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RESUMO

Os glioblastomas multiformes (GBM) sdo considerados o subtipo mais
agressivo, invasivo ¢ comum de tumor cerebral maligno primadrio, estando associado
com uma alta taxa de mortalidade e um prognéstico desfavoravel, além de um
tratamento complexo. Nesse cenario, apesar de avangos relacionados a terapias contra
glioblastoma, esses métodos ainda apresentam diversos efeitos colaterais e riscos ao
bem-estar ¢ qualidade de vida dos pacientes, salientando a necessidade de novas
abordagens terapéuticas. Considerando essa necessidade, diversas técnicas vém sendo
estudadas como alternativas de métodos terapéuticos, como a nanoformulac¢ao, mais
especificamente os sistemas de entrega de medicamentos, que vém sendo
desenvolvidas a fim de contornar as problematicas apresentadas pelas terapias
administradas atualmente. Assim, neste estudo, foi avaliada a atividade antitumoral in
vitro do composto 8-hidroxiquinolina (8-HQ) administrado na nanoformulagdo
self~-nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDD) e em sua forma livre, nas
linhagens U87-MG de glioblastoma e 1929 de fibroblastos. A citotoxicidade do
medicamento em ambas as formas foi avaliada nas duas linhagens celulares e
comparada com a citotoxicidade da temozolomida (TMZ), o quimioterapico padrao
utilizado no tratamento de glioblastoma. A 8-HQ nanoencapsulada apresentou mais
ativa contra as células cancerigenas, com uma CCs, de 522,11 £ 13,63 uM a 24 horas e
67,37 £ 0,8 uM a 72 horas, porém também apresentaram citotoxicidade significativa
contra os fibroblastos, enquanto a 8-HQ livre ndo apresentou atividade antitumoral e
se mostrou ser toxica contra fibroblastos. Por sua vez, a TMZ apresentou atividade
antitumoral com uma CCy, de 1447,69 + 19,85 uM a 24 horas e 1863,81 £43,79 uM a
72 horas e apresentou citotoxicidade contra fibroblastos. Portanto, os resultados
apresentados evidenciam o potencial da nanotecnologia no desenvolvimento de novos
métodos terapéuticos contra glioblastomas, apesar da necessidade de mais estudos

acerca da citotoxicidade demonstrada em fibroblastos.

Palavras-chave: Glioblastoma. Nanotecnologia. SNEDD. 8-hidroxiquinolina.



ABSTRACT

Glioblastomas multiforme (GBM) are considered the most aggressive,
invasive, and common subtype of primary malignant brain tumor, and they are
associated with high mortality rates and an unfavorable prognosis, as well as complex
treatment. In this context, despite advances in therapies against glioblastoma, these
methods still present various side effects and risks to patient well-being and quality of
life, highlighting the need for new therapeutic approaches. Considering this need,
several techniques have been investigated as alternative therapeutic methods, such as
nanoformulation—more specifically drug delivery systems—which have been
developed to overcome the issues presented by current therapies. Thus, in this study,
the in vitro antitumor activity of the compound 8-hydroxyquinoline (8-HQ),
administered in a self-nanoemulsifying drug delivery system (SNEDD)
nanoformulation and in its free form, was evaluated in U87-MG glioblastoma and
1929 fibroblast cell lines. The cytotoxicity of the drug in both forms was assessed in
the two cell lines and compared with the cytotoxicity of temozolomide (TMZ), the
standard chemotherapy drug used in the treatment of glioblastoma. Nanoencapsulated
8-HQ showed greater activity against cancer cells, with a CCs, of 522.11 + 13.63 uM
at 24 hours and 67.37 £ 0.8 uM at 72 hours, but it also exhibited significant
cytotoxicity against fibroblasts, whereas free 8-HQ showed no antitumor activity and
was toxic to fibroblasts. Meanwhile, TMZ demonstrated antitumor activity with a
CC50 of 1447.69 + 19.85 uM at 24 hours and 1863.81 + 43.79 uM at 72 hours, and
also showed cytotoxicity against fibroblasts. Therefore, the results presented highlight
the potential of nanotechnology in the development of new therapeutic methods
against glioblastomas, despite the need for further studies regarding the cytotoxicity

observed in fibroblasts.

Keywords: Glioblastoma. Nanotechnology. SNEDD. 8-hydroxyquinoline.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais do glioblastoma

Apesar da definicdo de cancer, também chamados de tumores malignos,
ser muito variavel, a maioria delas se baseia na caracterizagdo do cancer como
uma doenca de rapido crescimento e proliferacdo descontrolados de células
transformadas, a partir de mutagdes genéticas, e adaptadas, através da selegdo
natural, que favorecem sua sobrevivéncia e disseminacdo para outras partes do
corpo, facilitando o processo de metastase (BROWN et al., 2023; OLIVEIRA,
2020). O cancer ¢ uma preocupagdo frequente e que recebe destaque ha muitos
anos na area da saude e da medicina, ja que ¢ uma das principais causas de morte
no mundo, sendo responsavel por uma a cada seis mortes (16,8%) e por 100
milhdes de mortes por ano (BRAY et al, 2024; BROWN et al., 2023),
evidenciando sua gravidade e letalidade.

O processo de desenvolvimento do cancer ¢ complexo e envolve a
interagdo de diversos fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida
(OLIVEIRA, 2020; BRAY et al.,, 2024). No entanto, as alteragcdes genéticas
recebem mais importancia, pois sdo a principal causa do desenvolvimento do
cancer, resultando em uma proliferacdo desenfreada, metdstase, além da
heterogeneidade genética e resisténcia a morte celular programada, também
chamada de apoptose, e que consistem nas principais caracteristicas atribuidas aos
tumores malignos e que acarretam na resisténcia a terapias (PADMA, 2015;
LETAI 2017; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Uma das consequéncias mais preocupantes do crescimento e proliferagdo
desmedidos das células tumorais ¢ a metastase, que consiste na migracdo de
células cancerigenas para tecidos e Orgdos sauddveis e, posteriormente, na
colonizagdo desses locais e isso ocorre a partir de uma série de processos
complexos denominados ‘“cascata metastatica” (PIACENTINI & MENEZES,
2012). Mais especificamente, esse processo se inicia quando células tumorais
desagregam-se do tumor primario e deslocam-se, através dos sistemas circulatério
e linfatico, para outras partes do organismo, onde iniciam a colonizagdo e,
subsequentemente, se proliferam formando novos tumores nessas regides

(PIACENTINI & MENEZES, 2012; SAN JUAN et al, 2019).



