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RESUMO

BIANCO, AFR. Desenvolvimento de nanocarreadores para entrega combinada
de cisplatina e dexametasona para o tratamento de glioblastoma multiforme.
2019. 71 p. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

O cancer € uma doencga complexa, com alta incidéncia e mortalidade. Dentre eles, o
glioblastoma multiforme (GB) € um tipo de cancer cerebral de rapido crescimento, que
apresenta um dos piores progndsticos, pois, mesmo com remogao cirurgica,
radioterapia e quimioterapia, os pacientes possuem baixa expectativa de vida. Entre
os quimioterapicos padrao-ouro usados no tratamento de GB, temos a temozolomida
e a cisplatina, as quais apresentam muitos efeitos adversos. Além da quimioterapia,
os glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona, séo utilizados como tratamento
adjuvante para diminuir o edema cerebral, mas também apresenta diversos efeitos
colaterais. Este estudo teve como objetivo desenvolver um nanocarreador para
entrega combinada de cisplatina e dexametasona, a fim de aumentar a citotoxicidade
celular e diminuir a concentracdo dos medicamentos e, assim, minimizar seus efeitos
adversos. Desenvolvemos nanoemulsdes (NE) contendo poloxamer 188, com a
finalidade de auxiliar o transporte através da barreira hematoencefalica, dentro dos
parametros desejados, como tamanho menor que 200 nm e PDI menor que 0,25.
Observou-se uma reducdo no diametro com a incorporacdo dos farmacos, sendo
observado tamanhos inferiores a 100 nm. Nanocarredores selecionados mostraram-
se estaveis por 60 dias, e ndo reduziram de forma significativa (p < 0,93) a viabilidade
de células imortalizadas C6 em cultura, quando utilizados em concentragdes até 4
mg/mL por 24-96 h. O tratamento com nanocarreadores contendo 1 e 7,5 uyM de
cisplatina e dexametasona respectivamente, por 96 h, diminuiu a viabilidade da
linhagem celular e a IC50 em mais de 8 vezes do que a combinag&o dos farmacos em
solucédo. Portanto, as NE contendo a adi¢cao dos farmacos cisplatina e dexametasona
apresentaram maior citotoxicidade em nosso modelo de cultura celular, e nossos
resultados sdo muito promissores e apontam para uma ferramenta terapéutica

potencialmente nova para o tratamento da GB.
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ABSTRACT

BIANCO, AFR. Development of nanocarriers for combined delivery of cisplatin
and dexamethasone for the treatment of glioblastoma multiforme. 2019. 71 p.
Dissertation (Master in Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Cancer is a complex disease, with high incidence and mortality. Among them,
glioblastoma multiforme (GB) is a fast-growing brain cancer which presents one of the
worst prognoses, since, even with surgical removal, radiotherapy and chemotherapy,
patients have a low life expectancy. Among the gold standard chemotherapeutics used
in the GB treatment, there are temozolomide and cisplatin, which have many adverse
effects. In addition to the chemotherapy, synthetic glucocorticoids, such as
dexamethasone, are used as adjuvant treatments to reduce brain edema, but it has
several side effects, as well. This study aimed to develop a nanocarrier for the
combined delivery of cisplatin and dexamethasone in order to increase cellular
cytotoxicity and decrease the concentration of the drugs and thus minimize their side
effects. We developed unloaded nanoemulsions (NE) containing poloxamer 188, with
the purpose of improve translocation through the blood-brain barrier, within the desired
parameters, such as size less than 200 nm and PDI less than 0.25. A reduction in
diameter was observed with the incorporation of the drugs, with sizes smaller than 100
nm being observed. Selected nanocarriers were stable for 60 days and did not
significantly reduce (p <0.93) the viability of immortalized C6 cells in culture when used
in concentrations up to 4 mg / mL for 24-96 h. Treatment with nanocarriers containing
1 and 7.5 pM of cisplatin and dexamethasone for 96 h reduced cell viability and IC50
by more than 8-fold than the combination of drugs in solution. Therefore, NEs
containing the combination of cisplatin and dexamethasone showed greater
cytotoxicity in our cell culture model, and our results are very promising and point to a

potentially new therapeutic tool for treating GB.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 14 milhdes
de pessoas sao diagnosticadas com cancer a cada ano, em sua maioria em paises
em desenvolvimento, de tal forma que o cancer é considerado umas das maiores
causas de mortalidade com aproximadamente 9,6 milhées de mortes em 2018,
superando outras doengas como HIV/AIDS, tuberculose e malaria combinadas (WHO,
2019).

Cancer é um termo geral que descreve centenas de doengas, o qual pode ser
definido de maneira simples como o crescimento anormal das células onde, por
mutacgdes, elas deixam de controlar seu processo de divisdo, ou seja, proliferam
agressivamente sem considerar limites de crescimento normais do tecido original ou
do 6rgao, além de poder invadir outros tecidos. Em geral, o cancer atinge um tamanho
minimo de 1 cm ou € composto por ao menos de 1 milhdo de células, antes de ser
detectado, sendo chamado de “massa” tumoral. Ha exce¢des como os linfomas e
leucemias, que muitas vezes nao formam tumores sélidos (RAY; JABLONS, 2009;
ROY; SAIKIA, 2016).

O conceito de tumor vem sendo aprimorado e atualmente, entende-se que a
massa tumoral seja um complexo de tecidos compostos de tipos celulares multiplos e
distintos que interagem de maneira heterotipica uns com outros. O microambiente
tumoral também é importante para o crescimento e desenvolvimento do tumor. Este
microambiente € composto pelas células cancerosas células endoteliais, pericitos,
células do sistema imunolégico tanto inato (incluindo macroéfagos, neutréfilos, células
dendriticas, células natural killers etc.) quanto adaptativo (como linfocitos T e B),
fibroblastos associados ao céancer, assim como células tronco e progenitoras do
estroma tumoral (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; HANAHAN; WEINBERG,
2011).

De um modo geral, as células cancerigenas continuardao a se multiplicar a
menos que haja alguma intervengdo cirurgica, tratamento farmacolégico ou
radioterapia. Todavia, ha alguns casos onde as células tumorais regridem sozinhas,

como em alguns melanomas ou certos tipos de cancer de rim (ROY; SAIKIA, 2016).

