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Resumo

SILVEIRA, Elita Ferreira da.. Investigacdo do potencial terapéutico do
cetoprofeno em nanocépsulas para o tratamento de gliomas. 2013.89f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgé&o. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os gliomas sado considerados 0s tumores cerebrais primarios mais comuns e
devastadores do sistema nervoso central devido a sua rapida progressdo e seus
elevados indices de recorréncia. Além disso, a barreira hematoencefalica limita a
entrada de quimioterapicos no SNC, de modo que apenas farmacos altamente
lipofilicos possam ser utilizados. A utilizacdo de formulacdes de nanocapsulas de
cetoprofeno torna-se uma estratégia promissora para uma nova modalidade
terapéutica devido & sua alta lipofilicidade e sua acgdo anti-inflamatoria, que
possivelmente controla a superexpressao da enzima ciclo-oxigenase-2 que esta
associada a gliomas clinicamente mais agressivos e controlam a modulacdo das
células imunes no microambiente inflamatério. Assim o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do cetoprofeno em formulacdo de nanocépsulas sobre a proliferacéo
in vitro e in vivo de gliomas. Primeiramente foi avaliado o efeito antiproliferativo das
formulacbes de cetoprofeno em nanocapsulas em linhagens de glioma de rato C6,
de glioma humano U138MG e U251MG. O experimento demonstrou uma reducéo
na progressao e viabilidade celular e a ocorréncia de morte celular via processo de
necrose. As formulacdes de cetoprofeno em nanocapsulas foram seletivas para as
células tumorais como evidenciado pela auséncia de toxicidade sobre culturas
primarias de astrécitos de ratos. A seguir foi investigado o efeito das formulacdes de
cetoprofeno em nanocapsulas in vivo, onde através do modelo de implante de
glioma e posterior analise histoldgica verificamos que as mesmas possivelmente
foram capazes de vetorizar o cetoprofeno ao cérebro, reduzindo o volume do tumor
e suas caracteristicas de malignidade. O tratamento com cetoprofeno em
nanocapsulas evitou o declinio da atividade locomotora dos animais implantados
com glioma, parametro que foi avaliado pelo teste do campo aberto e que esta
relacionado a uma maior sobrevida dos pacientes. A avaliacdo da atividade
nucleotidasica em linfocitos revelou que o tratamento com cetoprofeno, tanto na
forma livre como nanoencapsulada, aumentou a hidrélise de ATP e ADP, enquanto
gue a atividade da adenosina deaminase diminuiu. As alteracdes na atividade das
ectonucleotidases sugerem um acumulo de adenosina, molécula imunossupressora,
que pode estar envolvida na diminuicdo da ativacdo dos linfécitos, controlando o
processo inflamatério pré-tumoral. As formulacdes de cetoprofeno em nanocapsulas
também n&o causaram dano sistémico como verificado através da analise das
enzimas sorologicas ALT, AST e dos niveis de creatinina e uréia, as quais séo
marcadores de dano hepatico e renal. Nossos resultados sugerem que o
cetoprofeno em formulagcdo de nanocapsula pode ter uma funcdo importante no
controle da proliferagdo tumoral, podendo contribuir no tratamento adjuvante de
gliomas.

Palavras Chave: Gliomas. Nanocapsulas. Cetoprofeno. Inflamacéo. COX.



Abstract

SILVEIRA, Elita Ferreira da.. Investigacdo do potencial terapéutico do
cetoprofeno em nanocépsulas para o tratamento de gliomas. 2013.89f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgé&o. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Gliomas are the most common and devastating primary brain tumors characterized
by rapid progression and high recurrence rate. Moreover, the blood-brain barrier
(BBB) limits the delivery of chemotherapeutic the CNS, restricting the glioma therapy.
The use of nanocapsules formulations of ketoprofen become a promising tool for a
new therapeutic modality to glioma treatment. Nanocapsules have been shown to
cross the BBB and the ketoprofen, a well known COX inhibitor, may be an interesting
alternative to glioma treatment, since the inflammatory environment and the COX-2
overexpression are associated to increased tumor malignity. Therefore the aim of this
study was to evaluate the effect of ketoprofen in nanocapsules on the in vitro and in
vivo glioma proliferation. We first evaluated the antiproliferative effect of ketoprofen
innanocapsules in rat (C6) and human (U138MG, U251MG) glioma cell lines. Indeed,
ketoprofen in nanocapsules reduced the glioma cell viability and increased the PI
incorporation, an indicative of cell death by necrosis. The cell death induced by
ketoprofen in nanocapsules was selective for tumor cells as evidenced by the lack of
toxicity on primary cultures of rat astrocytes. Next, the antitumor effect of ketoprofen
in nanocapsules was evaluated in the in vivo rat glioma model. The histological
analysis revealed that ketoprofen in nanocapsules reduced the glioma size as well as
the characteristics of tumor malignity. As evaluated by the open field paradigm, the
ketoprofen in nanocapsules treatment promoted an improvement of the locomotion
activity of animals, which is related to increased survival of patients. In addition,
ketoprofen free and in nanocapsules increased the ATPase and ADPase activity in
lymphocytes, while the adenosine deaminase activity was decreased. The alterations
on extracellular nucleotide metabolism by lymphocytes may be related to an increase
of the immunessupressive, which can control the lymphocyte activation reducing the
process of cancer-related inflammation.The formulations of ketoprofen in
nanocapsules also did not cause systemic damage as verified through analysis of
ALT, AST, creatinine and urea, markers of hepatic and nefrotoxicity. Our results
suggest that the formulation of ketoprofen in nanocapsules can play an important role
in controlling the proliferation tumor, contributing in the adjuvant treatment of gliomas.

Keywords: Gliomas. Nanocapsules. Ketoprofen. Inflammation. COX
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1. Introducéo

Os tumores cerebrais sao considerados uma massa de células anormais que
cresce e se multiplica de forma descontrolada no cérebro e sua apresentacéo clinica
podera variar de acordo com sua localizacao. Dentre os tumores cerebrais primarios
estdo os gliomas, constituindo os tumores sélidos mais comuns em adultos (Maher e
Raffel, 2004) e representam cerca de 50% de todas as neoplasias do Sistema
nervoso central (SNC) (Preusser et al., 2006; Yin et al., 2007; Dunn et al., 2007),
sendo caracterizados também por possuirem ampla heterogeneidade histologica e
clinica.

Os gliomas sédo classificados em grau | a IV de acordo com as
caracteristicas de malignidade (Dai e Holland, 2001). Os gliomas de grau | e Il séo
tumores de baixo grau de malignidade, caracterizados por uma baixa taxa de
proliferacéo celular e reduzida capacidade de invadir o parénquima cerebral (Stieber,
2001). Ja os gliomas de grau lll e IV sdo classificados como tumores de alto grau
(Behin et al., 2003) e apresentam caracteristicas de elevada agressividade, incluindo
indiferenciacao celular ou anaplastia, pleomorfismo celular, elevada capacidade de
proliferacdo (Behin et al., 2003 ), levando a um progndstico muito desfavoravel. Os
gliomas de grau IV, o glioblastoma multiforme, sdo os mais comuns, malignos e
letais (Robins et al.,, 2007; Kanu et al.,, 2009; Vredenburgh et al., 2009),
correspondendo a cerca de 70% dos gliomas de alto grau diagnosticados (Ohgaki e
Kleihues, 2007). Sua incidéncia vem aumentando ao longo dos anos e o prognostico
para 0s pacientes permanece muito ruim (Konopka e Bonni, 2003) devido a sua
rapida progressao e a elevados indices de recorréncia (Stupp et al., 2006; Yin et al.,
2007; Goldust et al., 2008). As metastases sistémicas sao raras (Armstrong et al.,
2010) porém, dentro de pouco tempo, no mesmo local da lesdo primaria principal ou

muito proximo a ela, sdo observadas novas lesdes (Sathornsumette e Rich, 2008).
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Dessa forma o tratamento fica limitado a cirurgia, quando possivel, seguido
de radioterapia e quimioterapia (Butowski et al., 2006). Contudo, esses tratamentos
demonstram eficacia limitada, tanto pela auséncia de especificidade terapéutica das
drogas citotoxicas, como pela resisténcia intrinseca das células tumorais a
radioterapia e a apoptose, fazendo com que as terapias pro-apoptéticas ndo sejam
tao efetivas ou falhem em induzir a regressao tumoral (Furnari et al., 2007; Van Meir
et al., 2010).

Além disso, a barreira hematoencefalica (BHE) limita a entrada dos
quimioterapicos no SNC, de modo que apenas farmacos altamente lipofilicos podem
ser utilizados (Mousseau et al., 1993). Essa falta de farmacos empregados para o
tratamento da doenca, que consigam associar uma alta eficacia e baixos efeitos
colaterais, tem estimulado o desenvolvimento de formulacdes que permitam a
liberacdo controlada de farmacos em sitios especificos, visando a diminuicdo de
efeitos toxicos e/ou aumento do indice terapéutico, como as nanoparticulas, que tem
recebido grande atencdo nos ultimos anos.

As nanoparticulas como vetores tornam-se estruturas promissoras para uma
nova modalidade terapéutica para os gliomas, pois sao sistemas coloidais matriciais
ou reservatorios (Quintanar Guerreiro et al.,, 1998) que servem como sistemas
carreadores de farmacos constituidos por polimeros capazes também de atravessar
barreiras, como a BHE. Assim, farmacos com atividade farmacolégica ja
estabelecida podem ser associados a nanocapsulas e assim ter uma maior chance
de chegar ao sitio da doencga, ter uma maior efetividade, além de ampliar o espectro
de aplicaces terapéuticas de farmacos ja utilizados na clinica.

Além da participacdo das células tronco tumorais na etiologia dos gliomas,
estudos recentes mostram que a presenca de um microambiente inflamatdrio,
composto por células imunes e rico em citocinas, pode estar correlacionada com a
progressado desses tumores (Demuth et al, 2004). De fato, a superexpressédo da
enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2), uma enzima chave na producdo de mediadores
inflamatorios, estd associada com gliomas clinicamente mais agressivos e de pior
prognéstico para o paciente (Shono et al., 2001). Apesar dos mecanismos
envolvidos no aumento da malignidade tumoral promovido pela COX-2 ndo estarem
totalmente elucidados, alguns autores sugerem que essa enzima participa da
regulacéo da proliferacéo celular, apoptose (Tsujii et al., 1995) e na interacdo tumor-

vasos sanguineos (Howe et al.,, 2001). Assim, inibidores da COX, como os anti-
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inflamatoérios ndo estereoidais (AINES), podem constituir uma estratégia interessante
para a terapia anti-glioma.

Os AINES estdo entre os agentes terapéuticos mais empregados no
tratamento da dor e inflamacdo, contabilizando cerca de 5% das prescricdes
médicas em todo o0 mundo (Smalley et al., 1995). Sugere-se entdo a utilizacdo de
AINES na terapia de gliomas, visto que esses farmacos, ao inibirem as enzimas
COX-1 e 2 e consequentemente a sintese de prostaglandinas (PGl,, PGE; e PGE>),
diminuem a vasodilatacdo e o recrutamento de células imunes para o sitio de
inflamacéo (Feldman; McMahon, 2000), podendo assim modular o microambiente
inflamatério e controlar a progressao desses tumores.

