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RESUMO 

O tratamento do câncer de mama é complexo e muitas vezes limitado pelos seus efeitos 

adversos e, principalmente, quando se trata do subtipo que não expressa receptores hormonais 

e de fator de crescimento epidérmico 2. O desenvolvimento de um novo medicamento é 

dispendioso e demorado, desta forma, é necessário a utilização de outras estratégias com melhor 

custo-benefício para o tratamento, como o reposicionamento de fármacos. As fluoroquinolonas 

são antimicrobianos, que possuem atividade citotóxica em várias linhagens de câncer relatada 

em estudos. O ofloxacino é uma fluoroquinolona de segunda geração, esse fármaco tem amplo 

espectro de ação bactericida contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas pela inibição da 

DNA girase e topoisomerase IV. Contudo, o ofloxacino apresenta baixa solubilidade em água, 

o que pode dificultar sua dissolução e biodisponibilidade, com isso, uma alternativa para 

melhoria de tais aspectos é fundamental. Uma possibilidade, é complexação com 

ciclodextrinas, estruturas capazes de modificar características físico-químicas de fármacos, 

inclusive de solubilidade. Assim, o presente trabalho buscou avaliar a imunomodulação in vitro 

de complexos de inclusão de ofloxacino com betaciclodextrina (OFLOX/βCD) e 2-

hidroxipropil-β-CD (OFLOX/HPβCD), frente a linhagem de câncer de mama MDA-MB-231. 

Foi possível observar que a citotoxicidade dos complexos OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD é 

dependente de tempo e dose. Nas maiores concentrações (300 μM), os complexos induziram 

apoptose e necrose. O complexo OFLOX/HPβCD apresentou melhores resultados em relação 

ao complexo OFLOX/βCD. 

Palavras-chaves: Câncer de mama; ofloxacino; complexo de inclusão; ciclodextrinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

The treatment of breast cancer is complex and often limited by its adverse effects, especially 

when it comes to the subtype that does not express hormone receptors and epidermal growth 

factor 2. The development of a new drug is expensive and time-consuming, therefore, it is 

necessary to search for other strategies for the treatment with better cost-effectiveness, such as 

the repositioning of drugs. Fluoroquinolones are antimicrobials, which have cytotoxic activity 

in several cancer cell lines reported in studies. Ofloxacin is a second-generation 

fluoroquinolone, this drug has a broad spectrum of bactericidal action against Gram-negative 

bacteria and Gram-positive by inhibition of DNA gyrase and topoisomerase IV. However, 

ofloxacin has low solubility in water, which can hinder its dissolution and bioavailability, 

therefore, an alternative to improve these aspects is fundamental. One possibility is 

complexation with cyclodextrins, structures capable of modifying physicochemical 

characteristics of drugs, including solubility. Thus, the present work sought to evaluate the in 

vitro immunomodulation of inclusion complexes of ofloxacin with betacyclodextrin 

(OFLOX/βCD) and 2-hydroxypropyl-β-CD (OFLOX/HPβCD), against the breast MDA-MB-

231. It was possible to observe that the cytotoxicity of the OFLOX/βCD and OFLOX/HPβCD 

complexes is time and dose dependent. At the highest concentrations (300 μM), the complexes 

induced apoptosis and necrosis. The OFLOX/HPβCD complex showed better results than the 

OFLOX/βCD complex. 

Keywords: Breast cancer; ofloxacin; inclusion complex; cyclodextrin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um grupo de doenças heterogêneas e complexas que podem atingir qualquer 

célula humana. O câncer de mama inicia com a proliferação de células dos ductos ou lóbulos 

que sofreram mutação em seu material genético. Atualmente esse tipo de câncer acomete 

milhares de mulheres (e também homens em menor porcentagem) ao redor do mundo, sendo 

segundo tipo de câncer mais prevalente no Brasil (AKRAM et al., 2017; INCA, 2019).  

Esse problema de saúde mundial, se tornou mais evidente com a mudança do estilo de 

vida ativo para um estilo sedentário por parte da população e, junto a isso, os tratamentos atuais 

disponíveis para o câncer de mama são agressivos e geram efeitos adversos, prejudicando a 

qualidade de vida dos pacientes acometidos pela doença (POLYAK, 2007; AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2022). Desta forma, as pesquisas ao redor do mundo para contribuir de 

forma eficaz e rápida em doenças alarmantes e que podem se tornar resistentes ao tratamento, 

como o câncer, se tornaram mais intensas e fundamentais. Pela necessidade de novas terapias, 

surgiu a proposta do reposicionamento de fármacos já registrados, esse que é um processo mais 

rápido e com menor custo, visto que, os estudos de segurança e clínicos já foram realizados e 

com isso, não necessita de investimentos muito altos como na pesquisa e desenvolvimento de 

um novo medicamento (YADAV; TALWAR, 2019; KHAN et al., 2020).  

As fluoroquinolonas são fármacos antimicrobianos derivados do ácido nalidíxico bem 

difundidos em pesquisas de reposicionamento, e foi sugerido que podem exibir além da 

atividade antimicrobiana a atividade antitumoral (YADAV et al., 2015). O ofloxacino 

(OFLOX) é uma fluoroquinolona de segunda geração pouco estudada em relação ao câncer. 

Apresenta atividade frente a diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas e possui como 

mecanismo de ação a inibição da topoisomerase II (DNA girase) e topoisomerase IV bacteriana. 

Estudos mostram que fármacos que possuem mecanismo de envenenamento das 

topoisomerases podem ser possíveis agentes antitumorais, devido a relação dessas com a 

replicação celular e sobrevivência (SCHOLAR, 2007; AHADI; EMAMI, 2020). 

A otimização das propriedades de fármacos insolúveis pode ser realizada através da 

utilização das ciclodextrinas (CDs). Essas estruturas se caracterizam como oligossacarídeos 

macrocíclicos que possuem moléculas de glicose unidas por ligações glicosídicas α-1,4. São 

estruturas capazes de formar complexos de inclusão com a finalidade de modificar algumas 

características físico-química de determinadas moléculas, devido à sua cavidade possuir caráter 

hidrofóbico enquanto sua parte externa hidrofílica. Além das CDs naturais (αCD, βCD e γCD), 
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existem ainda seus derivados sintéticos 2-hidroxipropil-β-CD (HPβCD), 2,6-di-O-etil-β-CD e 

sulfobutiléter-β-CD (SBEβCD) (JANSOOK et al.,2018; DEL VALLE, 2004). 

Visto a problemática de saúde mundial que o câncer de mama representa atualmente, o 

OFLOX foi objeto de estudo do presente trabalho junto às CDs βCD e HPβCD, para avaliação 

do potencial efeito antitumoral dos complexos de inclusão de OFLOX e as ciclodextrinas frente 

à linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-231. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer é caracterizado pela proliferação exacerbada, crescimento desordenado e 

alterações na diferenciação e coesão celular, tais aspectos são resultantes de mutações e danos 

ao DNA das células. Essas mutações podem ser hereditárias ou decorrentes de carcinógenos, 

como fatores ambientais, químicos, hormonais, virais e estilo de vida, por exemplo, alimentação 

inadequada, consumo de bebida alcoólica e cigarro (AKRAM et al., 2017; COELHO et al., 

2018; POLYAK, 2007; SARTORI; BASSO, 2019).  

As mutações genéticas podem acontecer de duas formas: pela ativação de proto-

oncogenes em oncogenes e pela inibição dos genes supressores de tumor e dos genes que 

controlam a apoptose (LEE; MULLER, 2010; SARTORI; BASSO, 2019). Os proto-oncogenes 

em células normais podem ter função de fatores de crescimento, transdutores de sinais celulares 

e fatores de transcrição nuclear que controlam o ciclo celular. Assim, a mutação desses proto-

oncogenes para oncogenes induzem o crescimento, divisão e progressão do câncer.  Os genes 

supressores tumorais e controladores da apoptose auxiliam na morte de células em grande 

proliferação, no reparo do DNA e ativação do ponto de verificação no ciclo celular, a inibição 

desses genes causa a perda de suas funções. Esses dois tipos de mutação geram um desequilíbrio 

no ciclo celular e favorecem o desenvolvimento do câncer (LEE; MULLER, 2010). 

A promoção do câncer de mama se inicia a partir de fatores genéticos e epigenéticos, 

culminando nas mutações celulares que modificam o ciclo celular e seu controle. Com isso, 

ocorre uma desordenada e descontrolada proliferação ductal ou lobular que, posteriormente, 

progridem para tumores benignos ou metástase por estimulação contínua de agentes 

carcinógenos (SUN et al., 2017). A herança genética de alterações nos genes como P53, 

BRCA1 e BRCA2, representam um importante fator para o desenvolvimento do tumor 

mamário, pois são responsáveis por cerca de 5 a 10% dos casos (SARTORI; BASSO, 2019). 

Esses genes, participam diretamente nas atividades de metabolismo celular como, reparo de 

dano do material genético, regulação da expressão gênica e controle do ciclo celular. Os 

estrogênios endógenos e exógenos também estão relacionados com o desenvolvimento de 

câncer de mama (SUN et al., 2017). 

Segundo Esparza-lópez et al. (2017), o câncer de mama é caraterizado como uma 

doença heterogênea e complexa. Essa heterogeneidade foi caracterizada no início do século 21, 
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quando foram identificados cinco subtipos moleculares de um grande grupo de tumores de 

mama, baseado na expressão de receptores hormonais, que são: luminal A, caracterizado por 

ser receptor de estrogênio (ER) e receptor de progesterona (PR) positivo; luminal B, ER 

positivo, PR positivo e receptor de fator de crescimento epidérmico 2 (HER2) positivo;  HER2 

positivo; tipo basal, ER, PR e HER2 negativo ou triplo negativo e tipo normal (DAI et al., 

2015). Cada subtipo apresenta aspectos histológicos, patológicos e moleculares particulares, 

além de tratamento, prognóstico e metástase diferentes. Desta forma, tumores classificados 

como luminais A possuem baixos níveis de genes associados à multiplicação e um bom parecer. 

Já os luminais B, os níveis de proliferação são mais altos e um prognóstico ruim. Os tumores 

HER2 e tipo basal são agressivos, os basais ainda possuem alta taxa mitótica (ESPARZA-

LÓPEZ et al., 2017; WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010). Os tumores luminais são 

positivos para receptores ER ou PR, assim, respondem ao tratamento hormonal, já os tumores 

HER2 positivos, têm amplificação e superexpressão do receptor de fator de crescimento 

epidérmico 2 e são utilizadas abordagens anti-HER2. Os tumores basais não dispõem desses 

receptores sendo caracterizados como triplo negativos, com isso, não existe um tratamento além 

da quimioterapia para esse subtipo. Importante destacar que apenas 20% dos tumores triplo 

negativos tratados com quimioterapia respondem bem ao tratamento (POLYAK, 2011). 

