultrapura, mantido em banho de gelo sob agitagdo magnética moderada até completa
dispersdo do polimero. A solucdo foi entdo mantida em geladeira por 24 horas.
Posteriormente, o AITC foi adicionado e disperso sob agitacdo vigorosa usando agitador
magnético a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi realizado na preparacdo das
formulacGes sem o AITC (controles). Todas as formulages foram mantidas em recipiente

bem fechado até o momento do uso.

19



4.2.2. Preparo das solugdes micelares pelo método de reidratacdo do filme polimérico
obtido por roto-evaporacéo (RFP)

Uma quantidade precisamente pesada de F127 foi adicionada em um baldo de
fundo redondo e dissolvida em diclorometano. Apo6s dissolugdo, o AITC foi adicionado a
mistura. O solvente foi entdo completamente evaporado em rota-evaporador para se obter
uma matriz sélida do AITC com o polimero. Os balGes com o filme polimérico foram
fechados com papel aluminio e deixados em repouso a temperatura ambiente overnight
para evaporacdo de qualquer residuo de diclorometano. Posteriormente, o filme foi
resuspendido com agua ultrapura sob agitagdo em vortex até que todo ele se soltasse das
paredes do baldo. O mesmo procedimento foi utilizado na preparacdo das formulagdes
controle sem o AITC (controles). Todas as formulacdes foram mantidas em recipiente bem

fechado até o momento do uso.

4.2.3. Preparo da solugéo de AITC livre

O AITC foi diluido em 2% de tween 20 no momento do uso. Pipetou-se 1,22uL de
AITC e adicionou-se a uma mistura de 20uL de tween 20 e 978,78uL de agua ultrapura.

Agitou-se em vortex até a homogeneizacao.

4.3. Determinacdo do tamanho médio e potencial zeta das micelas nas formulagdes

A distribuicdo de tamanho e o tamanho médio das micelas foram determinados a
partir da espectroscopia de correlacdo de fétons, mais conhecida como espalhamento de
luz dindmico, utilizando o equipamento Zetasizer (Malvern, modelo Nano ZS). As
amostras foram diluidas convenientemente com agua ultrapura e adicionados em cubeta de
quartzo. As leituras foram realizadas a 25°C, em triplicata e as medidas foram efetuadas
com angulo de espalhamento incidente de 90°. Os resultados foram expressos como
didmetro médio das particulas e indice de polidisperséo (IP).

O potencial zeta foi determinado pelas medidas de mobilidade eletroforética das
micelas em suspensdo. O equipamento utilizado, Zetasizer (Malvern, modelo Nano ZS),
dispde de uma célula contendo eletrodos de cargas opostas, um em cada terminal de um

tubo em forma de "U", onde as amostras convenientemente diluidas foram adicionadas
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para andlise. As leituras foram realizadas a 25°C, em triplicata e os resultados foram

expressos em milivolts (mV).

4.4. Quantificacdo de AITC nas solugdes micelares

O método cromatogréfico utilizado foi previamente descrito por Pelosi e
colaboradores (PELOSI et al., 2014). O equipamento utilizado foi Waters e2695 acoplado
a detector UV/Vis Waters 2485. As amostras foram lidas em comprimento de onda de 242
nm. A fase movel composta por acetonitrila e agua ultrapura (70:30) foi eluida num fluxo
de 1,0 mL/min. em coluna C18 (Phenomenex®, Luna 5u (2) 100A 150x4,60mm) a
temperatura de 25°C. O volume de injecdo da amostra foi de 25 pL e o tempo de corrida
foi de 8,5 minutos.

Para avaliar a linearidade do método analitico utilizado, antes da analise das
amostras das formulacGes, foram feitas leituras de padrdes de AITC nas concentragdes de
0,065 a 6,5 uM. Para a quantificacdo do AITC nas formulagdes, as amostras foram
previamente diluidas em acetonitrila e quantificadas pelo método descrito acima. A partir
das areas dos picos obtidos pelas diferentes concentracGes de padrdo fez-se uma regressao
linear e definiu-se a equacdo da reta, a partir da qual se calculou a quantidade de AITC
presente nas formulacdes preparadas pelos métodos DF e RFP.

4.5. Citotoxicidade e Proliferacio Celular

A citotoxicidade e a inibicdo da proliferacdo celular foram avaliadas utilizando o kit
Cell Proliferation 11 (XTT). As células foram semeadas em placas de 98 pocos (1x10* e
1,5%10* células/poco para T24 e RT4, respectivamente). As células da linhagem RT4 s&o
menores que as células da linhagem T24, como pode ser observado na Figura 3, por isso a

diferenca nas quantidades.
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Figura 3: Morfologia das células das linhagens RT4 e T24

(Fonte: adaptado de IMANI et al., 2015)

o~

. . - 8L A '.;':‘l e ¢ o Y0 K.