As mutagdes, que promovem as principais caracteristicas do cancer, tais como



alta proliferacdo, mecanismos de evitar a apoptose, entre outras, podem ser de
diversas origens, como pela heranga genética na linhagem germinativa, causadas por
fatores ambientais como radiagdo, substancias quimicas, ou infecgbes virais, ou
podem surgir de forma espontanea. Além disso o estilo de vida, alimentagdo e a
microbiota estdo associados ao surgimento desta doenga (ALBERTS et al., 2002;
SCHWABE; JOBIN, 2013).

As células humanas possuem diversas maneiras de proteger 0 nosso
organismo de células com mutagées que podem potencialmente contribuir para o
desenvolvimento de canceres. Dentre elas, ressaltam-se: 1) alteragdes em diversos
tipos de genes que podem contribuir para a tumorigénese. Estes podem ser
classificados como oncogenes (como MET e RET), genes supressores de tumores
(como TP53 e PTEN) e genes de estabilidade genémica (como BRCA71 e BRCAZ2)
(VOGELSTEIN; KINZLER, 2004); 2) alteragbes epigenéticas como o aumento da
metilacgdo do DNA que resulta no silenciamento anormal de genes, além do
posicionamento do nucleossomo que pode manter as células tumorais em constate
estado de autorrenovacdo (AHUJA; SHARMA; BAYLIN, 2016); e 3) alteragdes
transcricionais e pos transcricionais que podem influenciar na tradug¢ao, onde a fungao
dos microRNAs e RNAs n&o codificantes estdo em grande evidéncia, seja como um
possivel alvo terapéutico, como biomarcador ou até mesmo como uma ferramenta
para prever prognosticos (ANASTASIADOU; JACOB; SLACK, 2018; GARZON;
MARCUCCI; CROCE, 2010; KIM, 2017).

Além do controle genético, multiplas vias de sinalizagdo celular estédo
envolvidas no processo do desenvolvimento tumoral de diversos tipos de canceres,
tais como o da polipose adenomatosa familiar do célon (APC), do oncogene associado
ao glioma (GL/), do fator de transcricdo induzivel por hipoxia (HIF)-1, da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e dos receptores tirosina quinases (RTKs), dentre
outros, o que pode delimitar qual terapia antitumoral sera escolhida (HUNTER, 2000;
VOGELSTEIN; KINZLER, 2004).

Ampliando entdo estes conceitos, Hanahan e Weinberg revisaram e
propuseram as principais caracteristicas do cancer, a saber: “autossuficiéncia em
sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais de inibicdo do crescimento
(anticrescimento), evasdo da morte celular programada (apoptose), potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e invasdo de tecido e metastase”



(HANAHAN; WEINBERG, 2000) — e, mais recentemente — “o0 desregulamento da
energia celular, a maneira de evitar a destruicao pelo sistema imune, a instabilidade
genbmica e mutagdes, assim como a inflamagdo promovida pelos tumores”
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Desta forma sabe-se que o cancer possui a habilidade de sustentar a
proliferagdo celular crénica por meio da 1) autoprodugédo de ligantes de fatores de
crescimento celular; 2) sinalizagdo para o estroma estimulando as células normais a
produzirem fatores de crescimento para as células tumorais; 3) alteracdo de
receptores e/ou ativagao de vias de sinalizacdo de maneira independente dos fatores
de crescimento, ou ainda 4) interrup¢ao das vias de retroalimentagao negativa que iria
interromper a sinalizagdo. Uma vez que os fatores de crescimento se ligam a
receptores de superficie celular, usualmente contendo dominios intracelulares de
tirosina-quinase, irdo induzir o ciclo, crescimento, sobrevivéncia e metabolismo
energético das células. Neste contexto, as muta¢cdes mais comuns s&o nas vias da
MAPK (proteinas quinases ativadas por mitégenos) e PI3K (BHOWMICK; NEILSON;
MOSES, 2004; CHENG et al., 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Ademais, quando se fala sobre a patologia do céancer, a via de p53 é muito
importante. Esta proteina citoplasmatica é codificada pelo gene TP53 e tem como sua
principal fungao a regulagao do ciclo celular. Sua importancia se da pois esta via é
ativada principalmente por danos ao DNA (acido desoxirribonucleico), que culmina em
reparo do DNA, apoptose, senescéncia, inibicdo de angiogénese e metastase, ou
interrupgdo do ciclo celular (HARRIS; LEVINE, 2005; VAZQUEZ et al., 2008); além do
fato que esta via encontra-se alterada na grande maioria dos canceres, o que contribui
no agravamento destas doencgas (OZAKI; NAKAGAWARA, 2011).

Nao obstante, os tumores também possuem a capacidade de evadir os
supressores de crescimento. Muitos deles apresentam modificagdes em vias como a
do gene supressor tumoral do retinoblastoma (RB) e p53, o que permite entdo sua
proliferagdo continua (GOODRICH, 2006; VAZQUEZ et al., 2008).

Os tumores adquiriram também a capacidade de resistir a morte celular, por
meio da perda da funcao de supressao tumoral do TP53, do aumento de fatores anti-
apoptoéticos da familia BCL2 como BCL2 e BCL2L1 (bcl-xL), ou de fatores de
sobrevivéncia (como IGF 1/2); também por diminuir fatores pré-apoptéticos BAX, bim



(BCL2L11), puma (BBC3) (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011), ou ainda por
interromper a via de morte induzida pelos ligantes extrinsecos como no caso de CD95
(Fas/APO-1) e seu ligante, CD95L (PETER et al., 2015).

A angiogénese tumoral é importante para aumentar aporte sanguineo e,
consequentemente, a nutricdo e crescimento do tumor; desta maneira, as células
tumorais fazem uso de estratégias para aumentar esta atividade, aumentando os
ativadores ou diminuindo fatores inibidores de angiogénese. Desta forma, no céncer,
usualmente estdo aumentados os membros da familia de fatores de crescimento
vascular endotelial (VEGF), como VEGFA, fator de crescimento basico de fibroblasto
(bFGF / FGF2), angiogenina, fator de transformagéo do crescimento (TGF)-a, TGF-f3,
ou fatores liberados por células imunes como o fator de necrose tumoral (TNF)-a e
interleucinas; e estdo diminuidos os fatores inibidores de angiogénese, como
angiostatina, endostatina, interferon, fator plaquetario IV, trombospondina, fragmento
de prolactina de 16 kDa e inibidor de tecido de metaloproteinase-1, -2 e -3 (NISHIDA
et al., 2006).

Ao que tange a vascularizagao tumoral, é importante ressaltar também o efeito
de permeabilidade e retengdo aumentadas (do inglés Enhanced Permeability and
Retention, ou EPR), que consiste em uma elevada permeabilidade vascular e pouca
drenagem linfatica, o que muitas vezes é utilizado como padrao ouro para o sistema
de entrega de diversos agentes nanoterapéuticos nos tumores sélidos (MAEDA et al.,
2000).