Além da caracterização do câncer de mama pelos subtipos moleculares, ele ainda pode 

ser dividido em tipo não invasivo e invasivo. O câncer de mama não invasivo pode se 

desenvolver no lóbulo ou ducto da mama e a princípio não se espalham para os tecidos 

adjacentes. Assim, são denominados como carcinoma lobular in situ e carcinoma ductal in situ 

(AKRAM et al., 2017). O câncer de mama invasivo, também presente nos lóbulos ou ductos 

mamários, tem a capacidade de acometer os tecidos próximos e se multiplicar. A neoplasia de 

mama é metastática, ou seja, migra através da corrente sanguínea ou sistema linfático e se 

estende a outros órgãos, como ossos, fígado, pulmão e cérebro, tal aspecto reflete na 

impossibilidade de cura da doença. O diagnóstico no início da doença pode conduzir a um bom 

prognóstico e um alto índice de sobrevida (SUN et al., 2017). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) (2019), 

o câncer de mama, em estimativa mundial de 2018, foi identificado como o segundo maior tipo 

incidente no mundo, depois do câncer de pulmão. No Brasil, estima-se que ocorram 66.280 

novos casos por ano entre 2020 e 2022, um risco de 61,61 novos casos a cada 100 mil mulheres. 

(INCA,2019). Nas mulheres, o câncer de mama é o mais prevalente em todo Brasil, sendo o 

mais recorrente o carcinoma que pode ser in situ ou invasivo. Ainda em 2018, houveram 2,1 
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milhões de novos diagnósticos de câncer de mama no mundo, correspondendo a 11,6% de todos 

os cânceres estimados (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), no ano de 2020 ocorreram 685.000 mortes no mundo decorrente do 

câncer de mama e 2,3 milhões de mulheres foram diagnosticadas com câncer de mama. Entre 

os anos de 2015 a 2020 foram diagnosticadas com câncer 7,8 milhões de mulheres, sendo este 

tipo de câncer o mais prevalente do mundo (OMS, 2021). 

De acordo com a OMS (2021), não existe um fator especificamente determinante para 

se desenvolver o câncer de mama, porém o gênero feminino é um fator considerável, já que 

apenas 0,5 a 1 % de homens desenvolvem o câncer de mama (OMS, 2021; INCA, 2019). Além 

disso, a idade pode aumentar o risco de mutações que resultam no aparecimento de um possível 

câncer, principalmente em mulheres de 50 anos de idade em que as taxas de incidência 

aumentam (INCA, 2019; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

Alguns agravantes podem ser relacionados como os fatores genéticos, mutações dos 

genes BRCA1 e BRCA2, e fatores hereditários, câncer de ovário na família (BRAY et al., 2018; 

FERLAY et al., 2018). Ademais se associam os fatores intrínsecos, tais como ocorrências 

relacionadas às fases da vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da 

primeira gravidez após 30 anos, uso de contraceptivos orais, menopausa tardia e tratamento de 

reposição hormonal), obesidade, estilo de vida, entre outros. (INCA, 2019; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). Contudo, mesmo se esses fatores de riscos fossem controlados, diminuiria 

apenas em 30% as chances de desenvolver o câncer de mama (OMS, 2021).  

Nos países desenvolvidos, a taxa de sobrevida após o (a) paciente ser diagnosticado (a) 

com câncer de mama situa em torno de 85%, já no Brasil, essa taxa é próxima de 80% (INCA, 

2019). O diagnóstico pode ser realizado por exame físico ou autoexame e pela mamografia. 

Desta forma, quanto mais prévio o diagnóstico maior será a sobrevida do paciente. O exame de 

mamografia auxilia nesses diagnósticos precoces, no rastreamento e na evolução dos 

tratamentos adjuvantes. Para confirmar a suspeita de câncer de mama pela mamografia ou na 

identificação de nódulo mamário pelo autoexame, é realizada a biópsia. Além de confirmar a 

doença, o material da biópsia é ferramenta para classificar o tipo molecular do carcinoma por 

análise imuno-histoquímica. Contudo, para a escolha do procedimento terapêutico, a expressão 

dos ER, PR e HER-2 são parâmetros de maior relevância. Ademais, a categorização do câncer 

por meio da Classificação de Tumores Malignos (TNM), que descreve a localização e distância, 

tamanho, acometimento linfonodal e metástase, também se associa ao prognóstico e tipo de 

tratamento (BARROS et al., 2001; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 
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O tratamento do câncer de mama depende das características do tumor, prognóstico e 

individualidade do paciente, como idade, comorbidades e status menopausal. A intervenção 

pode ser local, por meio de cirurgias e radioterapia, ou baseada na terapia sistêmica 

administrada por via oral ou intravenosa (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; INCA, 

2019; OMS, 2021). A tabela 1 um apresenta um resumo dos estágios do câncer de mama e os 

possíveis tratamentos. 

 

Quadro 1: Estágios e seus tratamentos relacionadas a neoplasia maligna mamária. 

ESTÁGIOS 

 

TRATAMENTOS 

 

Estágio I e II  

 Cirurgia conservadora com retirada apenas do tumor ou mastectomia 

com retirada da mama e reconstrução mamária. Radioterapia pode ser 

adotada como em situações de cirurgia como terapia complementar. O 

tratamento sistêmico é determinado de acordo com o risco de 

recorrência do paciente. 

Estágio III  

 Tumores maiores quando comparados aos estágios I e II, porém, que 

ainda sejam localizados. Inicialmente é feito o tratamento sistêmico, 

geralmente adotando a quimioterapia e após resposta adequada, 

prossegue-se para tratamento local (radioterapia ou cirurgia). 

Estágio IV  

 Principal modalidade adotada é o tratamento sistêmico, podendo ter 

tratamento localizado em indicações restritas. Nesse estágio é 

fundamental equilíbrio entre a resposta tumoral e o possível 

prolongamento da sobrevida, devido aos potenciais efeitos colaterais. 

Fonte: Adaptado de Brasil, 2022. 
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Inicialmente, a cirurgia é o tratamento primário no câncer de mama, envolvendo o 

procedimento na mama e axila (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Segundo a ACS (American 

Cancer Society) (2022), existem duas categorias principais de cirurgia da mama, a cirurgia 

conservadora da mama que tem como alvo a retirada do câncer e algum tecido normal periférico 

e a mastectomia, em que toda a mama é retirada incluindo tecidos adjacentes em alguns casos. 

A radioterapia é um tratamento adjuvante, ou seja, utilizada após o procedimento 

cirúrgico. Nesse recurso terapêutico são utilizados raios ou partículas de alta energia para 

eliminar células tumorais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). A radioterapia pode ser abordada em situações como, quatro ou mais 

linfonodos positivos, após cirurgia de mama com margem positiva e sem a possibilidade de 

outra cirurgia, tumores maiores ou iguais a 5cm e em caso de metástase. Pode ser utilizada 

também como neoadjuvante, administrada antes da cirurgia, em caso de ineficácia da 

quimioterapia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

A terapia sistêmica inclui a quimioterapia, hormonioterapia, terapia biológica e 

imunoterapia, recentemente aprovada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), com o objetivo de cura ou prolongamento da vida da paciente. A intervenção 

sistêmica pode ser empregada como neoadjuvante ou como adjuvante (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2022; INCA, 2019; OMS, 2021). Visto a heterogeneidade do câncer de mama e as 

características do paciente, múltiplos aspectos devem ser analisados para a administração desse 

tratamento, principalmente a subtipagem biológica do tumor (INCA, 2019; OMS, 2021). Desta 

forma, os esquemas de tratamento são diversos e englobam medicamentos como o tamoxifeno 

e inibidores de aromatase em tumores que expressam ER e/ou de PR (OMS, 2021). Contudo, 

são muitos os efeitos colaterais que a quimioterapia gera, os mais comuns são perda de cabelos, 

troca de unhas, aftas, perda de apetite, náuseas, vômito e diarreia. O paciente em tratamento 

quimioterápico ainda pode ter maior susceptibilidade a infecções, devido ao comprometimento 

de células da medula, risco de desenvolver câncer de ovário, hematomas, sangramentos e fadiga 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022). 

Tudo isso reflete na rotina do paciente, uma vez que esse tipo de tratamento também 

atinge células saudáveis do organismo além das tumorais. Assim, uma alternativa 

medicamentosa para evitar esses efeitos ou minimizá-los pode aumentar a adesão à terapia e 

ser mais eficaz. Portanto, o desenvolvimento de novos fármacos para tratamento de câncer de 

mama é constantemente título de pesquisas no mundo. 
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2.2. REPOSICIONAMENTO DE FÁRMACOS 

 

O processo de desenvolvimento de um novo fármaco é complexo, caro e longo, desse 

modo, demanda altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D), cerca de 2,6 

bilhões de dólares (DILLY; MORRIS, 2017). Além do custo, outro problema é o tempo para 

uma molécula ser aprovada como um novo medicamento, variando de 10 a 15 anos. (XUE et 

al., 2018; YADAV; TALWAR, 2019). Ainda em relação às desvantagens dos processos de 

P&D, é possível observar a baixa possiblidade de êxito dessa nova entidade química nos testes 

necessários para se tornar um medicamento aprovado pelas Agências Reguladoras, sendo de 

apenas 10% (XUE et al., 2018). Apesar do aumento de investimentos em P&D pelas indústrias 

farmacêuticas, um relatório da Food and Drug Administration (FDA) mostrou que o número de 

medicamentos novos que chegam ao mercado está em decréscimo desde 1995 (YADAV; 

TALWAR, 2019). Até 2016 a quantidade foi de 22 fármacos registrados, esse total comparado 

a 20 anos atrás, em que 53 novos medicamentos foram aprovados, é relativamente baixo 

(PILLAIYAR et al., 2020; XUE et al., 2018). Diante desses fatores, a busca para identificar 

fármacos para determinados alvos biológicos incluiu outras alternativas, como o 

reposicionamento de fármacos (YADAV; TALWAR, 2019). 

O método de utilização de medicamentos já regulamentados para uso humano para 

novas indicações é chamado de reposicionamento, redirecionamento, reaproveitamento, 

reprofiling de medicamentos, troca terapêutica ou de indicação. Essa abordagem é uma 

alternativa eficaz diante dos obstáculos da forma tradicional de desenvolvimento de fármacos, 

uma vez que, apresenta-se como uma técnica de menor custo, rápida e sem riscos (KHAN et 

al., 2020).  

Muitos fármacos de sucesso foram obtidos a partir do reposicionamento, onde o efeito 

colateral observado serviu como indicação para o tratamento de outras desordens do organismo. 