s S R ONY- HRE AR
y 7 . . ° n

RT4 oo BRIl \T24 9 100 vuit Sre S oi b

Depois de 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentragdes das
formulacGes DF contendo AITC durante trés horas. As concentracdes utilizadas e o tempo
de tratamento foram definidos com base no trabalho de Savio e colaboradores (2014).
Células tratadas com AITC livre e com solucGes micelares sem AITC foram utilizadas
como controle. Trés horas depois da incubacdo, as células foram lavadas com solucéo de
Hanks (0,49 de KCI; 0,06g de KH,PO4; 0,04g de Na,HPOy; 0,359 de NaHCOj3; 1g de
glicose e 8g de NaCl em 1L de agua). Depois da lavagem, meio de cultura novo foi
colocado e as células foram incubadas novamente por 21 (para citotoxicidade) e 45 horas
(para proliferacdo celular), em ensaios independentes.

No momento da leitura, meio de cultura branco foi colocado nos pogos e
posteriormente foram adicionados 12 uL da solucédo teste de XTT (50 partes XTT solucdo
labeling: 1 parte reagente electron-coupling) em cada poco e a absorbancia medida a 492 e
690 nm depois de aproximadamente 40 minutos. Os valores de leitura das absorbancias séo
proporcionais a quantidade de células viaveis. Os testes foram conduzidos em triplicata. O
calculo utilizado para apresentacdo dos resultados foi:

% de células viaveis = (média das absorbancias / média das absorbancias do controle) *100

4.6. Sobrevivéncia Clonogénica

Para avaliar a capacidade clonogénica, 1x10° células das linhagens RT4 e T24
foram plaqueadas em frascos de cultura com 25 cm®. Ap6s 24 horas, as células foram
tratadas com a formulacdo DF15 contendo AITC, nas concentragdes 0,005; 0,0825 e 0,25

MM durante trés horas. Células tratadas com AITC livre e com a formulagdo DF15 sem
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AITC foram utilizadas como controle. As culturas foram lavadas com solugdo de Hanks,
tripsinizadas, e aproximadamente 1000 celulas foram plaqueadas em frascos de cultura de
25 cm® e cresceram durante 15 dias em estufa de CO, para formacéo de colonias. As
ceélulas foram coradas com Giemsa e o numero de col6nias com 50 ou mais células foram
contadas. Os testes foram conduzidos em triplicata. O célculo utilizado para apresentacdo
dos resultados foi:

% de coldnias = (média do n° de colbnias / média do n° de coldnias do controle) *100
4.7. Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 5 foi utilizado na analise estatistica dos resultados dos
testes de citotoxicidade, proliferacdo celular e sobrevivéncia clonogénica. Como os dados
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
comparagdo mdaltipla de Tukey. Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas

foram consideradas significativas para P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparo das solugdes micelares

As solucbes micelares foram preparadas pelos métodos DF e RFP. Os dois métodos
foram de facil execucdo em escala laboratorial, entretanto o tempo gasto na preparacao das
formulacdes pelo método RFP foi superior ao tempo gasto pelo método DF.

Na Figura 4 é observado o aspecto visual das formula¢Ges contendo AITC obtidas
pelos dois métodos de preparacdo. Percebe-se que as formulacbes obtidas por ambos os

métodos se apresentaram com aspecto limpido.

Figura 4: Fotografia representando o aspecto visual das formulacOes preparadas pelos
métodos DF e RFP.

Legenda: Formulagdes de F127 a 5% (A), 10% (B) e 15% (C) preparadas pelo método DF; Formulagdo de
F127 a 5% (D), 10% (E) e 15% (F) preparadas pelo método RFP.

E importante salientar que durante o preparo das formulaces pelo método DF,
ocorreu um aumento na viscosidade apos a adicdo de AITC na formulacédo de F127 a 15%,
sendo necessario agitar o béquer em banho de gelo durante alguns minutos.

O F127 possui a capacidade de formar solugfes agquosas a baixas temperaturas,
transformando-se em géis em temperaturas superiores a 25°C, quando em concentracdes
maiores que 20% (SCHMOLKA, 1991). Sabe-se que a transicdo sol-gel € dependente da
temperatura, da concentragdo do polimero e das interacfes formadas entre os segmentos do
copolimero tri-bloco (JUHASZ et al., 1989). A medida que a temperatura aumenta as
por¢des hidrofobicas (OP) se aproximam devido ao processo de desidratacdo, sendo o
nacleo hidrofobico circundado pelas porgdes hidrofilicas (OE) da cadeia (DUMORTIER et

al., 2006). A formacdo de gel em uma concentragdo menor do que especificado na
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literatura pode ter ocorrido pela presenca do AITC, que provavelmente ao se acomodar na

parte hidrofébica da micela, favoreceu o processo de desidratacao.

5.2. Determinacdo do tamanho médio e potencial zeta das micelas presentes nas

formulacdes

Os resultados da andlise do tamanho médio e do potencial zeta das formulacGes
obtidas pelo método DF é apresentado na Tabela 3. Os resultados da anélise de tamanho
sdo fornecidos como didmetro médio das particulas e indice de polidispersdo (IP). Os

resultados dos valores do potencial zeta sdo fornecidos em milivolts (mV).

