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RESUMO

O melanoma € o subtipo mais agressivo dos canceres de pele, apresentando perfil de
resisténcia a multiplas drogas e expressiva capacidade de metastase, que € a habilidade de
invasdo e colonizacdo de outros tecidos por células cancerosas. Inumeros trabalhos
relacionaram atividade antiproliferativa, antimetastatica, pré-apoptética e reguladora de ciclo
celular de compostos naturais em células cancerosas. O acido anacardico (AA) é um composto
bioativo, derivado do liquido da casca de castanha de caju, com atividade antitumoral descrita
contra varios tipos de cancer, incluindo melanoma. O 6leo de pequi tem apresentrado atividade
antioxidante e antitumoral em cancer de mama. A utilizagcdo de nanoemulsdes aperfeicoa a
aplicacdo de compostos hidrofobicos em aumentando sua biodisponibilidade. No entanto,
estudos que abordam os efeitos do AA (andlogo 15:0) isolado e em combinacdo com
nanoemulsdo de 6leo de pequi na proliferagdo celular (a curto e longo prazo), nas principais
estruturas celulares (mitocondrias, lisossomos, reticulo endoplasmético, membrana plasmaética)
e em caracteristicas metastaticas (migracgdo e invasao) das células de melanoma (B16F10) ainda
ndo foram realizados; portanto, esse é o objetivo do presente trabalho. A formulacdo de
nanoemulsdo de 6leo de pequi (PeNE) em combinagdo com AA foi realizada por utrassonicacéo
e 0s parametros de caracteristicas fisico-quimicas foram analisado por DLS. A PeNE+AA
apresentou parametros de diametro hidrodinamico igual a 166,24 + 38,27 nm, indice de
polidispersdo igual a 0,261 + 0,024 e potencial zeta de -47,5 + 10,6 mV. Os ensaios de
viabilidade, invasdo e migracao foram realizados pelas técnicas MTT, XCELLigence RTCA e
“scratch assay” respectivamente. AlteracGes nas organelas celulares e na membrana celular
foram determinadas por citometria de fluxo. As células expostas ao tratamento com PeNe, AA,
PeNe+AA por 24 e 48 horas mostraram uma reducdo dose- e tempo-dependente significativa
da viabilidade celular; inclusive com o grupo PeNe+AA sugerindo efeito de sinergismo nesse
ensaio. AA e PeNe+AA afetaram a proliferagdo celular, reduziram tamanho celular,
despolarizacdo induzida da membrana mitocondrial, permeabilidade da membrana do
lisossomo e aumento da producdo de ERO; no entanto, nenhum estresse no reticulo
endoplasmatico foi observado. Esses dados sugerem que 0 AA induz a morte celular em células
de melanoma por apoptose ou autofagia. Houve diferengca na porcentagem de células com
membrana lesionada no grupo tratado com PeNe+AA, indicando sinal de morte celular por
apoptose tardia. Além disso, o tratamento com AA e PeNe+AA interferiu significativamente
nos padrdes de migragdo e invaséo das células B16F10. Em resumo, nossos dados destacam o

poder dos fitoquimicos como moléculas adjuvantes na terapia do cancer e evidenciam o AA e



a combinacdo com PeNE como uma estratégia promissora a ser melhor estudada para aplicacdo

clinica no futuro.

Palavras-chave:.melanoma, nanoemulsdo, acido anacardico, 6leo de pequi, metastase,

invasao.