Assim a utilizacdo do Cetoprofeno, acido [2-(3-benzoilfenil) propandico] um
AINE, em formula¢des de nanocapsulas pode ser uma alternativa promissora para o
tratamento adjuvante de gliomas, visto que esse farmaco j4 é amplamente utilizado
na terapéutica e a sua associacdo a nanocépsulas pode reduzir os indesejaveis
efeitos gastrointestinais e aumentar a biodisponibilidade no SNC. Além disso, cabe
ressaltar que até o momento nao existem relatos na literatura sobre a preparacéo de
nanoparticulas poliméricas contendo cetoprofeno visando a reducédo da proliferacéo

celular.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o efeito de formulagcbes de

cetoprofeno em nanocéapsulas sobre a proliferacéo in vitro e in vivo de gliomas.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliacdo comparativa do efeito do cetoprofeno na forma livre e em nanocépsulas
sobre a proliferagéo in vitro de linhagens celulares de glioblastoma multiforme.

- Verificacdo da citotoxidade do cetoprofeno na forma livre e em nanocapsulas em
cultura priméria de astrécitos;

- Avaliacao da atividade antitumoral, através de andlise histolégica, do cetoprofeno
na forma livre e em nanocapsulas utilizando o modelo de implante de glioma in vivo
em cérebro de ratos.

- Determinacdo do efeito do cetoprofeno na forma livre e em formulacdes de
nanocapsulas no teste comportamental de campo aberto em ratos submetidos ao
implante de glioma.

- Avaliacdo do efeito do cetoprofeno na forma livre e em formulacbes de
nanocapsulas na atividade das ectonucleotidases em linfocitos de ratos submetidos
ao implante de glioma.

- Avaliacdo das enzimas ALT-AST e dos niveis de creatinina e ureia em soro de
ratos submetidos a implante de gliomas e tratados com cetoprofeno na forma livre e

em formulacdes de nanocapsulas.



3. Revisao bibliografica

3.1 A teoria sobre a origem dos gliomas

Existem duas teorias distintas sobre as células que originam os gliomas. A
primeira, e mais antiga, atribui que os gliomas s&o oriundos de células gliais
maduras como os astrécitos e os oligondendrdcitos, 0os quais poderiam ser alvos de
mutacfes em oncogenes e genes supressores tumorais, 0 que levaria a
desdiferenciacdo celular e ao desenvolvimento tumoral (Lipton e Rosenber, 1994;
Paulus e Tonn, 1995). A segunda teoria (representada na figura 1), mais recente e
aceita, sugere que os gliomas se originam de células progenitoras neurais que
sofreram transformac&o oncogénica durante seu desenvolvimento, vindo a se tornar
células iniciadoras de tumor (Singh et al., 2004; Piccirillo e Vescovi et al., 2007,
Piccirillo et al., 2009). Nesse contexto, as células tronco neurais sdo reguladas pelas
mesmas vias de sinalizagdo que estdo ativas em tumores cerebrais.
Consequentemente, elas sdo capazes de exibir comportamento similar ao dos
gliomas, incluindo elevada motilidade, associagdo com vasos sanguineos,
desenvolvimento de fenétipos antigénicos imaturos como a expressdo de nestina e
do marcador de células tronco CD133, além da ativacdo de vias sinalizadoras de
crescimento e proliferacao celular (Palmer et al., 2000).

Além disso, uma vez que as células tronco neurais sdo precursoras de
neurdnios, astrécitos e oligodendrocitos, a teoria da participacdo das células tronco
tumorais na origem dos gliomas explica de forma mais convincente a geragcédo de
tumores cerebrais compostos por mais de um tipo celular como, por exemplo, o
oligoastrocitoma. Dessa forma, os gliomas sado constituidos por populacbes de
células tumorais diferenciadas e de uma minoria de células tumorigénicas
indiferenciadas multipotentes que varia em torno de 1-30%. Embora ambas
contenham mutagcbes oncogénicas que poderdo contribuir para a tumorigénese,
somente as células-tronco tumorais tém capacidade de se autorrenovar, sendo
possivelmente as responsaveis pela sustentacdo e propagacao do tumor (Sanai et
al., 2005).
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Figura 1- Teoria atual sobre a origem dos gliomas. (Adaptada de Sanai et al, 2005)

3.2 Classificagéo dos Gliomas

Em 2007, a Organizacao Mundial da Satude (OMS) descreveu a classificacao
utilizada atualmente em gliomas, a qual se baseia em trés parametros: o tipo celular,
a localizacédo tumoral e o grau de malignidade (Louis et al., 2007, Brat et al., 2007,
Fuller e Scheithauer, 2007; Nakazato, 2008). Atraves desta classificacdo, €& possivel
determinar o tipo de terapia a ser utilizada no tratamento dos pacientes,
determinando particularmente o uso de radioterapia adjuvante e o0s protocolos

especificos de quimioterapia (Louis et al., 2007).

3.2.1 Classificacao dos gliomas quanto ao tipo celular

s

A classificacdo dos gliomas segundo o tipo celular é realizada a partir da
analise das caracteristicas histolégicas, conforme a semelhanca fenotipica das
células tumorais com os diferentes tipos de células gliais, ou seja, com 0s astrocitos,

oligodendrdcitos ou com as células ependimais. Assim, conforme a aparéncia



21

morfolégica e a presenca de marcadores especificos como, por exemplo, a proteina
glial fibrilar &cida (GFAP) marcador de astrocitos e o receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) receptor para oligodendrécitos, eles
sdo classificados conforme apresentado na Tabela 1. Embora esta classificacédo
histopatolégica ainda seja a base para a terapia dos pacientes, existem outros
critérios que sdo usados para avaliagdo e prognostico, como: idade do paciente,
estado clinico, dados radiograficos e tamanhos da area de resseccdo cirdrgica
(Louis, 2006). Também existem diferencas genéticas dentro desses subtipos que
sdo de extrema importancia para o prognostico (Da Fonseca et al., 2008). Dados da
analise genbmica mutacional dos glioblastomas mostram que foram encontradas
mutacBes soméaticas no gene que codifica a Isocitrato Desidrogenase 1 (IDH1).
Estas alteracbes podem auxiliar na classificacdo dos tumores, visto que sdo mais
frequentes nos glioblastomas secundarios e mostram um bom progndstico, pois
apos cirurgia e tratamento com radioterapia esses pacientes possuem meédia de
sobrevivéncia de 27,1 meses (Dang et al., 2009). Nota-se, entdo, a importancia de
uma distincdo entre os tipos de gliomas, uma correta avaliacdo da biologia do tumor
e seu grau de malignidade levando a um correto diagnéstico do paciente e um
melhor prognéstico.

Tabela 1. Classificacdo dos gliomas quanto ao tipo celular, segundo Michote et al.,
2004, Nikiforova e Hamilton, 2011.

Célula Precursora Glioma Originado
Astrocitos Astrocitomas
Oligodendrécitos Oligodendrogliomas

Astrécitos, oligodendrdcitos,
células ependimais Gliomas Mistos

3.2.2 Classificacao dos gliomas quanto a localizagc&o tumoral

A classificacdo em relagéo a localizacdo do glioma é feita através do local

onde ele se desenvolve, com base em uma membrana que separa o cérebro
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(tentorum = “teto” cerebelar) do cerebelo. Desta forma, eles podem ser classificados
como supra-tentoriais, acima do tentorum e que ocorrem predominantemente em
adultos ou infra-tentoriais, que se desenvolvem abaixo do tentorum, com maior

predominancia em criancgas (Vougioukas et al., 2005; Kaloshi et al., 2009).

3.2.3 Classificacao dos gliomas quanto a malignidade tumoral

O grau de malignidade dos gliomas é determinado seguindo o sistema de
classificacdo de tumores cerebrais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que
utiliza quatro graus para descrever os gliomas, baseados na malignidade celular,
nas caracteristicas invasivas e na capacidade de desenvolver necrose (Chintala et
al., 1999).

Os gliomas considerados de grau | sdo passiveis de cura por remocao
cirirgica e sem necessidade de tratamento quimioterapico, além de apresentarem
baixa capacidade proliferativa, com lento crescimento, sendo geralmente
encontrados em criancas e jovens. Dentre os subtipos, podemos citar o astrocitoma
pilocitico (Stieber, 2001; Behin et al., 2003). Os gliomas considerados de grau Il
geralmente sao infiltrativos, mas com crescimento lento, podendo reincidir apés
remocao cirargica. Entretanto, alguns gliomas de grau Il podem progredir para
gliomas mais malignos (Behin et al., 2003; Van den Bent, 2007). Estes gliomas de
baixo grau ndo sdo benignos, mas apresentam um melhor prognéstico quando
comparado aos gliomas de alto grau (Il e IV) (Van den Bent et al, 2008; Bromberg e
Van den Bent, 2009), sendo a sobrevida média destes pacientes muito superior a
dos pacientes diagnosticados com gliomas malignos de alto grau (Bromberg e Van
den Bent, 2009).

Os gliomas de alto grau séo classificados como sendo os de grau lll e IV
(Behin et al., 2003). Eles apresentam caracteristicas mais agressivas como
indiferenciacdo celular ou anaplastia, pleomorfismo celular, elevada capacidade de
proliferacdo (Behin et al., 2003), sendo o prognostico para esses tumores
desfavoravel. Os gliomas de grau Il sdo caracterizados por apresentarem
evidéncias histologicas de malignidade, como atipia nuclear e elevada atividade
mitotica, podendo progredir rapidamente a glioblastoma multiforme. Finalmente, os
tumores de grau IV ou GBM sdo 0os mais comuns, apresentam caracteristicas de

extrema malignidade e sdo os mais letais de todos os gliomas, correspondendo a
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cerca de 70% dos gliomas de alto grau diagnosticados (Robins et al., 2007; Kanu et
al., 2009; Vredenburgh et al., 2009).

3.3Glioblastoma Multiforme

O GBM ¢é o tumor cerebral primario mais comum e devastador (grau 1V),
caracterizado histologicamente pela presenca de células neopldsicas pouco
diferenciadas com areas de proliferacdo vascular e/ou necrose em palicada
(Sathornusumetee et al., 2008), possuem descontrole da proliferagédo celular,
infiltracdo difusa no parénquima cerebral, angiogénese, intensa resisténcia a
apoptose e elevada instabilidade gendmica (Laws e Shaffrey, 1999). Os GBMs sao
quase sempre infiltrativos e comumente apresentam caracteristicas multifocais (Dai
e Holland, 2001). O padrao de crescimento multifocal, caracterizado pela formacao
de varios tumores espalhados pelo tecido sadio, explica sua grande capacidade de
se infiltrar no parénquima cerebral que circunda o tumor, limitando a remocao
cirrgica (Stupp et al.,, 2007) e levando a uma rapida progressdo e também a
elevados indices de recorréncia (Stupp et al., 2006; Yin et al., 2007). As metastases
sistémicas sdo raras (Armstrong et al., 2010); porém, dentro de pouco tempo, no
mesmo local da lesdo primaria principal ou muito proximo a ela, sdo observadas
novas lesdes (Sathornsumette e Rich, 2008). Dentre as possiveis razdes para a
baixa propensdo dos GBMs em metastizar para o6rgaos distantes do SNC estéo
incluidas a auséncia de circulacéo linfatica no cérebro e a falta de comunicacao
entre a barreira hematoencefélica e os espacos intra- e extracraniais.