Tabela 3: Tamanho médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das formulagdes
obtidas pelo método de disperséo a frio (DF).

Tamanho médio £ dp Potencial zeta + dp

IPxdp

(nm) (mV)
DF5 AITC 127,9 + 19,12 0,34 + 0,07 -4,54 +0,54
DF10 AITC 44,7 + 6,18 0,65 + 0,07 -4,81+231
DF15 AITC 88,1 + 25,46 0,28 + 0,01 -10,80 +5,13
DF5 28,8 + 22,05 0,69 + 0,38 -29,70 + 6,17
DF10 5,3+0,27 0,42 + 0,03 -11,20 + 4,64
DF15 6,3 + 3,19 0,27 + 0,11 -12,30 + 5,14

Onde: IP, indice de polidispersao; dp, desvio padrdo; n = 3.

E possivel observar na Tabela 3 que todas as formulaces DF AITC apresentaram
tamanhos de particulas/micelas maiores do que a das formulacdes DF (sem a adicdo de
AITC). Este aumento no tamanho das micelas apds a adicdo de AITC sugere que o
farmaco esteja sendo particionado para a parte hidrofébica das micelas, aumentado o
volume destas, e, por conseguinte, o tamanho médio.

O IP fornece informacdes sobre a homogeneidade da populacdo de particulas
presentes na formulacdo em relacdo ao didmetro das mesmas. Valores de IP abaixo de 0,3
caracterizam a formulacdo como monodispersa e valores maiores caracterizam como
polidispersa (ZHANG, KOSARAJU, 2007). A partir desse parametro, formula¢fes podem
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ser caracterizadas como monodispersas se apresentarem uma faixa estreita de distribuicdo
de tamanho, ou polidispersas, se a faixa de distribuicdo de tamanho for ampla. Nos
resultados apresentados na Tabela 3 é possivel observar que, em presenca ou auséncia de
AITC, as formulacdes DF5 e DF10 apresentaram-se polidispersas enquanto a DF15
apresentou-se monodispersa.

O potencial zeta representa a carga presente na superficie das micelas. Ele pode
refletir caracteristicas dos materiais que formam a superficie da particula ou se existe a
presenca de moléculas com cargas localizadas na interface. Além disso, serve como
pardmetro de avaliacdo de estabilidade fisica de sistemas coloidais, uma vez que altos
valores de potencial zeta, em modulo, geram forcas repulsivas que tendem a evitar a
agregacao das particulas (MARTINI, 2005; ROLAND et al., 2003).

Na Tabela 3 é observado que as formulagbes DF AITC apresentaram valores de
potencial zeta negativos e menores em mdédulo do que as formulagdes preparadas pelo
mesmo método sem AITC.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da andlise do tamanho médio e do

potencial zeta das formulagdes obtidas pelo método RFP.

Tabela 4: Tamanho médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das formulagdes

obtidas pelo método de reidratacdo do filme polimérico obtido por roto-evaporacédo (RFP).

Tamanho médio £ dp Potencial zeta +

(nm) IP+dp dp (V)
RPF5 AITC 24,9 +11,85 0,63 + 0,17 - 35,50 + 9,49
RFP10 AITC 8,6 +3,79 0,36 + 0,13 - 14,80 + 6,96
RFP15 AITC 12,6 + 6,01 0,25 + 0,05 -13,80 + 3,24
RFP5 13,0 + 3,82 0,45 + 0,11 38,10 + 2,96
RFP10 133+ 1,02 0,71+ 0,03 -2510 + 3,08
RFP15 72+141 0,48 + 0,08 £19,20+1,39

Onde: IP, indice de polidispersao; dp, desvio padrdo; n = 3.

Na Tabela 4 é possivel observar que a adicdo de AITC ndo causou aumento
expressivo no tamanho médio das micelas preparadas pelo método RFP, sendo que todas
as formulagbes, independentes da concentracdo de F127, apresentaram tamanho médio

abaixo de 25 nm. Em relacdo ao indice de polidisperséo, observa-se na Tabela 4 que as
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formulagdes RFP5 AITC e RFP10 AITC também se apresentaram polidispersas enquanto a
formulacdo RFP15 AITC se apresentou monodispersa. Por outro lado, as formulagdes
RFP5, RFP10 e RFP15 (preparadas sem a adicdo de AITC) se apresentaram polidispersas.

Em relacdo ao potencial zeta, na Tabela 4 se observa que as formulagdes contendo
AITC apresentaram valores negativos e muito proximos dos valores observados para as
formulagcGes sem AITC.

Na comparacdo dos métodos de preparacdo de micelas de F127 contendo AITC
pode-se inferir que as micelas produzidas pelo método DF apresentaram tamanho médio
maior e potencial zeta menores em mddulo do que as micelas produzidas pelo método
RFP, enquanto o IP das micelas produzidas pelos dois métodos foi dependente da
concentracdo do polimero, sendo que s6 na concentracao de F127 a 15% foram produzidas
micelas monodispersas, independente do método de preparacdo usado.