ABSTRACT

Melanoma is a subtype of skin cancer that represents only 1% of skin cancer cases, however it
corresponds to 60% of skin cancer deaths. Melanoma is the most aggressive subtype of skin
cancers, as it has a great capacity for metastasis and resistance profile to multi-drugs. Metastasis
is the ability to invade and colonize other tissues by cancer cells and is responsible for 90% of
cancer deaths. Countless studies have related antiproliferative, antimetastatic, pro-apoptotic and
cell cycle regulating activity in cancer cells. Anacardic acid (AA) is a bioactive compound,
derived from the cashew nut shell, with anticancer activity described against several types of
cancer, including melanoma. Pequi oil has demonstrated antioxidant and antitumor activity in
breast cancer. The use of nanoemulsions improves the application of hydrophobic compounds
in increasing their bioavailability. However, as far as we know, studies that address the effects
of AA (15: 0) alone and in combination with pequi oil nanoemulsion on cell proliferation (short
and long term), on the main cell structures (mitochondria, lysosomes, reticulum endoplasmic,
plasma membrane) and metastatic characteristics (migration and invasion) of melanoma cells
have not yet been performed; therefore, this is the objective of the present work. The
formulation of pequi oil nanoemulsion in combination with anacardic acid was carried out by
ultrasound and the parameters of physical-chemical characteristics were analyzed by DLS.
Nanoformulation of anacardic acid in pequi oil nanoemulsion showed parameters of
hydrodynamic diameter equal to 166.24 + 38.27 nm, polydispersion index equal to 0.261 +
0.024 and zeta potential of -47.5 + 10.6 mV. Proliferation, invasion and migration evaluation
were carried out using the MTT, XCELLigence RTCA and scratch assay techniques. Changes
in cell organelles and cell membrane were determined by flow cytometry. The cells exposed to
treatment with OL Pe, PeNe, AA, PeNe + AA for 24 and 48 hours showed a significant
reduction in cell viability, dependent on dose and time. The combination of AA with pequi oil
in a nanoemulsion formulation suggested a synergistic effect in reducing cell viability. AA and
PeNe + AA affected cell proliferation, reduced cell size, induced depolarization of the
mitochondrial membrane, permeability of the lysosome membrane and increased ROS
production; however, no stress on the endoplasmic reticulum was observed. These data suggest
that AA induces cell death in melanoma by apoptosis or autophagy. There was a difference in
the percentage of cells with damaged membrane in the group treated with PeNe + AA,
indicating a sign of cell death due to late apoptosis. In addition, treatment with AA and PeNe +
AA significantly interfered with the migration and invasion patterns of B16F10 cells. In

summary, our data highlights the power of phytochemicals as adjuvant molecules in cancer



therapy and highlights AA and the combination with pequi oil nanoemulsion as a promising
strategy to be used for future anticancer clinical use.

Key words: melanoma, nanoemulsion, anacardic acid, pequi oil, metastasis, invasion.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PELE MELANOMA

O céncer é um conjunto de doencas caracterizadas pela mutacdo genética em
diferentes mecanismos celulares que levam as células a apresentarem perfil de
crescimento e proliferacdo distintos de células normais. Os produtos de mutagdes
celulares que diferenciam as células normais das células tumorais sdo a resisténcia a morte
celular, a sinalizacdo de proliferacdo celular intermitente, a evasdo de supressores de
crescimento, a inducdo de angiogénese, a permissdo de imortalidade replicativa e a
ativacdo de invasdo e metastase. Estas caracteristicas, ou simplesmente marcas-
registradas do cancer, sdo chamados de “hallmarks of cancer” propostas por Hanahan e

Weinberg? (Figura 1).

Escape de supressores de crescimento

Reprogramacdo metabdlica ' ,ﬁ Escape do sistema imunologico

Resistencia a morte celular c % a [ Replicacao descontrolada

1
Instabilidade gendémica %‘ oa Promogao de inflamagao tumoral

Angiogénese Metastase

Figura 1 "Hallmarks of cancer", representacdo das principais caracteristicas das células cancerosas.
Adaptado de: Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell [Internet].
2011;144(5):646-74.

O cancer de pele é o tipo de cancer mais comum no mundo, apresentando risco
igual a 80,12 casos novos a cada 100 mil homens e 86,65 casos novos a cada 100 mil
mulheres?. O melanoma é um subtipo de cancer de pele que representa apenas 1% dos
casos de cancer de pele, no entanto corresponde a 60% das mortes por cancer de peled. O
melanoma é o subtipo mais agressivo dos canceres de pele, pois apresenta grande
capacidade de metastase e perfil de resisténcia a multi-drogas®.

A estimativa da Organizacdo Mundial da Saude cancer de pele melanoma é de

aproximadamente 132.000 casos por ano. A exposicao a raios ultravioletas e responsavel



pelo aumento dos casos, tratando-se de um dos principais fatores de risco. Além disso,
acredita-se que a diminuicdo da camada de ozbnio poderd proporcionar uma maior
exposicdo a raios ultravioletas e, consequentemente, aumentar o numero de casos de
cancer de pele melanoma®.