O tecido cerebral que rodeia o tumor apresenta varios tipos de resposta
inflamatéria, incluindo ativacdo de macrofagos, astrogliose reativa, invasao vascular

e formacédo de edema (Balassiano et al., 2006).

3.4 Alterag6es moleculares envolvidas na patogénese dos gliomas

Os gliomas sao caracterizados por apresentarem um conjunto de alteracdes
genéticas que afetam o controle génico do crescimento celular, angiogénese,
apoptose e invasdo celular, explicando sua patogénese, rapida progressdo e

agressividade. Na maioria dos casos, essas alteracdes também afetam a expressao
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de genes isolados ou a combinacg&o de varios genes e estdo correlacionadas com o
grau clinico do tumor (Nagarajan e Costello, 2009; Kim et al, 2011).

Em gliomas de menor grau de malignidade, fatores de crescimento como:
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento de
fibroblasto 2 (FGF2) e fator de crescimento neurotréfico ciliar (CNTF), e seus
respectivos receptores geralmente estdo superexpressos e a p53, que é uma
proteina supressora tumoral, estd frequentemente mutada. Essa proteina €
responsavel por diversas fungdes, incluindo regulacéo do ciclo celular, diferenciacéao
celular, angiogénese, senescéncia, apoptose e resposta imune, e assim é
considerada um gene supressor tumoral (Vousden e Prives, 2009; Kazufumi e
Hisahiro, 2011).

Os gliomas de grau lll, adicionalmente apresentam um descompasso do
ciclo celular, devido a dele¢do do inibidor da ciclina dependente de cinase 2A
(CDKN2A), amplificagdo da ciclina dependente de kinase 4 (CDK4), ou perda do
gene do retinoblastoma (RB). Os gliomas de grau IV (GBM) apresentam todas as
alteracdes ja citadas, somadas a perda da regido 10922 — 25, por¢do cromossomal
que carrega importantes genes supressores tumorais, entre os quais a PTEN
(proteina fosfatase e homodloga a tensina) (Holland, 2001). Os tumores que
expressam maiores niveis de PTEN estdo correlacionados com um melhor
progndéstico para os pacientes, o que sugere que a PTEN ocupa um papel decisivo
na gliomagénese (Lin et al., 1998). A perda da expresséo da PTEN resulta em uma
ativacdo permanente da proteina cinase B (AKT), uma das vias centrais responsavel
pela sobrevivéncia celular (Holland, 2001). A ativacdo da AKT medeia respostas
celulares como proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade e metabolismo (Marone et al.,
2008; Roy et al., 2009;), fundamentais no processo tumoral.

Tem sido observadas alteracbes no gene que codifica o receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR), mostrando amplificacdo e ativacdo de mutagcdes no
mesmo. Quase todas essas mutagdes resultam em desregulagéo da parada do ciclo
celular. Outra caracteristica importante que difere o0 GBM dos tumores de menor
grau € a extensiva angiogénese, que associada aos tumores mostra-se nao
somente uma adaptacao a hipdxia, mas sim o resultado de mutacdes genéticas que
ativam o programa transcricional da angiogénese, que € posteriormente modulado
pela disponibilidade de oxigénio na area tumoral (Folkman, 2007). Entre as

mutacOes mais relevantes estdo incluidas os genes que codificam PTEN, EGFR e
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CMYC e essas alteracBes tém como principal consequéncia a estabilizacdo do HIF-1
e dos seus efetores como VEGF, PDGF ou IL-8 (Blum et al., 2005).

A soma dos efeitos provocados por alteracdes das vias de controle de
proliferacéo e de sobrevida celular, invasdo e angiogénese contribui para a biologia
desses tumores (Holland, 2001). A Figura 2 sumariza as principais vias de

sinalizacdo que contribuem para a progresséo dos gliomas.

Viada P53
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ViadaRB 1
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Figura 2. Principais vias de sinalizagcdo envolvidas na patogénese dos gliomas.
Elementos em azul estdo frequentemente inativados por mutacdo, delecdo ou
metilacdo do promotor; elementos em rosa estdo ativados através de
superexpressdo ou amplificacdo génica; elementos em roxo sdo as vias que sofrem
modulagdo dos elementos marcados em azul e em rosa, constituindo as efetoras
diretas das a¢bes pré-tumorais (adaptado de Rich e Bigner, 2004).

3.5Terapia para gliomas

O tratamento inicial para gliomas diagnosticados envolve resseccao cirlrgica,
radioterapia e quimioterapia, sendo que o farmaco preconizado para a terapia
atualmente é a temozolamida (Temodal®), um agente alquilante que é administrado

concomitante ou apoOs a radioterapia (Sathornsumetee e Rich, 2008). Sabe-se
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também que existe uma grande limitacdo da terapia farmacoldgica devido as
restricbes impostas pela BHE (Brandes et al., 2000).

Os gliomas malignos ndo séo passiveis de remocao completa devido a sua
capacidade infiltrativa, mas os pacientes sdo submetidos a resseccdo cirdrgica
maxima possivel. Avancos nos meétodos cirurgicos tem melhorado a seguranca da
cirurgia e aumentado o alcance de maior parte da ressecc¢édo (Asthagiri et al., 2007).

A radioterapia € o ultimo e considerado o tratamento mais importante para os
gliomas malignos, sua implementacdo ao tratamento aumenta a sobrevida de
pacientes de um intervalo de 3 a 4 meses para 7 a 12 meses. Segundo Stupp e
colaboradores (2005), a combinacdo de radioterapia e temozolamida gerou um
aumento na sobrevida mediana de 12,1 meses para 14,6 meses, quando comparada

a radioterapia isolada.

3.6 O processo inflamatério e os gliomas

A progressdo dos gliomas € um processo multifatorial, consistindo de
numerosas alteracbes genéticas que controlam a proliferagdo, morte e divisdo
celular, conforme descrito acima. Entretanto, um grande numero de evidéncias
aponta que as alteracdes genéticas ndo garantem o desenvolvimento tumoral e
indicam que interacbes complexas entre as células tumorais e neurénios, glia,
vasculatura e sistema imune s&o fundamentais para a tumorigénese (Demuth e
Berens, 2004). De fato, diversos tipos de cancer sao originarios de sitios de
infeccéo, irritacdo cronica ou de inflamacédo. Em gliomas, a presenca de infiltrado
inflamatorio esta diretamente correlacionada com o grau de malignidade do tumor e,
apesar da funcdo das células imunes ndo estar completamente elucidada,
evidéncias sugerem que a presenca de leucdcitos, particularmente microglia e
macrofagos, no microambiente tumoral sdo componentes indispensaveis nos
processos de proliferagcdo, migracdo e sobrevivéncia celular e angiogénese,

conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Possiveis interacdes entre células neoplésicas, macréfagos e microglia
nos tumores cerebrais (Adaptado de Watters et al., 2005).

Além disso, existe uma proposta que postula que células tumorais podem
modular a resposta imune ao seu favor por meio da secrecéo de citocinas. O modelo
proposto por Chen e colaboradores (2008), € composto por 3 etapas: (1)
recrutamento: através da producéo de citocinas (MCP-1 e IL-8), as células tumorais
recrutam células imunes para o microambiente tumoral; (2) educacdo: via secrecao
de citocinas que regulam diferenciacdo celular (IL-6, TNFa e MIF), as células
tumorais induzem as células imunes a desempenhar funcbes de suporte a
progressdo tumoral e (3) resposta: as células imunes diferenciadas produzem
citocinas, hormonios e fatores de crescimento que promovem crescimento tumoral e
desenvolvimento de tolerancia imune. Sabe-se também que as células tumorais
podem apresentar caracteristicas similares as células imunes, como por exemplo,
expressdo de selectinas, receptores para migracdo, secrecdo de citocinas e
expressao de ciclo-oxigenases (COX), particularmente a COX-2 (Coussens e Werb,
2002; Lin e Karin, 2007).

As COXs, também chamadas de prostaglandina H sintetase, sdo enzimas
responsaveis pela formagdo de prostaglandinas (PGs) a partir do acido

araquiddnico. As prostaglandinas contribuem para varios processos fisiolégicos,
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como hemostasia, agregacdo plaquetéria, funcdes gastrica e renal, dor e pirexia e
processos patoldgicos, incluindo inflamacéo e cancer (Greene et al., 2011). A COX
possui duas importantes isoformas: a COX-1 e a COX-2, e uma terceira isoforma
recentemente descoberta, a COX-3. O perfil de expressao dessas isoformas € muito
variado de tecido para tecido.

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada e esta presente em todas as
células, principalmente no endotélio dos vasos sanguineos, plaguetas, estbmago e
rins e apresenta funcgdes fisioldgicas conduzindo a producédo de prostaglandinas anti-
trombogénicas, citoprotetoras da mucosa géstrica e envolvidas na manutencdo da
funcdo plaquetaria e renal. A COX-2 é frequentemente uma enzima induzivel e
geralmente indetectavel na maioria dos tecidos saudaveis, mas seu nivel aumenta
drasticamente em tecidos inflamados. Essa enzima pode ser induzida por citocinas,
incluindo IL-1, IL-2 e TNFa, sendo expressa por células envolvidas no processo
inflamatério, como os macréfagos e mondcitos (Giamarellos-Bourboulisa et al.,
2003). A COX-2 é responsavel pela maior producdo de prostanoides durante
periodos inflamatérios e superexpressa em diversos tipos de canceres.

A terceira isoforma relatada é a COX-3, entretanto, essa enzima € uma
proteina inativa e resultados demonstram que ela é um “splicing” alternativo da
COX-1 (Cebola e Peinado, 2012). Sabe-se que ela é codificada pelo mesmo gene
desta isoforma e encontra-se distribuida principalmente no cortex cerebral, medula
espinhal e coracéo.

A COX-2 destaca-se por possuir um papel importante na regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular e na tumorigénese (DuBois et al.,, 1996 e
Bornfeldt et al., 1997). Essa enzima estd superexpressa em diversos tecidos
neoplasicos, como em cancer de coélon, préstata e de mama (Casper et al., 2000;
Bertagnolli, 1999; Howe et al., 2001; Higashi et al., 2000). A expressdo da COX-2
pode ser inibida por glicocorticoides, IL-4, IL-10 e IL-13, enquanto que a PGE,
promove um aumento de sua expressao. Esta enzima pode também ser regulada de
modo pos-transcricional. A perda de regulacdo poés-transcricional da COX-2, pela
mutacdo de proteinas que interatuam especificamente em determinados elementos
do &cido ribonucléico mensageiro (m-RNA) da enzima, pode resultar em um
aumento da expressdo da COX-2, cujo mecanismo tem sido proposto como fator

crucial envolvido na carcinogénese do intestino (Fernandes et al., 2003).
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Em gliomas, o aumento da expressdo da COX-2 est4 associado a tumores
mais agressivos e com um pior prognoéstico (Shono et al., 2001). Assim, a utilizacéo
de medicamentos anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) e inibidores especificos
de COX-2 tém emergido como um possivel tratamento e prevencdo de tumores
(Pouliot et al.; 2002).