Na Tabela 5 é apresentada a taxa de aumento no tamanho médio das micelas
contendo AITC em relagdo as micelas sem AITC preparadas pelo mesmo método.

Tabela 5: Taxa de aumento no tamanho médio das micelas contendo AITC em relacédo as

micelas sem AITC preparadas pelo mesmo método.

Taxa de aumento de tamanho médio =

Formulagdo -t eolas AITC/micelas vazias (vezes)
DF5 444
DF10 8,35
DF15 14,05
RFP5 191
RFP10 0,64
RFP15 1,75

E possivel observar que o tamanho médio das micelas preparadas pelo método DF
aumentou de 4 a 14 vezes apds adicdo de AITC, e que este aumento foi diretamente
proporcional ao aumento da concentragcdo de F127. Por outro lado, nas micelas preparadas
pelo método RFP, esta relacdo de tamanho pareceu ndo ser influenciada pela adi¢do de
AITC e pela concentragédo de F127.

Sob a perspectiva de administracdo de uma substancia, a analise do tamanho das
micelas é particularmente importante (KABANOV, ALAKHOV, 2002). Varia¢bes de

tamanho dentro da escala nanométrica poderédo afetar fortemente a circulagdo sanguinea, o
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tempo e a biodisponibilidade das particulas dentro do corpo (KONG et al., 2000;
STOLNIK et al., 1995; HAWLEY et al., 1995).

Assim o tamanho das micelas obtidas pode ser outra vantagem para o possivel uso
dessas formulagc6es no tratamento do cancer. Durante o crescimento de um tumor ocorre a
inducdo do desenvolvimento de novos vasos, processo chamado de angiogénese. Esses
vasos geralmente sdo caracterizados por um endotélio descontinuo, com grandes
fenestracbes de 200-780 nm (HOBBS et al., 1998) permitindo a passagem de
nanoparticulas, diferente dos vasos sanguineos de tecidos sadios, que possuem fenestracoes
menores. O tamanho desejavel de um nanocarreador para o tratamento do cancer seria
entre 70 e 200 nm (STORM et al., 1995), logo as formulagfes DF5 e DF15, contendo

AITC, atenderiam esse requisito.

5.3. Quantificacédo de AITC nas solugdes micelares

A Figura 5 representa um cromatograma de AITC obtido a partir de uma solugéo
padrdo. Como observado, o tempo de retengdo do AITC nas condi¢des cromatograficas da

analise foi entorno de 5,7 minutos.

Figura 5: Cromatograma de um padrdo de AITC
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A Figura 6 representa a curva analitica empregada na quantificacdo do AITC. O
valor do coeficiente de correlacdo linear (r?) da regressdo linear foi igual a 0,9993,
indicando validade da regressao.
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Figura 6: Curva analitica utilizada no método de quantificacdo de AITC
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Na Tabela 6 é apresentado o resultado da quantificacdo de AITC nas formulagdes
preparadas pelos métodos DF e RFP, calculado a partir da equacdo da reta obtida da curva
analitica apresentada acima (Figura 6), e a porcentagem de AITC encontrado na

formulacéo ao final do processo de preparo.

Tabela 6: Quantificacdo de AITC na formulagédo final e a porcentagem de perda de AITC

durante o preparo.

Concentracéo inicial  Concentracéo final de % de AITC

de AITC (uM) AITC (UM) remanescente
DF5 2,00 1,93 96,5%
DF10 2,00 1,94 97,0%
DF15 2,00 1,98 99,0%
RFP5 2,00 0,19 9,5%
RFP10 2,00 0,34 17,0%
RFP15 2,00 0,49 24,5%

Os resultados da quantificagdo de AITC na formulacdo preparada pelo método DF
mostraram que mais de 96,5% do AITC adicionado no inicio da preparacédo estava presente

na formulacdo ao final do processo. Também foi observado que a quantidade de AITC
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retida nas formulagbes DF aumentou com o aumento da concentracdo de F127 na
formulacéo, embora a diferenca tenha sido pequena.

Entretanto, quando as formulacbes foram preparadas pelo meétodo RFP, a
quantidade de AITC que permaneceu na formulacdo variou de 9,5% a 24,5%. Nas
formulacdes obtidas pelo método RFP ficou evidente que a percentagem de AITC retida na
formulacdo foi diretamente proporcional a concentracdo de F127 usado no preparo da
formulacéo.

AITC é uma substancia volatil, desta forma, durante o preparo das formulacdes
pode ter ocorrido a volatilizacdo e a consequente perda do farmaco. Este fenbmeno parece
ter sido mais intenso no método RFP durante a etapa de evaporagdo do solvente organico.