Além disso, as alteragcdes genéticas sdo fundamentais no que diz respeito a
variedade de tipos e subtipos dessa doenca, bem como as particularidades e
desafios atribuidos a eles. A vista disso, os tipos de cancer de maior incidéncia no
mundo sdo o cancer de pulmao (12,4%), cancer de mama (11,6%), colorretal
(9,6%), prostata (7,3%) e estomago (4,9%), de acordo com o Observatério Global
do Cancer (BRAY et al., 2024). Entretanto, existem outros tipos menos comuns
que afetam diferentes orgdos e tecidos, porém que possuem grande relevancia no
cenario mundial, como o cancer cerebral, que apesar da baixa incidéncia, de 1,6%,
apresenta uma alta taxa de mortalidade, sendo responsavel por cerca de 3% das
mortes decorrentes de cancer no mundo (BRAY et al., 2024) ¢ no Brasil, em 2023,
foram registrados, aproximadamente, 16 mil casos de cancer cerebral e cerca de 2
mil mortes, resultando em uma taxa de mortalidade de 13,86% (CELESTINO,
2024). Dessa forma, os tumores malignos cerebrais sdo considerados desafiadores
devido a sua localizagdo no sistema nervoso central (SNC) e a complexidade
desse sistema e do tecido cerebral, por isso, esse tipo de cancer tem recebido
destaque, se tornando uma preocupagdao mundial e nacional, apesar de sua baixa
frequéncia.

Os canceres cerebrais abrangem diversos subtipos e podem ser
classificados em tumores primarios e secundarios, de acordo com sua origem. Os
tumores secundarios sdao provenientes da proliferagdo de células tumorais
advindas de outros orgaos, por isso, estdo associados a outros tipos de cancer e
também sdo chamados de metéstases cerebrais, ja os tumores primarios se
originam diretamente no sistema nervoso central, como ¢ o caso dos
glioblastomas (TANDEL et al., 2019).

Nesse contexto, o glioblastoma multiforme (GBM) ¢ considerado o
subtipo mais agressivo, invasivo e comum de tumor cerebral maligno primario
sendo responsavel por, aproximadamente, 50% dos casos (KANDERI,
MUNAKOMI & GUPTA, 2024) e ¢ classificado como grau 4, pela Organizagao
Mundial da Satde, em uma classificagdo na qual os graus variam de 1 a 4,
dependendo de diversos fatores, como morfologia, resposta ao tratamento, entre
outros, sendo os tumores de grau 4 considerados os mais agressivos e invasivos
(URBANSKA et al., 2014), além de estar associado & uma alta mortalidade e
recorréncia (AGOSTI et al.,, 2024). Ademais, mesmo com a aplicagdo das

terapias, a média de sobrevida de pacientes diagnosticados com glioblastoma



multiforme ¢ considerada baixa, sendo de aproximadamente 12 a 16 meses
(GROCHANS et al., 2022; ANGOM, NAKKA & BHATTACHARYA, 2023).

Mais especificamente, os glioblastomas sao caracterizados pelos elevados
indices de atividade mitdtica, proliferacdo microvascular e necrose, além da
capacidade de infiltrar o tecido cerebral circundante (OBRADOR et al., 2024), o
que dificulta o tratamento. Adicionalmente, outra caracteristica importante dos
glioblastomas € a resisténcia a métodos terap€uticos, devido a diversos fatores
como capacidade de reparo de danos ao DNA, presenga de transportadores de
efluxo de medicamentos e resisténcia a apoptose (AGOSTI et al., 2024), além de
estarem associados a variadas mutagdes genéticas e epigenéticas por exemplo em
genes supressores de tumor, como TP53 e em genes relacionados ao ciclo e
crescimento celular, como EGFR (KANDERI, MUNAKOMI & GUPTA, 2024), o
que resulta em um progndstico desfavoravel e baixa média de sobrevida (AGOSTI
et al., 2024).

A manifestagdo dos sintomas decorrentes dos glioblastomas ¢ variada, pois
depende da localizacdao e tamanho do tumor, porém os mais comuns sdo dores de
cabeca frequentes, dificuldade na fala, fraqueza, distirbios visuais, perda de
memoria, convulsdes e paralisia (KANDERI, MUNAKOMI & GUPTA, 2024), j&
o diagnodstico ¢ feito através de diversas técnicas, sendo elas a ressonincia
magnética, tomografia computadorizada (TC) e biépsia (URBANSKA et al.,
2014; GROCHANS et al., 2022; HANIF et al., 2017)

1.2. Terapias

Atualmente, as principais terapias utilizadas para tratar o glioblastoma sao
quimioterapia, radioterapia e cirurgia, sendo mais comumente administradas de
maneira simultanea, porém mesmo com avangos, esses métodos ainda apresentam
efeitos secundarios e desvantagens aos pacientes submetidos a eles (MISRA,
ACHARYA & SAHOO, 2010; OLIVEIRA, 2020). Além desses métodos
terapéuticos, ha também o chamado alivio sintomatico, que ¢ comumente
empregado no inicio do tratamento e consiste em uma maneira de suporte e
cuidado do bem estar do paciente, visando a atenuacdo dos sintomas e seus
efeitos, através da administragdo de medicamentos, como corticéides (HANIF et

al., 2017).



No que diz respeito a cirurgia, seu objetivo € a retirada da maior parte da
massa tumoral, de maneira segura, visto que a remog¢ao total, geralmente, ndo ¢
possivel ou recomendada (ALIFIERIS & TRAFALIS, 2015). Ainda assim, a
remog¢ao parcial do tumor ¢ complexa devido, principalmente, a semelhanca da
massa tumoral e do tecido saudavel circundante, além da natureza infiltrante das
células do glioblastoma (ALIFIERIS & TRAFALIS, 2015; GROCHANS et al.,
2022; OBRADOR et al.,, 2024). Nesse contexto, esse método terapéutico
apresenta algumas limitagdes, como a probabilidade de danificar vias nervosas, o
que pode gerar danos neuroldgicos, prejudicando o bem estar e qualidade de vida
dos pacientes (GROCHANS et al, 2022; ANGOM, NAKKA &
BHATTACHARYA, 2023), além da possibilidade de entrada de residuos, ou até
mesmo resquicios do préprio tumor, que pode resultar na progressao do cancer e
outras infec¢cdes (YONG & LONSER, 2011).

