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RESUMO
E fato bem conhecido que a terapia moderna do cdncer se tornou um desafio
multidisciplinar, requerendo a colaboragdo entre as ciéncias da natureza e as engenharias,
particularmente a engenharia de materiais. Neste trabalho apresentamos nossos resultados
recentes acerca das propriedades biocompativeis e antitumorais do dendrimero de
poliglicerol salicilado (PGLD). A atividade antitumoral do nanosistema desenvolvido foi
testada contra a linhagem celular de cancer de mama (MCF-7). O nanosistema bioativo
desenvolvido apresentou atividade antiproliferativa, concentracdo dependente e efeito
citostdtico sobre a linhagem celular MCF-7. O PGLD induziu alteragoes morfologicas na
membrana celular da linhagem MCF-7, provavelmente associadas a morte celular por
apoptose. Os resultados obtidos indicam que o nanosistema desenvolvido poderad permitir um
melhor controle da cinética de libera¢do de quimioterdapicos, resultando em niveis
plasmdaticos terapéuticos com menores efeitos toxicos, representando um passo importante no

desenvolvimento de uma nova terapéutica para o cancer.

Palavras chave: Dendrimero de poliglicerol salicilado (PGLD), atividade antitumoral,

liberacdo controlada de farmaco.
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INTRODUCAO

Apesar de todo o avango alcangado na medicina clinica preventiva, o cancer é uma
ameaca oculta de surgimento inesperado. O cancer de mama ¢ o mais temido pelas mulheres
devido 4 sua alta frequéncia e principalmente pelos seus efeitos psicolégicos V. No Brasil, o
cancer de mama ¢ o que mais causa mortes entre as mulheres, sendo que o numero de novos
casos esperados para o ano de 2008 ¢ de 49.400. As taxas de mortalidade por cancer de mama
continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda seja diagnosticada
em estagios avangados .

Devido ao alto custo dos tratamentos hoje existentes e aos problemas decorrentes
destes, como efeitos colaterais e mutilagdes, existe uma grande necessidade de busca por
medicamentos menos dispendiosos, mais eficientes € com menores efeitos colaterais.

Um sucesso significante foi conseguido na area da quimioprevengdo com o uso do
acido acetilsalicilico (AAS) e de outras drogas antiinflamatorias ndo esteroidais (AINEs) para
prevenir neoplasia coloretal, de mama, dentre outras .

Através da inibicdo da enzima ciclooxigenase, 0 AAS inibe processos inflamatérios e
alguns processos relacionados a carcinogénese. Porém, devido ao seu carater nio seletivo,
também inibe processos fisioldgicos importantes como citoprotegdo da mucosa gastrica e
algumas fun¢des da coagulacao sanguinea @7,

A elevada funcionalidade e biocompatibilidade do dendrimero de poliglicerol (PGLD)
parece trazer uma luz a busca de um tratamento mais eficiente com menores efeitos colaterais.
O PGLD, ilustrado na Figura 1, ¢ um polimero solivel em agua que contém grupos hidroxilas
e ligacdes éter. A baixa citotoxicidade e a aprovacdo do poliglicerol (PLG) pela FDA, como
emulsificante nas industrias farmacéutica e alimenticia, fizeram dele um polimero promissor
para o uso no campo biomédico ®9)

A necessidade de uma elevada dosagem do AAS para o tratamento do cancer e o
periodo prolongado de tempo necessario para conseguir atingir melhoras no quadro clinico
sdo fatores limitantes no uso desse medicamento como quimiopreventivo ou quimioterapico.
Entretanto, devido as propriedades dos dendrimeros, como entrega controlada e vetorizada do

medicamento ao local alvo e por um periodo de tempo prolongado 101D tornam o conjugado

PGLD-AAS um sistema promissor para o tratamento do cancer.
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Figura 1: Dendrimero de poliglicerol.

MATERIAIS E METODOS

Teste de inibicdo do crescimento das células MCF-7

Para este ensaio foram utilizadas linhagem celular do cancer de mama MCF-7 (ATCC
namero HTB-22™) que foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 1% de antibioticos e antifungico e 1% de L-glutamina mantido em
estufa a 37°C com 5% de CO,.

Para o ensaio foi utilizada uma placa de Elisa com 96 pogos e foram distribuidas 6000
células por pogo. O composto PGLD-AAS ¢ o controle PGLD foram diluidos no intervalo de
dose 10 a 0,02% com o fator de diluigdo 1:2 no proprio meio de cultura RPMI 1640 sem os
suplementos e foram esterilizados por filtragdo em 0,45 uM.