Um exemplo foi o sidenafil incialmente foi desenvolvido como medicamento anti-hipertensivo, 

mas com a incidência de um efeito adverso foi reposicionado para tratamento de disfunção erétil 

(PUSHPAKOM et al.,2018). Outro exemplo é do ácido acetilsalicílico, sua atividade original 

é a anti-inflamatória e após 60 anos de sua comercialização, foi reposicionado como fármaco 

de ação antiagregante plaquetário (YUE et al., 2014). 

Enquanto o reposicionamento ocorre em quatro etapas (identificação do composto, 

aquisição do composto, desenvolvimento e monitoramento de segurança pós-mercado das 

agências reguladoras), as estratégias tradicionais abordam cinco etapas (descoberta e estudos 
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pré-clínicos, revisão de segurança, pesquisa clínica, revisão das agências reguladoras e 

monitoramento de segurança pós-mercado das agências reguladoras) (XUE et al., 2018). 

Com os avanços nas áreas de bioinformática o tempo para o reposicionamento de um 

fármaco é consideravelmente menor, pois todos ou a maioria dos ensaios pré-clínicos em 

animais, ensaios clínicos, segurança e desenvolvimento da fórmula farmacêutica já foram 

realizados e relatados. Assim, com a existência prévia e disponibilidade desses dados acerca de 

tais parâmetros, o tempo e o custo serão menores para aprovação do medicamento no tratamento 

de determinada condição patológica (HUANG et al., 2021; PUSHPAKOM et al.,2018). 

Em relação ao tempo, estima-se que o tempo necessário para descobrir novos alvos de 

medicamentos, seja em média de 1 a 2 anos e de 8 anos para redirecionar uma droga. Em 

comparação aos novos medicamentos, os reposicionados possuem um custo reduzido de 50 a 

60%. Por esse motivo, para aplicar o sistema de reposicionamento, as indústrias farmacêuticas 

e outras instituições, como acadêmicas e governamentais, necessitam de um aporte financeiro 

menor do que na estratégia clássica. Assim, o reaproveitamento de medicamentos, surge 

também como uma alternativa para a pesquisa de fármacos de países em desenvolvimento para 

contornarem a falta de investimentos em P&D (ARMANDO; MENGUAL; GOMEZ, 2020; 

DILLY; MORRIS,2017). Além disso, esse método é vantajoso em relação às informações das 

propriedades do medicamento, como farmacocinética, farmacodinâmica e toxicidade, uma vez 

que essas propriedades já foram estabelecidas por testes e análises em humanos e animais, o 

que colabora para os medicamentos serem submetidos a testes clínicos em menor tempo. 

Somado a isso, a porcentagem de aprovação de fármacos redirecionados é de 30% em 

contrapartida a taxa de aprovação das novas drogas é de 10% (JAIN; GRUPTA, 2015).  

Os medicamentos com potenciais chances de serem reposicionados são divididos três 

grupos: o primeiro constituído de fármacos aprovados com patentes expiradas, o segundo 

constituído de fármacos que já foram submetidos a testes clínicos, mas não estão no mercado e 

o terceiro formado por fármacos patenteados, aprovados ou em fase avançada de 

desenvolvimento clínico (CHA et al., 2017). 

 

2.3. QUINOLONAS 

 

As quinolonas representam uma classe de antimicrobianos com diversos compostos, o 

ácido nalidíxico foi o primeiro a ser identificado como antibacteriano em 1962. Desde então, 

outros derivados de quinolonas foram sintetizados com o objetivo de melhorar suas 
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propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas, surgindo as fluoroquinolonas. As 

modificações estruturais responsáveis por essa síntese são: a incorporação de um átomo de flúor 

na posição R6 e um anel piperazina na posição R7 (figura 1). Com essas inclusões, estes 

compostos apresentaram maior espectro de ação abrangendo algumas bactérias Gram-positivas 

e maior atividade diante das bactérias Gram-negativas. Além disso, a lipossolubilidade e a 

distribuição das fluoroquinolonas foram aumentadas ao adicionar grupo alquila no anel 

piperazina e no nitrogênio na posição R1, aprimorando também as propriedades 

farmacocinéticas (GOUVEA, 2013; YADAV; TALWAR, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de DOMAGALA, 1994. 

O OFLOX é um fármaco de segunda geração da classe das fluorquinolonas e, apresenta 

atividade frente a diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas. Em 1990 esse 

medicamento foi aprovado pela FDA, exibindo melhor disponibilidade oral, uma meia-vida 

mais longa e menor metabolismo, que diminui a possibilidade de interações com outras 

substâncias (GRAHAM; TRIPP, 2020; YUK et al, 1991). 

Em relação à propriedades físico-químicas, o OFLOX é um pó cristalino, de cor amarelo 

claro ou amarelo brilhante, pouco solúvel em água, mas se ocorrer alguma variação de pH a 

solubilidade desse fármaco também pode variar (GENNARO, 1990; SWEETMAN, 2002). 

Possui um carbono quiral, devido à presença de um grupo metil no anel oxazina, com isso se 

apresenta como uma mistura racêmica. Os enantiômeros possuem diferentes potencias contra 

as bactérias, neste caso o isômero S é cerca de 8 a 128 vezes mais potente que o isômero R 

(PARIS, 2012; EL-ZAHRY; LENDL, 2018). 

Figura 1: Estrutura química do OFLOX. 
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O OFLOX pode ser administrado por via oral, intravenosa ou tópica (AL-OMAR, 2009; 

GRAHAM; TRIPP, 2020). Na administração por via oral, a absorção e a biodisponibilidade 

aproximam-se de 100%. A taxa de absorção pode ser reduzida com a ingestão de alimentos ou 

complexos formados com minerais como ferro ou cálcio. Após 1 a 2 horas da administração 

oral de 400 mg do fármaco, as concentrações plasmáticas máximas (Cmax) de 3 a 4 mg/ mL são 

atingidas e estão diretamente associadas a dose administrada. Os valores de Cmax, quando esse 

medicamento é administrado por via intravenosa, podem ser 50% maiores em comparação a 

via oral, mas não oferece uma vantagem na eficácia ou atividade do fármaco. Isso ocorre devido 

a sua rápida redução e as concentrações plasmáticas seguintes se igualarem as da formulação 

oral, uma vez que, a absorção por essa via é rápida e quase total (AL-OMAR, 2009; ONRUST; 

LAMB; BALFOUR, 1998). 

Assim como outras fluoroquinolonas, o OFLOX apresenta baixa ligação às proteínas 

plasmáticas (cerca de 20 a 25%), possui uma ampla distribuição nos tecidos e fluidos corpóreos. 

O tempo de meia-vida plasmática é de cerca de 5 a 8 horas, o que pode variar de acordo a função 

renal do paciente. Possui um baixo metabolismo de primeira passagem, sendo 90% eliminado 

na urina no período de 48 horas e 4 a 8% é eliminado nas fezes. Quase 10% é excretado na 

forma de metabólitos e o restante na forma inalterada (AL-OMAR, 2009; SCHOLAR, 2007). 

O OFLOX é um antimicrobiano de ação bactericida que possui como mecanismo de 

ação a inibição da DNA girase bacteriana e da topoisomerase IV, por meio da ligação a essas 

enzimas. A enzima DNA girase é importante no processo de regulação dos níveis de 

superenrolamento do DNA e a topoisomerase IV na separação das duplas-hélices ligadas após 

a replicação. Desta forma, com a inibição da DNA girase, consequentemente a fita-dupla de 

DNA se quebra devido à alta tensão, assim o OFLOX impede os processos de transcrição, 

replicação e de reparo do DNA, impossibilitando a divisão celular bacteriana (SCHOLAR, 

2007; ABDEL-AAL et al., 2019; AHADI;EMAMI, 2020).  

Além do seu efeito antibacteriano, vários representantes da classe das fluoroquinolonas 

apresentaram efeitos imunomoduladores in vitro em diversos tipos de linhagens celulares de 

câncer (YADAV et al., 2015). O mecanismo de ação das fluoroquinolonas de inibição das 

enzimas DNA girase e consequente morte celular é semelhante à ação de “envenenamento por 

topoisomerase” de medicamentos antitumorais tradicionais como doxorrubucina e etoposideo 

(OPPEGARD et al., 2018). Desta forma, essa classe de fármacos pode ser potencialmente 

eficaz no tratamento de cânceres, uma vez que pode induzir apoptose, interromper alteração 

bioquímica de células potencialmente cancerígenas, aumentar a absorção de outros 
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quimioterápicos e imunomodulação em combinação ou puros (YADAV et al.,2015; IDOWU; 

SCHWEIZER, 2017).  

Além de seu efeito antibacteriano contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, 

várias fluoroquinolonas e seus derivados sintéticos demonstraram alta atividade citotóxica em 

diferentes linhagens de células tumorais, mostrando-se promissoras como agentes de tratamento 

do câncer. Muitos estudos demonstram o efeito promissor das fluoroquinolonas na inibição de 

células tumorais e às vezes esses fármacos exibem baixa citotoxicidade para células normais 

(ASIF, 2014; YADAV et al.,2015). 

Em estudo realizado, o OFLOX inibiu a proliferação de células de carcinoma 

transicionais (MBT-2 e T24) pelo comprometimento da ação da telomerase em dose acima de 

50μg/mL. Os autores mostraram que em níveis acima de 100μg/mL diminuiu a viabilidade 

celular de MBT-2 e T24. Ainda, relataram que a atividade das duas fluoroquinolonas é 

dependente de dose e tempo. Não houve diferença entre OFLOX e levofloxacino 

(YAMAKUCHI et al., 1997). 

Kamat, Dehaven e Lamm (1999), apresentaram que OFLOX e ciprofloxacino em três 

linhagens celulares de carcinoma transicional humano, T24, HTB9 e TccSup, nas 

concentrações de 0 (controle) a 1000μg/mL em 24, 48 e 96 horas, se mostraram citotóxicas. Em 

96 horas, o ciprofloxacino apresentou citotoxicidade significativa a partir de 12,5 μg/mL 

(HTB9, TccSup) e 50 μg/mL (T24) e para OFLOX a 12,5 μg/mL (HTB9) e 50 μg/mL (TccSup, 

T24).  

Ciprofloxacino (CFX) e o levofloxacino (LVX) apresentaram atividade na parada do 

ciclo celular na fase S e apoptose em linhagens T24 (câncer de bexiga humano), DU-145 

(câncer de próstata humano). CFX foi mais citotóxico do que LVX para todas as linhagens 

celulares testadas, os dois fármacos exibiram efeitos fracos em células não tumorais. A 

expressão dos genes da topoisomerase II foi regulada negativamente, sugerindo o efeito 

inibitório das fluoroquinolonas (KLOSKOWSKI et al., 2021). 