Com relagdo a radioterapia, seu principal objetivo ¢ o controle local e a
recorréncia do tumor (DIECKMANN, 2010; KANDERI, MUNAKOMI &
GUPTA, 2024).No entanto, essa abordagem terap€utica também apresenta
desvantagens, como a necrose de tecidos saudaveis e danos cognitivos € no DNA,
devido a radiagdo (HANIF et al, 2017; ANGOM, NAKKA &
BHATTACHARYA, 2023), além de incontinéncia urinaria ¢ endocrinopatias
(KANDERI, MUNAKOMI & GUPTA, 2024).

Quanto a quimioterapia, ocorre a administracdo de diversos agentes
alquilantes, entre eles a temozolomida (TMZ), que ¢ o quimioterdpico padrio
empregado na terapia de glioblastoma (GROCHANS et al., 2022), ¢ administrada
via oral e ¢ comumente associada a radioterapia como alternativa de tratamento
(HANIF et al., 2017).

O mecanismo de acdo da temozolomida consiste, basicamente, na
danificagdo do DNA através da metilacdo de algumas posigdes especificas, a
partir de diversos processos complexos. Mais precisamente, a TMZ sofre hidrolise
espontanea ao ser absorvida, devido ao pH fisiologico, gerando a molécula
5-(3-metil-1-triazen-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), a qual ¢ considerada
instdvel. Assim, a MTIC reage com a 4agua para formar a
4-amino-5-imidazolcarboxamida (AIC) e o ion metildiazonio, o qual ¢ capaz de
causar danos ao DNA por meio da metilagdo em diversas posicdes, sendo elas a

N7 da guanina, N3 da adenina e O6 da guanina. A metilacdo desta tltima posi¢ao,



a 06 da guanina, ¢ a chave do funcionamento da TMZ, j4 que a reparagdo direta
do DNA decorrente do processo de metilagdo resulta na apoptose das células
tumorais, como demonstrado na figura 1. Nesse contexto, as células tumorais
cerebrais possuem um pH mais alcalino com relagdao ao tecido saudavel, o que
facilita a ativacdo da TMZ, por isso, esse medicamento ¢ o mais utilizado, nao
exclusivamente, na terapia desse tipo de cancer (ZHANG, STEVENS &
BRADSHAW, 2012; THOMAS et al., 2017).
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Figura 1 - Esquema representativo do mecanismo de acgdo da

temozolomida (TMZ). O ion metildiazénio, formado a partir da hidroliza¢do da
TMZ, causa a metilagdo das posi¢cdes N7 da guanina (N7 — MeG), N3 da adenina
(N3 — MeA) e 06 da guanina (O6 — MeG) do DNA. A metilagdo da O6 da
guanina ¢ a etapa letal para as células tumorais e ¢ através dela que ocorre a agao

da TMZ. Adaptado de (ZHANG, STEVENS, & BRADSHAW, 2012).

Mesmo sendo um método terapéutico bem comum, a quimioterapia com a
TMZ ainda possui obstaculos, como a dificuldade de penetracdo do medicamento
devido a pela barreira hematoencefélica, o que reduz a eficacia da TMZ, visto que
apenas 20% das moléculas conseguem ultrapassar a barreira e alcangar as células
tumorais de maneira efetiva (OBRADOR et al., 2024). Além disso, a presenga de
proteinas reparadoras de DNA nas cé€lulas tumorais, como a MGMT

(O-6-metilguanina-DNA metiltransferase), reduz os efeitos de agentes alquilantes,



o que resulta na resisténcia das células cancerigenas a TMZ e, consequentemente,
enfraquece a resposta ao quimioterapico (HANIF et al., 2017; AGOSTI et al.,
2024).

Atualmente, a abordagem mais aceita e recomendada para tratar o
glioblastoma ¢ a aplica¢do conjunta dos métodos terapéuticos mais comuns, sendo
eles a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia com TMZ, porém a média de
sobrevida dos pacientes ainda ¢ considerada baixa, variando de 12 a 16 meses,
mesmo com a administracdo simultdnea desses procedimentos (ANGOM,
NAKKA & BHATTACHARYA, 2023). Além disso, a associagdo entre
radioterapia e quimioterapia com TMZ causa uma variedade de efeitos colaterais,
como mielossupressao, nauseas, vomitos, fadiga e aumento do risco de infecgoes
oportunistas (STUPP, et al, 2005), além de reducao dos niveis de leucocitos e
plaquetas e aumento da hepatotoxicidade (KANDERI, MUNAKOMI & GUPTA,
2024).

Apesar dos avangos nos estudos e descobertas acerca do glioblastoma, a
abordagem terapéutica permanece inalterada, além de sua complexidade e
dificuldade devido a resisténcia, recorréncia e localizagdo do tumor (OBRADOR
et al., 2024). Ademais, embora exista uma variedade de possiveis métodos
terapéuticos a serem utilizados, essas intervencdes ainda possuem desvantagens
como efeitos colaterais, riscos a saide dos pacientes e prognodstico desfavoravel
(HANIF et al., 2017).

Portanto, ¢ evidente a necessidade de novas abordagens terapéuticas que
visam contornar as dificuldades apresentadas pelas terapias utilizadas atualmente
e, incluindo o aumento da sobrevida e do bem-estar dos pacientes. Assim, ¢
essencial o desenvolvimento de pesquisas acerca de novas técnicas que podem ser
utilizadas para aprimorar os métodos terapéuticos utilizados atualmente, como a
nanotecnologia, além da caracterizagdo de compostos alternativos, que podem ser
potenciais possibilidades para producao de novos quimioterapicos e formulagdao

de novas terapias contra glioblastomas.