Para manter sua replicagcao constante, as células tumorais mantem altos niveis
metabdlicos, muitas vezes reprogramando seu metabolismo como no conhecido
“efeito de Warburg” ou também conhecido como glicélise aerdbica, que consiste em
transformar a glicose em lactato mesmo na presenca de oxigénio. Embora o lactato
fornega menos energia que o oxigénio, a glicolise aerdbica é um processo mais rapido
que a dlicolise usual. (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016; VANDER HEIDEN;
DEBERARDINIS, 2017).

O aumento de lactato também contribui para uma das principais caracteristicas
dos tumores solidos, que € o pH (potencial de hidrogénio) acido do microambiente
extracelular tumoral. O lactato pode funcionar como um mediador inflamatério

intrinseco que aumenta a produgdo de interleucina (IL)-17A por células T e



macrofagos, resultando na promocédo da inflamagéo crénica em microambientes
tumorais. O lactato pode também inibir a ativacdo das células dendriticas. Além disso,
transportadores de Na*/H*, co-transportador H*-lactato e a bomba de prétons H*-
ATPase contribuem para esta caracteristica. Este pH extracelular acido ndo apenas
ativa enzimas lisossébmicas, como também induz a expressao de certos genes de
fatores pro-metastaticos por meio de uma cascata de sinalizacao intracelular. Devido
esta caracteristica, muitas nanoparticulas sensiveis ao pH, tumor-dirigidas, tem sido
desenvolvidas, apresentando melhor eficacia e menos efeitos adversos (KATO et al.,
2013; NA; YOU, 2002; SHENOY et al., 2005).

Dentre os processos de carcinogénese, um ponto importante para o
progndstico do paciente € a metastase, que seria a capacidade do cancer em invadir
outros tecidos. O estadiamento patolégico da metastase é descrito primeiramente pelo
tamanho e a invasao local de um tumor primario, depois metastase para os ganglios
linfaticos e, por ultimo, metastases distais. A metastase é um processo extremamente
complexo, envolto de mecanismos genéticos e/ou epigenéticos, mas altamente
ineficiente, ja que apenas uma pequena fragdo de células tumorais sao realmente
capazes de metastatizar completamente (RAY; JABLONS, 2009). O processo de
metastase pode ser dividido em: invasao local, intravasamento nos vasos sanguineos
e linfaticos circundantes, extravasamento (em outros tecidos), micrometastase
(formagao de pequenos nddulos de células cancerigenas) e colonizagao (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; RAY; JABLONS, 2009).

O processo de metastase depende de diversos fatores, tais como a perda de
E-caderina, que é muito importante para a aderéncia célula-célula, assim como da P-
caderina, além do aumento da N-caderina mesenquimal, que esta possivelmente
envolvida no processo de migracédo celular e invasividade. A superexpressao de
repressores da E-caderina, como Snail, Slug, Zeb1, ocorre no processo de metastase
e ha evidéncias que eles possam induzir a N-caderina (BERX; VAN ROY, 2009).

Desta forma, visando o processo de metastase, € importante ressaltar a
transicdo epitélio mesenquimal (EMT, do inglés epithelial-mesenchymal transition)
que, sucintamente, € um processo biolégico normal que esta alterado em diversos
tipos de tumores. A EMT permite que uma célula com fenétipo epitelial assuma um
fendtipo mesenquimal, que consistira no aumento da capacidade migratéria,

invasividade, além de resisténcia a apoptose elevada. O processo de EMT acontece



de forma natural, ou seja, ndo patolégica, em casos como durante a implantagao,
embriogénese, desenvolvimento de 6rgaos e regeneragdo tecidual. Todavia, no
cancer, esta diferenciacdo pode ocorrer devido a alteragbes genéticas que permitirdo
as células adquirirem o fenétipo mesenquimal e consequentemente, a disseminagao
metastatica, o que implica em um tipo maligno de tumor e maus progndsticos
(KALLURI; WEINBERG, 2009).

1.2 Glioblastomas

Conforme ja exposto, o cancer consegue de diversas formas desenvolver e
manter a sua patogenicidade; e muitos s&o os tipos de canceres. Os mais comuns
sao cancer de mama, pulmao e brénquios, prostata, colon, melanomas, corpo uterino
e linfomas (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017; INCA, 2016), todavia, os tumores
cerebrais carregam maus prognosticos, sendo o pior deles os glioblastomas (STUPP
et al., 2010).

Segundo a estimativa 2016/2017 do INCA,

o numero de casos novos de cancer do Sistema Nervoso Central
(SNC) estimado para o Brasil em 2016 foi de 5.440 casos em
homens e de 4.830 em mulheres. O cancer do sistema nervoso
central em homens € o oitavo mais frequente nas regides
Nordeste e Sul. Ocupa a 10? posigao na regiao Norte e na regiao
Centro-Oeste. Na regidao Sudeste é o 11° mais frequente. Para
as mulheres é o sexto mais frequente na regido Sul, e oitavo
mais frequente na regido Centro-Oeste. Na regiao Norte ocupa
a 102 posigcao. Enquanto nas regides Sudeste e Nordeste € 0 11°
(INCA, 2016).

Dentre os cénceres do SNC, estdo os gliomas, que compreendem o0s
glioblastomas (GB), os astrocitomas anaplasicos, os oligoastrocitomas anaplasicos
mistos e os oligodendrogliomas anaplasicos. De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), os gliomas s&o classificados como baixo grau (I / 1l) e alto grau (Il /
IV). Os glioblastomas, também chamados de glioblastomas multiforme (grau 1V) sao
0s mais comuns (de 60 a 70%) e agressivos dentre os tumores cerebrais primarios
em adultos, caracterizados pelo crescimento rapido, alta invasao, alta taxa de
recorréncia pos-remogao cirurgica e resisténcia a radio e quimioterapia (LOUIS et al.,
2007; STUPP et al., 2010; WEN; KESARI, 2008). Devido a localizagado no cérebro,
sua agressividade e baixo tempo de sobrevivéncia, o GB é considerado uma das

formas mais letais de cancer (ARVOLD et al., 2014).