O levofloxacino exibiu resultados de inibição de proliferação e indução de apoptose em 

células de câncer de pulmão (A549, H3255, NCL-69 e H460) e em xenoenxerto de 

camundongos. Como mecanismo, Song et al., (2016) apresentaram que o levofloxacino inibe a 

respiração mitocondrial e diminui a quantidade de ATP pelo bloqueio dos complexos I e III da 

cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria. Além de aumentar os níveis de espécies 

reativas de oxigênio (SONG et al., 2016). 
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Outro representante é enoxacina, que em linhagem de câncer de mama (MCF-7) inibiu 

a proliferação celular. Além disso, enoxacina é capaz de aumentar a produção de miRNAs. É 

importante ressaltar que a baixa expressão dessas moléculas está associada aos 

desenvolvimentos de câncer. (IDOWU; SCHWEIZER, 2017). 

 

2.4. CICLODEXTRINAS 

 

A descoberta das ciclodextrinas (CDs) ocorreu em 1891, quando Antoine Villiers isolou 

essas estruturas produzidas pela ação enzimática da ciclodextrina glicosiltransferase, realizada 

por bactérias da espécie Bacillus amylobacter, no amido. Contudo, só a partir de 1980 que as 

CDs foram introduzidas na indústria farmacêutica e de alimentos (KURKOV; LOFTSSON, 

2013). 

As CDs naturais se caracterizam como oligossacarídeos macrocíclicos que possuem 6, 

7 ou 8 unidades de D-glicopiranose unidas por ligações glicosídicas α-1,4, conhecidas como 

alfa-ciclodextrina (αCD), beta-ciclodextrina (βCD) e gama-ciclodextrina (γCD), 

respectivamente. O arranjo dos monômeros resulta na estrutura das CDs de cone truncado, com 

parte externa hidrofílica pela presença de hidroxilas livres, enquanto que sua cavidade possui 

caráter hidrofóbico, devido à presença de átomos de oxigênio nas ligações glicosídicas e átomos 

de hidrogênio (DEL VALLE, 2004). A quantidade de unidades de D-glicopiranose que forma 

cada uma das CDs citadas anteriormente é que define o tamanho de sua cavidade (CARNEIRO 

et al., 2019). A estrutura cíclica confere às CDs menor suscetibilidade à degradação pela ação 

de enzimas, além de serem ótimas agentes complexantes e solubilizantes (JANSOOK et al., 

2018). As CDs naturais estão representadas na figura 2.  

Esses fatores possibilitam a dissolução de substâncias com baixa solubilidade em meio 

aquoso, pelo motivo das CDs apresentarem espaço intramolecular que viabiliza o 

desenvolvimento de complexos de inclusão (CI) com outros compostos (SAOKHAM et al., 

2018). A formação dos CI envolve a substituição de moléculas de água presentes nas cavidades 

das CDs (hospedeira) por outra molécula de interesse (hóspede). Para originar o complexo a 

molécula hóspede deve possuir uma parte lipofílica de tamanho adequado à cavidade da CD 

(CALSAVARA; ZANIN; MORAES, 2012; VENTURINI et al., 2008). A figura 3 esquematiza 

o mecanismo de inclusão de uma molécula hóspede em uma CD. 
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Dentre as finalidades da síntese de complexos com CDs estão: aumento de solubilidade 

e taxa de dissolução de fármacos, aumento de biodisponibilidade, promover maior estabilidade, 

melhorar propriedades sensoriais como odor e sabor, entre outras. A principal aplicação dos 

complexos de inclusão com CDs é o aumento da solubilidade de moléculas pouco solúveis em 

água (KURKOV; LOFTSSON, 2013; CARNEIRO et al., 2019). 

 

 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: KC: constante de complexação. 

Fonte: Adaptado de SZEJTLI, 1998.  

 

Fonte: VENTURINI et al., 2008. 

Figura 2: Estrutura e propriedades das ciclodextrinas. 

Figura 3: Esquema do mecanismo de inclusão da molécula hóspede com ciclodextrinas. 
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Muankaew e Loftsson (2017) citam que segundo o Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica (figura 4) as CDs são eficazes no incremento da solubilidade de fármacos de 

classe II (alta permeabilidade e baixa solubilidade) e em alguns casos também pode aumentar 

esse parâmetro nos medicamentos de classe IV (baixa permeabilidade e baixa solubilidade). 

Desta forma, as CDs contribuem para a mudança de fármacos classe II ou IV para classe I (alta 

permeabilidade e alta solubilidade). Compostos lipofílicos exibem maior citotoxidade em 

comparação aos hidrofóbicos, uma vez que são mais permeáveis às membranas celulares. Desta 

forma, a inclusão desses compostos em CDs incrementa a solubilidade e pode diminuir a 

permeabilidade, o que contribui para uma menor toxicidade (LOFTSSON, 2002). 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desde a produção na forma pura das CDs, principalmente a βCD, tem sido amplamente 

empregada como enzimas sintéticas, formação de complexos de inclusão, separadores quirais 

e excipientes de medicamentos, uma vez que, são solúveis em água, possuem baixo custo, 

atóxicos, facilmente funcionalizados e disponíveis no mercado (CUNHA-FILHO; SÁ-

BARRETO, 2007). As CDs ainda exercem ação de proteção de moléculas suscetíveis a 

volatilização e oxidação (BRAGA, 2019). Atualmente, as CDs estão amplamente difundidas 

em produtos farmacêuticos, cosméticos, indústria química e de alimentos. Vários tipos de 

 

Fonte: ESTEVES et al., 2020. 

Figura 4:Classes do Sistema de Classificação Biofarmacêutica. 
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formulações como comprimidos, colírios e pomadas que utilizam dessa molécula estão 

presentes no mercado (COISNE et al., 2016). 

Além das CDs naturais existem ainda seus derivados sintéticos 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina (HPβCD), 2,6-di-O-etil-β-ciclodextrina e sulfobutiléter-β-ciclodextrina 

(SBEβCD), sendo distribuídos em três classes: hidrofílico, hidrofóbico e ionizável, 

respectivamente (OLIVEIRA; SANTOS; COELHO, 2009). A necessidade dessas modificações 

surgiu devido as limitações das propriedades de solubilidade, tamanho e produtividade das CDs 

naturais, assim, essas variações estruturais têm por objetivo produzir CDs com maior 

capacidade de solubilidade, estabilidade e complexação (MUANKAEW; LOFTSSON, 2017; 

ZAFAR, 2021). 

A HPβCD é produzida a partir da reação de óxido de propileno com βCD, que inclui um 

grupo hidroxipropila na estrutura da βCD. Com isso, a capacidade solubilizante desta é cerca 

de 27 vezes maior que da β-CD, além disso, sua cavidade hidrofóbica é maior pela incorporação 

dos substituintes (ZAFAR, 2021; KURKOV; LOFTSSON,2013).  Seu uso é bem difundido 

para melhora de solubilidade de fármacos em água, sendo recomendada como solubilizante pela 

FDA (ZAFAR, 2021). Além disso, apresenta baixa toxicidade, segura para administração 

parenteral e muito utilizada com compostos antitumorais e imunomoduladores (CARNEIRO et 

al., 2019; CARVALHO, 2019).  

Ashwaq et al. (2017) realizaram um estudo de complexação de HPβCD e clausenidina, 

com objetivo de avaliar a melhoria nas propriedades físico-químicas e antitumoral em células 

de câncer de cólon HT29. Além de proporcionar uma melhor citotoxicidade frente a linhagem 

HT29, o complexo Clu/HPβCD exibiu menor efeito colateral. O complexo ainda, modificou a 

solubilidade para 56 vezes maior de clausenidina. O complexo de inclusão Clu/HPβCD, 

também induziu apoptose pela produção de espécies reativas de oxigênio. 

Fahmy et al. (2022), avaliou a melhora da atividade antioxidante, antiviral e antitumoral 

de extrato de farelo de arroz complexado com HPβCD. O complexo aumentou a atividade 

antioxidante pelo maior contato com radicais livre hidrofílicos, apresentou atividade antiviral 

cinco vezes maior que o extrato sozinho e em linhagens de câncer de mama (MCF-7) e câncer 

cervical (HeLa) apresentou citotoxicidade significativa após 48 horas. 

A solubilidade em água e a taxa de dissolução de norfloxacino em combinação com 

βCD foram aumentadas, também foi relatado um incremento na potência do fármaco em 

combinação com a βCD em relação ao fármaco puro (CHIERENTIN et al., 2014).  
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O levofloxacino complexado com HP-β-CD, exibiu atividade antimicrobiana 

aumentada em relação ao fármaco puro contra quatro cepas bacterianas incluindo duas bactérias 

Gram-negativas e duas bactérias Gram-positivas (LI et al., 2022). 

Ren et al. (2019) realizaram estudo para melhorar a solubilidade aquosa do 

balofloxacino através da preparação dos CI de balofloxacino com CDs. Neste estudo, CIs em 

estado sólido foram obtidos usando βCD, HPβCD e 2,6-dimetil-β-ciclodextrina (DMβCD). A 

solubilidade dos CIs aumentou centenas de vezes e a ordem de solubilidade dos três CIs foi 

balofloxacino com DMβCD, HPβCD e βCD. 

 

2.5. AVALIAÇÃO DE COMPOSTOS COM POTENCIAL ATIVIDADE 

ANTITUMORAL 

 

2.5.1. MDA-MB-231  

 

A utilização de cultura de celular na investigação do câncer e de outras doenças é 

importante, uma vez que, estas células em meio de cultura são autorreplicantes fornecendo uma 

população homogênea de células. Em 1958, foi descoberta a BT-20, a primeira linhagem celular 

de câncer de mama e após cerca de 20 anos que iniciou a difusão de outras linhagens como a 

MD Anderson e MCF-7 (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).  

A MDA-MB-231 (Figura 5) é uma linhagem celular de câncer de mama humano de 

morfologia epitelial, que foi isolada inicialmente de um extravasamento pleural de uma paciente 

de 51 anos diagnosticada com um adenocarcinoma de mama metastático. Essa linhagem é 

frequentemente utilizada em pesquisas relacionadas ao câncer de mama em fase avançada 

(WELSH, 2013). 

A célula MDA-MB-231 apresenta como características ser altamente agressiva, 

invasiva e um bom modelo pela semelhança ao câncer de mama triplo negativo, classificada 

como um subtipo basal, uma vez que não expressa os receptores ER, PR e também não possuem 

o HER2, mas possuem receptor do fator de crescimento epidérmico (EGRF), também 

conhecido como fator de crescimento epidérmico HER1 (SUBIK et al., 2010). 