Como controle positivo foi utilizado fenol 0,3% e como controle negativo o
polietileno molecular de alta densidade, ambos no intervalo de 100 a 6,25% com o fator de
diluicao 1:2. Todas as diluicdes foram analisadas em quadruplicata. A viabilidade celular foi
medida apds 72 horas de incubagdo, com a adigdo de MTS 0,2% + PMS 0,9%. A leitura foi
realizada duas horas depois em leitor de microplacas em 490 nm.

Os resultados foram expressos relacionando inibigdo do crescimento celular com
concentracdo do composto. Para o ajuste foi utilizado o modelo sigmoidal dose-resposta e

determinado a dose efetiva de 50%.

Andlise da morfologia das células MCF-7 submetidas a acdo do PGLD-AAS
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Neste ensaio foi utilizada uma placa de cultura de 12 pogos contendo 20.000 células
por pogo e adicionado a concentragdo da EC50% de PGLD-AAS e dos controles PGLD e
meio de cultura. Foram feitas fotos da cultura celular em diferentes intervalos de tempo

utilizando o microscopio invertido da marca Nikon e aumento de 200 vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de determinag@o da viabilidade celular foram realizados para se verificar as
alteracdes na sobrevivéncia das células MCF-7 quando tratadas ou ndo com o conjugado
PGLD-AAS, estabelecendo assim o tempo e concentracdes ideais de incubagdo com o
dendrimero bioativo. Observou-se que as células tratadas com o PGLD-AAS exibiram uma
diminui¢do da viabilidade celular de maneira dependente da dose de incubagdo. Notou-se que
o aumento da concentracdo do PGLD-AAS induziu uma diminuicdo da viabilidade das
células MCF-7, como pode ser observado na Figura 2, confirmando que a resposta ao
dendrimero bioativo ¢ dependente da dose utilizada. A Figura 3 demonstra que o extrato
PGLD-AAS possui atividade antiproliferativa com ICso calculada de 0,75 pg.mL’,

concentragdo dependente e efeito citostatico sobre a linhagem celular MCF-7.
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Figura 2: Influéncia da concentragdo de PGLD-AAS no ensaio de inibi¢do de crescimento de células

MCF-7. O percentual de crescimento foi determinado em ensaio MTS por 72 horas.
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Uma vez confirmada que a resposta das células MCF-7 ao PGLD-AAS era
dependente da concentragdo do bioconjugado, resolveu-se investigar as alteragdes
morfoldgicas decorrentes do uso do dendrimero bioativo. Apds tratamento com PGLD-AAS
observaram-se alteragdes morfologicas significativas das células MCF-7 provavelmente

associadas a morte celular por apoptose (Figura 3).

Figura 3: Microscopia por contraste de fase: em (A) observa-se o controle ¢ em (B) observa-se o efeito do

PGLD-AAS na morfologia das células MCF-7 em cultura in vitro. Aumento 200X.

CONCLUSOES
Os ensaios de biocompatibilidade sugerem que o conjugado PGLD-AAS possui
propriedades adequadas para o contato com o organismo humano e pode atuar funcionalmente

como transportador de quimioterdpicos. A atividade antitumoral contra células de cancer de

18° CBECiMat - Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 24 a 28 de Novembro de 2008, Porto de Galinhas, PE, Brasil.
9451



mama (MCF-7) indica que o bioconjugado PGLD-AAS exibiu atividade especifica para a

linhagem MCF-7, sendo observado apoptose celular resultante desta interagao.
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POLIGLYCEROL DENDRIMER: A NANOPLATFORM FOR CANCER THERAPY

ABSTRACT
It is well known that the modern treatment of cancer has become a multidisciplinary
challenge, requiring the collaboration between natural sciences and engineering, particularly
materials engineering. In this work we presented our recent results on the biocompatible and
antitumoral properties of salicilated polyglycerol dendrimer (PGLD). The antitumoral
activity of developed nanosistem was tested against the breast cancer cell line (MCF-7). The
bioactive nanosistem developed presented antiproliferative activity, concentration and
dependent cytostatic effect on the cell line MCF-7. The PGLD induced morfologic changes in
MCF-7 cell line membrane, probably associated with cell death by apoptosis. The results
indicate that the nanosistem developed could allow better control on the kinetics of
chemotherapics release, resulting in therapeutic plasma levels with fewer toxic effects,

representing an important step in the development of a new cancer therapy.

Key words: Salicilated polyglycerol dendrimer (PGLD), antitumoral activity, drug system
delivery.
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