O melanoma surge nos melandcitos, células produtoras de melanina (pigmento
da pele) e originarias da crista neural. A melanina é uma molécula protetora dos
queratinécitos contra o dano de DNA causados por raios ultravioleta absorvendo e
dispersando-os. A incidéncia de raios ultravioleta e 0 dano causado aos queratindcitos
influencia diretamente a producdo de melanina®.

Os principais tratamentos aplicados no melanoma em fase precoce séo a remocao
do tumor por cirurgia e a quimioterapia. Ambos 0s tratamentos apresentam diversos
efeitos adversos como risco de permanéncia de células remanescente que iniciam
metastase; alopecia, disturbios gastrointestinais, infertilidade entre outros. A dacabarzina,
IL-2 e agentes imunogénicos apresentam eficacia de 10-16% dos casos e sdo 0s principais
quimioterapicos no tratamento do melanoma*”’.

Durante o desenvolvimento do tumor maligno existem alguns pontos criticos que
podem ser alvos de agentes terapéuticos quimiopreventivos. "Quimioprevencao"
geralmente refere-se ao uso de agentes farmacoldgicos ou naturais (também conhecidos
como agentes quimiopreventivos que inibem a iniciagcdo, promocao e progressdo do
cancer®,

O primeiro estagio, na iniciacdo do tumor, ocorre dano ao DNA, estresse
oxidativo, inflamacdo, e alteracfes epigenéticas associados a exposicdo de agentes
cancerigenos as células (Figura 2). Os agentes cancerigenos associados ao cancer de pele
geralmente sdo produtos quimicos, temperatura, agentes patdgenos e principalmente
radiacdo ultravioleta. A segunda etapa,denominada promocao do cancer € uma fase longa
associada a proliferacdo de células cancerigenas, formando o tumor priméario onde se
observa expressao de oncogenes e de genes promotores de tumor, além da represséo de
genes supressores de tumor. O terceiro estagio, a progressdo tumoral, é caracterizada pelo
crescimento, metastase e invasdo do tumor nas células circundantes, onde ha expressédo

de genes promotores de invasdo, metastase e angiogénese .
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Figura 2 Fases de desenvolvimento de tumor maligno e potenciais locais de acdo. Adaptado de: Igbal J,
Abbasi BA, Ahmad R, Batool R, Mahmood T, Ali B, et al. Potential phytochemicals in the fight against
skin cancer: Current landscape and future perspectives. Biomed Pharmacother [Internet]. 2019
Jan;109(June 2018):1381-93.

A resisténcia das células tumorais aos quimioterapicos utilizados no tratamento
do melanoma vem sendo mais relatada. Resultante de alterag&o de mecanismos celulares,
a resisténcia a quimioterapicos apresentam modificacdo na via de morte celular por
apoptose e em algumas moléculas pro-apoptéticas; além de aumento no numero de
bombas de efluxo de farmacos reduzindo a concentracdo do quimioterapico na célula.
Fatores intrinsecos aos medicamentos antineoplasico tais como biodisponibilidade,
distribuicio e metabolismo também estdo relacionados com resisténcia a
quimioterapicos’®.

Diante das dificuldades encontradas no tratamento convencional empregado
para o tratamento do cancer de pele melanoma, o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas para essa patologia se tornou uma necessidade.

1.2 PROCESSO DE METASTASE

Uma das principais caracteristicas da letalidade do cancer de pele melanoma é a
capacidade de metastase, sendo responsavel por 90% das mortes por cancerl®. A
metastase é a habilidade de invasdo e colonizagdo em outros tecidos por células
cancerosas. O processo de metastase & complexo e depende de varios processos tais como
perda da adesdo célula-célula, modificagdo das matrizes extracelulares e aumento da

motilidade celular Para tal fim, estas células alteram sua morfologia e moléculas de



adesdo, alcangcam corrente sanguinea e vasos linfaticos e escapam de mecanismos do
sistema imunitario. Quando chegam aos chamados 6rgdos-alvo se extravasam dos vasos
e se proliferam no local, dando origem a um tumor, denominado de metéstase * (Figura
3)
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Figura 3 Processo de metéstase e invasdo de células cancerosas. Adaptado de: Labbé D. Les flavonoides
d’origine alimentaire et le cancer: inhibition de ’angiogenése tumorale et du potentiel invasif des
médulloblastomes. 2008;148