MDA-MB-231 apresenta nível elevado na expressão de Ki-67 (marcador utilizado na 

avaliação imuno-histoquímica do câncer de mama), como demonstrado no estudo de Subik e 

colaboradores (2010) essa célula exibiu uma coloração 100% positiva para Ki-67, E-caderina 

negativo e p53 com mutação. O mecanismo de invasão das células MDA-MB-231 ocorre pela 
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degradação proteolítica da matriz extracelular. Além disso, essa linhagem expressa o receptor 

do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1R) que interage com o fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF-1) (LEAL-ORTA et al., 2021). 

 

    

                      

 

 

 

 

 

 

       

Akekawatchai et al. (2005), sugeriram que o receptor da quimiocina CXCL12, 

denominado CXCR4 e o receptor IGF-1R são expressos em MDA-MB-231 e formam um 

complexo. Essa interação permite que o ligante IGF-1 ative sinalizações de migração celular. 

Essas células também produzem fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF ou CSF 1) para estimular a chegada de macrófagos.  

Park e colaboradores (2017) a partir de suas análises, apresentaram que há expressão de 

IL-18 nas células MDA-MB-231 e também identificaram a presença de IL-18 em sobrenadantes 

de cultura dessas células. A expressão de IL-18 tem relação com a diminuição de células NK 

com atividade antitumoral, exercendo uma ação de imunossupressão. 

A linhagem de células MDA-MB-231 apresenta uma superexpressão de receptor de 

quimiocina 1 (XCR1), DO e CHO (2020) confirmam que esta superexpressão estimula a 

migração dessas células pela atenuação de β-catenina. Essa linhagem possui um perfil de células 

mesenquimais com grande potencial migratório e invasivo. O receptor 1 ativo por protease 

(PAR1) é altamente expresso nessas e auxilia no desencadeamento da invasão tumoral e 

metástase (WANG et al., 2021) 

A MDA-MB-231 é uma célula de propriedade de crescimento aderente, sendo assim, 

necessita uma ancoragem para ser cultivada. Além disso, exige algumas condições de cultura 

 

Fonte: ATCC, 2021. 

Figura 5: Cultura de células MDA-MB-231. 
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como temperatura a 37° C, cresce bem em meio L-15 de Leibovitz suplementado com 2nM de 

glutamina e 15% de soro bovino fetal (FBS). Esse meio sustenta a multiplicação celular em 

ambientes sem equilíbrio de CO2 (BCRJ, 2022) Além desse meio de cultura, outros podem ser 

empregados no cultivo desta linhagem, como RPMI-1640 com L-glutamina suplementado com 

1% de penicilina/estreptomicina, 10% de FBS a 37° C e 5% de CO2, utilizado por Park e 

colaboradores (2017). As células MDA-MB-231 devem ser cultivadas até alcançar uma 

densidade entre 1-3 x 104 células/cm2 e repicadas quando a confluência atingir 70 a 80% 

(SARAIVA et al., 2020). 

 

2.5.2. O ensaio de MTT nos estudos da viabilidade celular  

 

O ensaio de MTT foi caracterizado por Mosmann, em 1983. No estudo, foi descrito a 

avaliação da viabilidade de células de linfoma de camundongo frente a tratamentos citotóxicos 

através do ensaio colorimétrico que utilizava um substrato, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT), que mudaria a coloração quando alterado por células vivas 

(MOSMANN, 1983). Desta forma, o ensaio de MTT é um método colorimétrico baseado no 

sal de MTT, um composto que em solução possui coloração amarela, que ao sofrer redução 

pelas células vivas promove o surgimento de cristais de formazan de coloração púrpura (Figura 

6). Glóbulos vermelhos, células mortas, células do baço e linfócitos estimulados por 

concanavalina A não são capazes de clivar o anel de tetrazol da molécula de MTT. A 

absorbância resultante é medida em razão da coloração da solução obtida e mensurada por 

densidade óptica no espectrofotômetro com comprimento de onda entre 500 e 600nm. Portanto, 

a coloração é proporcional à quantidade de células viáveis (GHASEMI et al., 2021; MOMENI; 

ABNOSI; ESKANDARI, 2020; PASCUA-MAESTRO, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de BURANAAMNUAY, 2021. 

Figura 6:Redução do MTT nas células viáveis 
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Com a evolução do teste de MTT, também houve a elucidação de alguns mecanismos, 

como os de metabolização desta substância dentro da célula. Desde a introdução do método de 

MTT acreditava-se que a conversão do tetrazólio em cristais de formazan, era realizada pelo 

sistema succinato desidrogenase mitocondrial (BURANAAMNUAY, 2021).  Contudo, há 

controvérsias, segundo Stockert (2012) a mitocôndria não possui capacidade redutora e sim 

oxidante. Porém, as mitocôndrias são importantes para fornecer as coenzimas de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo reduzida (NADH), que são as responsáveis pela redução do MTT. 

Entretanto, essas coenzimas também são encontradas no retículo endoplasmático, citosol e 

membrana plasmática, locais em que o MTT também pode ser metabolizado. 

(BURANAAMNUAY, 2021; STOCKERT, 2012; VAN DEN BERG, 2015).  

O MTT possui carga líquida positiva, o que facilita o seu processo de endocitose pela 

célula. Já dentro da célula é transportado para o retículo endoplasmático onde ocorrerá a 

metabolização (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). A acumulação de cristais de formazan não 

é benéfica para a estrutura da célula, pois pode induzir apoptose, lise celular e aumentar a 

permeabilidade, então é presumível a excreção desses cristais formados (GRELA; 

KOZIOWSKA; GRABOWIECKA, 2018). Alterações foram realizadas na etapa de dissolução 

dos cristais de formazan, que era realizada pela adição de isopropanol acidificado o que 

demandava tempo maior de execução e agora se adiciona o dimetilsulfóxido (DMSO) 

(FOTAKIS; TIMBRELL 2006; NGA et al., 2020; VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 

2015). 

Esse método geralmente é realizado em microplaca de 96 poços como no estudo de 

Ghasemi et al. (2021). Alguns tipos celulares podem necessitar de uma incubação prévia a 

inclusão do composto a ser analisado, que pode variar de 0 a 24 horas. O tempo de tratamento 

das células com o composto que será testado pode durar de 24 a 96 horas, sendo que, após esse 

período são incubadas com o MTT por 3 a 4 horas (GANOT et al., 2013). É necessário retirar 

o meio de cultura para adição de solvente (DMSO), uma vez que os componentes do meio como 

vermelho de fenol e proteínas precipitantes são fatores que interferem na medição da 

absorbância. A absorbância das células viáveis será comparada a um grupo controle 

(DENIZOT; LANG, 1986).  

Portanto, o ensaio MTT é bastante utilizado para avaliação da citotoxicidade in vitro de 

diversas substâncias, é um método seguro, versátil, de simples execução, pouco dispendioso e 

pode ser utilizado para testes em diversas linhagens celulares utilizando um ou mais compostos 

testes simultaneamente (AHMADIAN et al., 2009; MONSMANN, 1983; NGA et al., 2020). 
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Apesar de tais características, a partir do ensaio MTT não é possível obter dados acerca do 

mecanismo molecular, pelo o qual a droga exerce atividade citotóxica (GANOT et al., 2013).  

 

2.5.3. Avaliação do ciclo celular e apoptose 

 

O crescimento celular é fundamental em organismos eucariotos ao longo do seu 

desenvolvimento, equilíbrio homeostático e da sua regeneração celular. (GAO; LIU, 2019). O 

ciclo celular (Figura 7) é o processo responsável da divisão celular em duas células filhas, 

constituído por quatro fases em sequência: Gap 1 (G1), Síntese (S), GAP 2 (G2) e Mitose (M) 

(MENS; GHANBARI, 2018; DIAZ-MORALLI et al., 2013). A etapa G1 é uma fase mediadora 

que antecede a fase S, momento que as células passam pelo “ponto de restrição”. A passagem 

das células por este ponto é definida pela produção de proteínas essenciais para a proliferação 

celular e por outros sinais extrínsecos (GAO; LIU, 2019; MENS; GHANBARI, 2018). Na fase 

S, ocorre a replicação do DNA. Para isso a topoisomerase II é fundamental no processo, uma 

vez que, regula o superenrolamento do DNA e organização do arranjo genômico. A atuação da 

enzima topoisomerase II é substancial para a viabilidade celular na fase M e, crucial após o 

início da etapa S, viabilizando a separação dos cromossomos, a estruturação genômica e para 

impedir a entrada de células anormais na anáfase (HEUVEL, 2005; LEE; BERGER, 2019). 

Falhas nos processos dependentes de topoisomerase II causam a ativação de um ponto de 

verificação que interrompe o ciclo celular na mudança de G2 para M e protege contra danos 

genômicos; a ausência deste ponto de verificação relaciona-se a carcinogênese (LEE; 

BERGER, 2019). Após a etapa de síntese, a célula passa pela fase G2 que é uma segunda fase 

mediadora, nesta interfase há um novo ponto de verificação de integridade do material genético. 

Na fase mitótica, acontece a separação dos conjuntos dos cromossomos sintetizados em duas 

células-filhas (MENS; GHANBARI, 2018). Para que a célula em divisão siga para a próxima 

fase sem danos e possíveis erros, os pontos de verificação ou checkpoints (G1 / S, G2 / M e os 

pontos de verificação do fuso mitótico) são fundamentais. Os checkpoints quando ativados por 

detecção de alguma mutação, induzem a parada do ciclo celular para o reparo ou morte, falhas 

nesses pontos podem induzir ou potencializar o desenvolvimento de tumor (Diaz-Moralli et al., 

2013; THU et al., 2018; GAO; LIU, 2019) 
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Figura 7: Ciclo celular 

Adaptado de GAO; LIU, 2019. 

Ademais, a regulação do ciclo celular é relacionada à atividade inibidora ou de ativação 

de quinases dependentes de ciclinas (CDKs), que são proteínas quinases serina / treonina que 

se ligam a uma ciclina formando complexos ciclina-CDK para controlar a progressão do ciclo 

celular, com isso, permitem a síntese de DNA e segregação dos cromossomos ou a interrupção 

do processo (WANG, 2021). 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) também estão associadas ao controle do ciclo 

celular, elas podem ser produzidas pelo metabolismo mitocondrial ou derivadas de outras 

organelas. As EROs controlam transduções de vias de sinalização como apoptose, crescimento 

celular e proliferação. Já foi relatado o papel ambíguo das EROs, em que, altos níveis levam a 

uma resposta de dano celular e de genoma, desta forma, ocorre a parada do ciclo celular e após 

prolongamento dessa interrupção, a apoptose. Ao mesmo passo que um aumento dos níveis de 

EROs de forma moderada, é necessário para dar início a progressão da quiescência para a fase 

G1 do ciclo celular (DIAZ-MORALLI et al., 2013). 