Esses resultados estdo em acordo com os resultados de tamanho médio das micelas
observados pelos diferentes métodos de preparacao, confirmando a hipotese de que houve
perda significativa de AITC durante a preparacdo das formulac@es pelo método RFP.

Assim, sugere-se que a preparacdo de solucGes micelares de AITC pelo método
RFP nédo foi viavel, devido a perda do farmaco que ocorreu durante a preparacdo das
formulacGes. Além disso, outro fator importante a ser considerado e ja mencionado é o
tempo gasto na preparacdo das formulaces pelo método RFP, que foi superior ao tempo
gasto pelo método DF. Assim, nos ensaios de citotoxicidade e proliferacéo celular foram

utilizadas apenas as formulacdes preparadas pelo método DF.

5.4. Citotoxicidade e proliferacao celular

Neste trabalho, a citotoxidade e a inibi¢do da proliferacdo celular das formulac6es
de AITC preparadas pelo método DF em células das linhagens T24 e RT4 foram avaliadas
24 e 48 horas ap0s o inicio do tratamento, respectivamente. O ensaio de XTT utilizado
para avaliacdo da viabilidade celular baseia-se na atividade mitocondrial.

O resultado da avaliagdo da citotoxidade das formulacGes preparadas pelo método
DF em células das linhagens T24, 24 horas pds-tratamento, s&0 mostrados na Figura 7. E
possivel observar que, apés 24 horas do tratamento, houve uma reducédo significativa da
viabilidade celular nas células T24 tratadas com a formulagdo DF15 AITC na maior
concentracdo testada (0,5uM). Por outro lado, nenhuma reducdo significativa na
viabilidade das células tratadas com o AITC livre foi observada.
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% de células T24 viaveis

Figura 7: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 24 horas
apos o tratamento com as solugdes micelares DF contendo AITC e com AITC livre. Cada

ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.
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*p < 0,05 em relacdo ao controle (excipientes da formulacdo).

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da citotoxidade das
formulagdes preparadas pelo método DF em células das linhagens RT4, 24 horas pos-
tratamento. Nas células da linhagem RT4 também foi observada uma reducéo significativa
da viabilidade celular nas células tratadas com a formulacdo DF15 AITC na maior
concentracdo testada (0,5uM). Além disso, foram observadas reducgdes significativas na
viabilidade das células tratadas com a formulacdo DF10 AITC nas concentracfes 0,0925;
0,125; 0,25 e 0,5uM (o ponto correspondente a Gltima concentracdo ndo é mostrado na
figura devido a escala logaritmica). Adicionalmente, nenhuma reducdo significativa na

viabilidade das células tratadas com o AITC livre foi observada.
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% de células RT4 viaveis

Figura 8: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem RT4, 24 horas

apos o tratamento com as solugdes micelares DF contendo AITC e com AITC livre. Cada

ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.
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*p < 0,05 em relagdo ao controle (excipientes da formulagéo).

Com base nestes resultados, podemos observar que as formula¢Ges micelares de
F127 a 10 e 15% contendo AITC obtidas pelo método DF foram capazes de potencializar o
efeito citotoxico do farmaco nas linhagens celulares avaliadas 24 horas ap06s o tratamento,
uma vez que, nenhuma reducédo significativa na viabilidade das células tratadas com o
AITC livre foi encontrada.

Sugere-se que o AITC, uma substancia hidrofébica, foi mais bem disperso no meio
de cultura e capturado pelas células quando formulado em F127. A capacidade das micelas
poliméricas em aumentar a solubilidade aquosa é devido ao seu nucleo central hidrofobico
que proporciona um microambiente adequado para acomodar substancias hidrofdbicas
(BROMBERG, 2002).
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Barreiro-Iglesias e colaboradores (2004) mostraram que a solubilidade da
camptotecina, um alcaloide obtido da Campthoteca acuminata e com consideravel
atividade antitumoral, em solugdes micelares compostas por F127 foi cerca de 3 a 4 vezes
maior que sua solubilidade em &gua, devido a incorporacdo desta no nucleo da micela
(BARREIRO-IGLESIAS et al., 2004).

Chen e colaboradores (2013) também encontraram uma potencializagdo in vitro da
citotoxicidade de uma substdncia ao ser incorporada a micelas polimeéricas. Micelas
constituidas de F127 e P105 (outro polimero da familia dos Pluronics®) incorporando o
farmaco metotrexato foram mais citotoxicas para células tumorais da linhagem KB (células
de carcinoma epidermdide oral humano) do que o fa&rmaco livre. Os autores sugeriram que
os polimeros utilizados possam ter atuado como quimiossensibilizadores, potencializando
os efeitos citotdxicos do farmaco utilizado (CHEN et al., 2013).

Outra observagdo importante foi que concentragcdes menores foram mais citotoxicas
para as células RT4 do que para as células T24, 24 horas ap6s o tratamento. As células da
linhagem celular T24 possuem uma mutacdo no gene TP53, que é essencial no ponto de
checagem da fase G1 do ciclo celular e estd envolvido na resposta de tumores a varias
drogas anticancerigenas (SALEM et al., 2012; HILL et al., 2013; VALDEZ et al., 2013;
SAVIO et al., 2014). As células da linhagem celular RT4 sdo selvagens para esse gene.