1.3. Nanoformulagao

O emprego da nanotecnologia ¢ uma das alternativas para superar as

restrigdes apresentadas pelas terapias aplicadas atualmente que vem recebendo



destaque na area da satde e da medicina. A nanotecnologia consiste na criacdo e
manipulagdo de materiais em nanoescala a fim de criar produtos com novas
propriedades (MISRA, ACHARYA & SAHOO, 2010), a qual pode ser utilizada
para o desenvolvimento de estruturas e compostos estaveis e de maior potencial
bioldgico a fim de melhorar a eficacia de medicamentos (SOUZA, 2019).

Desse modo, a nanotecnologia relacionada ao cancer ¢ um campo
emergente de pesquisas interdisciplinares, abrangendo areas da biologia, quimica,
engenharia ¢ medicina, ¢ que tem demonstrado capacidade de aumentar a
detec¢do, precisdo do diagnostico e dos métodos terapéuticos relacionados a
diversos tipos de cancer (PRAJAPATI & BHATTACHARYA, 2023), a partir do
desenvolvimento de nanocompostos biocompativeis para administragdo de
medicamentos. Por isso, esse ramo da medicina vem se tornando uma estratégia
alternativa terapéutica que visa solucionar os problemas associados as terapias
convencionais e que ja ¢ utilizada atualmente, como por exemplo a administracao
do medicamento Abraxane®, que consiste no composto paclitaxel ligado a
albumina usado no tratamento de cancer de mama (MISRA, ACHARYA &
SAHOO, 2010).

Nesse contexto, diversas técnicas tém sido estudadas para o
desenvolvimento de novas alternativas de liberagdo controlada de medicamentos a
fim de aumentar a agdo de agentes no tratamento de algumas doengas (SOUZA,
2019), como as formulacdes a base de lipidios, sendo alguns exemplos os
lipossomas, nanocépsulas, dentrimeros, nano e microemulsdes e formulagdes
usando sistema autoemulsificante, como tipos de nanocarreadores para
encapsulamento de ativos (GURSOY; BENITA, 2004).

Os lipossomas foram descobertos em 1960 e desde entdo sdao utilizados
como um dos principais sistemas de entrega de medicamentos, sendo um dos
sistemas mais antigos. Nesse cenario, esse tipo de nanoformulagcdo consiste em
bicamadas lipidicas concéntricas que encapsulam um compartimento aquoso, por
isso, possuem a capacidade de aprisionar agentes hidrofilicos e lipofilicos, e sdao
consideradas ideais para um sistema de entrega de medicamentos, devido sua
similaridade morfologica com as membranas celulares e essa capacidade de
incorporar  diversas substincias, além da sua biocompatibilidade e

biodegradabilidade (BOZZUTO & MOLINARI, 2015).



Mais recentemente, o emprego de nanocarreadores na terapia contra o
cancer tem sido comum e cada vez mais estudado. Nessa situagdo, uma das
caracteristicas desses nanosistemas ¢ a capacidade de contornar os mecanismos de
resisténcia a farmacos, devido a capacidade das nanoparticulas de ultrapassar a
barreira hematoencefalica (MISRA, ACHARYA & SAHOO, 2010; HYE, 2016;
OBRADOR et al.,, 2024), além de depositar uma elevada concentracdo de
medicamentos diretamente no interior das células cancerigenas, aumentando a
efetividade dos quimioterdpicos e, simultaneamente, reduzindo a toxicidade
desses farmacos nas células ndao tumorais e tecidos saudaveis, devido ao aumento
da absor¢do dos medicamentos pelas células tumorais (ACHARYA; DILNAWAZ
& SAHOO, 2009; PRAJAPATI & BHATTACHARYA, 2023).

Entre os nanocarreadores, existem os sistemas de liberacdo de
medicamentos de autoemulsificagdo, que sdo formulacdes de misturas
homogéneas de farmacos, lipidios, emulsificantes e cossolventes/coemulsificantes
(GURSOY; BENITA 2004).. Um dos exemplos desse tipo de sistema sdo os
chamados de self-nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDs) ou em
portugués sistema de entrega de fArmacos autonanoemulsificantes, que consistem
em misturas liquidas homogéneas anidras, compostas de oleos, farmacos e
surfactantes (SHAHBA; MOHSIN & ALANAZI, 2012) e vem sendo cada vez
mais estudados como alternativa de terapia para diversas doencas, incluindo o
cancer.

Alguns trabalhos j& demonstraram o aumento da eficidcia de compostos
quando administrados em SNEDD em varios tipos de linhagens tumorais (ATEEQ
et al.,, 2023; EDITYANINGRUM et al., 2024) porém os estudos acerca da
utilizagdo de SNEDD em glioblastomas ainda s3o escassos. Ainda assim, a
administragcdo de compostos e farmacos em SNEDD pode ser uma alternativa para
o tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo os glioblastomas, ja que alguns
estudos demonstram que as nanoformulagdes podem maximizar a acao
antitumoral de moléculas, em comparagdo com a atividade apresentada na forma
livre.

Logo, considerando o desenvolvimento e avango da nanotecnologia na
area da saude e a utilizagdo de nanoparticulas no tratamento de diversas doengas,
inclusive o cancer (MISRA, ACHARYA & SAHOOQ, 2010; ATEEQ et al., 2023;
EDITYANINGRUM et al., 2024), é possivel afirmar que os nanosistemas de



entrega de farmacos podem ser uma potencial alternativa de terapia contra
glioblastomas, a fim de contornar os problemas apresentados pelos métodos

terapéuticos atuais.

1.4. 8-hidroxiquinolina

Nesse contexto, uma op¢do de composto que pode ser administrado em
SNEDD ¢ a 8-hidroxiquinolina, também chamada de clioquinol, a qual consiste
em um composto lipofilico e aromatico heterociclico, com um anel fenol fundido
a um anel de piridina (LIMA, 2024), como apresentado na figura 2, que pertence a
classe das quinolinas, a qual recebe destaque por possuir uma ampla variedade de
efeitos bioldgicos como propriedades antiproliferativas, antibacterianas, antivirais
e antiparasitarias (SONG et al., 2015; FERREIRA et al., 2021). A partir disso,
diversos derivados de quinolina passaram a ser isolados, dos quais se destaca a
8-hidroxiquinolina (8-HQ).