3.70 sistema purinérgio e a inflamacgéo

Geoffrey Burnstock em 1972, apés observar a acdo do ATP como transmissor
em nervos inibitérios ndo adrenérgicos ndo colinérgicos em Taenia coli de roedores
prop6s o conceito de transmissdo purinérgica (Burnstock, 1972). Ainda segundo
Burnstock (2008), essa sinalizacao intercelular seria mediada por purinas e esta
presente na evolucdo desde cedo, sendo considerada entdo, uma rota amplamente
distribuida para a comunicacéo célula-célula.

A funcdo que normalmente se associou aos nucleosideos e nucleotideos
derivados de purinas sempre foi particularmente intracelular, como fornecimento de
energia para processos intracelulares. Atualmente sabe-se que essas moléculas
também atuam como mensageiros extracelulares, através de ligacdo em receptores
purinérgicos especificos (Abbraccio et al., 1999; Burnstock e Knight, 2004), e sao
capazes de sinalizar uma variedade de efeitos bioldgicos no meio extracelular
(Burnstock, 2007) suas acdes sdo finalizadas pela acdo de ectoenzimas que
realizam a hidrolise dos nucleotideos.

Acredita-se que a liberacdo de adenosina trifosfato (ATP), um dos principais
agonistas do sistema purinérgico, ocorre através de dano celular, através de células
gliais em resposta a injuria mecéanica ou por hipéxia. Existem ainda suposi¢cdes que
o ATP pode ser liberado para o meio extracelular por meio de transportadores e por
exocitose de vesiculas (Bodin et al., 2001; Burnstock, 2007; Lazarowski et al., 2003)

conforme demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Demonstracao das vias de liberagdo do ATP para o meio extracelular
(Adaptado de Yegutkin, 2008).

Apos liberacdo dos nucleotideos para o meio extracelular, os mesmos
sensibilizam receptores purinérgicos especificos, mediando diferentes respostas,
como neurotransmissdo, resposta imune, inflamacdo, agregacdo plaquetaria
(Burnstock, 2006; 2007) e ainda podem ser responsaveis pela regulacdo de funcdes
patofisiologicas em  diversos tecidos, incluindo doencas inflamatérias,
neurodegenerativas, doencas vasculares e cancer (Burnstock, 2008). Esses
receptores purinérgicos sdo conhecidos como purinoreceptores e se dividem em
receptores do tipo P1 (possuem adenosina como principal agonista) e P2 (possuem
ATP e ADP como principais agonistas) como demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Receptores Purinérgicos.

Receptores P1 Receptores P2
Ligante natural Adenosina ATP, ADP, UTP, UDP
Tipo Acoplado a proteina G | Canal I6nico | Acoplado a proteina G
Subgrupo - P2X P2Y
SUbtipO A1,Aon,Aos,A3 P2X 17 PZY]_, P2Y2,P2Y4,
P2Ye, P2Y11,P2Y1,
P2Y14

Classificacdo de receptores purinérgicos (Adaptado de Ralevic e Burnstock,1998).

Os efeitos causados pela presenca dos nucleotideos no meio extracelular
podem ser controlados através da funcionalidade das células, da expressdo de
receptores purinérgicos especificos e pela atividade das ectoenzimas que sao
capazes de controlar a disponibilidade dos agonistas purinérgicos, como o ATP e a
adenosina, nessas células (Robson et al., 2006). Nesse grupo de enzimas, que
também sdo conhecidas como ectonucleotidases, estdo incluidas: as ecto-
nucleosideo-trifosfo-difosfoidrolases (E-NTPDases), as ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), as ecto-fosfatases alcalinas e a ecto-5'-
nucleotidase/CD73 (ecto-5-NT/CD73) e a adenosina deaminase (ADA) (Robson et
al.,, 2006; Zimmermann, 2001). As ectonucleotidases compdem uma cascata
enzimatica que tem como funcdo a degradacdo de nucleotideos e formacdo dos
respectivos nucleosideos, controlando assim o tempo que 0S mesmos permanecem
no meio extracelular (Zimmermann, 2001). Portanto, fazem parte do sistema
purinérgico, regulando essa sinalizacdo através da finalizacdo do estimulo (Robson
et al., 2006).

O ATP possui fungbes pro-inflamatérias e estd envolvido em diversas
fungbes do sistema imune, como secrecdo de INF- y e IL-2 nas células T (Langston
et al.,, 2003) estimulando a proliferagcdo de linfocitos, induzindo migracdo e
diferenciacdo nas células dendriticas (la Sala et al., 2003), e ainda nos macrofagos
estimula a produgao de IL-1 (Elssner et al., 2004) e TNF-a (Guerra et al., 2003).

Essa sinalizagéo induzida pelo ATP extracelular correlaciona-se diretamente com a
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atividade da enzima E-NTPDase, que é responsavel pela hidrolise de nucleotideos
tri e difosfatados, incluindo ATP e ADP, levando a formacdo de nucleotideos
monofosfatados (Zimmermann et al., 2007). O AMP (nucleotideo monofosfatado)
gerado ao final deste processo € hidrolisado a adenosina pela acdo da enzima ecto-
5-NT/CD73, que associada a membrana plasmatica catalisa a hidrélise de
nucleotideos monofosfatados até seu respectivo nucleosideo.

A adenosina, principal produto da hidrélise do ATP, também é considerada
uma molécula sinalizadora de dano celular, porém com acdes contrarias as do ATP
(Bours et al.,, 2006). Esse nucleosideo medeia uma resposta imunossupressora,
inibindo producéo de citocinas inflamatérias (IL-12, INF-y, MIPs) (Stewart e Harris,
1993; Hasko et al.,, 2009) e a atracdo de linfocitos a respostas inflamatorias
(Odashima et al., 2005), conseguindo assim, proteger os tecidos saudaveis dos
ataques promovidos pelas células de defesa (Sitkovsky e Ohta, 2005). As principais
enzimas responsaveis pela metabolizagcdo da adenosina sdo a adenosina cinase,
gue gera o AMP e a ADA que é responsavel pela hidrolise da adenosina em inosina
(Latini e Pedata, 2001).

3.80 processo inflamatoério e a utilizacdo de AINES

A inflamacao é um processo fisioldgico que consiste na resposta organica
diante de les&o tissular ou infeccédo, envolvendo uma ag¢do coordenada entre o
sistema imunoldgico e o tecido no qual ocorreu a leséo (Cotran et al., 2006). Assim,
inflamacdo € um termo geral usado para as mudancas que podem ocorrer nos
tecidos vascularizados, como resposta a danos teciduais, infecgcbes ou reacdes
imunolégicas (Spinosa et al., 2006).

No caso de uma evolucéo favoravel, o processo inflamatorio passa entéo para
fase de reparacdo havendo a eliminagao do agente causal, a formagéo de tecido de
granulacdo e a cicatrizacdo. Entretanto, em algumas situacbes e doencas, essa
resposta pode se tornar excessiva, sem qualquer beneficio e com sérios efeitos
adversos (Cotran et al., 2000) ou pode haver a cronificagdo do processo (Spinosa et
al., 2006; Gilman et al., 2006; Katzung, 2006).

Os AINES apresentam trés tipos principais de acdes farmacologicas: anti-

inflamatoria, analgésica e antipirética. Em geral, todos estes efeitos estéao
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relacionados a inibicdo da enzima COX e, consequentemente, inibicdo da sintese de
prostaglandinas e tromboxanos (Rang et al., 2001). A descoberta da existéncia de
duas isoformas da enzima, a COX-1 e a COX-2, permitiu verificar que as acfes anti-
inflamatorias sé@o devidas a inibicdo da COX-2, enquanto que os efeitos secundarios
serdo atribuidos a inibicdo da COX-1. Esta foi a base tedrica para o desenvolvimento
dos inibidores seletivos da COX-2. Os AINES, ao inibirem a COX e,
consequentemente a sintese de prostaglandinas (PGl,, PGE; e PGE;), diminuem a
vasodilatacdo, causam efeitos inibitdrios nos nociceptores, no centro
termorregulador hipotalamico e modulam os sinais e sintomas da inflamagéo
(Feldmam; McMahon, 2000).

A expressdo da COX-2 ocorreria apos estimulo inflamatério nas células
migratorias e tecidos lesados e, por isso, foi chamada indutiva. Esse estimulo esta
relacionado a presenca de citocinas, fatores de crescimento e estimulantes tumorais,
sugerindo sua relevancia no cancer e em processos inflamatérios (Chan et al., 1999;
Kummer e Coelho, 2002; Franco et al., 2006; Hazewinkel et al., 2008; Steagall et al.,
2009).Varios tipos de tumores superexpressam COX- 2, como tumor de coélon, de
mama (Hwhang et al.; 1998), de pele (Muller- Decker et al., 1999) e de bexiga (
Shirahama et al., 2000), sendo que a presenca de COX-2 pode ser essencial para a
vascularizacéo e crescimento do tumor (Thun et al., 1991). Sugere-se inclusive que
a expressdo de COX-2 possa ser constitutiva em alguns tipos de tumores, como
observado em areas de necrose de gliomas humanos (Shono et al., 2001).Estudos
mostram que a utilizacdo de AINES como acetominofeno, flurbiprofeno, &cido
acetilsalicilico, ibuprofeno e cetoprofeno reduziu a proliferacao de diferentes tipos de
células tumorais, incluindo tumores de eséfago, pulmao e tumores cerebrais (Joki et
al., 2000; Casper et al., 2000). Alguns autores sugerem que a COX possa estar
envolvida na regulacdo da proliferacdo celular, apoptose (Tsujii et al., 1995) e na
interacdo tumor-vasos sanguineos (Howe et al.,, 2001). Entretanto, a funcéo
desempenhada pelas PG e pela COX na patogénese do cancer ainda nao esta

definida.
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3.9Cetoprofeno

O cetoprofeno, acido [2-(3-benzoilfenil) propandico] (Figura 5) é considerado
um AINE néo seletivo, e um anti-inflamatoério ndo-esterdide pertencente a classe dos
acidos arilalcandicos, considerado um dos mais potentes inibidores da COX dentro
das concentracfes terapéuticas. Seu mecanismo de acao esta envolvido na inibicédo
da COX que resulta no bloqueio da sintese de prostaglandinas.