A organizacdo das camadas das células epiteliais em tecidos normais é
incompativel com a mobilidade e a invasividade apresentadas por células de carcinoma®?.
Para gque ocorra 0s processos de metastase as células precisam adquirir um fendtipo de
celulas mesenquimais, ou seja, indiferenciadas. A diferenciacdo de fendtipo epitelial para
mesenquimal é denominada de transi¢do epitelio-mesenquimal (TEM), e o caminho
inverso é denominada transicdo mesenquimal-epitelial (TME), ambos 0s processos sao
essenciais para a formacdo do embrido e dos sistemas nas fases embrionarias, mas

também para o processo de metastase de carcinomas®?.

Uma caracteristica da TME ¢ a perda da E-caderina, molécula responsavel pela
adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular que ao ser perdida ativa liberagao de -
catenina que por sua vez, induz expressao de genes promotores de invasdo e inibi¢do de

invasdo®s.



No caso do cancer de pele melanoma, o perfil metastatico € resultante de mutagdes
somaticas em sinalizacdes intracelulares, principalmente nos genes BRAF e NRAS que
ativam a via de MAPK. Outros genes também estdo envolvidos com esse processo tais
como TWIST e SLUG que reprime a expressdo de E-caderina®. Os principais 6rgaos-alvo

de metastase para 0 melanoma sdo o0ssos, pulmdes, linfa e cérebro®.

1.3 TERAPIA COMBINATORIA

Com os diversos beneficios de produtos naturais encontrados em nossa
biodiversidade pode-se tratar o cancer em uma nova forma com a terapia combinatoria,
onde se utiliza dois ou mais compostos com alvos de acao diferentes. Por se tratar de uma
doenga complexa, onde os tumores sdo formados por tipos celulares diferentes e com
interacOes intercelulares, acontecem casos de multi-resisténcia a quimioterapicos que nao

sdo especificos para células tumorais®®.

Essa heterogeneidade entre células cancerigenas individuais muitas vezes limita a
eficacia de um Unico medicamento anticancer para erradicar completamente o tumor.
Uma abordagem para superar a resisténcia a terapia é combinando varios medicamentos..
Tais abordagens foram comprovadamente bem-sucedidas em células de cultura e na

clinica .

Como o cancer € o processo de varios estagios, é necessaria uma abordagem com
multiplos objetivos, o que seria possivel quando usada terapia combinatéria com

farmacos disponiveis ou compostos moduladores epigenéticos *°.

A terapia combinatoria tem o objetivo de combinar compostos diferentes que
consigam atingir maior grupo de células tumorais, reduzindo a dose de medicamento
aplicado e eventuais efeitos adversos, utilizando-se de sinergismo entre farmacos em

diferentes alvos celulares de forma simultanea.’

Alguns pontos séo criticos para o desenho de terapia combinatdria tais como a
compreensdo das alteracdes nos estados celulares ap6s cada medicamento, dindmica das

moléculas de sinalizacdo para avaliar as alteracGes nos estados celulares, adaptacdo da



sinalizagéo devido ao controle de feedback que pode ser contida por combinacéo de dois

compostos, entre outros 6.

Na clinica ja sdo utilizados protocolos de terapia combinatoria entre farmacos em
comercializagédo, por exemplo, 5-fluorouracil (5-FU) e a leucovorina com irinotecano ou
oxaliplatina s&o utilizados no tratamento de pacientes com cancer colorretal'®. Apesar de
se utilizar e estudar possiveis terapias combinatorias, ainda existe a crescente resisténcia
ao tratamento, a reincidéncia da doenca e efeitos colaterais dos medicamentos utilizados

clinicamente na terapia do cancer®®.

Numerosos componentes de denominados coletivamente fitoquimicos,
biocompostos ou bioativos estdo sendo cada vez mais relatados na literatura com
atividades benéficas a salide e esses compostos sao agora amplamente reconhecidos como
potenciais compostos terapéuticos. De fato, substancias derivadas de produtos naturais,
especialmente compostos polifendlicos com muito pouco efeito tdxico em células
normais, tém se demonstrado agentes terapéuticos em potencial na oncologia devido as
suas  atividades  quimiopreventivas, antitumorais, radiossensibilizantes e

quimiossensibilizadoras contra varios tipos de canceres agressivos e recorrentes?®,

1.4 BIOCOMPOSTOS EM TERAPIA ANTITUMORAL

Segundo estimativas da Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacao e a
Agricultura das Nagbes Unidas (FAO/ONU), cerca de 50.000 espécies de plantas
comestiveis estdo disponiveis em todo o mundo; no entanto, 90% das demandas de
energia dos seres humanos sdo supridas por apenas 15 espécies,especialmente arroz,
milho e trigo. O Brasil é responsavel por 18% de toda a biodiversidade vegetal no

planeta®®.

