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1. INTRODUCAO

Gliomas constituem os tumores cerebrais so6lidos mais comuns em adultos
(MAHER e RAFELL, 2004) e representam cerca de 50% de todas as neoplasias
do Sistema Nervoso Central (PREUSSER et al., 2006; YIN et al., 2007; DUNN et
al., 2007), sendo caracterizados também por possuirem ampla heterogeneidade
histoldgica e clinica. Sua incidéncia vem aumentando e o tratamento empregado
atualmente € a cirurgia, quando possivel, seguido de radio- e/ou quimioterapia
(BUTOWSKI et al., 2006) sendo que a sobrevida média ap6s o diagndstico é de
até cinco anos, porém, pacientes diagnosticados com glioma de alto grau
(glioblastoma multiforme) sucumbem & doenca em apenas 6-12 meses
(HUNCHAREK e MUSCAT, 1998).

O Glioblastoma Multiforme (GBMs) é caracterizado histologicamente pela
presenca de células neoplasicas pouco diferenciadas com areas de proliferacéo
vascular e/ou necrose (SATHORNUSUMETEE et al., 2008), possuem descontrole
da proliferacdo celular, infiltracdo difusa no parénquima cerebral, angiogénese,
intensa resisténcia a apoptose e elevada instabilidade gendomica (LAWS e
SHAFFREY,1999). Os GBMs sdo quase sempre infiltrativos o que
frequentemente exclui a possibilidade de resseccdo cirirgica completa e a
barreira hematoencefalica (BHE) dificulta a entrega de medicamentos para a
massa tumoral (HUSE, 2009).

Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) convencionais sdo comumente
utilizados para tratar a dor e a inflamacéao, sendo inibidores de duas isoformas da
ciclooxigenase (COX): COX-1 e COX-2 (Buttgereit, 2001). A superexpressao da
COX-2, uma enzima chave na producdo de mediadores inflamatérios como as
prostaglandinas, esta associada com gliomas clinicamente mais agressivos e de
pior prognostico para os pacientes (SHONO et al., 2001). Foi demonstrado que os
AINEs possuem atividade antitumoral frente a diferentes linhagens celulares
(SADEGHI-ALIABADI, 2013). Nesse contexto eles podem constituir uma
estratégia interessante para a terapia anti-glioma. Assim, o cetoprofeno (acido [2-
(3-benzoilfenil) propandico]; (Figura 1) um AINE inibidor da COX, em formulacéo
de nanocéapsulas pode ser uma alternativa promissora para o tratamento dos
gliomas. Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito de nanocapsulas de
cetoprofeno sobre a proliferacéo in vitro e em modelo pré-clinico em gliomas.

2. METODOLOGIA
Preparacdo das nanocapsulas: As suspensdes de nanocapsulas de cetoprofeno
foram sintetizadas no laboratério de Nanofarmacos no departamento de Farmacia
Industrial da Universidade Federal de Santa Maria. As moléculas foram
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preparadas por deposicéo interfacial do polimero pré-formado. Na sequéncia o
perfil de libertacdo de cetoprofeno foi obtido pela técnica de difusdo de didlise
(dados ndo mostrados) e para comparacdo, as formulacdes sem o farmaco
(nanocépsulas branca), também foram preparadas.
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Figura 1. Estrutura quimica do cetoprofeno (acido [2-(3-benzoilfenil) propandico]).
(Fonte: Farmacopéia Brasileira, 2010).

Cultivo celular e tratamento: A linhagem de glioma de rato C6 foi obtida da
American Type Culture Collection (ATCC) e cultivada em DMEM suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SFB) e mantida a 37°C em atmosfera umidificada e
5% de CO,. Para a cultura priméaria de astrécitos, o cOrtex de ratos neonatos
Wistar com idade entre 1 ou 2 dias foram removidos e dissociados segundo
protocolo especifico e cultivadas durante 15-20 dias com trocas de meio
ocorrendo entre 4 dias. As placas de 96 pocos foram tratadas com formulacdes
de cetoprofeno na forma livre ou em nanocépsulas em concentragfes de 1,10, 50
e 100 uM. Células tratadas com nanocapsulas branca ou DMEM/5% SFB foram
utilizadas como controle. Apos 48 e 72 h de tratamento, a viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT, o qual avalia a funcionalidade mitocondrial.
Foram realizados no minimo 3 experimentos independentes e os dados foram
analisados por ANOVA seguido por post-hoc de Tukey.