Esse farmaco também atua inibindo a bradicinina, que medeia dor e
inflamacé&o, o que diminui o efeito potencializante da fase vascular inflamatéria e da
dor, inibindo a sintese de PGs e levando a atividade antinociceptiva periférica
comum dos AINES (Narita et al., 2005). Também €& capaz de estabilizar as
membranas lisossémicas contra a alteragdo osmdtica, impedindo a liberacdo de
enzimas que medeiam reacdes inflamatorias e causam destruicdo tecidual (Ashvini
et al., 2011).

0 CH;

COOH

Figura 5- Estrutura quimica do cetoprofeno (acido [2-(3-benzoilfenil) propandico]).
(Fonte: Farmacopéia Brasileira, 2010).

A absorcao do cetoprofeno ocorre rapidamente pela via oral e possui um pico
plasmatico entre 0,5 - 2 horas apdés a administracdo. Esse farmaco apresenta
elevada ligacdo a proteinas plasmaticas (99 %) e € metabolizado em sua menor
parte por hidroxilagdo e a maior parte por conjugacao ao &cido glicurénico (Franca,
Korolkovas, 2006). A dose comumente empregada em humanos por via oral situa-se
entre 50 e 300 mg (dose maxima diaria). Ja& em ratos, a dose recomendada é de 5
mg/kg (Viana, 2007).
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Apesar de o cetoprofeno apresentar uma grande eficiéncia no tratamento da
dor aguda e crbnica, sua administracdo € acompanhada por alguns efeitos colaterais
importantes (Franca; Korolkovas, 2006). Essa molécula pode ser causadora de
lesbes agudas gastrointestinais que estdo entre os efeitos colaterais mais frequentes
e graves associados com AINES convencionais, ocasionando risco de perfuracdes e
ulceracbes gastricas (Lipsky, 2000; Buttgereit, et al., 2001). Apesar dos AINES
desencadearem esses efeitos colaterais, sdo considerados relativamente seguros
(Yuan et al, 2006), sendo que a terapia com esse tipo de medicamento vem
ocorrendo a mais de um século (Kontogiorgis e Hadjipavioulitina, 2002). Com a
finalidade de aumentar o potencial terapéutico, a0 mesmo tempo em que se
minimizam os efeitos colaterais, a utilizacdo de farmacos através de sistemas
nanoestruturados chega como uma alternativa promissora para o tratamento de
diferentes patologias. Uma das principais razdes do uso de sistemas de entrega de
farmacos sdo as melhorias na concentracao do farmaco no local de acao devido a
maior permanéncia neste local e a concomitante diminuicdo de efeitos colaterais
(Torchilin, 2007).

3.10 Nanocépsulas poliméricas de Cetoprofeno

Diferentes sistemas carreadores, tais como o0s lipossomos e as
nanoparticulas tém sido utilizados devido as diversas vantagens como vetores.
Algumas das principais razdes do uso de sistemas de entrega de farmacos sao as
melhorias na concentracdo do ativo no local de acdo devido a maior permanéncia
neste local (Torchilin, 2007). Esses sistemas proporcionam um aumento do indice
terapéutico desses farmacos, modificando sua distribui¢cdo, reduzindo sua toxicidade
e aumentando a eficacia terapéutica.

As nanoparticulas constituidas de polimeros biodegradaveis tém atraido
consideravel atengcdo como veiculos de distribuicdo de farmacos pelo potencial de
suas aplicagdes na liberagéo controlada de ativos, na sua capacidade de focalizagc&o
em determinados 6rgdos e tecidos, como portadores de DNA (acido
desoxirribonucléico) na terapia génica e na sua capacidade de entregar proteinas,
peptideos e genes (Langer, 2000). O tamanho da nanocapsula pode variar entre 10

a 1000 nm e sua preparacdo se inicia com o farmaco dissolvido, aprisionado,
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encapsulado ou ligado a uma matriz da nanoparticula e, conforme a metodologia de
preparacdo pode ser obtida nanoparticulas em forma de nanocpsulas ou
nanoesferas (Figura 6) (Soppimath et al, 2001). Sendo que as nanocapsulas sao
sistemas vesiculares no qual o medicamento é confinado em um nucleo oleoso e/ou

adsorvido a parede polimérica (Couvreur et al, 2002).

Matriz Polimérica Membrana Polimérica
\ Cavidade Aquosaou Oleosa

~

//‘

~

Farmaco

Nanoesferas Nanocapsulas

Figura 6. Nanoparticulas. llustracdo representativa de nanoesferas e nanocapsulas
(Adaptado de Dos Santos e Fialbo, 2008).

Sabe-se também que a BHE impbe limitacbes a terapia de doencas que
atingem o SNC. Essa barreira separa o parénquima cerebral do sistema circulatério,
protegendo o SNC de agentes patdégenos, bem como de agentes terapéuticos
(Beduneau, Saulnier e Benoit, 2007). A BHE limita a entrada de substancias, de
modo que apenas farmacos altamente lipofilicos podem ser utilizados no tratamento
de patologias do SNC. Assim, as nanocapsulas surgem como estruturas de grande
potencial para facilitar a penetracdo de farmacos através da BHE, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes e aumentando o leque de aplicacdes de farmacos ja
utilizados na terapia (Garcia Garcia et al, 2005). O mecanismo de acdo o qual
estabelece a passagem dessas estruturas pela BHE ainda ndo esta estabelecido,
mas alguns autores relatam que o cruzamento dessa barreira por nanoparticulas
poliméricas pode ocorrer por endocitose (Lockman et al, 2004; Park, 2009).

Portanto, a utilizacdo de cetoprofeno em formulacbes de nanocapsulas pode

ser uma alternativa promissora por se tratar de uma formulacéo capaz de atravessar
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a BHE e de permitir a liberacdo controlada do farmaco em sitios especificos, visando
uma diminuicdo dos efeitos téxicos e um aumento do indice terapéutico, podendo
assim controlar o microambiente inflamatorio e consequentemente a progressao dos

gliomas.
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Abstract

GBM is the worst and most common brain tumor, characterized by high proliferation and
invasion rates. Nanoparticles of biodegradable polymers for anticancer drug delivery have
attracted interest in recent years since they provide targeted delivery and may overcame the
obstacle imposed by blood-brain barrier. Here we investigated the antitumoral effect of
ketoprofen-loaded nanocapsules (Keto-NC) treatment on in vitro and in vivo glioma
progression. We observed that Keto-NC treatment decreased selectively the cell viability of a
panel of glioma cell lines, while did not exhibited toxicity to astrocytes. We further
demonstrate that the treatment with sub-therapeutic dose of Keto-NC reduced the in vivo
glioma growth as well as reduced the malignity characteristics of implanted tumors. Keto-NC
treatment improved the weight, the locomotion/exploration behavior of glioma-bearing rats.
Importantly, Keto-NC treatment neither induced mortality or peripheral damage. Finally,
Ketoprofen also altered the extracellular nucleotide metabolism of peripheral lymphocytes,
suggesting that antiinflammatory effects of ketoprofen could also be associated with the
modulation of the adenine nucleotide metabolism in lymphocytes. Data indicate at first time

the potential of Keto-NC as a promising therapeutic alterative to GBM treatment.

Key words: Gliomas, Ketoprofen, Polymeric nanocapsules, Drug delivery.
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Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is the worst and most common form of malignant
brain tumor. These tumors are relatively resistant to therapeutic strategies and its high
proliferation rate and infiltrative growth pattern precludes curative neurosurgery, which result
in a poor prognosis for patients’. In addition, the blood-brain barrier (BBB) limits the
penetration of drugs to CNS restricting the glioma therapy and favoring the development of
chemoresistance®. An alternative approach to overcome the BBB is the employment of
nanocarriers, which improve the selective delivery of antitumor agents to brain and avoid the
side effects of conventional chemotherapy?®.

The development of nanocarriers as delivery systems is a promising technological tool
for the development of target therapies, mainly for oncology applications. Indeed, drug-
loaded nanoparticles improve the selectivity of anticancer drugs to cancer cells, which reduce
the severe side-effects of chemotherapy, increase the therapeutic index and circumvent drug
resistance®. Nanocarrier systems also provide efficient drug protection®, cell internalization®,
controlled drug release and transport’® and greater solubility for lipophilic drugs, offering a
pharmaceutical solution for their intravenous administration®. Moreover, since nanoparticles
have been shown to cross the BBB, nanotechnology-based approach is an interesting strategy
to CNS targeted drug delivery, an important requirement of novel therapies against gliomas®.

Increasing evidence indicates that chronic inflammatory conditions facilitate the
cancer progression'**3. Although the mechanism that correlates cancer and inflammation are
not clear, the presence of an inflammatory microenvironment composed by non-malignant
cells such as lymphocytes, microglial and macrophages is related to increased glioma
malignity by modulating cell proliferation and angiogenesis'*. Malignant gliomas generate
several immunomodulatory mechanisms that result in evasion and suppression of immune

system. For example, constitutive NF-Kb activity in cancer cells has been related to
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expression of apoptosis resistance genes (bcl-xL and survivin) and inflammation genes (IL1-
B, IL-6 and COX-2). These alterations correlate to increased tumor malignity e
chemoresistance'®*2. In addition, a role of ciclooxigenase (COX), mainly COX-2, in cancer
cell proliferation, apoptosis inhibition and evasion of immune response has been proposed™.
The COX-2 expression and its products PGE2 in combination with TGF-beta release and
STAT-3 inhibition contribute to recruitment and expansion of T regulatory cells and tumor
associated macrophages, which further modulate the immunossupressive environment of
glioma®.

In this context, studies have suggested that molecules with COX inhibitory properties
are potential anticancer agents* 2. Indeed, researchers have blocking COX activity via COX
inhibitors, the members of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID; aspirin,
indomethacin, ketoprofen, celecoxib) in order to inhibit the growth of gliomas®*?®*
melanomas?; ovarian®; colorectal cancer®’; prostate cancer®® and osteosarcoma®. In addition,
a positive correlation between COX-2 expression and poor survival of GBM patients was
reported®®, suggesting that COX inhibitors could be also considered in GBM treatment.

Therefore, taken into account the limited success of glioma therapy and the advantages
of nanoparticulated systems for drug delivery to CNS, the aim of the present study was to
investigate the antitumoral effect of ketoprofen-loaded nanocapsule treatment on in vitro and
in vivo glioma progression. The results shown here give new insights into how ketoprofen-

loaded nanocapsules may contribute to antiglioma therapy.

Materials and methods
Chemicals
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fungizone, penicillin/streptomycin, 0.25%

trypsin/EDTA solution and fetal bovine serum (FBS) were obtained from Gibco (Gibco BRL,
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Carlsbad, CA, USA). Ketoprofen (99.45% w/w) was purchased from Henrifarma (S&o Paulo,
SP, Brazil). Medium chain triglycerides were purchased from Brasquim (Porto Alegre, RS,
Brazil). Poly(e-caprolactone) and Span 80® (sorbitan monooleate) were acquired from Sigma
Aldrich (S&o Paulo, Brazil) and Tween 80® (polysorbate 80) was supplied by Delaware (Porto
Alegre, RS, Brazil). HPLC-grade methanol was acquired from Tedia (S&o Paulo, SP, Brazil).