A 8-HQ foi sintetizada pela primeira vez em 1953 e despertou interesse de
pesquisadores da area da medicina e da satide nos ultimos anos (LIMA, 2024),
devido ao seu amplo espectro de aplicagdes e propriedades farmacoldgicas, como
neuroprote¢do, acdo antiviral, antimicrobiana, antiparasitaria, antifngica e
antitumoral, com a capacidade de inibir a diferenciacdo e proliferacao de diversas
linhagens de células tumorais, como canceres de mama, de figado, dsseo e

leucemia (SONG et al., 2015).

\

Figura 2 - Estrutura molecular do composto 8-hidroxiquinolina. Fonte: PubChem.



Como mencionado anteriormente, existem muitos estudos acerca dos
efeitos antitumorais de compostos derivados da 8-hidroxiquinolina em linhagens
de diferentes tipos e subtipos tumores, porém as pesquisas que avaliam a atividade
antitumoral da 8-hidroxiquinolina em linhagens de glioblastoma, principalmente a
linhagem U87-MG, ainda é escasso,

Portanto, considerando os riscos e efeitos secundarios apresentados pelos
métodos terapé€uticos utilizados atualmente contra glioblastoma, sendo eles a
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, ¢ de extrema importancia ¢ necessidade a
pesquisa acerca de novas alternativas de terapias para esse tipo de cancer. Nesse
contexto, a 8-hidroxiquinolina administrada em nanoformulagdo, mais
especificamente em SNEDD, pode ser uma potencial possibilidade para producao
de novos medicamentos a fim de tratar os glioblastomas e aumentar a sobrevida e
a qualidade de vida dos pacientes.

Por tais razdes, este trabalho tem como objetivo avaliar a agdo antitumoral
in vitro, do composto 8-HQ, em sua forma livre e nanoencapsulada, em linhagem

tumoral de glioblastoma U87-MG e em linhagem celular de fibroblastos L.929.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a agdo antitumoral in vitro, do composto 8-HQ, em sua forma livre e

nanoencapsulada, em linhagem tumoral de glioblastoma U87-MG e em linhagem celular

de fibroblastos L.929.

10

2.2. Objetivos especificos
e Produzir e caracterizar fisicamente a nanoformulacio contendo 8-HQ);

e Avaliar a acdo citotoxica da 8-HQ livre e encapsulada em fibroblastos

(L929);

e Avaliar a acdo antitumoral da 8-HQ livre e encapsulada em linhagem em

glioblastoma (U87-MQG);
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e Comparar a eficicia da 8-HQ livre e encapsulada com a da temozolomida

(TMZ).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao da 8-hidroxiquinolina
A 8-HQ (pureza > 99%) foi obtida da Sigma-Aldrich (EUA), a qual foi
solubilizada em dimetil sulfoxido (DMSO) para obter uma solugcdo de
8-hidroxiquinolina a 100 mg/mL. Esta solucdo foi empregada nos experimentos

celulares e sera identificada como 8-HQ livre.

3.2. Producio de SNEDDs contendo 8-HQ e caracterizacdo fisica das

nanoformulacdes.

Os glicerideos poliglicolicos capryol 90 (monocaprilato de propileno
glicol), labrasol (L-polietilenoglicol-8-caprilato) e transcutol (éter monoetilico de
dietilenoglicol) utilizados para a composi¢do desse sistema de entrega, foram
gentilmente cedidos por Gattefosse (Saint-Priest Cedex, Franca). Para produzir a
nanoformulagdo vazia, foi produzida uma mistura de labrasol, capryol 90 e
transcutol, com massas de 1,86g, 0,62g e 3,72¢g, respectivamente (SNEDD). Para
produzir a nanoformulagdo contendo 8-HQ foi utilizada a mesma propor¢ao de
glicerideos mais 0,62g de 8-HQ levando a producdo de uma nanoformulagio
contendo 10% do composto bioativo. Essa mistura foi agitada magneticamente
durante 12 horas, a temperatura ambiente permitindo a emulsificagdo da
nanoformulagao.

Os estudos de caracterizagdo fisica permitiram avaliar o tamanho de
particula (Figura 3), indice de polidispersividade (Figura 3) e o potencial zeta
(Figura 3) dessas nanoformulagdes. Tais dados foram obtidos em um Nano ZS
Zetaizer (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Para realizar esta andlise,
amostras da SNEDD vazia e SNEDDS-8HQ foram diluidas com agua milli-Q
(1:200), homogeneizadas em vortex e centrifugadas por 5 minutos a 10.000 RPM.
As amostras foram analisadas adicionadas a cubetas a temperatura ambiente e
acondicionadas no Nano ZS Zetaizer, tais amostras foram analisadas com um

angulo de incidéncia de luz fixo em 90°; permitindo avaliar o diametro
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hidrodindmico médio (Z-médio), o indice de polidispersao (PDI) e o potencial
zeta (ZP). Os valores foram obtidos calculando-se a média de seis medigoes,
realizadas em trés amostras diferentes. Esses experimentos foram realizados na
Universidad Complutense de Madrid, Espanha, em colaboracao com a Prof*. Dr.

Dolores Serrano.

3.3. Linhagem celular

Para os experimentos, foi utilizada a linhagem tumoral U87-MG, isolada
de casos humanos de glioblastoma gentilmente doados pela Dra. Roseli da Silva,
do (Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HCFMUSP), e como controle normal (células ndo tumorais), foram
utilizados fibroblastos de linhagem L.929 obtidos do NCTC.

A linhagem U87-MG foi cultivada e mantida em meio de cultura
Dulbecco'’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado pelo calor a 56 °C por 7 minutos (Gibco - EUA), 1% de
penicilina-estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de sodio. Os fibroblastos 1.929
foram cultivados em meio de cultura MEM (Thermo Fisher), suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina-estreptomicina. As células, tumorais
e ndo tumorais, foram cultivadas em garrafas de cultura de 182 cm” e mantidas em
estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,, e foram utilizadas nos experimentos

quando a confluéncia atingiu, aproximadamente, 90%.