Os sintomas mais frequentes dos gliomas em geral, principalmente nas fases
mais avangadas da doencga sao: sonoléncia e/ou perda progressiva de consciéncia,
disfagia (dificuldade de degluti¢cdo), déficit neuroldgico focal progressivo, convulsées,
incontinéncia urinaria, déficit cognitivo progressivo (perda de memoria, mudangas de
personalidade, apatia e problemas no funcionamento e no entendimento executivo),
cefaleia, confusdo/agitamento e dor corporal. Outros sintomas também podem
aparecer como fadiga, nausea e vOmitos, dispneia, constipacédo, e sintomas de
ansiedade e/ou depresséo (SIZOO et al., 2010).

A incidéncia dos GB varia de 3 a 5 por 100.000 em média, sendo crescente
conforme a idade, de 0,15 por 100.000 em criangcas até 15,03 por 100.000 em
pacientes com idade entre 75-84 anos. As taxas de sobrevivéncia diminuem conforme
a idade, sendo que apenas 5% dos pacientes diagnosticados com GB sobrevivem
apos 5 anos do diagndstico, mas esta taxa diminui para 2% em pacientes com 65 anos
ou mais (STUPP et al., 2010; WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016).

Agravando ainda mais este quadro, o GB possui diversos mecanismos
bioquimicos, genéticos e epigenéticos de promover a EMT, contribuindo

decisivamente para um mau prognostico desta doenga (IWADATE, 2016).

Pouco se sabe sobre os fatores de risco envolvidos em GB além da idade,
todavia, sabe-se que homens sdao mais afetados que as mulheres, assim como
brancos sao mais afetados que negros. A irradiagao ionizante do cérebro € o unico
fator de risco exdgeno reconhecido para o desenvolvimento do GB, porém ha
evidéncias, ainda que poucas, que o citomegalovirus (WIRSCHING; GALANIS;
WELLER, 2016) e o uso de celulares (HARDELL et al., 2007) podem aumentar o risco

de desenvolvimento de gliomas.

O projeto “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) propbs 4 subtipos de GB
separados por diferentes tipos de anormalidades genéticas e pelas caracteristicas
clinicas dos pacientes, denominados pré-neural, neural, classico e mesenquimal
(VERHAAK et al., 2010).

Assim como os demais tumores, o GB € um tumor heterogéneo, composto por
diferentes células com diferentes mutagdes. Muitas s&o as alteragbes genéticas
encontradas, tais como: 1) desregulagao da sinalizagao do fator de crescimento por

amplificagdo e ativagdo mutacional de genes de RTK, seja por ativagdo do receptor



do fator de crescimento epidérmico (EGFR; 40-50%), do receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas a (PDGFRA; cerca de 15%), ou do receptor do
fator de crescimento de hepatdcitos (HGFR, cerca de 5%); 2) ativagao da via da PI3K,
ou ainda 3) a inativagao de supressores tumorais como p53 e RB. Estudos realizados
pelo projeto TCGA revelaram alteragdes significantes, incluindo delegbes
homozigdticas nos genes da neurofibromatose tipo 1 (NF1) e Parkin RBR E3 ubiquitin
protein ligase (PARK2 / PRKN) e amplificagdes no gene da RAC-gama serina /
treonina proteina quinase (AKT3). Revelou-se também perda de heterozigosidade,
com a regiao mais significativa sendo 17p contendo TP53. Encontrou-se também
alteragdes da via RB (RB1, CDK4 e CDKNZ2A), e da via PI3K (PIK3CA, PIK3R1, PTEN
e IRS1). Outros estudos encontraram mutagcdes nos genes EGFR, aparecendo
ampliado em até 95% dos pacientes; isocitrato desidrogenase-1 (/IDH7),
principalmente em pacientes jovens com GB, o que foi associado a um bom
prognéstico (EDER; KALMAN, 2014; SZERLIP et al., 2012).

Outra classificacédo para os GB foi proposta, principalmente com o advento das
novas técnicas de imuno-histoquimica e marcadores genéticos, sendo entao
identificados como glioblastoma primario e secundario. As principais caracteristicas
dos GB primarios sdo aumento de EGFR, mutacdo em PTEN e perda completa do
cromossomo 10; ja nos GB secundarios, as principais caracteristicas sao perda de
199 e mutagdes em TP53 e perda de 19q e mutacdo em IDH1, sendo este ultimo o
principal marcador que diferencia os GB. Os GB primarios possuem origem
astrocitica, enquanto os GB secundarios provem de um astrocitoma difuso de baixo
grau ou de um astrocitoma anaplasico (OHGAKI; KLEIHUES, 2013).

A maioria das progénies de células iniciadoras de glioma apresentam
caracteristicas de astrdcitos, mas foi observada a diferenciagdo em células endoteliais
funcionais e periciticas, portanto é considerado a heterogeneidade das células
progenitoras e formadoras dos GB. Uma subpopulagao de células de GB denominada
“iniciadoras do glioma” (também chamadas de células tronco-semelhantes de glioma)
compartilha varias caracteristicas com células tronco e progenitoras neurais (NSPC),
incluindo a localizacdo em nichos perivasculares e hipdxicos. As células iniciadoras
do glioma parecem participar ativamente no crescimento, angiogénese, invasao e
resisténcia a radio e quimioterapias (WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016).



Os astrdocitos possuem diversas fungdes no sistema nervoso central (SNC),
como sinaptogénese, neurotransmissao, regulagao trofica e formagado de barreira
hematoencefalica, inclusive os transportadores de glutamato GLT1 (SLC71A2) e
GLAST (SLC1A3), envolvidos na modulagao das neurotransmissdes e impedindo a
excitotoxicidade, sdo utilizados como marcadores para diferenciar os dois tipos de
astrocitos, pois em adultos ha expressdo de GLT1 no cértex, areas de matéria
cinzenta do hipocampo e medula espinhal, enquanto GLAST € expresso no cerebelo,
giro dentado do hipocampo e medula espinhal. (CHABOUB; DENEEN, 2013).

Além dos receptores glutamatérgicos, os astrocitos também possuem
receptores GABAérgicos, adrenérgicos, purinérgicos, serotoninérgicos, muscarinicos
e peptidérgicos (PORTER; MCCARTHY, 1997). Receptores glicocorticoides (GR)
também foram encontrados elevados nas células periféricas de GB (ELLEMANN et
al., 1988), o que pode explicar o potencial citotdxico de glicocorticoides sintéticos, tais
como a dexametasona, para o tratamento desta neoplasia (KAUP et al., 2001; ZIBERA
et al., 1992).