Other solvents and reagents were of analytical grade and used as received.

Preparation of nanocapsules

Nanocapsule suspensions were prepared by interfacial deposition of poly(e-caprolactone). An
organic phase constituted of polymer (0.100 g), acetone (27 mL), Span 80® (0.077 g),
ketoprofen (0.01 g) and medium chain triglycerides (0.300 g) was kept for 60 minutes under
moderate magnetic stirring at 40°C. After solubilization of all components, the acetone
solution was poured to 53 mL of an aqueous dispersion of Tween 80® (0.077 g) and the
magnetic stirring was maintained for 10 min. In the sequence, the organic solvent and part of
the water were eliminated by evaporation under reduced pressure to achieve a final volume of
10 mL and ketoprofen concentration of 1mg/mL. For comparison, formulations without the

drug (blank nanocapsules) were also prepared. All samples were made in triplicate.

Characterization of nanocapsule suspensions

The pH of nanocapsule suspensions was verified by directly immersing the electrode of a
calibrated potentiometer (Model pH 21, Hanna Instruments, Sdo Paulo, Brazil) in the
formulations. The measures were performed at room temperature (25°C + 2) in triplicate of
batch. Particle sizes and polydispersity indexes (n=3) were determined by photon correlation

spectroscopy (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, UK) after diluting the samples in
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ultrapure water (1:500). Zeta potentials were measured using the same instrument after the

dilution of the samples in 10 mM NaCl (1:500).

In vitro ketoprofen release study

Release profiles of ketoprofen were obtained by dialysis diffusion technique at 37°C in 150
mL of phosphate buffer (pH 7.0). The samples, either free drug in methanolic solution (MS)
or nanoencapsulated (NC), were placed in the dialysis bag (MWCO 10,000, Spectra Por 7)
and this system was kept under continuous magnetic stirring of 50 rpm. Aliquots of 1
mL were withdrawn at predetermined times and replaced by the same volume of fresh
medium. The amount of ketoprofen released was assayed by HPLC. The experiment was

performed in triplicate.

General cell culture procedures

The rat (C6) and human (U138MG, U251MG) malignant GBM cell lines were obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). The cells were grown and
maintained in low-glucose Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL,
Carlsbad, CA, USA) containing 0.1% Fungizone and 100 U/L gentamicin and supplemented
with 5% or 10% FBS. Cells were kept at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..
Primary astrocyte cultures were prepared as previously described®®. Briefly, cortex of
newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed and dissociated mechanically in a Ca* and
Mg*? free balanced salt solution, pH 7.4, (137 mM NaCl, 5.36 mM KCI, 0.27 mM Na,HPO,,
1.1 mM KH,PO,, and 6.1mM glucose). After centrifugation at 1000 rpm for 5 min, the pellet
was resuspended in DMEM supplemented with 10% FBS. The cells (1x10°) were plated in
poly-L-lysine-coated 96-well plates. After 4-h plating, plates were gently shaken and

phosphate-buffered saline (PBS)-washed, and medium was changed to remove neuron and
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microglia contaminants. Cultures were allowed to grow to confluence by 20-25 days.

Medium was replaced every 4 days.

In vitro treatment

Ketoprofen in solution was dissolved in cell culture-grade dimethylsulphoxide (DMSO;
Sigma). The ketoprofen-loaded nanocapsules and drug-unloaded nanocapsules were prepared
as described above. The glioma cells were seeded at 1 x 103 cells/well in DMEM/5% FBS for
C6 line or DMEM/10% FBS for U138MG and U251MG in 96-well plates. Astrocyte cultures
were prepared as decribed above. Cultures were exposed for 48 h or 72 h to formulations:
ketoprofen or ketoprofen-loaded (1, 10, 50, and 100 uM). Control cells were treated with

vehicle, ie, 1% of DMSO or with drug-unloaded nanocapsules.

Cell viability assay

Following treatments, cell viability was assessed by the 3(4, 5-dimethyl)-2,5diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) assay. This method is based on the ability of viable cells to
reduce MTT to a blue formazan product. MTT solution (sterile stock solution of 5 mg/mL)
was added to the incubation medium in the wells at a final concentration of 0.5 mg/mL. The
cells were left for 60 min at 37°C in a humidified 5% CO; atmosphere. The medium was then
removed and plates were shaken with DMSO for 30 min. The optical density of each well was

measured at 492 nm. Results were expressed as absorbance.

Propidium iodide assay
Cellular damage was assessed by fluorescent image analysis of propidium iodide (PI) uptake.
At the end of the treatment, U138MG glioma cells were incubated with P1 (7.5 pM) for 1 h.

Pl fluorescence was excited at 515-560 nm using an inverted microscope (Olympus IX71,
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Tokyo, Japan) fitted with a standard rhodamine filter. Images were captured using a digital

camera connected to the microscope.

Glioma implantation

C6 glioma cells were cultured to approximately 70% confluence and a total of 1 x 10° cells in
3 uL DMEM with 5% FBS was injected in the right striatum at a depth of 6.0 mm
(coordinates with regard to bregma: 0.5 mm posterior and 3.0 mm lateral) of male Wistar rats
(250-270 g, 8 weeks old) anesthetized by intraperitonealy (i.p.) administration of ketamine
and xilazine®!. The same procedure was carried out for the negative control group, except that
3uL DMEM with 5% FBS (no cells) was injected. All procedures used in the present study
followed the Principles of Laboratory Animal Care from NIH and were approved by the

Ethical Committee of the Universidade Federal de Pelotas.

Treatment of animals

Five days after glioma implantation, the animals were randomly divided into four groups as
follows: (1) Control (DMSO-treated); (2) NC (drug-unloaded nanocapsules); (3) Keto-free
(treated with 3 mg/Kg/day of Ketoprofen dissolved in DMSO); (4) Keto-NC (3 mg/Kg/day of
ketoprofen-loaded nanocapsules). The formulations were administered i.p. to the animals for
15 consecutive days. After 20 days (5 days for glioma implantation + 15 days for treatment),
the rats were decapitated and the entire brain was removed, sectioned and fixed with 10%
paraformaldehyde. Blood samples were collected from all animals for posterior enzymatic
assays (alanine aminotranspherase, aspartate aminotranspherase, creatinine and urea). For

body weight analysis, the experimental groups were compared to the control group.
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Pathological analysis and tumor volume quantification

At least five Hematoxylin and Eosin (HE) sections (2-3 um thick, paraffin embedded) from
each animal were analyzed by a pathologist. For tumor size quantification, images were
captured using a digital camera connected to a microscope (Nikon Eclipse TE300) and the
tumor area (mm?) was determined using Image Tool SoftwareTM. The total volume (mm?®) of
the tumor was computed by the multiplication of the slice sections and by summing the

segmented areas™.

Behavioral assay

After 19 days of tumor implantation, animals were exposed to an Open Field assay. Open
field exploration was carried on a 40 x 45 cm arena, surrounded by 45 cm high walls, made of
brown plywood with a frontal glass wall. The floor of the arena was divided into nine equal
squares by black lines. Rats were put in the apparatus, placed on its left rear quadrant, and left
to freely explore the arena for 5 min. Crossings of the black lines, rearings, grooming and
fecal bolus performed were counted. The number of crossings and rearings was used
respectively as measures of locomotor activity and exploratory behavior, whereas the number
of grooming and fecal bolus was used as measures of anxiety. Comparisons were made

between the Control, NC, Keto-free and Keto-NC groups.

Isolation of lymphocytes
Lymphocytes were isolated from blood collected with EDTA and separated on Ficoll-

Histopaque density gradients as described by Boyum and colleagues®.
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NTPDase enzyme assay

After isolation of lymphocytes, the NTPDase activity was determinated as described by Leal
and colleagues® where the reaction medium contained 0.5 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 5 mM
KCI, 6 mM glicose and 50 mM the Tris HCI buffer pH 8.0, at a final volume of 200 pL.
Twenty microliters of the intact mononuclear cells suspended in saline solution was added to
the reaction medium (2-4 ug of protein) and pre-incubated for 10 min at 37°C and incubation
proceeded for 70 minutes. The reaction was initiated by the addition of substrate (ATP or
ADP) at a final concentration of 2.0 mM and stopped with 200 puL of 10% trichloroacetic
acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan and
colleagues® using malachite green as colorimetric reagent and KH,PO, as standard. Controls
were carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to correct for non-
enzymatic nucleotide hydrolysis. Protein was measured by the Coomassie blue method
according to Bradford® using serum albumin as standard. All samples were run in triplicate

and the specific activity is reported as mol Pi released/min/mg of protein.

ADA enzyme assay

Adenosine deaminase activity was measured spectrophotometrically in lymphocytes by
the method of Giusti and Gakis®’. The ammonia produced was measured using the
colorimetric technique of the Berthelot reaction. Briefly, the ammonia reacts in the presence
of the catalyst sodium nitrosylpentacyanoferrate (111) with the hypochlorite and phenol, under
alkaline, to form the intense blue indofenol. The ammonia concentration is directly
proportional to the absorption of indofenol in 650 nm (620-650 nm). The reaction catalyzed
by ADA is interrupted at the end of the incubation period (60 min/37°C) by the addition of a
nitroprusside and phenol solution. The specific activity is reported as U/L.

Statistical analysis
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Data were expressed as mean £ SD and were subjected to one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey—Kramer post-hoc test (for multiple comparisons). Differences

between mean values were considered significant when P <0.05.

Results
Characterization of nanocapsule suspensions and in vitro ketoprofen release evaluation

After preparation, nanocapsule suspensions showed a milky appearance with an
opalescent bluish reflection (Tyndall effect), regardless of the presence of drug. These
characteristics are in accordance with other nanocapsule systems reported in the literature®.
The pH determination revealed that the samples (drug-loaded and blank formulations) possess
values around 5.0, which is in accordance with other nanocapsule suspensions prepared with
PCL*. As for the evaluation of particle sizes, nanocapsules showed average diameter smaller
than 270 nm. Regarding the literature, polymeric nanocapsules usually have dimensions
between 100-500 nm*. Furthermore, polydispersity indexes were lower than 0.2, which
indicates a narrow size distribution. Concerning zeta potential, the nanocapsules showed
negative values, which is in accordance with the anionic nature of their components.