Modelo Pré-clinico de glioma: células de glioma C6 foram implantadas em
cérebro de ratos Wistar por meio de cirurgia estereotaxica. Cinco dias apds o
implante, os animais foram divididos em quatro grupos (1) Controle (DMSO -
controle veiculo); (2) NC (nanocapsula branca); (3) Ceto-Livre (3 mg/Kg/dia com
cetoprofeno dissolvido em DMSO); (4) Ceto-NC (3 mg/Kg/dia com cetoprofeno em
nanoencapsulas) e tratados durante 15 dias. Ao final do tratamento, os animais
foram eutanaziados e os tumores implantados foram analisados por coloragao
histolégica HE. Os dados foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de
Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Enquanto que o tratamento com cetoprofeno na forma livre (CL) né&o
promoveu alteragdo na proliferacao celular de glioma C6 em cultura (modelo in
vitro), esse farmaco na forma nanoencapsulada (CN) reduziu em torno de 40 a
50% a viabilidade das células nas doses de 50 e 100 uM, respectivamente, em
ambos os tempos (48 e 72 h) quando comparados com o controle (NC) (Tabela
1). Além disso, as formulagbes de cetoprofeno ndo promoveram citotoxicidade
nas culturas de astrocitos, células analogas normais, indicando uma seletividade
de efeito (Tabela 2).

No modelo pré-clinico de glioma, o tratamento com Ceto-NC reduziu em
torno de 60% o volume dos tumores implantados o qual foi acompanhado de
diminuicdo das caracteristicas de malignidade, incluindo reducédo da presenca de
edema, proliferacéo vascular e hemorragia intratumoral (Tabela 3).



Tabela 1. Andlise da viabilidade celular de cultura de gliomas tratadas com

cetoprofeno.
Grupos Controle CL CL CL CL NC CN CN CN CN
1uM 10 uM 50 uM 100 uM 1uM 10 pM 50 uM 100 uM

C6-48 h 0,437 0,402 0,449 0,416 0,435 0,462 0,376 0,278* 0,266* 0,225*

C6-72 h 0,540 0,538 0,529 0,536 0,581 0,460 0,272 0,232* 0,217 0,236*

Células de glioma C6 foram tratadas com 1, 10, 50 e 100 uM de cetoprofeno na
forma livre ou em formulacdo de nanocapsulas e a viabilidade celular foi avaliada
pelo teste do MTT. Os dados foram expressos como média da absorbéancia e
foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. *diferenca
significativa quando comparado ao controle para um P < 0,01. CL (cetoprofeno na
forma livre); NC (nanocapsula-branca); CN (cetoprofeno em nanocapsulas).

Tabela 2. Analise da viabilidade celular de cultura primaria de gliomas tratadas
com cetoprofeno.

Grupos Controle CL CL CL CL NC CN CN CN CN
P 1pM  10pM  50puM 100 pM 1pM  10pM  50uM 100 pM

Ast-48h 0,543 0,532 0,538 0,395 0,585 0,458 0,540 0,404 0,378 0,448

Ast-72h 0,482 0,528 0,622 0,589 0,456 0,557 0,631 0,563 0,454 0,504

Culturas primarias de astrocitos foram tratadas com 1, 10, 50 e 100 pM de
cetoprofeno na forma livre ou em formulacdo de nanocépsulas e a viabilidade
celular foi avaliada pelo teste do MTT. Os dados foram expressos como média da
absorbéancia e foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. CL
(cetoprofeno na forma livre); NC (nanocapsula-branca); CN (cetoprofeno em
nanocapsulas).

Tabela 3. Caracteristicas histologicas dos gliomas implantados.

Controle (n=5) NC (n=5) Ceto-Livre (n=5) Ceto-NC (n=4)
Necrose coagulativa 4/5 3/5 3/5 1/4
Hemorragia Intratumoral 3/5 3/5 2/5 0/4
Infiltrag&o Linfocitaria 5/5 4/5 3/5 1/4
Edema Peritumoral 5/5 4/5 4/5 1/4
Proliferagdo Vascular 5/5 5/5 3/5 0/4

As variaveis histologicas (necrose coagulativa, hemorragia intratumoral, infiltracéo
linfocitaria, edema peritumoral e proliferacdo vascular) foram avaliadas quanto a
presenca ou auséncia.



4. CONCLUSOES

A principal inovacdo desse trabalho € a utilizacdo de farmacos na forma
nanoencapsulada, o qual constitui uma alternativa promissora para o tratamento
de tumores cerebrais, além de ampliar o leque de aplicacdes para farmacos ja
utilizados na terapéutica, como o cetoprofeno.

Considerando que o glioblastoma multiforme € um tumor letal e que néo
apresenta um tratamento efetivo, o efeito antitumoral apresentado pode
representar uma nova alternativa terapéutica para os pacientes, podendo ser
utilizada isoladamente ou em combinagdo com a quimioterapia padrao.
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