O equilíbrio entre a proliferação celular e a morte celular programada é imprescindível 

para manter a homeostasia do organismo. O resultado entre sinais positivos e negativos 

estabelece a decisão entre a divisão celular ou a apoptose. A perda desse equilíbrio pode 

acarretar em apoptose ou crescimento celular inadequados (VERMEULEN; VAN 

BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). 

A apoptose é um importante mecanismo de morte celular em condições fisiológicas e 

patológicas. Durante o desenvolvimento, envelhecimento e para manter a homeostasia, ocorrem 

constantes processos apoptóticos (ELMORE, 2007). A morte celular programada é regulada a 
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nível gênico, quando ocorre algum tipo de dano celular, essas células danificadas são removidas 

de forma eficiente por este processo (PISTRITTO et al., 2016). 

A iniciação da apoptose ocorre por meio da ativação de proteases endógenas, 

denominadas caspases, que comprometem toda a estrutura interna da célula, contribuindo para 

a morte e preparação da remoção da célula por fagocitose (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 

2008). Sendo assim, a apoptose é considerada um mecanismo de defesa antitumoral, em que, 

vários agentes quimioterápicos atuam através da indução desse tipo de morte celular, reduzindo 

a população de células alteradas (NICHOLSON, 2000). 

O mecanismo de apoptose é complexo e compreende várias vias de sinalização, podendo 

ser iniciado por vias extrínsecas ou intrínsecas mediadas pelas caspases que resultam em uma 

via comum de apoptose (PISTRITTO et al., 2016). As caspases são fundamentais no 

mecanismo de apoptose, uma vez que, são iniciadoras e executoras (WONG, 2011). As 

caspases iniciadoras são sintetizadas na sua forma inativa, pró-caspase, e a partir de interações 

com moléculas adaptadoras especificas, realizam uma auto-proteólise e se ativam. As caspases 

iniciadoras ativadas clivam as caspases executoras, desta forma, que as caspases executoras 

quebram substratos celulares culminando na morte celular por apoptose (PISTRITTO et al., 

2016). 

As células em processo de apoptose sofrem alterações morfológicas e bioquímicas, que 

vão desde alterações na membrana celular até a fragmentação do DNA da célula. Essas 

alterações apresentam um padrão semelhante de ocorrência independente do estímulo ocorrido, 

seja ele uma situação de estresse ou agente químico utilizado (ZIEGLER; GROSCURTH 

2004). As alterações que ocorrem são: condensação da cromatina e quebra nuclear, a célula se 

torna arredondada, picnótica e ainda ocorre a retração dos pseudópodes. A membrana não é 

rompida durante o processo. Contudo, as células fagocíticas são ativadas e reconhecem a 

fosfatidilserina (PS) expressas na parte externa da membrana celular, e com isso, eliminam 

essas células e impedem a liberação de substâncias pró-inflamatórias (WONG, 2011; 

PISTRITTO et al., 2016; ELMORE 2007). 

A citometria de fluxo pode ser usada para analisar diferentes eventos celulares ao 

mesmo tempo, como a apoptose, e pode analisar uma ou milhares de células. Para isso, as 

células precisam estar suspensas em solução tamponada a base de sal para passar por lasers e 

dispersar a luz visível. A análise também pode ser realizada por fluorescência, utilizando de 

corantes fluorescentes como iodeto de propídio (PI) ou por anticorpos conjugados a 

fluorocromos (WLODKOWIC et al., 2011; MCKINNON, 2018). Para detecção do processo de 
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apoptose nas células, utiliza-se a anexina V, uma proteína de ligação de fosfatidilserina 

recombinante que possui alta afinidade e especificidade para resíduos de fosfatidilserina 

(ELMORE, 2007). O uso em conjunto de anexina V e marcador de permeabilidade, permite a 

separação de células vivas, apoptóticas e necróticas. Células vivas exibem coloração mínima 

referente a anexina V e PI, no início da apoptose as células apresentam coloração intensa de 

anexina V. Em apoptose tardia as células possuem coloração intensa dos dois marcadores. 

(WLODKOWIC et al., 2011). 
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3. OBJETIVO 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial antitumoral do complexo de OFLOX com HPβCD e βCD 

(OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD ) em células de câncer de mama MDA-MB-231. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Cultivar células MDA-MB-231 e tratá-las com OFLOX puro e OFLOX complexado 

com HPβCD e βCD. 

Avaliar a viabilidade de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e OFLOX 

complexado com HPβCD e βCD. 

Avaliar a indução da apoptose de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e 

OFLOX complexado com HPβCD e βCD. 

Avaliar a indução de necrose de células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX puro e 

OFLOX complexado com HPβCD e βCD. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. OBTENÇÃO DOS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM HPCD E  CD 

 

O OFLOX, βCD e HPβCD utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os reagentes 

químicos (DMSO, corante MTT, meio de cultura RPMI-1640, SBF, penicilina/estreptomicina, 

tripsina) e kit para detecção de apoptose por citometria de fluxo foram adquiridos das empresas 

Sigma-Aldrich, Vetec, Invitrogen. Os complexos foram sintetizados, caracterizados e cedidos 

por Amaro e colaboradores (2020). 

 

4.2. CULTURA CELULAR DE MDA-MB-231 

 

A linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-231 foi cultivada em meio RPMI- 

1640 contendo 10% de soro bovino fetal (SBF), 1% de aminoácidos essenciais e 0,5% 

penicilina/estreptomicina. As células foram mantidas em ambiente com temperatura controlada 

de 37° C e equilíbrio de 5% de CO2, até confluência celular (AMARO et al., 2020). 

 

4.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE CITOTÓXICA DOS COMPLEXOS DE 

INCLUSÃO EM CÉLULAS MDA-MB-231 

 

Para determinar a viabilidade em células MDA-MB-231, foi utilizado o método 

colorimétrico de MTT. As células foram adicionadas em placas de 96 poços na quantidade de 

7,5x105 e receberam o tratamento com OFLOX, βCD, HPβCD e os complexos de inclusão 

(OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD) nas concentrações de 50 µM, 100 µM e 300 µM. 

Transcorridos os tempos de tratamento de 48 e 72 horas, os sobrenadantes das células foram 

retirados. Em seguida, 100 µL de meio de cultura RPMI-1640 e 10 µL de solução MTT 

(5mg/mL) foram adicionados em cada poço. As placas foram incubadas por 4 horas em estufa 

a 37 °C e 5% de CO2. Após esse tempo, o meio de cultura foi retirado e adicionados 100 µL de 

DMSO, posteriormente, realizou-se a leitura da densidade óptica com auxílio do leitor de 

microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer em comprimento de onda de 570 nm 

(AMARO et al., 2020).  
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4.4. AVALIAÇÃO DA APOPTOSE E NECROSE EM CÉLULAS MDA-MB-231 

TRATADAS COM OS COMPLEXOS DE INCLUSÃO 

 

A análise de morte celular por apoptose em células MDA-MB-231 foi realizada por 

citometria de fluxo, pelo kit de detecção de apoptose Anexina V (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific). As células foram cultivadas em placas de 96 poços, na quantidade de 1x106, tratadas 

com a concentração 300μM (OFLOX, OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD) e incubadas por 36 

horas. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas e lavadas com tampão 

fosfato. Em seguida, as células foram marcadas com Anexina V – FITC e iodeto de propídio 

(AMARO et al., 2020). Após a marcação, as células foram incubadas no escuro em temperatura 

ambiente por 15 minutos. Os resultados das análises foram obtidos por citômetro de fluxo 

(FACSVerse, BD Biosciences) e os dados analisados no software FCSexpress 3.0. 

 

4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para os ensaios de apoptose e necrose os resultados apresentados são representativos de 

pelo menos três experimentos independentes e são mostrados como média ± desvio padrão. A 

significância de diferença foi analisada usando o teste t de Student, teste de Mann-Whitney e 

ANOVA quando apropriado. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSSÃO 

 

5.1. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE CITOTÓXICA DOS COMPLEXOS DE 

INCLUSÃO DE CÉLULAS MDA-MB-231 EM 48 E 72 HORAS 

 

A figura 8 representa os resultados de viabilidade celular de MDA-MB-231 em 48 horas 

após o tratamento com os complexos de inclusão OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD, nas 

concentrações de 50μM, 100μM e 300μM. Também, estão representados os resultados da célula 

com a presença de OFLOX puro, nas concentrações de 50μM, 100μM e 300μM e a célula sem 

tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os complexos de inclusão OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD, apresentaram redução da 

viabilidade celular para abaixo de 70% na linhagem de MDA-MB-231, essa redução foi 

dependente da concentração em comparação a células não tratadas. Contudo, na concentração 

de 300μM estes complexos mostraram um melhor resultado na diminuição de viabilidade 

Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/βCD: complexo de inclusão ofloxacino/β-ciclodextrina; 

OFLOX/HPβCD: complexo de inclusão ofloxacino/hidroxipropil-β-ciclodextrina; MDA-MB-231: 

linhagem de câncer de mama. 

 
Figura 8: Avaliação da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/βCD e OFLOX/ HPβCD nas concentrações 

de 50μM, 100μM e 300μM em células MDA-MB-231 após 48 horas de tratamento. 
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celular. De acordo a ISO 10993-5 (2009), uma substância apresenta potencial citotóxico no 

teste de MTT quando reflete em uma viabilidade celular menor que 70%. Desta forma, o 

potencial citotóxico do OFLOX complexado com ciclodextrinas, foi observado nos resultados 

de viabilidade celular após 48 horas e 72 horas, principalmente, quando se trata do complexo 

OFLOX/HPβCD na concentração de 300 µM. 

Seay e colaboradores (1996) realizaram um estudo para avaliar a inibição da 

proliferação celular e síntese de DNA, utilizando duas fluoruqinolonas (ciprofloxacino e 

OFLOX) em três linhagens de carcinoma de células transicionais. Os autores concluíram que, 

os antibióticos em estudo inibiram a proliferação e síntese de DNA nas três linhagens celulares 

de forma dependente de dose e tempo.  Assim, os resultados corroboram com os obtidos no 

presente trabalho, em que nas maiores concentrações a redução de viabilidade foi maior. Além 

disso, a inibição da síntese de DNA no estudo de Seay e colaboradores (1996), corrobora com 

o possível mecanismo antitumoral do OFLOX de inibição da topoisomerase II proposto por 

Yadav et al. (2015) e Oppegard et al. (2018). 