Concerning in vitro drug release experiments, Figure 1 shows that nanocapsules
presented a similar profile to the drug in methanolic solution. In a period of 4 h, 84% of the

drug was released from nanocapsules, while 96% of Keto-free was released in the same

period.
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Ketoprofen-loaded nanocapsules selectively decreases the GBM cell viability but not in
astrocytes

We determine the ketoprofen-loaded nanocapsules (Keto-NC) effect on viability of
C6, U138MG and U251MG glioma cells by exposing GBM cell lines to increasing Keto-NC
concentrations (1, 10, 50 and 100 uM) for 48 h and 72 h. Ketoprofen in solution (Keto-free)
was used to compare its actions with Keto-NC. At the end of incubations, MTT assay was
performed. In parallel, astrocyte cultures were used as a non-transformed cell model in order
to evaluate the selectivity of Keto-NC. Control cultures were exposed to equivalent
concentration of DMSO (control vehicle) or drug-unloaded nanocapsules (NC). Overall, the
treatment of a panel of GBM cell lines with Keto-NC resulted in a decrease of cell viability
when compared to controls and to Keto-free solution (Fig. 2). The decrease of C6 cell
viability ranged from 40 to 50% after exposition to Keto-NC (10, 50 or 100 uM) for 48 h and
72 h (Fig. 2A and B). In human U138MG cell line, Keto-NC (50 or 100 uM) promoted a
decrease of cell viability of 40% and 35% following 48 h and 72 h of treatment, respectively
(Fig. 2C and D). Finally, Keto-NC at higher concentration (100 uM) decreased the human
U251MG glioma cell viability in 25% and 45% following 48 h and 72 h of treatment,
respectively (Fig. 2E and F). The drug-unloaded nanocapsules (NC) did not promoted
cytotoxic effect suggesting that the decrease in glioma cell viability may be attributed to
Ketoprofen- encapsulated rather than nanoparticle components. Notably, Keto-NC did not
promote significant alterations on astrocyte cell growth (Fig. 2G and H). These results suggest
that Keto-NC target selectively cancer cells. In addition, the membrane cell permeability was
also evaluated by PI incorporation. As show in Figure 3, Keto-NC (50 and 100 uM) exposure
of human U138MG glioma cells for 72 h promoted a decrease in the cell density, significant

morphological alterations and PI incorporation at both Keto-NC concentrations. These results
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suggest that the anti-proliferative effect of Keto-NC is mediated by necrosis. However, the

involvement of other cell death pathways cannot be excluded.

Ketoprofen-loaded nanocapsules inhibits GBM growth in vivo

In order to evaluate whether Keto-NC antiproliferative potencial in vitro could be
reproduced in vivo, C6 glioma cells were implanted by intracranial injection into adult Wistar
rats. The in vivo rat glioma model is a useful tool to evaluate the anticancer properties of
promising drugs, since the tumor is induced in immune competent animals, thus reproducing
the inflammatory microenvironment of GBM™. The animals were treated intraperitonially
with 3 mg/Kg/day Keto-NC or Keto-free solution from 5" to the 20™ day after glioma
implantation. Control groups received equivalent volume of DMSO (vehicle) or drug-
unloaded nanocapsule (NC). Twenty days after glioma implantation, rat brains were fixed and
the tissue blocks were processed for HE staining. The analysis showed that animals treated
with Keto-NC presented in the site of implantation glioma cells with characteristics of a
residual tumor. The glioma volume analysis was performed in the animals that exhibited a
quantifiable tumor mass, e.g., four of five Ket-NC treated animals. Indeed, Keto-NC
treatment promoted a significant reduction in the tumor volume (13.9 + 4.9 mm?®) compared to
control (124.8 + 62.6 mm®), NC (107.1 + 51.7 mm?®) and Keto-free (67.9 + 23.2 mm®) groups
(Fig. 4). Of note, Keto-free treatment exhibited a tendency to reduce the glioma progression.
However, the difference was not significantly different. These results suggest that the
encapsulation process improve the Ketoprofen delivery to the brain, further increasing its
efficacy.

In constrast to control glioma-implanted animals, which exhibited pathological
characteristics closer to human GBM, Keto-NC treatment produced gliomas with

characteristics related to decreased tumor malignancy. Indeed, Keto-NC treated animals
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developed gliomas with reduced coagulative necrosis, intratumoral hemorrhage, lymphocytic
infiltration, peritumoral edema, and vascular proliferation (Fig.5 and Table 1). Additionally, it
was observed the presence of apoptotic cells in Keto-NC treated glioma-implanted animals
(Fig. 5, arrows show apoptotic areas).

Importantly, Keto-NC treatment neither cause mortality and or exert metabolic
toxicity as evaluated from determinations of ALT and AST activities (markers of liver
damage) and creatinine and urea serum levels (markers of kidney damage) (Table 2). In
addition, Keto-NC and Keto-free treatment improve the animal weight when compared to

control and NC (Fig. 6).

Ketoprofen-loaded nanocapsules treatment promoted behavioral improvement in
glioma-implanted rats.

Cognitive deficits constitute a component of the GBM development and it is recognized as an
independent prognostic factor in survival of glioma patients*?. Therefore the effect of Keto-
NC treatment on general behavioral aspects of brain function was also evaluated by exposing
the glioma-bearing animals to the open-field paradigm*. The numbers of crossings and
rearings were used as measures of exploration and motor activity, while number of grooming
and fecal bolus were taken as measures of anxiety (Table 3). The total number of crossings
and rearings increased significantly in the Keto-NC treated glioma-bearing group (94.8 + 3.2
and 44 * 4.5, respectively) compared with the control (60.7 + 15.2 and 22.5 + 5, respectively);
NC (62.4 + 15.2 and 31 + 9.1, respectively) and Keto-free (72.4 £ 16 and 28.8 + 5.8,
respectively). No alterations on grooming and fecal bolus number were observed in the
groups. These results suggest that Keto-NC treatment improve the exploration and motor
activity of glioma-bearing rats, which can be related to decreased malignity of implanted

gliomas.
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Ketoprofen-loaded nanocapsules treatment modulated the ectonucleotidase activities in
lymphocytes from glioma-implanted rats.

In order to evaluate whether Keto-free and Keto-NC treatment affect general aspects of
immune response, lymphocytes from glioma-bearing rats were isolated as described in
materials and methods and the ectonucleotidase activities were evaluated. Extracellular
nucleotides are well known components of immune response and inflammation®.
Ectonucleotidases, as NTPDasel/CD39 and ADA, have an important role in regulating the
extracellular levels of the pro-inflammatory ATP and anti-inflammatory adenosine, thus
controlling the lymphocyte responses. The results obtained showed that both Keto-free and
Keto-NC treatment altered the ectoenzyme activities in lymphocytes from glioma-bearing rats
when compared to controls. As observed in Figure 7, ATP and ADP hydrolysis were
significantly increased in lymphocytes from rats treated with Keto-free (2 and 4 times
increase for ATP and ADP hydrolysis, respectively) and Keto-NC (1.5 and 2.4 times increase
for ATP and ADP hydrolysis, respectively) when compared to controls (Fig. 7A and B). In
contrast, Keto-free and Keto-NC significantly decreased 2 and 3.8 times, respectively, ADA

activity in lymphocytes from glioma-bearing rats (Fig. 7C).

Discussion

The present work demonstrates a novel function of Keto-NC as an alternative to
glioma treatment. First we evaluated the effect of Keto-NC on in vitro glioma cell
proliferation. We observed that Keto-NC treatment decreased selectively the cell viability of a
panel of glioma cell lines, while did not exhibited toxicity to astrocytes. We further
demonstrate that the treatment with sub-therapeutic dose of Keto-NC reduced the in vivo
glioma growth as well as reduced the malignity characteristics of implanted tumors. In

addition, Keto-NC treatment improved the weight and the locomotion/exploration behavior of



53

glioma-bearing rats. Keto-NC treatment neither induced mortality or liver/kidney damage.
Finally, Ketoprofen modulated the nucleotide metabolism in peripheral lymphocytes.
Although intense effort to develop effective drugs the GBM therapy remains a
challenge?. In addition to high glioma proliferation and invasion rates, the BBB represents an
obstacle to the majority of antineoplasic agents, restricting the drug delivery to SNC*. The
application of nanocarriers to drug delivery is a promising strategy to overcome the BBB and
to improve the treatment efficiency of brain tumors. Previous studies have shown that
NSAIDs exhibit antitumor properties by inhibiting COX and/or by inducing cell death via

caspase activation and cell cycle arrest®®*

. Here we hypothesize that Ketoprofen in
nanocapsule formulation could be more cytotoxic and selective for glioma cells than the
Ketoprofen in solution. By comparing similar concentrations of Ketoprofen, we observed that
the encapsulated drug was more efficient to decrease glioma cell viability when compared to
the drug in solution. Keto-NC treatment also increased the cell membrane permeability, which
is an indicative of cell death by necrosis. Importantly, Keto-NC cytotoxicity was selective to
gliomas, since astrocyte cell viability was not altered by the treatment. The difference in the
sensitivity of different glioma cell lines to Keto-NC and the insensibility to Keto-free solution
may be related to an enhanced nanocarrier uptake, genetic mutations profile, membrane
permeability, and multidrug resistance mechanisms*’. These points will be properly addressed
in a future study.

Inflammatory microenvironment is thought to support carcinogenesis and in vivo
tumor angiogenesis*?. Indeed, the overexpression of COXs and LOXs has been related in a
variety of tumors, including gliomas*, and the application of NSAIDs raised expectations that
these agents might be beneficial for cancer prevention and therapy. However, the potential of

Ketoprofen to treat gliomas in vivo remains poorly investigated, and it has been restricted to

some in vitro studies*®***°, Therefore, we evaluated whether Ketoprofen in solution or
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nanoencapsuled could exhibit pharmacological activity in an in vivo rat glioma model. In
according to results obtained in cell culture, Keto-NC was more efficient to reduce in vivo
glioma growth when compared to Ketoprofen in free solution. Moreover, pathological
analysis showed that Keto-NC reduced the malignant characteristic correlated to poor survival
and worst prognosis for patients. Among these, of note the presence of apoptotic cells and
reduction of inflammatory infiltrates and vascular proliferation. In addition to modulate COX
and LOX activities, we speculate that Ketoprofen by inhibiting the recruitment of platelets,
neutrophils and lymphocytes may contribute to decrease tumor angiogenesis and progression.
Indeed, studies have shown that Ketoprofen exhibits antiplatelet aggregation activity>* and
acts as a potent and specific noncompetitive inhibitor of CXCL8-induced neutrophil
chemotaxis®®. Although the exact role of these cells in cancer progression remains unclear,
studies suggest that platelets are essential in the initiation of an immune response and that the
interactions between platelets, leukocytes and cancer cells favors angiogenesis and tumor
invasion®>**,

In addition to modulate negatively the immune cells recruitment to glioma site,
Ketoprofen also altered the extracellular nucleotide metabolism of peripheral lymphocytes.
We demonstrated that both treatments with Ketoprofen free or in nanocapsule increased the
NTPDase activity and decreased the ADA activity in lymphocytes from glioma-bearing rats.
We can suggest that the alteration on nucleotide metabolism pattern promote the ATP
degradation, a pro-inflammatory molecule, and favors the increase of adenosine levels, an
anti-inflammatory and immunosuppressive molecule. Interestingly, an increase of ADA
activity has been reported in patients with lung, ovarian and bladder cancer™>>’ and the
decrease of ADA has been correlated with tumor regression following chemotherapy®®. We
propose the alterations of the NTPDase and ADA by Ketoprofen can be represent an

important mechanism to decrease cancer-related inflammation and might contribute to tumor
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growth impairment. Additionally, these findings suggest that the antiinflammatory effects of
ketoprofen also could be associated with the modulation of the adenine nucleotide metabolism
in lymphocytes in a COX-independent manner.