Nos utimos tempos a pesquisa utilizando produtos derivados de planta para o
tratamento de cancer tem aumentado, sendo inimeros trabalhos relacionando atividade
antiproliferativa, antimetastatica, pro-apoptética e reguladora de ciclo celular.
Biocompostos regulam ou inibem a expressao de diferentes proteinas, enzimas e vias de

sinalizacdo para prevenir ou tratar o cancer de pele &.



Alguns quimioterépicos ja amplamente utilizados séo derivados de plantas tais
como vincristina, vinblastina, taxol, camptotecina 2%, Vrios outros compostos derivados
de plantas estdo sendo avaliados em estudos clinicos como Allium sativum (alho),
camptotecina, curcumina, cha verde, Panax ginseng (ginseng), resveratrol, Rhus

verniciflua (laca-japonesa), Viscum album (visgo)?2.

Em estudo detectou-se 51 compostos fendlicos (entre flavonoides e acidos
fenolicos), 8 iridoides, 23 carotendides e 2 antocianinas em nove frutos da biodiversidade
brasileira, dentre eles o pequi com maior nivel de caretendides. Isso mostra um excelente
recurso com potencial tecnoldgico e econémico ainda inexplorado nos frutos da

biodiversidade brasileira, principalmente para os setores nutricional e farmacéutico®.

A viabilidade das células A375 e B16F10 (cancer de pele melanoma humano e
murino, respectivamente) foram diminuidas quando tratadas com os polifendis de cha
numa resposta dose-dependente. suprimindo a expressdo de TLR4 em células de
melanoma em dose-dependéncia também. A taxa de migracdo e invasdo das células de
melanoma foi diminuida 2. Em outro estudo, o 6leo de café diminui a esxpressdo de p53,
p21, ciclina B e ciclina A e CDK1 e CDK2 em células de melanoma diminuindo a

viabilidade celular e ativando a via de apoptose por caspases 3 e 8%,

Um ponto limitante da aplicabilidade dos fitoquimicos é a baixa
biodisponibilidade de alguns compostos. Por exemplo, a curcumina que mostra baixa
biodisponibilidade em estudos anteriores. Para melhorar isso, nanotecnologia,
lipossomas, micelas, varios materiais de revestimento e complexos fosfolipidicos foram

aplicados para aumentar sua solubilidade em agua e melhorar sua biodisponibilidade?.

Frente a variedade da biodiversidade brasileira e potenciais biocompostos de
interesse a serem explorados, estudos sdo necessarios para descobertas de novas fontes
de tratamentos, diagndsticos e prevencdo de doencas como o cancer. Alguns 6leos
derivados de plantas da biodiversidade brasileira possuem efeitos biologicos detalhados

em estudos.

Em estudo o acai foi eficaz na inibicdo da carcinogénese da bexiga urinaria,
reduzindo o dano ao DNA e reduzindo a expressdo do p63 e do antigeno nuclear de
proliferacdo celular PCNA 2. No estudo utilizando nanoemulsbes de Oleo de agai
combinadas com terapia fotodindmica foi observada diminuigéo da viabilidade celular de
linhagem de melanoma B16F10 (in vitro); e do tamanho do tumor in vivo?'.



O oOleo de buriti apresenta compostos com potenciais antioxidante,
quimiopreventivos, antiplaquetarias e anti-trombogénicas, antimicrobianas, entre outras

atividades 2.

A acdo antitumoral de diferentes compostos do extrato de buriti foram capazes de
reduzir a viabilidade celular de cancer de mama, carcinoma coloretal e leucemia?® . Em
trabalho realizado observou-se que o 6leo de buriti nanoestruturado apresentou reducao

da viabilidade celular de células de cancer de mama °.