Outro estudo em consonância aos resultados obtidos de MTT, é o de Yamakuchi e 

colaboradores (1997). Os autores constataram que a atividade antiproliferativa de OFLOX e 

levofloxacino em células de tumor geniturinário é dependente de concentração e tempo e que, 

na concentração de 200 μg/ml houve redução significativa do material genético. Ainda 

levantaram a hipótese que esses compostos perturbaram a função mitocondrial, uma vez que, o 

método de MTT analisa a atividade mitocondrial. 

Yadav et al. (2015), investigaram moxifloxacina e ciprofloxacino na proliferação de 

células de câncer pancreático (MIA PaCa-2 e Panc-1). Foi observado que as duas 

fluroquinolonas inibiram a proliferação das linhagens de câncer pancreático de maneira dose e 

tempo dependentes. Visto que, os resultados mostram que na concentração de 400 μg/ml e no 

tempo maior de estudo 48 horas, houve maior inibição. Também avaliaram a redução do 

potencial de membrana causado pelas fluoroquinolonas, e os resultados indicam que 

moxifloxacino e ciprofloxacino induzem uma ruptura significativa do potencial de membrana 

mitocondrial em ambas as linhagens celulares, o que pode ser relacionado com a hipótese de 

perturbação mitocondrial de Yamakuchi e colaboradores (1997). 

Yu, Li e Zhang (2016) investigaram os efeitos do levofloxacino na proliferação e 

apoptose em quatro linhagens de células de câncer de mama (MCF-7, MDA-MB-468, SkBr-3 

e MDA-MB-231) e duas linhagens de células de mama normais (HMT-3522 e MCF-10A). A 

fluoroquinolona inibiu a proliferação celular das quatro linhagens de células de câncer de mama 
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de forma dose dependente. Também foi observado que as células mamárias normais eram 

menos sensíveis ao composto que as tumorais. Além disso, os resultados mostraram que o 

levofloxacino inibiu a biogênese mitocondrial, reduziu o potencial de membrana e níveis de 

ATP nas linhagens tratadas. As células tumorais utilizam o maquinário mitocondrial muito mais 

que uma célula normal, portanto, o mtDNA que estipula a massa mitocondrial e demanda 

energética é encontrado em quantidade maior no câncer de mama. Deste modo, o tumor 

mamário necessita mais da biogênese mitocondrial que uma célula normal, sendo assim, uma 

inibição do metabolismo mitocondrial causa mais efeito no tumor (JÄRÅS; EBERT, 2011). 

No presente trabalho foi avaliada a citotoxicidade das CDs puras (βCD e HPβCD) nas 

concentrações de 50μM, 100μM e 300μM em células MDA-MB-231 após 48 horas de 

tratamento. Como mostrado na figura 9, foi observado que as nanopartículas não apresentaram 

citotoxicidade e desta forma não possuem impacto na redução da viabilidade das células 

estudadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 10 representa os resultados de viabilidade celular de MDA-MB-231 após 72 

horas do tratamento com os complexos de inclusão OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD, nas 

concentrações de 50μM, 100μM e 300μM. Também, estão representados os resultados da célula 

Legenda: βCD: β-ciclodextrina; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; MDA-MB-231: 

linhagem de câncer de mama. 

 Figura 9: Avaliação da citotoxicidade de βCD e HPβCD nas concentrações de 50μM, 100μM e 300μM 

em células MDA-MB-231 após 48 horas. 
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com a presença de OFLOX puro, nas concentrações de 50μM, 100μM e 300μM e a célula sem 

tratamento. Os complexos de inclusão OFLOX/βCD 300μM e OFLOX/HPβCD 300μM e 

OFLOX 300μM, apresentaram redução da viabilidade celular para abaixo de 70% na linhagem 

de MDA-MB-231 dependente da concentração em comparação a células não tratadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como é possível observar nos dois ensaios de citotoxicidade (48 e 72 horas) os 

complexos de inclusão, principalmente OFLOX/HPβCD, apresentaram melhores resultados 

quando comparados com o OFLOX puro. Esse efeito mais acentuado provavelmente aconteceu 

pela capacidade que as ciclodextrinas possuem em melhorar as propriedades dos compostos 

incluídos em sua cavidade (TIAN et al., 2020). 

Um estudo da interação de OFLOX e HPβCD, mostrou que essa complexação resultou 

no aumento da solubilidade de OFLOX e melhor estabilidade aquosa. A solubilidade em água 

apresentada pelo fármaco puro no estudo foi de 300 ± 8,1 μg/mL, enquanto a solubilidade do 

OFLOX-HP-β-CD foi 3,7 vezes maior (1100 ± 21,3 μg/mL). A formação de complexo de 

inclusão é de 1:1 entre OFLOX e HPβCD. Os autores também observaram que a solubilidade 

do OFLOX aumentou de forma linear à medida que a concentração de HPβCD era aumentada 

 

Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/βCD: complexo de inclusão ofloxacino/β-ciclodextrina; 

OFLOX/ HPβCD: complexo de inclusão ofloxacino/hidroxipropil-β-ciclodextrina; MDA-MB-231: 

linhagem de câncer de mama. 

Figura 10: Avaliação da citotoxicidade da OFLOX, OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD nas concentrações 

de 50μM, 300μM e 300μM em células MDA-MB-231 após 72 horas. 
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(MISIUK; JOZEFOWICZ, 2015). Em contrapartida, Koester et al. (2001), investigaram a 

complexação de OFLOX com βCD e os complexos apresentaram um aumento da solubilidade 

em água de aproximadamente 2,6 vezes. Assim, a comparação do aumento das solubilidades 

obtidas por Misiuk e Jozefowicz (2015) e Koester et al. (2001), pode justificar os melhores 

resultados de OFLOX/HPβCD no presente trabalho.  

Ding e colaboradores (2020) avaliaram a solubilidade, perfil de dissolução e 

biodisponibilidade dos complexos de inclusão de enrofloxacino e HPβCD. A solubilidade de 

enrofloxacino é de 0,23 mg/mL, enquanto a do complexo é 916 vezes maior (210 mg/mL). A 

dissolução em 15 minutos foi de 100% e significativamente maior que do fármaco sozinho. O 

complexo de enrofloxacino e HPβCD em ratos incrementou a absorção e biodisponibilidade do 

fármaco. Isto corrobora com a diferença dos resultados entre os complexos de inclusão e 

OFLOX puro encontrada no presente trabalho, em que, os complexos obtiveram melhor 

resultado na diminuição da viabilidade celular.  

Como observado no presente trabalho, o complexo de inclusão OFLOX/HPβCD na 

maior concentração testada apresentou melhor resultado quando comparado com o complexo 

de inclusão OFLOX/βCD. Outros trabalhos corroboram com esse resultado, mostrando que a 

CD semissintética tem a capacidade de melhorar ainda mais algumas propriedades da molécula 

hóspede em comparação com a CD natural.  

Em um estudo, a oxaliplatina foi complexada com βCD, γCD e HPβCD e analisada a 

citotoxicidade in vitro frente a células HCT116 (câncer de cólon humano) e MCF-7 (câncer de 

mama humano) e também as propriedades físico-químicas dos complexos. Os complexos de 

inclusão apresentaram atividade citotóxica quase que duas vezes maior que oxaliplatina sozinha 

nas células testadas. O complexo de inclusão com HPβCD apresentou melhor resultado em 

relação a βCD, uma vez que, possui maior solubilidade em água e desta forma, aumentou 

significativamente a biodisponibilidade do fármaco complexado e consequentemente sua 

atividade antitumoral (ZHANG et al., 2016). 

No estudo de Iacobazzi et al. (2020), foram analisados complexos de HPβCD com 

PTA34 e PTA73, moléculas potencialmente anticancerígenas, mas com baixa solubilidade. Os 

autores avaliaram a melhora na solubilidade e atividade antitumoral. De acordo o estudo de 

solubilidade, a complexação com HPβCD aumentou em 150 vezes a solubilidade em água de 

PTA34 e 106 vezes em PTA73. No ensaio de citotoxicidade, os complexos se mostraram ainda 

mais ativos que PTA34 e PTA73 puros em linhagens de câncer de pâncreas após 72 horas de 

tratamento.  
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A HPβCD foi complexada com Dentatina (DEN), um fármaco antitumoral, para avaliar 

a solubilidade e o efeito do complexo de inclusão na citotoxicidade em células de câncer de 

mama (MDA-MB-231), câncer de próstata (InCAP) e adenocarcinoma gástrico humano (HDT) 

após 72 horas. Foi apresentado que a HPβCD aumentou a solubilidade do fármaco de forma 

proporcional à sua concentração. Nas concentrações mais altas do complexo DEN/HPβCD, 

todas as linhagens tumorais testadas foram sensíveis ao tratamento, demonstrando uma redução 

significativa na viabilidade dessas células, esse resultado pode estar relacionado ao incremento 

da solubilidade do fármaco quando complexado com HPβCD (ASHWAQ et al., 2017).  

Calsavara, Zanin e Moraes (2012), realizaram um estudo de complexação do 

enrofloxacino com βCD, γCD e HPβCD para avaliar o aumento da solubilidade desse fármaco. 

O complexo formado por HPβCD e enrofloxacino obteve o melhor resultado de incremento da 

solubilidade, sendo esse aumento de 1258% em relação a solubilidade do fármaco não 

complexado. A ordem de solubilidade da maior para menor obtida foi: HPβCD, γCD e βCD. A 

βCD é precursora da HPβCD, porém, as hidroxilas externas da HPβCD são mais flexíveis e 

com isso confere maior solubilidade ao fármaco complexado (MISIUK; JOZEFOWICZ, 2015). 

O OFLOX assim como o enrofloxacino é uma fluoroquinolona de segunda geração, desta 

forma, uma associação de comportamento similar entre os dois medicamentos pode ser 

sugerida.  

No presente estudo, o complexo OFLOX/HPβCD na sua maior concentração apresentou 

melhor resultado na citotoxicidade em células MDA-MB-231, assim os resultados de Ashwaq 

et al. (2017), Calsavara, Zanin e Moraes (2012), Iacobazzi et al. (2020) e Zhang et al. (2016) 

quanto ao aumento de solubilidade promovida por CDs, principalmente HPβCD, pode justificar 

o melhor efeito do OFLOX neste trabalho.  

Também foi avaliada a citotoxicidade das CDs puras nas concentrações de 300μM, 

100μM e 50μM em células MDA-MB-231 após 72 horas de tratamento. Foi observado que as 

nanopartículas não apresentaram citotoxicidade e desta forma não exibem influência nos 

resultados de redução da viabilidade das células em foco (Figura 11). 
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Figura 11: Avaliação da citotoxicidade de βCD e HPβCD nas concentrações de 300μM, 100μM e 

50μM em células MDA-MB-231 após 72 horas 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. AVALIAÇÃO DA APOPTOSE DAS CÉLULAS MDA-MB-231 APÓS 36 HORAS 

DO TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM 

CICLODEXTRINAS 

 

A figura 12 corresponde à avaliação de apoptose em 36 horas dos complexos de inclusão 

OFLOX/βCD e OFLOX/HPβCD na concentração de 300μM em células de câncer de mama 

MDA-MB-231. Através dos resultados foi possível observar que o composto OFLOX/HPβCD 

na concentração de 300μM induziu significativamente a apoptose em MDA-MB-231 em cerca 

de 70%. 