Usualmente o diagnéstico dos GB é feito por imagem por meio de ressonancia
magnética. Seu tratamento se da por remogéo cirurgica / biopsia, seguido de radio e
quimioterapia, e terapia com altas doses de corticosteroides para diminuir o edema
cerebral, o qual caracteriza um importante sintoma nestes pacientes (STUPP et al.,
2010; WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016). Contudo o GB ainda é considerado
incuravel por muitos autores (ALDAPE, K., ZADEH, G., MANSOURI, 2015).

Mesmo assim, novas formas de diagndsticos para gliomas e GB estdo sendo
estudadas e aprimoradas, sejam por marcadores epigenéticos ou moléculas
circulantes, como o DNA tumoral circulante (ctDNA) e microRNAs (miRNAs) que s&o
considerados relativamente estaveis no plasma e soro (BEST et al., 2015).

1.3. Tratamento de GB: dificuldades e alternativas farmacologicas

Dentre os antineoplasicos mais utilizados para o tratamento de GB estdo a
cisplatina e a temozolomida, farmacos com baixa toxicidade seletiva para o paciente
e efeitos colaterais bastante severos (WANG et al., 2017). Além disso, como ja
mencionado, o aumento na expressdao de GR nas células periféricas de GB

(ELLEMANN et al., 1988), indica o potencial citotéxico de glicocorticoides sintéticos,



tais como a dexametasona, para o tratamento desta neoplasia (KAUP et al., 2001;
ZIBERA et al., 1992).

A terapia antitumoral, seja por quimioterapia ou radioterapia, pode induzir a
morte por necrose, 0 que por sua vez induzira a inflamacgao local, contribuindo para a
regeneracgao do tecido lesionado. Esta inflamagao possui um resultado ambiguo, pois
por um lado pode promover o crescimento tumoral, assim como a necrose que
acompanha o crescimento rapido do tumor, provavelmente pela liberacdo de fatores
pré-inflamatérios que podem contribuir para angiogénese, proliferagdo das células
tumorais e invasividade. Por outro lado esta inflamagao pode melhorar a resposta
imune antitumoral (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Quanto a terapia antitumoral, novas abordagens tém sido introduzidas nos
protocolos padrdes de tratamento e os conceitos como a de medicina personalizada
e medicina de precisédo tém ganhado bastante atengédo. A medicina personalizada visa
uma abordagem mais individualizada do paciente, verificando suas alteragdes
genéticas, por exemplo. J& a medicina de precisdo visa atender subpopulag¢des
distintas a fim de melhorar sua terapia ao considerar habitos alimentares, estilo de
vida, entre outros exemplos (KIM, 2017; SCHORK, 2015; WEIL, 2018).

Idealmente, além de apresentar efeitos adversos menos pronunciados, os
agentes antineoplasicos devem superar as barreiras fisiolégicas como a barreira
hematoencefalica (BHE) (WEIDLE; NIEWOHNER; TIEFENTHALER, 2015). ABHE ¢é
uma barreira que impede o influxo da maioria dos compostos do sangue ao cérebro,
permitindo um controle homeostatico estavel do SNC, que é essencial para a atividade
cerebral normal. E composta por células endoteliais, terminagdes de astrdcitos e
pericitos. Possui jungdes ocludentes presentes nas células endoteliais, composta por
claudinas, ocludinas e moléculas de ades&do juncional, além de proteinas
citoplasmaticas acessoérias, que seletivamente impede o transporte da maioria de
substancias do sangue para o SNC. As células endoteliais também s&o envoltas por
uma matriz extracelular especializada e por uma membrana basal composta por
colageno tipo 1V, fibronectina, laminina, tenascina e proteoglicanos, além de sistemas

de transportes.

Para transpor a BHE, uma molécula deve apresentar requisitos como

lipofilicidade — muitas vezes relacionado ao coeficiente de particdo octanol / agua —



que facilitara sua difusao passiva e massa molecular inferior a 500 Da. Ainda que em
algumas doencgas ou quadros clinicos ocorra maior permeabilidade da BHE, como em
casos de infecgao por HIV (virus da imunodeficiéncia humana), encefalopatia séptica,
ou até na presenca de tumores cerebrais, a baixa permeabilidade em geral da BHE é
uma dificuldade para o tratamento de doengcas no SNC (BALLABH; BRAUN;
NEDERGAARD, 2004; LAQUINTANA et al., 2009; SERLIN et al., 2015; WEIDLE;
NIEWOHNER; TIEFENTHALER, 2015).

1.3.1. Cisplatina

A cisplatina é um composto de platina com geometria planar quadrada, com
férmula molecular Pt(NH3)2Cl2 e massa molecular de aproximadamente 300 g/mol;
também chamada de cis-diaminodicloroplatina (II). Possui baixa solubilidade em agua
e € um agente antineoplasico citotoxico utilizado no tratamento de diversos tipos de
cancer. Foi primeiramente sintetizada por M. Peyrone em 1844 e sua estrutura
quimica foi determinada por Alfred Werner em 1893; todavia foi na década de 1960
que Barnett Rosenberg e colaboradores perceberam o potencial de compostos de
platina na inibicdo de divisdo celular em bactérias Escherichia coli, levantando a
hipétese que este composto poderia ser utilizado na quimioterapia antitumoral. Em
1978 o primeiro composto de platina foi aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) para fins de tratamento antineoplasico (DASARI; TCHOUNWOU,
2015).

A estrutura molecular da cisplatina é formada por um atomo de platina central,
rodeado por dois atomos de cloro e dois grupos de ambnia em uma configuragao cis
(figura 1). Os outros compostos de platina se assemelham por possuir o nucleo de

platina rodeado por grupamentos na posicéo cis (BARABAS et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura quimica da cisplatina. (adaptado de DASARI; TCHOUNWOU, 2015).



Embora a cisplatina apresente alta taxa de ligagao as proteinas plasmaticas,
(aproximadamente 90%), na célula, ela costuma ser encontrada no citosol e nao
ligada a proteinas. Inicialmente distribuida para todos os tecidos, mas na primeira
hora, tende a se acumular no rim, figado, musculo e pele. Apresenta tempo de meia
vida plasmatica de 20 a 30 minutos, clearence de 15 a 16 L/h/m? e volume de
distribuicdo aparente entre 11 e 12 L/m2. Os complexos entre a albumina e a platina
da cisplatina ndo se dissociam de forma significativa, e por isso, apds 6 horas de
perfusao intravenosa de cisplatina em pacientes com fung¢éo renal normal, o composto
é lentamente eliminado com uma meia-vida minima de trés dias ou mais, sendo
encontrados niveis de platina plasmaticos até 12 dias depois da administracéo. E
eliminada preferencialmente pela urina na sua forma primaria ou o seu produto
hidrolisado  citotoxico, o ion cis-diaminoaquacloroplatina (ll) (complexo
monohidratado, figura 2) (ANDERSSON et al., 1996; BARABAS et al., 2008;
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, 2010), possui o pKa em torno de 6 e logP -2
(ANDERSSON et al.,, 1994; BERNERS-PRICE et al., 1992; WILSON; LIPPARD,
2012).