Dentro desse contexto, 0s compostos naturais: o 6leo de pequi além do &cido
anacardico foram investigados nesse estudo quanto a atividade anticancer e antimetastase
desses compostos. Informacdes a seguir sobre 0s compostos citados estdo nas secoes a

sequir.

1.5 ACIDO ANACARDICO

O caju é um fruto da espécie Anacardium occidentale L. dividido em duas partes:
a castanha (verdadeiro fruto) e o peddnculo (pseudofruto) (Figura 4). Nas cascas da
castanha de caju possui um liquido escuro e viscoso denominado liquido da casca da
castanha do caju (LCCC)3™.

Caju Castanha de caju Casca da castanha
de caju

Figura 4 Partes do fruto do caju (Anacardium occidentale L.) e da castanha. Adaptado de: 1.
Nasrollahzadeh M, Sajjadi M, Sajadi SM, Issaabadi Z. Green Nanotechnology. In: Interface Science and
Technology [Internet]. 1st ed. Elsevier Ltd.; 2019. p. 145-98

Acido anacardico (4cido 2-hidroxi-6-pentadecilbenz6ico) é o composto
majoritario, cerca de 60-65% do liquido da casca da castanha do caju (LCCC). Formado
por um grupo alifatico (saturado ou insaturado) e outro aromatico tendo uma estrutura

lipidio fendlico. (Figura 5)
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Figura 5 Estrutura quimica de acido anacardico (acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzdico) 15:0. Fonte:
https://www.chemsrc.com/en/cas/16611-84-0_1109645.html

A casca da castanha de caju ndo apresentavam valor econdmico, mas ultimas
descobertas tem apresentado atividades bioldgicas como antitumoral, gastroprotetora e
antibidtica para o &cido anacardico. Sua acao antitumoral comprovada em linhagens de
leucemia mieloblastica aguda, cancer de mama e cancer de colo de Utero, foi explicada
por sua acéo inibitoria da histona acetiltransferase p30023%

O &cido anacardico induziu apoptose de células de cancer de prdstata por processo
de autofagia e estresse oxidativo e pelas vias de sinalizagdo DAPK3 e Akt**. Em outro
estudo, o &cido anacardico induziu uma mudanca genética que acarreta inibicdo da
producéo de &cidos graxos monosaturados e aumenta estresse do reticulo endoplasmatico

em células de cancer de mama®®.

AA se mostrou um composto em potencial para uso em materiais nanométricos.
A formulacéo liposomal de mitoxantrona e &cido anacardico aumentou a citotoxicidade
de mitoxantrona quando comparado ao farmaco sozinho. O &cido ascérbico foi utilizado
na formulacao para proteger as células normais e este efeito foi comprovado, diminuindo
o efeito da mitoxantrona nessas células®®. O modelo de carreamento conjugado de
gemcitabine e docetaxel com &cido anacardico proporcionou uma liberacéo sustentada e
internalizacdo celular com localizacdo nuclear dos farmacos. Esse modelo diminuiu

significativamente o 1Cso dos farmacos®’.

O acido anacardico também apresentou agdo anti-metastatica em linhagem U-87
de glioblastoma, através da supressio da via VEGF na transicio eptélio-mesenquimal®.

Apesar da promissora atividade antitumoral
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1.6 OLEO DE PEQUI

Pequi é um fruto da espécie Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae) do
Cerrado brasileiro (Figura 9). A arvore é conhecida por ser resistente a longos periodos
de seca e solos de baixa fertilidade®. Culturalmente o fruto é utilizado na gastronomia

regional, mas seu 6leo tem mostrado potencial em aplicacdes bioldgicas.

A améndoa Pequi apresenta alta energia, lipidios, proteinas e contetdo de fibra
alimentar, enquanto o 6leo de pequi (polpa e améndoa) apresenta altos niveis de &cidos
graxos monoinsaturados, especialmente o acido oleico. A casca do pequi (exocarpo e
mesocarpo externo) é o maior componente da fruta e um sélido residuo do processamento

do pequi, que € rico em fibras e compostos fenolicos 0.