A influéncia de mutacdes em TP53 nas respostas celulares a quimioterapia é ainda
mal compreendida, pois € dependente de uma complexa cascata de sinalizacdo. Entretanto,
hipoteticamente, células carregando o0 gene TP53 mutado sdo mais resistentes a
quimioterapicos, devido ao papel que este gene desempenha no controle da apoptose
(FENG et al., 2000; HOFSETH et al., 2004). Da Silva e colaboradores (2010) encontraram
taxas mais elevadas de apoptose em células RT4 em comparacdo com células T24 e 5637
(outra linhagem de célula de tumor de bexiga com mutacdo em TP53) ap0ds os tratamentos
com cisplatina e gemcitabina (DA SILVA et al., 2010). Essa influéncia do status de TP53
na resposta a quimioterapicos provavelmente explica as diferencas encontradas aqui entre
as linhagens celulares tratadas com as solucGes micelares contendo o AITC.

Os resultados da avaliagdo da inibicdo da proliferacdo celular das formulagoes
preparadas pelo método DF em células das linhagens T24, 48 horas pés-tratamento, sdo
mostrados na Figura 9. Reduces significativas da proliferacdo das células T24 tratadas
com a formulacdo DF5 foram observadas em todas as concentracOes testadas (exceto
0,0925uM). Nas mesmas condigdes, células tratadas com a formulacdo DF10 também

apresentaram reducdes significativas da viabilidade celular em todas as concentracGes
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% de celulas T24 viaveis

testadas (exceto 0,0625uM), enquanto que na avaliagcdo feita com a formulacdo DF15,
redugdes significativas da viabilidade celular foram observadas nas concentragdes 0,005;
0,0625; 0,0725; 0,125; 0,25 e 0,5uM. Nenhuma das concentracfes de AITC livre levou a

reducdo significativa da viabilidade celular das células T24.

Figura 9: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 48 horas
apos o tratamento com as solugdes micelares DF contendo AITC e com AITC livre. Cada

ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.
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*p < 0,05 em relagdo ao controle (excipientes da formulacdo).

Na Figura 10 sdo apresentados os resultados da avaliagdo da inibicdo da
proliferacdo celular das formulagdes preparadas pelo método DF em células das linhagens
RT4, 48 horas pos-tratamento. Nas células da linhagem RT4, apos 48 horas do tratamento,
foi observada uma reducdo significativa da viabilidade celular nas células tratadas com a
formulacdo DF5 na maior concentragdo testada. Nas mesmas condigdes, células tratadas

com a formulacdo DF10 e DF15 apresentaram reducOes significativas da viabilidade
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% de células RT4 viaveis

celular em todas as concentracgdes testadas. Na avaliagéo feita com o AITC livre, apenas as
duas maiores concentracOes testadas levaram a uma reducédo significativa da proliferacao

celular.

Figura 10: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem RT4, 48 horas
apos o tratamento com as solugdes micelares DF contendo AITC e com AITC livre. Cada

ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.

1000
100
10

1 | | | | | |
193 o] o o Q o o o
% 19 °0, 205 o) %0 7 22
% % Qs LN 26 EEN 24 <% 8
AITC (uM)

—eo—DF5 AITC —e—DFI10 AITC —e—DF15 AITC  --e-- AITC livre

*p < 0,05 em relagdo ao controle (excipientes da formulacdo).

Com esses resultados observa-se que micelas poliméricas de F127 contendo AITC
induziram uma diminuigdo da quantidade de células viaveis ap6s 48 horas de tratamento
em concentragdes menores que aquelas observadas apos 24 horas de tratamento, nas duas
linhagens celulares avaliadas. Este achado pode sugerir que as concentragdes de solugdes
micelares contendo AITC utilizadas possam levar a diminuicdo da capacidade de
reproducdo celular, provavelmente por um dano letal sustentado. A hipotese é que as
concentracdes que ndo mostraram reducdes significativas apos 24 horas de tratamento, ja
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haviam gerado danos nas células, mas este s6 pode ser detectado pelo teste utilizado ap6s
48 horas.

Ja foi demonstrado que o AITC, em outras linhagens de tumor de bexiga, leva a
parada do ciclo celular em mitose, devido a degradagdo de a e B-tubulinas e induz a
apoptose (GENG et al., 2011). Savio e colaboradores (2014) mostraram um aumento da
quantidade de danos priméarios no DNA, tanto em células do tipo selvagem, quanto em
células mutantes para o gene TP53, tratadas com AITC livre, indicando que a substancia
realmente possa causar danos ao DNA e assim impedir a proliferacdo em longo prazo
(SAVIO et al., 2014).