Primeira Hidrélise ~ Segunda Hidrdlise
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Figura 2. Hidrdlise da cisplatina (adaptado de LAU; ENSING, 2010).

Embora amplamente utilizada, a cisplatina apresenta diversos efeitos adversos
sistémicos, principalmente a nefrotoxicidade, além de hipocalemia, hipomagnesemia,
toxicidade gastrintestinal, mielossupressao, cardiotoxicidade, ototoxicidade,
neurotoxicidade e sindrome da secrecdo inapropriada de horménio antidiurético
(SIADH). A nefrotoxicidade da cisplatina € dose- e tempo-dependente e é aumentada
pelo uso concomitante de outros agentes nefrotoxicos e/ou vomitos induzidos pela
cisplatina, que por sua vez, fazem com que o paciente perca ainda mais liquidos. A
area mais afetada do rim é o tubulo proximal, o qual sofre necrose e apoptose devido
a administragéo de cisplatina (BARABAS et al., 2008; DASARI; TCHOUNWOU, 2015),
pois a concentragao de cisplatina nas células epiteliais do tubulo proximal é cerca de



5 vezes maior que a concentracdo sérica (KUHLMANN; BURKHARDT; KOHLER,
1997).

Assim que entra na célula, a cisplatina é ativada ao trocar seus atomos de cloro
por moléculas de agua (figura 2) pois o ambiente intracelular possui menor gradiente
de cloro que o extracelular. Este produto hidrolisado € um potente eletréfilo que pode
reagir com qualquer nucledfilo, o que inclui atomos doadores de nitrogénio no DNA e
RNA, assim como grupos sulfidrila em proteinas e a glutationa, entre outros.
Primeiramente este produto se liga ao DNA, preferencialmente as bases puricas
(adenina e guanina) ao ligar-se ao centro reativo N7 (figura 3.A), bloqueando a divisdo
celular, a transcri¢cdo e outras fung¢des nucleares, resultando em morte por apoptose.
A conformacgéo cis da cisplatina permite ligacées cruzadas 1,2 ou 1,3-intrafita entre
residuos de guanina com a cisplatina (figura 3.B), sendo esta a principal caracteristica
nas mudangas do DNA. Todavia a cisplatina pode se ligar a dois sitios na mesma
cadeia de DNA, mas em fitas distintas (interfita) (BARABAS et al., 2008; BOULIKAS;
VOUGIOUKA, 2003; DASARI; TCHOUNWOU, 2015).

Figura 3. Formagéd dos adutos de cisplatina. A. Estrutura quimica geral das purinas, onde
o centro reativo N7 esta evidenciado com a seta. B. Ligagao intrafita da cisplatina ao DNA
(adaptado de (WANG; LIPPARD, 2005).

Uma vez ligada ao DNA, a cisplatina impede o ciclo celular principalmente na
fase G2/M, via p53, ao ativar as quinases ATM (proteina Ataxia Telangiectasia

Mutada) e ATR (proteina relacionada a ATM e Rad3), que irdo fosforilar e ativar a p53.



A p53 ativada, por sua vez induzira a apoptose mitocondrial dependente da familia
Bcl-2 (SHARMA et al., 2018; SIDDIK, 2003).

Resumidamente, o dano ao DNA estimula a via intrinseca da apoptose,
resultando na liberagao do citocromo-c da mitocondria, ativando a caspase iniciadora
9, que por sua vez ativara a caspase executora 3, que culminara em uma cascata de
eventos, tais como: ativagdo de endonucleases que resultara em degradagao do DNA
cromossomal, ativacdo de proteases e consequente degradagdo das proteinas
nucleares e do citoesqueleto, condensagao da cromatina e citoplasma, fragmentagao

nuclear e por fim, formagao dos corpos apoptéticos (ELMORE, 2007).

A cisplatina também induz a formagao de espécies reativas de oxigénio que
desencadeiam a morte celular além do dano do DNA. A mitocéndria é o alvo principal
para o estresse oxidativo induzido por cisplatina, resultando em perda do grupo
sulfidrila da proteina mitocondrial, inibicdo da absor¢do de calcio e reducdo do
potencial da membrana mitocondrial, além do o esgotamento da glutationa
antioxidante, sendo assim capaz de mudar o equilibrio redox celular (BOULIKAS;
VOUGIOUKA, 2003; DASARI; TCHOUNWOU, 2015; DUGBARTEY; PEPPONE; DE
GRAAF, 2016).

1.3.2 Dexametasona e glicocorticoides

A terapia combinada com glicocorticoides (GC) para o tratamento de edemas
associados a tumores cerebrais tem sido utilizada ha décadas (DIETRICH et al.,
2011).

Os GC sao hormdnios esteroides polifuncionais produzidos e liberados pelo
cértex da glandula suprarrenal e desempenham vastos efeitos fisioldgicos essenciais
para a vida, como efeitos metabdlicos, anti-inflamatoérios, crescimento esquelético,
funcdo cardiovascular, reproducéo e cognigdo. O controle enddégeno dos GC é feito
pelo eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA, do inglés hypothalamic-pituitary-adrenal).
Seu uso clinico é principalmente baseado em suas propriedades imunossupressoras
e anti-inflamatérias (BECKER, 2013; OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013).

Uma das principais caracteristicas da inflamacdo é o aumento da
vascularizagao, que por sua vez culminara em alguns dos sinais mais proeminentes

da inflamagao como rubor, edema e calor (BECKER, 2013).



Neste contexto, GC sintéticos tém sido utilizados, desde a década de 1950, no
tratamento anti-inflamatério e no controle de edemas, principalmente nos casos de
tumores cerebrais. Dentre eles, podemos mencionar a dexametasona, que foi
primeiramente sintetizada em 1958 e, até o momento, continua sendo o farmaco de
escolha para tumores cerebrais, principalmente pelo baixo indice de retencao de sédio

e agua em comparagao aos outros corticosteroides (DIETRICH et al., 2011).