Assim como mostrado anteriormente que o provável efeito antitumoral das 

fluoroquinolonas está relacionado à inibição da topoisomerase II (OPPEGARD et al., 2018), é 

possível pressupor que a morte celular por apoptose causada pelos complexos de inclusão 

provavelmente ocorreu por causa do efeito do OFLOX em inibir as topoisomerases, afetando o 

processo de replicação do DNA das células. Os resultados de outros trabalhos corroboram com 

o presente estudo. 

   

Legenda- βCD: β-ciclodextrina; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; MDA-MB-231: linhagem 

câncer de mama. 
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Figura 12: Porcentagem de apoptose em células MDA-MB-231 tratadas com OFLOX, OFLOX/βCD, 

OFLOX/HPβCD a 300μM em 36 horas. 
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/βCD: complexo de inclusão ofloxacino/β-ciclodextrina; 

OFLOX/HPβCD: complexo de inclusão ofloxacino/hidroxipropil-β-ciclodextrina. * p<0,05.  

O mecanismo de indução de apoptose do OFLOX em condrócitos foi avaliado por 

Sheng et al. (2008). Os autores apresentaram que OFLOX ativou caspases iniciadoras (caspase-

8 e -9) e em consequência a caspase-3 (caspase executora). Ainda, observaram que o OFLOX 

provocou a despolarização do potencial de membrana da mitocôndria e com isso, houve 

liberação do citocromo c. Os níveis de p53, Bax e tBid também aumentaram nas células tratadas 

com OFLOX. Dessa maneira, segundo os autores, a morte celular por apoptose induzida por 

OFLOX está relacionada à via mitocondrial. 

Beberok e colaboradores (2018) apresentaram nos resultados que a ciprofloxacina induz 

apoptose na linhagem de MDA-MB-231. Após o tratamento das células tumorais com 0,01 e 

0,1 µM/mL de ciprofloxacina por 24 horas, a proporção de células em apoptose precoce foi de 

14%, enquanto o controle apresentou 8%. Um aumento foi observado quando as células foram 

expostas a concentrações elevadas de ciprofloxacino (1,0 µM/mL), em que a extensão de 

células apoptóticas aumentou para 86 ± 4%. Isso corrobora com o achado no presente trabalho, 

em que, as maiores concentrações dos complexos de inclusão (OFLOX/βCD 300μM e 
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OFLOX/HPβCD 300μM) apresentaram resultado maiores que 70% na avaliação de morte por 

apoptose.  

Amaro et al.  (2020), realizaram um estudo da complexação de OFLOX e ciclodextrinas 

(βCD e HPβCD) e seu efeito em células A549 (câncer de pulmão). O resultado foi bastante 

similar ao encontrado no presente trabalho. Foi observado que após 36 horas de tratamento, os 

complexos OFLOX/βCD 300μM e OFLOX/HPβCD 300μM induziram significativamente a 

morte por apoptose em relação ao controle (células sem tratamento). 

Bisacchi e Hale (2016) abordam que os inibidores de topoisomerase II da classe das 

fluoroquinolonas aparentam menor suscetibilidade de resistência tumoral através do 

mecanismo de efluxo do fármaco.  O que corrobora com o estudo de Terashi et al. (2000), em 

que, o OFLOX foi testado em células de leucemia humana (HL60R) com superexpressão de 

MRP (proteína de resistência múltipla a drogas).  Foi observado que o OFLOX, inibe a função 

da MRP de bomba de efluxo pelo acúmulo de calceína-AM (éster acetoximetílico de calceína). 

Em conclusão, os autores sugerem que OFLOX é substrato para MRP. Este fato pode ser 

explorado para avaliar ainda mais o potencial dessa classe, uma vez que, diversos tipos de 

câncer possuem algum mecanismo de resistência às diferentes classes de medicamentos 

antineoplásicos. 

 

5.3. AVALIAÇÃO DA NECROSE DAS CÉLULAS MDA-MB-231 APÓS 36 HORAS 

DO TRATAMENTO COM OS COMPLEXOS DE OFLOXACINO COM 

CICLODEXTRINAS 

 

A figura 13 corresponde à avaliação de necrose em 36 horas dos complexos de inclusão 

OFLOX/βCD 300μM e OFLOX/HPβCD 300μM em células de câncer de mama triplo negativo 

(MDA-MB-231), é possível constatar que o composto OFLOX/βCD na concentração de 

300μM, induziu significativamente a necrose em MDA-MB-231 em cerca de 70%. 

A necrose pode acontecer de forma concomitante, sucessiva ou independente da 

apoptose (ZONG; THOMPSON, 2006). Essa é um tipo de morte celular em que ocorre o 

extravasamento dos constituintes celulares devido ao processo de inchaço do retículo 

endoplasmático, mitocôndrias e mudanças na permeabilidade da membrana e consequente lise 

celular. Com isso, a necrose desencadeia reações inflamatórias (CHAABANE et al., 2012). A 

necrose assim como a apoptose necessita de energia para ocorrer, porém, quando se tem um 

nível baixo de ATP a morte celular ocorre por necrose e em níveis altos de ATP a apoptose é a 
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via de morte celular. Em caso de não indução da apoptose, a necrose pode acontecer induzida 

por poli ADP-ribose polimerase (PARP) como auxílio. A PARP é uma enzima de reparo do 

DNA frente a danos e fragmentações, a ativação de PARP leva ao esgotamento do pool de NAD 

presente no citosol das células, essa molécula é importante para manter a capacidade de realizar 

a glicólise e produzir ATP. Essa enzima também pode dar início ao processo necrótico das 

células tumorais quando superativada, já que seu mecanismo de depleção de NAD citosólico 

impede a metabolização da glicose para produção de ATP (ZONG; THOMPSON, 2006). Como 

resultado, essa enzima aumenta os níveis de espécies reativas de oxigênio EROs pela falta de 

ATP nas células, com isso proteases citosólicas dependentes de cálcio são ativadas o que 

contribui para a permeabilização dos poros de membranas. Com a depleção de ATP a função 

mitocondrial fica prejudicada e desta forma as EROs são produzidas nas mitocôndrias de forma 

excessiva (NIKOLETOPOULOU et al., 2013). 

Figura 13: Porcentagem de necrose em células MCF-7 tratadas com OFLOX, OFLOX/βCD, 

OFLOX/HPβCD a 300μM em 36 horas. 
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Legenda: OFLOX: ofloxacino; OFLOX/βCD: complexo de inclusão ofloxacino/β-ciclodextrina; 

OFLOX/HPβCD: complexo de inclusão ofloxacino/hidroxipropil-β-ciclodextrina. * p<0,05. 
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As células tumorais são caracterizadas pela alta taxa de proliferação e crescimento 

desordenado, para suprir essa demanda são necessários altos níveis de energia. Essa energia é 

fornecida pela quebra aeróbica de glicose (YEE; LI, 2021). Agentes que quebram a fita de DNA 

ativam a enzima PARP, e com isso interrompem o suprimento energético das células tumorais. 

O OFLOX tem como mecanismo de ação a inibição da topoisomerase II (DNA girase) 

bacteriana e da topoisomerase IV ocasionando quebra da fita-dupla de DNA (ZONG; 

THOMPSON, 2006). Assim, o resultado obtido de necrose no presente trabalho pode estar 

relacionado a esse mecanismo do OFLOX, uma vez que, a indução da morte por necrose ocorre 

pela ativação da enzima PARP resultando em depleção de energia e produção de espécies 

reativas de oxigênio, o que afeta o metabolismo das células cancerígenas.  

Ferrándiz, et al. (2016), realizaram um estudo para analisar o efeito de moxifloxacino 

na produção de espécies reativas de oxigênio. Segundo os autores, além do mecanismo 

conhecido das fluoroquinolonas, essas induzem a produção de EROs o que contribui para a 

morte celular mediada por esses fármacos. Foi demonstrado que nas células tratadas com a 

fluoroquinolona houve um acumulo de EROs e em S. pneumoniae, moxifloxacino afeta a 

composição da membrana e induz a morte. Segundo Yee e Li (2021), o estresse oxidativo 

gerado por alta produção de EROs pode levar a morte celular. Os autores relatam ainda que a 

via de morte celular depende da taxa de EROs, sendo assim, baixa concentração de EROs induz 

morte por apoptose enquanto níveis altos de espécies reativas de oxigênio induzem morte 

celular por necrose. Com isso, se pode sugerir que OFLOX induz um acúmulo de EROs 

contribuindo para o estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, o que ocasiona um colapso 

energético na célula e conduz a morte celular por necrose. 

Portanto, os resultados de citotoxicidade celular e morte em consonância com a 

literatura, mostram como a complexação com ciclodextrinas pode favorecer a atividade de 

substâncias. Neste estudo foi utilizada uma linhagem de câncer de mama representativa do 

subtipo triplo negativo, um subtipo complexo e que como não expressa nenhum receptor 

hormonal não responde aos tratamentos disponíveis, além da quimioterapia. Desta forma, a 

intervenção por complexos de inclusão é promissora não apenas em câncer de mama, mas 

também em outros tipos de câncer. Amaro e colaboradores (2020) realizaram um estudo 

semelhante com células de câncer de pulmão, refletindo em resultados igualmente promissores 

dos complexos de inclusão.  
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6. CONCLUSÕES  

 

A partir dos resultados dos testes in vitro, é possível afirmar que o OFLOX complexado 

com βCD e HPβCD, apresentou potencial citotóxico ao diminuir a viabilidade celular (abaixo 

de 70%) e indução de morte em células MDA-MB-231 de maneira dose dependente em relação 

ao fármaco puro. Esses resultados são associados à melhora proporcionada pelas ciclodextrinas 

de propriedades físico-químicas de fármacos, como a solubilidade. Vale ressaltar que a 

linhagem MDA-MB-231 representa o câncer de mama triplo-negativo, ou seja, não expressa 

nenhum receptor hormonal, é mais agressiva e menos sensível aos tratamentos. Atualmente não 

existe terapia direcionada para o câncer de mama triplo-negativo e estudos de compostos que 

exibem ação de imunomodulação, como os do presente trabalho, são promissores para 

realização de estudos in vivo. Assim, são necessários mais análises e testes clínicos para que o 

efeito antitumoral do OFLOX complexado com ciclodextrinas seja comprovado. 
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