Para avaliar os efeitos a longo prazo do AITC, livre e em micelas, realizou-se o
teste de sobrevivéncia clonogénica. Este teste € utilizado para avaliar a atividade
antitumoral de substancias. Sabe-se que a forma mais relevante para medir a morte celular
em linhagens celulares de tumores é através do ensaio de formacdo de coldnias
(TANNOCK, LEE, 2001).

A formulacdo escolhida para esse teste foi a DF15 AITC, por ter apresentado
resultados satisfatérios nos testes de citotoxicidade e de proliferacdo celular, bons
parametros de tamanho de particula e indice de polidispersdo, além de ser a formulacao
que mantém a maior quantidade de AITC (99%) ao fim da preparacédo.

5.5. Sobrevivéncia Clonogénica

Os resultados do ensaio de sobrevivéncia clonogénica de células das linhagens T24
e RT4 tratadas com a formulacdo DF15 AITC sdo mostrados na Figura 11 e na Figura 12,
respectivamente. Este teste determina a capacidade de uma célula de se proliferar
indefinidamente, retendo a sua capacidade de reproducdo apds ser exposta a uma
substancia (MUNSHI et al., 2005).

Embora o ensaio de sobrevivéncia clonogénica tenha sido inicialmente descrito
para estudar os efeitos da radiacdo sobre células, ele agora € amplamente utilizado para
examinar os efeitos de agentes quimioterdpicos com aplicagbes potenciais na clinica
(MUNSHI et al., 2005), sendo a forma mais relevante para medir a morte celular em
linhagens celulares de tumores. Células que sdo incapazes de produzir colbnias em

condigdes otimas também ndo sdo capazes de produzir tumores (TANNOCK, LEE, 2001).
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Como observados nas Figuras 11 e 12, nas duas linhagens celulares estudadas,
houve uma reducéo significativa do nimero de coldnias de células para as duas maiores
concentracdes testadas (0,0825 e 0,25 uM), tanto em células tratadas com a formulagéo
DF15 AITC quanto para o AITC livre. Portanto, sugere-se que o AITC, em determinadas
concentragOes, tem a capacidade gerar um dano letal a células tumorais de bexiga, levando
a perda do seu potencial reprodutivo, tanto em células com o gene TP53 mutado quanto em

células selvagens para esse gene.

Figura 11: Porcentagem de colnias de células da linhagem T24, 15 dias ap6s o
tratamento com a solugdo micelar DF15 contendo AITC e com AITC livre. Cada coluna

representa as médias obtidas em trés experimentos.
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Figura 12: Porcentagem de colbnias de células da linhagem RT4, 15 dias apds o
tratamento com a solugdo micelar DF15 contendo AITC e com AITC livre. Cada coluna

representa as médias obtidas em trés experimentos.
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*p < 0,05 em relagdo ao controle (excipientes da formulacao).

Savio e colaboradores (2015) investigaram os efeitos do AITC livre sobre respostas
celulares e sobre a expressao de alguns genes com o0 objetivo de esclarecer o mecanismo de
acao deste composto. Eles concluiram que a inibicdo da proliferacdo celular pelo AITC,
em células com o gene TP53 mutado, ocorre através do aumento da expressdo do gene
ANLN e diminuicdo da expressdo do gene S100P, culminando com a parada do ciclo
celular em G2/M. Em células com o gene TP53 selvagem, a inibicdo da proliferacdo
celular ocorre através de vias relacionadas com os genes BAX/BCL2, culminando em
apoptose. Assim, a inibicdo da proliferacdo de células por AITC é independente do status
do gene TP53, entretanto, os alvos moleculares parecem ser diferentes (SAVIO et al.,
2015).

Em nosso estudo, ndo houve diferenca na reducdo do nimero de coldnias entre
células tratadas com a formulacdo DF15 AITC e com AITC livre. Esses resultados sdo
diferentes daqueles que foram encontrados para os experimentos de citotoxicidade e
proliferacdo celular, nos quais a formulagéo gerou a potencializacdo da atividade do AITC.

Varios trabalhos tem demostrado a acéo de polimeros da classe dos Pluronics®

como promotores de permeacdo de farmacos através de diferentes membranas bioldgicas,
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como em membranas celulares (KABANOV et al., 1992; SLEPNEV et al., 1992), na
barreira hematoencefélica (KABANOV et al., 1989) e na pele (MISRA, RAO, 1996).

Melik-Nubarov e colaboradores (1999) avaliaram a interacdo de Pluronics® com
células sanguineas normais e tumorais. Os autores mostraram que esses polimeros podem
se ligar a membranas celulares e induzir alteracGes na organizagdo de seus lipideos. Além
disso, foi demostrado que o efeito dos polimeros em membranas de células normais e de
tumor foi bastante diferente. A ligacdo a membranas de células tumorais resultou em uma
fluidizacdo da bicamada lipidica, enquanto que nas células normais ocorreu um aumento
na viscosidade da bicamada. Assim, a fluidizacdo da bicamada alteraria sua
permeabilidade, facilitando a entrada de farmacos antitumorais ao estarem encapsulados
em polimeros dessa classe (MELIK-NUBAROV et al., 1999). Batrakova e colaboradores
(2001) encontraram um efeito semelhante de fluidizacdo da membrana em células
endoteliais de cérebro bovino tratadas com Pluronic P85® (BATRAKOVA et al., 2001).