3.4. Analise da inibicao do crescimento das células tumorais

As linhagens celulares foram ajustadas a uma concentragdo de 2x10°
células/mL em placas estéreis de 96 pocos. A esses pocos, foram adicionadas sete
diferentes concentragdes de 8-HQ livre e de SNEDD-8HQ, variando de 5,37 a
688,89 uM. SNEDD vazias também foram utilizadas como controle de reagao, em
um volume equivalente ao de SNEDD-8-HQ. A temozolomida (TMZ) foi
incubada com as células em concentra¢des variando de 24,1 uM a 3090,39 uM
em triplicata. Nos grupos controles, sem adi¢ao de farmaco, foi adicionada apenas

meio de cultura (DMEM ou MEM a depender da linhagem utilizada). As células
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foram incubadas por 24 e 72 horas com as amostras a 37 °C, em incubadora de
CO2 umidificada.

Apos esses periodos, foram realizadas duas lavagens com tampao fosfato
pH 7.4 (PBS) e a viabilidade celular foi avaliada utilizando resazurina 5% diluida
em meio de cultura. Apos 3 horas, aproximadamente, a fluorescéncia dos pogos
foi analisada em leitor de placas, utilizando o comprimento de onda de excitagdo
em 544 nm e a de emissdo em 590-10 nm.

Utilizando o software GraphPad Prism versdo 9.0 para Windows, foram
estimadas as concentracdes dos compostos que matam 50% (CCso) da populagao

de células e comparadas com a CCso da TMZ.

3.5. Analises estatisticas

Os experimentos utilizando a 8-HQ livre, a 8-HQ com a SNEDD e a
temozolomida foram realizados em triplicata, enquanto os testes com a
nanoformulagdo foram realizados em duplicata e os dados expressos como média
+ desvio padrao. Foi feita a analise de variancia (Teste-t) para determinar se havia
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras e os grupos controles utilizando

o GraphPad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacio fisica das SNEDDs contendo 8-HQ

Os estudos de caracterizagdo fisica permitiram avaliar o tamanho de
particula (Figura 3), indice de polidispersividade (Figura 3) e o potencial zeta
(Figura 3) dessas nanoformulagdes. Nesse caso, foi observado que o tamanho das
particulas e o indice de polidispersividade foi similar nas nanoformulagdes
produzidas (vazias ou contendo a 8-HQ). Por outro lado, as SNEDDs vazias

apresentou potencial zeta significativamente maior em comparagao a vazia.
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Figura 3 - O tamanho da particula (A), Indice de Polidispersividade (B),
Potencial zeta (C) foi analisado utilizando um Nano ZS Zetaizer. Foram
realizados 3 experimentos independentes, e os resultados expressos como média +

desvio padrao. * p<0,05 indica diferenga significativa.

A partir dos estudos de caracterizacao fisica, foi observado que os valores
aproximados do tamanho da nanoparticula foi de 300 nm, enquanto o indice de
polidispersividade foi de 0.55 e o potencial zeta foi de -43 mV para
SNEDD-8HQ.

Nesse contexto, as nanoparticulas apresentaram um sistema monodisperso,
ou seja, apresentaram tamanhos muito semelhantes e uma distribui¢do
homogénea, indicada pelo valor do indice de polidispersividade (0.55), que se
manteve em um intervalo adequado entre 0 e 1 (BARBOSA et al., 2018). Além
disso, o tamanho dessas particulas (300 nm) ¢ considerado adequado para uso em
terapias, pois particulas entre 100 e 500 nm tendem a permanecer mais tempo na
circulagdo, o que permite a distribuicio das nanoformulagdes através do
organismo, fazendo com que elas atinjam o tecido alvo (MU & HOLM, 2018;
JESUS et al. 2021). Com o valor do potencial zeta (-43 mV), que permaneceu em
uma faixa ideal entre -25 e -50 mV, sugere-se que as particulas se mantém
dispersas, pois ndo tendem a se aglomerar devido a repulsdo eletrostatica por
conta da estabiliza¢dao estérica (ANDONOVA & PENEVA, 2017; BARBOSA et

al., 2018). Assim, considerando os resultados acerca da caracterizagdo fisica da
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nanoformulacdo utilizada no presente estudo possibilitaram o uso de SNEDD in

vitro.

4.2. Avaliacao do efeito antitumoral de 8-HQ e SNEDD-8HQ em glioblastoma
da linhagem U87-MG.

No que diz respeito aos testes com 8-HQ em sua forma livre, ndo foi
observado um comportamento dose-resposta tipico apoés 24 ou 72 horas de
incubacdo (Figura 4A e 4B), , ou seja, o composto em sua forma livre ndo
eliminou 50% da populagdo das células tumorais até a maior concentragdo
utilizada neste trabalho. A 72h houve apenas um atividade moderada, sendo que
na maior concentracdo utilizada (688,89 uM) a viabilidade foi de 60% (Figura
4B).

A B
100 100
< 80 o 8011
< N
3 S E
) )
g 60 T 60 f
S s
E % 40
S 40 S
B X
20 20
0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Concentrag&o (uM) Concentrag3o (M)

Figura 4 — Células U87-MG (2x10° células/mL) foram incubadas com diferentes
concentragdes de 8-HQ livre (5 a 689 uM) durante 24h (A) ou 72h (B). Ap0s este
periodo a viabilidade celular foi mensurada e curvas de viabilidade construidas.
Os resultados foram expressos como a média e desvio padrdo de ao menos trés

experimentos independentes, feitos em triplicata.

Nos testes de citotoxicidade utilizando a SNEDD-8HQ, observou-se um
comportamento dose-resposta tipico apos 24 horas, conforme mostrado na figura
4A, eliminando 50% da populacdao de células U87-MG com CCs, de 522,11 +
13,63 uM (Tabela 1). Este comportamento foi potencializado a 72 horas de
incubacao (Figura 4B), com CCso estimada de 67,37 = 0,8 uM (Tabela 1).
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Figura 5 — Células U87-MG (2x10° células/mL) foram incubadas com diferentes
concentragdes de SNEDD-8HQ (5 a 689 uM) durante 24h (A) ou 72h (B). Apos

este periodo a viabilidade celular foi mensurada e curvas dose-resposta

construidas. Os resultados foram expressos como a média e desvio padrdo de ao

menos trés experimentos independentes, feitos em triplicata.