Apesar do grande uso dos GC sintéticos na clinica — como no tratamento de
doengas como asma, alergia, artrite reumatoide e até para leucemias, linfomas e
mielomas — seu uso é limitado em decorréncia de seus diversos efeitos adversos, tais
como “osteoporose, atrofia da pele, diabetes, obesidade abdominal, glaucoma,
retardo de crescimento em criangas e hipertensdo” (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013).

Os GC difundem-se através da membrana plasmatica e se ligam a receptores
de glicocorticoides (GR, do inglés glucocorticoid receptor) citosdlicos, os quais s&o
expressos em quase todas as células do corpo. Apds a ligagao e formagao de um
complexo com o receptor, o complexo GC-GR sofre dimerizacao e é transportado para
0 nucleo, onde se liga aos sitios GRE (do inglés glucocorticoid-responsive elements)
na regido promotora dos genes alvos, cuja transcricdo podera ser aumentada ou
inibida, dependendo dos fatores locais (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013; RHEN;
CIDLOWSKI, 2005).

Além de sua acdo GRE-dependente, os GC, ao se ligarem aos GR, podem
modular a atividade de outros fatores de transcrigéo, alterando a expressao de genes
que nao apresentam sitios GRE em suas sequéncias. Por exemplo, o complexo GC-
GR no nucleo pode interagir com os fatores de transcrigao pro-inflamatérios AP1 (do
inglés activator protein 1) e NF-kB (do inglés nuclear factor Kappa B), de forma a
antagonizar suas atividades, pois 0 GR se liga diretamente a subunidade Jun do AP1e
a subunidade p65 do NF-kB, interferindo assim na atividade transcricional de ambos.
Esta forma é considerada o mecanismo primario pelos quais os GC regulam a
inflamacgao (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013).

Além disso os GC podem inibir a produgao de prostaglandinas — essencial para
o processo inflamatério — de varias maneiras: ao induzir e ativar a anexina |, induzir a
fosfatase 1 da via das MAPK e pela repressdo da transcrigdo da ciclooxigenase 2.

Anexina | € uma proteina anti-inflamatéria que interage e inibe a fosfolipase A2a



citosolica, desta forma bloqueia a liberacdo de acido araquiddnico e sua posterior
conversdo em eicosanoides (como prostaglandinas, prostaciclinas tromboxanos e
leucotrienos). A fosfatase 1 € uma inibidora das vias de sinalizagdo da quinase N-
terminal c-Jun (JNK) e p38 da MAPK, que podem contribuir para a expressao de
mediadores inflamatérios. Por fim, outra maneira de inibir a inflamacgao pelos GC, esta
na diminuicdo de RNAm de genes de proteinas inflamatérias, tais como a
ciclooxigenase 2 e o VEGF (CLARK; LASA, 2003; RHEN; CIDLOWSKI, 2005).

Além das propriedades anti-inflamatérias citadas acima, os GC, em altas doses,
podem induzir morte celular, por autofagia ou apoptose, seja por desfosforilar a
enzima Akt, da via da PI3K, pela inducao de fatores pro-apoptéticos como Bax e Bim,
ou reducgao de fatores anti-apoptéticos como bcl-2 e bel-xl (LAANE et al., 2009; RHEN;
CIDLOWSKI, 2005; WU et al., 2013).

A dexametasona pertence a classe dos anti-inflamatorios esteroidais ou
também chamados de glicocorticoides ou corticosteroides, € um analogo sintético do
cortisol, que possui formula molecular C22H290FOs, massa molecular em torno de 392
g/mol, é considerada de 25 a 30 vezes (aproximadamente) mais potente que o cortisol,
sendo comercializado na forma de pds, comprimidos, solu¢des, pomadas, cremes,
aerossois orais e intranasais. Possui a habilidade de penetrar o SNC e nao possui as
propriedades de retencao de sal de outros horménios adrenais relacionados. Possui
volume de distribuicdo aparente de 2 L/Kg; meia-vida de 1,88 a 2,23 horas; pKa de
12,42; logP entre 1,68 e 1,93; excregdo em larga escala pelos rins, mas também
ocorre na bile em menor proporgdo (PUBCHEM; ANVISA).

Apesar da terapia com temozolomida ou cisplatina combinada aos GCs, da
remogao cirurgica e radioterapia serem o padrao ouro para a terapia antineoplasica
no tratamento de GB, os casos de falhas terapéuticas, recidiva elevada e mau
prognéstico sdo muito relatados. Portanto, a otimizagao terapéutica com os objetivos
de diminuir os efeitos adversos e melhorar a entrega dos farmacos € mandatéria e a
utilizagcdo de nanocarreadores como ferramentas farmacologicas devem ser
considerada nesse cenario (CHAREST et al.,, 2012; DOBELBOWER et al., 2011;
EBLAN; WANG, 2013; HUANG et al., 2008; WELLER et al., 2013).

1.4 Nanotecnologia e nanoemulsdes



A nanotecnologia visa fabricar, manipular, caracterizar e assim aplicar
estruturas que ao menos uma de suas dimensdes encontra-se em escala
nanomeétrica, ou seja, um milionésimo de milimetro, as quais apresentam
propriedades unicas que muitas vezes ndo sdo encontradas na escala macro.
(SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

O prefixo “nano” deriva da palavra grega designada para ando. Atribui-se ao
fisico Richard Feynman a introdugdo da ideia de manipulacdo da matéria na
nanoescala em 1959, em sua palestra intitulada “There’s plenty of room at the bottom”.
Mas o termo “nanotecnologia” s6 foi cunhado em 1974 pelo pesquisador Norio
Taniguchi, da Universidade de Toquio, para se referir a engenharia de materiais na
faixa nanométrica (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Desde entado, diversos eventos se sucederam no campo da nanotecnologia e
uma das subareas criadas foi a da nanomedicina, que envolve a utilizacdo de
nanoestruturas para monitorar e reparar sistemas bioloégicos em nivel molecular
(YANG, 2010).

O sistema de entrega de farmacos para os diferentes compartimentos do corpo
humano enfrenta diversas dificuldades, assim como inflamacgéao inespecifica, efeitos
adversos aumentados, uma baixa liberacdo controlada dos farmacos e baixa
especificidade nos sistemas de administragdo. Uma solugao para este problema é
uma entrega eficiente e especifica, dentre eles, estao inseridas as nanoparticulas, a
fim de promover transportadores personalizados. Além disso, as nanoparticulas
podem aumentar a poténcia e diminuir os efeitos indesejados e outros efeitos
adversos dos medicamentos; como no caso do tratamento do céancer, as
nanoparticulas podem ser capazes de aumentar o acumulo e a liberagao controlada
de agentes farmacologicamente ativos no microambiente tumoral, melhorar a eficacia
terapéutica e diminuir a intensidade dos efeitos adversos nos tecidos saudaveis.
Podem também, potencialmente, aumentar a protecao dos farmacos, evitando sua
degradagao, imunogenicidade inespecifica e pode levar a um EPR elevado (JURJ et
al., 2017).