The poor specificity and the massive toxicity of current chemotherapy-based
regiments represent a limitation to cancer treatment®®. Importantly, Keto-NC promoted neither
mortality nor systemic toxicity. Besides, Keto-NC treated animals exhibited a general
improvement of health quality parameters, as demonstrated by the improvement of both
weigh and exploration and motor behavior. Similar to what was seen in this study, polymeric
nanostructures also were efficient to reduce the in vivo rat glioma growth without promote
systemic toxicity**®®. Despite the promising potential, further experiments are necessary to
establish a therapeutic dose range and the toxicity of Keto-NC formulation in other tumor
animal models.

In conclusion, our data indicate at first time the potential of Ketoprofen-loaded
nanocapsules as a therapeutic alterative to glioma treatment. Sub-therapeutic doses of
Ketoprofen-NC were efficient to decrease the tumor growth in a pre-clinical model of
gliomas, suggesting an improvement in the in vivo performance of the nanocapsule
formulation. The data reported herein support further studies to test and improve the Keto-NC

formulations as a novel therapeutic modality for the treatment of brain tumors in the future.
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Legend to Figures

Figure 1. In vitro Ketoprofen release profiles from methanolic solution (MS) and from

nanocapsules (NC) using the dialysis bag method.

Figure 2. Comparative cytotoxicity of Ketoprofen in solution and Ketoprofen-loaded
nanocapsules against C6, U138MG, U251MG glioma cells and primary astrocytes. Time-
course effect of different concentrations of Ketoprofen in solution and Ketoprofen-loaded
nanocapsules on (A, B) C6; (C, D) U138MG; (E, F) U251MG,; (G, H) primary astrocytes cell
viability at 48 h (left panel) and 72 h (right panel). Legends: C (DMSO); Keto-free
(Ketoprofen dissolved in DMSO); NC (drug-unloaded nanocapsules); Keto-NC (ketoprofen-
loaded nanocapsules). The values represent the mean + SD of at least three independent
experiments carried out in triplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc
comparisons (Tukey-Kramer test). *Significantly different from Control or NC treated cells

(P <0.05).

Figure 3. Propidium iodide incorporation in U138MG glioma cells following Ketoprofen in
solution and Ketoprofen-loaded nanocapsules treatment. Cell cultures were exposed to Keto-
free or Keto-NC (50 or 100 puM) and after 72 h of treatment the cells were incubated with Pl
diluted in culture medium. Legends: Control cultures were exposed to DMSO (Control) or
drug-unloaded nanocapsules (Control-NC). Fluorescence (right panel) and phase contrast (left
panel) microphotographs were taken using an Olympus inverted microscope (20x

magnification).

Figure 4. Antiglioma activity of Ketoprofen-loaded nanocapsules treatment against C6

gliomas in vivo. Animals were treated as described in Material and methods. Tumor size was
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measured 20 days after implantation of C6 cells by three hematoxylin and eosin (HE) sections
of each tumor. For tumor size quantification, images were captured using a digital camera
connected to a microscope and total volume (mm®) was determined using Image Tool
SoftwareTM. Tumor size quantification of implanted gliomas. Legends: C (DMSO); NC
(drug-unloaded nanocapsules); Keto (Ketoprofen dissolved in DMSO); Keto-NC (ketoprofen-
loaded nanocapsules). The values represent the mean £+ SD of at least four animals per group.
Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey’s test).

**Significantly different from the C, NC and Keto groups (P < 0.01).

Figure 5. Histological analysis of implanted gliomas. The sections of implanted rat glioma
were stained with hematoxylin and eosin (HE), as described in Material and Methods.
Representative pictures of histological characteristics that define glioblastoma multiform, as
seen in rats implanted with gliomas and treated with unloaded-drug nanocapsule (NC - upper
panel) or treated with Ketoprofen-loaded nanocapsules (Keto-NC - down panel). Necrosis
(N), microvascular proliferation (V), edema (E), Hemorrhage (H), immune cell infiltrate (I1C)
and apoptotic cells (arrows) were observed. (20x magnification - left panel; 40x magnification

- right panel).

Figure 6. Body weight of animals with implanted gliomas. Animals were treated as described
in Material and Methods. Weights were observed each three days. Legends: C (DMSQO); NC
(drug-unloaded nanocapsules); Keto (Ketoprofen dissolved in DMSO); Keto-NC (ketoprofen-
loaded nanocapsules). The values represent the mean + SD of at least four animals per group.
Data were analyzed by Repeated Measures Analysis of Variance. *Significantly different

from the C and NC groups (P < 0.01).
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Figure 7. NTPDase activity using ATP (A) and ADP (B) as substrates and ADA activity (B)
in lymphocytes the rats with brain glioma and treated with ketoprofen. Legends: C (DMSO),
NC (drug-unloaded nanocapsules); Keto (Ketoprofen dissolved in DMSO); Keto-NC
(ketoprofen-loaded nanocapsules). The values represent the mean + SD of at least four
animals per group. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons
(Tukey’s test). * **Significantly different from the C and NC (P < 0.05 or P< 0.01,

respectively).
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Table 1. Histological characteristics of implanted gliomas.

Control (n=5) NC (n=5) Keto-free (n=5) Keto-NC (n=4)
Coagulative Necrosis 4/5 3/5 3/5 1/4
Intratumoral hemorrhage 3/5 3/5 2/5 0/4
Lymphocytic infiltration 5/5 4/5 3/5 1/4
Peritumoral edema 5/5 4/5 4/5 1/4
Vascular Proliferation 5/5 5/5 3/5 0/4

Five days after glioma implantation, the animals were divided in four groups and treated for 15 days as follow: Control (DMSO-treated); NC
(drug-unloaded nanocapsules); Keto-free (3 mg/Kg/day of Ketoprofen); Keto-NC (3 mg/Kg/day of ketoprofen-loaded nanocapsules). The
histological variables (coagulative necrosis, intratumoral hemorrhage, lymphocytic infiltration, peritumoral edema and vascular proliferation)

were regarded as present or absent.



Table 2. Tissue damage serum markers in control or treated C6 implanted rats.

Control (n=5) NC (n=5) Keto-free (n=5) Keto-NC (n=4)
AST (U/L) 200.8 £53.9 197.2 £59.3 196.2 +50.1 206.4 +40.3
ALT (U/L) 61.4 + 8.6 83.2+174 78.5+13.2 74.8 £24.6
Urea (mg/dL) 53.5+5.2 48.9+3.6 50 + 4.1 50.2 +5.3
Creatinine (mg/dL) 0.5+0.08 0.5+0.05 0.6 £0.04 0.5+ 0.05

Five days after glioma implantation, the animals were divided in four groups and treated for 15 days as follow: Control (DMSO-treated); NC

(drug-unloaded nanocapsules); Keto-free (3 mg/Kg/day of Ketoprofen); Keto-NC (3 mg/Kg/day of ketoprofen-loaded nanocapsules). Tissue

damage serum markers were evaluated in a LabMax 240 Analyzer using commercial Kits. The values represent the mean £ SD. Data were

analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey’s test).



Table 3. Behavioral analysis in control or treated C6 implanted rats.

Control NC Keto-free Keto-NC
Crossings 60.7 + 15.2 62.4 + 15.2 72.4+16.0 94.8 +3.2*
Rearing 22.5+5.0 31+9.1 28.8+5.8 44 + 4. 5%*
Grooming 0.8+0.8 04+0.8 04+05 04+05
Fecal bolus 4.0+33 46+1.1 30+1.4 14+16

Five days after glioma implantation, the animals were divided in four groups and treated for 15 days as follow: Control (DMSO-treated); NC

(drug-unloaded nanocapsules); Keto-free (treated with 3 mg/Kg/day of Ketoprofen); Keto-NC (3 mg/Kg/day of ketoprofen-loaded nanocapsules).

Behavior analysis was performed in the open field after 19 days of glioma implantation. The values represent the mean + SD. Data were analyzed

by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey’s test). *Significantly different from the control, NC and Keto-free groups (p<0.05).



5. Conclusodes

Nossos resultados sugerem uma nova possibilidade de aplicacao terapéutica
para o cetoprofeno, farmaco amplamente utilizado com finalidade anti-inflamatoria,
em formulacbes de nanocapsulas pode contribuir no tratamento adjuvante de
gliomas. As nanocapsulas de cetoprofeno, diferente do cetoprofeno na sua forma
livre, in vitro foram capazes de diminuir a viabilidade e proliferacdo de diferentes
linhagens celulares. As mesmas, in vivo, possivelmente foram capazes de vetorizar
o cetoprofeno ao cérebro, reduzindo o volume do tumor e suas caracteristicas de
malignidade.

Sabendo que a presenca de um microambiente inflamatério e a secre¢éo de
citocinas podem vir a modular a resposta imune e assim contribuir para o elevado
grau de malignidade dos gliomas, acreditamos que o cetoprofeno em formulacdes
de nanocdpsulas possivelmente controla esse processo inflamatério, fazendo com
que ocorra uma diminui¢cao do recrutamento de células imune para o local da injuria,
diminuindo a interacdo entre tumor- células imunes- vasos sanguineos e 0
consequente controle desta modulacao.

A COX-2 esta envolvida na regulacéo de proliferacdo e diferenciacao celular
e na tumorigénese e sabe-se que em gliomas o aumento da expressao dessa
enzima esta diretamente relacionado a gliomas de maior grau de malignidade e pior
prognéstico, assim o cetoprofeno sendo um inibidor da COX pode estar controlando
o processo inflamatdrio e contribuindo para o controle dessa proliferacédo e para uma
reducao tumoral.

Na avaliagdo da atividade das ectonucleotidades em linfécitos de ratos, nos
animais tratados com cetoprofeno na sua forma livre e em formulagbes de
nanocapsulas, verificamos o aumento da hidrolise de ATP e ADP, enquanto que a
atividade da enzima adenosina deaminase diminuiu 0 que sugere uma maior
concentragdo de adenosina. Sendo essa molécula imunossupressora, acreditamos
que ela pode estar envolvida na diminuicdo da ativacdo de linfocitos, controlando
assim o processo inflamatorio e prétumoral.

As formulacdes de cetoprofeno em nanocapsulas foram seletivas para as
células tumorais como evidenciado pela auséncia de toxidade sobre culturas

primarias de astrécitos de ratos e também ndo causaram dano sistémico como



78

verificado através da avaliacdo de marcadores bioquimicos como ALT — AST,
creatinina e uréia que nao mostraram injaria hepatica e renal.

Através do teste comportamental de campo aberto, foi observado que os
animais tratados com cetoprofeno em formulacdes de nanocapsulas quando
submetidos aos testes, apresentaram comportamentos como locomoc¢ao (numero de
linhas cruzadas no ché&o da arena pelo animal) e frequéncia de rearings,
significativamente maior que os animais dos demais grupos. Esses dados somam
aos demais, demonstrando que o0s animais submetidos ao tratamento com
cetoprofeno em formulagbes de nanocapsulas ndo apresentaram declinio da

atividade locomotora.
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