Relativamente aos testes utilizando o quimioterdapico padrao (TMZ),

observou-se também uma curva com comportamento dose-resposta tipica, como

mostrado na figura 6A, apresentando um CCs, de 1447,69 + 19,85 uM, apos 24

horas (Tabela 1). Ap6s 72 horas, também foi observado um comportamento

similar ao observado a 24h (Figura 6B), com uma CCs,estimada de 611,37 + 8,61

uM.
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Figura 6 — Células U87-MG (2x10° células/mL) foram incubadas com diferentes
concentragdes de TMZ (24 a 3090 uM) durante 24h (A) ou 72h (B). Apos este
periodo a viabilidade celular foi mensurada e curvas dose-resposta construidas. Os
resultados foram expressos como a média e desvio padrdo de ao menos trés

experimentos independentes, feitos em triplicata.

Tabela 1 - Valores da concentragdo citotoxica a 50% (CCso) foram calculados
para a linhagem U87-MG, incubada com os compostos ¢ TMZ por 24 ¢ 72 horas.

A CCso foi estimada e expressa como a média + erro padrao.

CCs0 (uM)
Amostras 24 horas 72 horas
8-HQ N/A* N/A*
SNEDD-8HQ 522,11 £13,63 67,37+ 0,8
TMZ 1447,69 + 19,85 611,37 + 8,61
SNEDD N/A* N/A*

*N/A - nao ativo.

Na literatura, os estudos acerca da atividade tumoral da 8-HQ sao
escassos, sendo mais utilizados seus compostos derivados. Nesse cenario, diversos
estudos demonstraram agdo antitumoral de derivados da 8-HQ, como o
5-nitroso-8-quinolinol que provocou a inibi¢ao da diferenciacdo e proliferacao de
células de cancer de mama (TIROSH et al., 2007). Além disso, outro estudo
demonstrou que o derivado 8-hidroxi-2-quinolinacarbaldeido apresentou
citotoxicidade significativa contra diversos tipos de células tumorais, como cancer
de mama, 6sseo, leucemia e de figado (WEINREB et al., 2009). Ou seja, os dados
da literatura sugerem que modificacdes estruturais na molécula sdo importantes
para maximizar a acdo antitumoral desta molécula, a qual apresentou agdo
moderada, visto que a 72h de incubagdo cerca de 30% da populagdo de células
foram eliminadas na maior concentracdo utilizada (688,89 uM), sugerindo que,
possivelmente, a atividade citotoxica seria alcancada utilizando maiores
concentragdes desse composto ou com alteracdes na estrutura molecular.

Por outro lado, nos testes utilizando a SNEDD-8HQ observou-se agao

anti-tumoral significativa, sendo 2,6 € 27,7 vezes maior em comparagao a agao do
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TMZ a 24 e 72h, respectivamente. Nesse contexto, assim como os estudos
relacionados a ac¢do antitumoral do composto 8-HQ, as pesquisas que avaliam a
sua atividade nanoencapsulada em glioblastoma também sdo raras, principalmente
administradas em SNEDD. No entanto, alguns autores avaliaram o desempenho
de outros compostos, quando administrados em SNEDD, em outras linhagens
celulares, como o estudo de Ateeq e colaboradores (2023), que compararam a
acdo antitumoral do quimioterdpico docetaxel em sua forma livre e administrada
em SNEDD em células de cancer de mama e demonstraram que o medicamento
nanoencapsulado apresentou maior inibi¢do celular em comparagdo a molécula
livte do farmaco. Além disso, outro estudo demonstrou que um composto
derivado de uma chalcona administrado em SNEDD reduziu significativamente a
viabilidade celular de maneira superior a da molécula livre em testes utilizando
células de cancer de mama (EDITYANINGRUM et al., 2024). Ou seja, os dados
apresentados suportam os dados aqui apresentados, demonstrando que as
nanoformulagdes sdo ferramentas uteis para maximizar a atividade antitumoral de
moléculas com a¢cdo moderada em sua forma livre.

Este ¢ o primeiro trabalho na literatura que demonstra a agdo

potencializada da 8-HQ nanoencapsulada em glioblastoma.

4.3. Avaliacao do efeito citotoxico de 8-HQ e SNEDD-8HQ em fibroblastos da
linhagem L.929.

No que diz respeito aos testes em fibroblastos utilizando 8-HQ em sua
forma livre, foi observado um comportamento dose-resposta tipico em ambos 0s
periodos, com CCso de 49,8 + 0,66 uM (Tabela 2) e uma CCso de 44,22 + 1,3 uM
(Tabela 2), apdés 24 horas (Figura 8A) e apos 72 horas (Figura 8§B),

respectivamente.
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Figura 7 — Fibroblastos da linhagem 1929 (2x10° células/mL) foram incubadas
com diferentes concentragdes de 8-hidroxiquinolina em sua forma livre (5 a 689
uM) durante 24h (A) ou 72h (B). Apos este periodo a viabilidade celular foi
mensurada e curvas dose-resposta construidas. Os resultados foram expressos
como a média e desvio padrdo de ao menos trés experimentos independentes,

feitos em triplicata.

Com relagdo aos testes com SNEDD-8HQ, apo6s 24 horas, foi observado
um comportamento dose-resposta tipico (Figura 7A), com CCso de 36,99 + 0,48
uM (Tabela 2). Apés 72 horas, esse comportamento foi potencializado (Figura

7B), mostrando uma CCso de 23,35 £ 0,25 uM (Tabela 2).
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Figura 8 — Fibroblastos da linhagem L1929 (2x10° células/mL) foram incubadas
com diferentes concentragdes de SNEDD-8HQ (5 a 689 uM) durante 24h (A) ou
72h (B). Apds este periodo a viabilidade celular foi mensurada e curvas
dose-resposta construidas. Os resultados foram expressos como a média e desvio

padrdo de ao menos trés experimentos independentes, feitos em triplicata.
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Os testes utilizando o quimioterdpico temozolomida (TMZ), apos 24
horas, apresentaram uma curva com comportamento dose-resposta tipico (Figura
9A) e uma CCso de 666,34 = 22,6 uM (Tabela 2). Apos 72 horas (Figura 9B),

houve uma estabiliza¢do da citotoxicidade, a qual variou de 60 a 72%.
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Figura 9 — Fibroblastos da linhagem 1929 (2x10° células/mL) foram incubadas
com diferentes concentragdes de TMZ (24 a 3090 uM) durante 24h (A) ou 72h
(B). Apos este periodo a viabilidade celular foi mensurada e curvas dose-resposta
construidas. Os resultados foram expressos como a média e desvio padrao de ao

menos trés experimentos independentes, feitos em triplicata.