Desta forma foram criados nanocarreadores como lipossomos, dendrimeros,
quantum dots, micelas poliméricas, nanoparticula de 6xido de ferro etc., a fim de

diagndstico ou tratamento das mais diversas doencas (YANG, 2010). Na area



farmacolégica, as nanoparticulas séo utilizadas para encapsular e/ou carrear 0s
farmacos e, devido seu tamanho, sdo capazes de atravessar barreiras bioldgicas ou
facilitar o transporte através delas e promover direcionamento ao tecido alvo (VIEIRA;
GAMARRA, 2016).

A partir disso, na farmacologia, tenta-se cada vez mais melhorar o sistema de
entrega das nanoparticulas nos seus alvos biolégicos e, consequentemente, a entrega
dos farmacos. Um desafio dos maiores desafios do campo é promover a transposicao
da BHE (OLIVIER, 2005).

Dentro deste contexto, uma abordagem promissora no tratamento de céancer
estdo as nanoemulsdes (NE)s, que sao nanocarreadores multifuncionais capazes de
aumentar o potencial de liberagdo dos agentes citotoxicos, portanto, melhorando o
tratamento do cancer, aumentando o tempo e a qualidade de vida do paciente
(PANDEY et al.,, 2018). NE pode ser definida como uma dispersdo de liquidos
imisciveis, no qual goticulas em nanoescala de um liquido estédo dispersas em outro,
e sao estabilizadas por agentes tensoativos. As nanoemulsdes, assim como as
emulsdes em grande escala, podem ser 6leo em agua (O/A), ou agua em 6leo (A/O).
No caso de NE O/A (figura 4), o nucleo lipofilico apolar pode ser constituido por
substancias apolares como mono-, di- ou trigliceréis (GANTA et al., 2014).

Tensoativo Fa se

oleosa

Figura 4. Nanoemulsado. Esquema exemplificando o arranjo interno de um sistema de
nanoemulséo 6leo em agua (O/A).

Muitos sao os atributos que podem ser conferidos as NEs, tais como tamanhos
variados, cargas de superficie, estabilidade a longo prazo, circulagdo sanguinea

prolongada, habilidade de se ligar a alvos especificos. Modificagbes podem ser



realizadas para superar barreiras anatémicas e fisioldgicas, ou simplesmente servir
como veiculo para a entrega de farmacos para sitios especificos. NEs sao utilizadas
geralmente para carrear farmacos de propriedades fisico-quimicas diversas, incluindo
compostos lipofilicos, tais como a dexametasona, anfotericina B, ou até as vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K), de modo que melhore a solubilidade e biodisponibilidade,
além de promover protegcédo contra a degradagdo enzimatica e hidrdolise. Quanto ao
seu tamanho, idealmente, nanocarreadores devem ser maiores que 10 nm para evitar
a rapida filtracdo renal e menores que 100 nm, para dificultar o reconhecimento por
células fagocitarias mononucleares. Ja em relagdo especificadamente as NEs, o
tamanho deve ser menor que 200 nm, ter carga proxima a neutralidade ou,
preferencialmente anibnicas, pois estudos evidenciam que essa caracteristica evita a
depuracdo e assim, aumenta o tempo de circulagdo. A superficie das NEs sao
usualmente recobertas com polimeros hidrofilicos como PEG (polietilenoglicol),
poloxamers ou poloxaminas, a fim de aumentar o tempo de circulagdo ao evitar
adsorcdo de proteinas plasmaticas e reconhecimento das células fagocitarias
mononucleares (BHASKAR et al., 2010; GANTA et al., 2014).

Além de recobrir com polimeros, podemos usar de metodologias para criar
nanoparticulas sitio-dirigidas, com componentes que reconhe¢gam um o6rgao, tecido,
célula ou até uma organela intracelular. No caso de céncer, é usualmente utilizado
componentes, para ter como alvo transferrina, VEGF ou seu receptor VEGFR e EGFR
que estao geralmente superexpressos (HSIEH et al., 2012; MULIK et al., 2010; SHI et
al., 2015).

Outro ponto importante de se considerar no processo de delineamento e
fabricacdo das NEs sdo os tensoativos, os quais irdo estabilizar a interface 6leo e
agua da emulsdo. Ganta e colaboradores (2014) propdes 3 propriedades: “rapida
adsorcao da interface 6leo/agua; reduzida tensao interfacial e estabilizar a superficie

da NE por interacdes estéricas ou eletrostaticas”.

A estabilidade estérica € utilizada em diversos tipos de carreadores e
nanocarreadores, onde componentes, tais como polimeros ou tensoativos, inseridos
ou adsorvidos nas superficies de particulas, impedirdo a aproximacgao das particulas
para assim evitar a agregacao, resultando em uma dispersao estavel (ARAKI; WADA,;
KUGA, 2001; HARUN et al., 2018).



Desta forma, nossa hipétese é que por meio de uma NE contendo poloxamer
188 (P188), nds possamos melhorar a entrega de cisplatina e dexametasona as
células tumorais, pois o P188 parece auxiliar a passagem pela BHE e endocitose das
NE (WAGNER et al., 2012) e assim, diminuir a concentragdo destes farmacos e seus

efeitos adversos subsequentes.

6. CONCLUSOES

As NE desenvolvidas e caracterizadas estao dentro dos parametros esperados
para o tratamento de GB, pois apresentam uma dispersdo homogénea, com tamanho
médio menor que 200 nm e nao apresentam citotoxicidade significante dentro da

concentracio estudada.

A concentragao minima eficaz de dexametasona e cisplatina para incorporagéo
das NEs foram definidas e incorporadas aos nanocarreadores, observando que ha
diminuicao da viabilidade celular e da IC50 com a combinacéo dos farmacos quando

comparados aos farmacos isolados.

As NE contendo a combinagcdo dos farmacos cisplatina e dexametasona
apresentaram uma maior citotoxicidade em nossos modelos de cultura celular, pois
com as mesmas condi¢gdes experimentais, foram capazes de diminuir a viabilidade

celular in vitro e a IC50 da combinagao dos farmacos.
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