O efeito de fluidizacdo da membrana causado por polimeros do tipo Pluronic®
poderia explicar 0 aumento da atividade do AITC ao estar encapsulado em micelas de
F127 ao avaliarmos seu efeito a curto prazo, através dos testes de citotoxicidade e
proliferacdo celular, em comparagdo a mesma substancia livre. A presenca do polimero
F127 alteraria a permeabilidade das células, fazendo com que a entrada do AITC ocorresse
mais rapidamente. Entretanto, ao avaliarmos seu efeito a longo prazo, pelo ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, os resultados similares encontrados tanto para o AITC livre,
quanto para o AITC em micelas, estariam mais relacionados as alteragdes no DNA da
célula, que culminariam na incapacidade de produzir clones em ambos 0s experimentos.

Alguns estudos tém sugerido que 0s mecanismos apoptéticos desempenham pouco
ou nenhum papel na morte de varios tipos de células por farmacos antineoplasicos.
(TANNOCK, LEE, 2001; BEALE et al., 1998; KYPRIANOU et al., 1997; LOCK,
STRABINSKIENE, 1996; ALDRIDGE et al.,, 1995; YIN, SCHIMKE, 1995). Os
mecanismos de apoptose seriam responsaveis apenas em promover a lise de células que ja
estavam com a capacidade reprodutiva comprometida, devido a danos letais e irreversiveis,
causados ap0s o tratamento.

Lock e Stribinskiene (1996) mostraram que células HelLa, com superexpressao de
blc-2 (proteina capaz de inibir a apoptose), tratadas com o farmaco etoposido tiveram
reducdes significativas do numero de coldnias apds o tratamento, sendo tal efeito
observado através do ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Os autores apontam que a

incapacidade dessas células sofrerem divisGes celulares indefinidas resulta provavelmente
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da presenca de mutacdes, rearranjos, ou até mesmo de delecbes em genes essenciais
(LOCK, STRIBINSKIENE, 1996).
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6. CONCLUSAO




6. CONCLUSAO

Neste trabalho, solu¢bes micelares de F127 contendo AITC foram desenvolvidas e
avaliadas quanto as suas atividades antitumorais utilizando células tumorais de bexiga das
linhagens T24 e RT4. As formulacbes foram preparadas por dois métodos: disperséao a frio
(DF) e reidratacdo de filme polimérico obtido por rotoevaporacao (RFP).

Os resultados da quantificacdo do AITC nas formulagdes obtidas pelo método DF
mostraram que mais de 96,5% do AITC adicionado durante a preparacao foi incorporado
as formulagdes. Entretanto, nas formulacdes preparadas pelo método RFP ocorreu perda de
mais de 75% da quantidade de AITC adicionada. Logo, a preparagdo das solucOes
micelares pelo método RFP, nas condic¢des utilizadas, ndo foi viavel, tendo em vista a
grande perda de AITC que ocorreu por este método. Assim, os estudos seguintes foram
conduzidos apenas com as formulagGes obtidas pelo método DF.

Na avaliacdo da citotoxicidade ap6s 24 horas do tratamento, as formulagdes
contendo AITC nas concentracdes 0,0925; 0,125; 0,25 e 0,5uM foram citotdxicas para as
células RT4; e somente a concentragdo mais alta (0,5 uM) reduziu a viabilidade das células
T24. Ap6s 48 horas, todas as concentracdes das formulagGes contendo AITC testadas
geraram reducdes significativas da proliferacdo celular em ambas as linhagens celulares.
Somente as duas maiores concentracdes testadas de AITC livre levaram a uma reducao
significativa da proliferacdo celular das células RT4. Esses resultados indicaram que
solucBes micelares contendo AITC potencializaram os efeitos citotoxicos deste composto.
Além disso, as formulagdes foram mais citotoxicas para as células TP53 selvagem do que
para as células TP53 mutado.

Os resultados do ensaio de sobrevivéncia clonogénica mostraram que houve uma
reducdo significativa do nimero de coldnias de células nas duas linhagens para as duas
maiores concentracdes testadas (0,0825 e 0,25 uM), tanto em células tratadas com a
formulacdo quanto para o AITC livre. Portanto, sugere-se que o AITC, em determinadas
concentracdes, tem a capacidade de gerar um dano letal a células tumorais de bexiga,
levando a perda do seu potencial reprodutivo.

Com os resultados obtidos até 0 momento podemos afirmar que solu¢des micelares
aceleram a acdo de AITC nas células tumorais avaliadas. Assim, as formulagdes
desenvolvidas podem ser uma abordagem interessante para a futura administracdo oral

dessa substancia no tratamento do tumor de bexiga.
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