A potencializagdo do efeito citotoxico da temozolomida em fibroblastos da
linhagem L929 ao longo do tempo ja foi demonstrada na literatura. Nesse
contexto, Chernieski (2025) apresentou um aumento da atividade citotoxica da
TMZ no periodo de 72 horas em fibroblastos com um concentragdo de 5x10*
células/mL, enquanto o presente trabalho utilizou uma concentragdo de 2x10°
células/mL e ndo demonstrou a potencializacao do efeito da TMZ em fibroblastos
a 72 horas, sugerindo que a concentracao de células utilizada pode impactar a

citotoxicidade do farmaco.

Tabela 2 - Valores da concentragdo citotoxica a 50% (CCso) foram calculados
para a linhagem 1929, incubada com os compostos ¢ TMZ por 24 e 72 horas. A

CCso foi estimada e expressa como a média + erro padrao.
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CCs0 (uM)
Amostras 24 horas 72 horas
8-HQ 49,8 + 0,66 4422 +1,3
SNEDD-8HQ 36,99 + 0,48 23,35+ 0,25
TMZ 666,34 £22.6 N/A
SNEDD N/A* N/A*

* N/A — nao ativo.

Em fibroblastos observou-se que a 8HQ livre eliminou 50% da populacao
celular com CCs, de 49,8 + 0,66 e 44,22 + 1,3 uM a 24 e 72h, respectivamente.
Recentemente foi observado que macrofagos murinos, uma célula de origem nao
tumoral, também apresentou citotoxicidade a esta molécula, contudo, tais células
foram mais resistentes em comparacao aos fibroblastos, pois foi necessario
adicionar em cultura cerca de 250 pM para alterar a viabilidade destas células a
50%, ou seja, macrofagos foram 5 vezes mais resistentes a agdo da 8HQ em
comparagdo a fibroblastos (LIMA et al., 2023). Além disso, um estudo de
Chanmol e colaboradores (2022) também demonstrou citotoxicidade da 8-HQ
livre em monocitos da linhagem THP-1 em uma concentragdo superior ao dos
fibroblastos, sugerindo que de fato, macréfagos sdo mais resistente que os
fibroblastos, assim como no estudo realizado por Lima e colaboradores (2023).
Assim, considerando os estudos citados, ¢ possivel concluir que a 8-HQ livre
apresenta citotoxicidade em outras linhagens celulares ndo tumorais mais
resistentes que os fibroblastos, o que sugere que esse composto possui potencial
para causar citotoxicidade, também, nos fibroblastos, assim como foi demonstrado
no presente estudo.

Ademais, de maneira similar ao observado para as células U87-MG, a
SNEDD-8HQ potencializou o efeito citotoxico a 24 horas e 72 horas para os
fibroblastos. Essa citotoxicidade significativa em fibroblastos, que se apresentou
maior quando comparada com os testes utilizando as células U87-MG, pode ter
ocorrido devido ao fato de as células tumorais apresentarem uma hiperativacao de
diversos meios de resisténcia a morte celular, como a agdo de proteinas
reparadoras de DNA, como a MGMT (O-6-metilguanina-DNA metiltransferase),

a qual ¢ essencial na reparagdo de danos causados ao DNA, resultando na
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resisténcia a medicamentos e a apoptose (HANIF, F. et al; AGOSTI et al., 2024).
Além da MGMT, o miR-21, ou microRNA, também age nas células tumorais e
desempenha fungdes essenciais na regulacao celular, o que aumenta o crescimento
tumoral e torna essas células mais resistentes a apoptose. Além disso, existe a
superexpressdo de outros processos quimicos, como a via PI3K/AKT, que consiste
em uma cascata de sinalizacdo relacionada ao crescimento e proliferagdo celular e
estd associada, também, a resisténcia a apoptose nas células cancerigenas
(AGOSTTI et al., 2024).

Assim, a atuacdo dessas moléculas e de diversos processos quimicos que
favorecem a resisténcia a medicamentos e apoptose nas células tumorais, podem
ter contribuido para uma menor citotoxicidade da SNEDD-8HQ na linhagem
U87-MG, quando comparada com a citotoxicidade em fibroblastos, os quais nao
apresentam a atividade excessiva desses mecanismos de resisténcia como ocorre
em células cancerigenas e, possivelmente por isso, a SNEDD-8HQ apresentou
maior citotoxicidade nessa linhagem celular ndo tumoral.

Comparativamente a TMZ, apds 24 e 72 horas, foi observado que 8-HQ
livre ¢ SNEDD-8HQ foram mais toxicas aos fibroblastos, sugerindo que esse
composto atua de maneira diferente a depender da linhagem celular utilizada

(LIMA et al., 2023; CHANMOL, SIRIYASATIEN & INTAKHAN, 2022).

CONCLUSAO

Os dados obtidos permitem concluir que foi possivel produzir uma
nanoformulagdo estavel, com tamanhos de particulas adequados e uniformes,
permitindo sua penetragdo em células e tecidos, além de se mostrarem dispersas.
Ademais, o composto 8-hidroxiquinolina ndo apresentou atividade antitumoral em
glioblastoma da linhagem U87-MG, enquanto a nanoformulacdo SNEDD-8HQ
apresentou atividade antitumoral significativa e se mostrou mais eficaz em
comparagdo ao farmaco temozolomida, utilizado na quimioterapia de
glioblastomas. Com relagdo aos testes utilizando fibroblastos, observou-se que
tanto 8-HQ quanto a SNEDD-8HQ foram toxicas as células, com CCy, superior
ao da temozolomida. Portanto, embora a SNEDD-8HQ tenha apresentado eficacia

superior ao TMZ nas células tumorais, os dados apresentados mostram toxicidade



significativa desses compostos as células normais, sugerindo que adequagdes

nesta formulag@o sdo necessarias.
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