Améndoa

Figura 6 Fruto de pequi Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae).Adaptado de:
http://supernutricao.com.br/2018/01/24/pequi-para-que-serve-beneficios/

O oleo de pequi é composto predominantemente por acidos graxos insaturados,
sendo estes 52,17% do 6leo da améndoa e 61,35% do 6leo da polpa. H& diferenca entre a
composicao dos 0leos da polpa e da améndoa, o0 acido graxo em maior concentracdo na
polpa, com 55,87%, é o &cido oleico sendo seguido pelo acido palmitico (35,17%). Na
améndoa, no entanto, as quantidades de acido oleico e palmitico sdo 43,76% e 43,59%,
respectivamente. Outros &cidos graxos presentes nos 6leos sdo o acido linoleico, estearico

e palmitoléico®.


http://supernutricao.com.br/2018/01/24/pequi-para-que-serve-beneficios/
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Estudo de Oliveira e colaboradores (2017) indicou que o 6leo de pequi foi capaz
de melhorar a funcdo cardiaca ex vivo de ratos, aumentando o relaxamento e a
contratilidade cardiacos, apesar de ndo haver alteracdes significativas nos fatores de risco
cardiovascular sistémicos. A maior disponibilidade de lipidios associada ao maior teor de
acidos oleico e palmitico e carotendides fornecidos pela dieta com 6leo de pequi pode
estar relacionada, pelo menos em parte, a esses achados*.

O oOleo de pequi ndo teve efeitos genotoxicos ou clastogénicos e aumentou
significativamente os linfdcitos e diminuiu os neutrofilos e mondcitos nas fémeas de 11
a 12 meses, removendo as diferengas significativas observadas entre os controles de 6 a
7 e 11 a 12 meses. Os resultados sugeriram gue a suplementacdo com 6leo de pequi pode
proteger contra anemia, inflamacéo e estresse oxidativo relacionados ao envelhecimento,
ajudando a prevenir doencgas degenerativas cronicas relacionadas ao envelhecimento,

principalmente para mulheres®.

A suplementacdo com 0Oleo de pequi teve efeito protetor nas células hepaticas
contra os danos causados pelos radicais livres de oxigénio durante os exercicios
exaustivos, conforme exposto pelo indicador de peroxidagédo lipidica. A suplementacdo
com 6leo de pequi teve efeito protetor nas células hepaticas contra os danos causados
pelos radicais livres de oxigénio durante os exercicios exaustivos, conforme mostrado

pelo indicador de peroxidagéo lipidica®*.

O oleo de améndoa do pequi, especialmente o éleo prensado a frio, atenuou as
alteracdes induzidas por CCl4 no tecido sérico e hepatico em ratos devido as suas

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias®.

A suplementacdo prévia com Oleo de pequi ou seu extrato (60 dias) reduziu
significativamente o estresse oxidativo induzido pelo uretano. Um efeito protetor contra
danos no DNA foi associado a modulacdo da peroxidacgéo lipidica e a baixa expressédo
proteica e génica da 6xido nitrico sintase. Esses achados sugerem que 0 consumo de pequi

pode proteger contra a genotoxicidade in vivo e o estresse oxidativo®.

O oleo de pequi resultou em efeitos anti-inflamatorios e reduziu o colesterol total
e a lipoproteina de baixa densidade na faixa etaria acima de 45 anos, principalmente para
homens. Os resultados mostraram uma tendéncia geral de redugdo da presséo arterial,

sugerindo que o 6leo de pequi pode ter um efeito hipotensor.
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1.7 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € a ciéncia multidisciplinar que se refere ao estudo de
instrumentos que sdo ou possuem componentes essenciais na faixa dimensional de 1 a
1.000 nm (ou seja, do tamanho de alguns atomos ao tamanho subcelular)*®. A modulagio
de materiais em escala nanométricas alteram as propriedades fisico-quimicas dos

compostos, além da farmacologia de farmacos aplicados.

A nanotecnologia ndo é estranha a clinica; mais de 40 nanoterapéuticos chegaram
a pacientes, incluindo drogas anticancer e agentes de imagem*’, por exemplo,
doxorrubicina lipossémica, paclitaxel com albumina Abraxane® %8, Os lipossomas s&o
exemplos iniciais de nanoterapéuticos para cancer e 0s agentes de contraste por
ressonancia magnética direcionados a nanoescala ilustram a aplicacdo da nanotecnologia

ao diagnostico que ja chegaram a clinica®®.

A utilizacdo de carreadores em escala nanomeétricas para agentes terapéuticos em
cancer alteram a farmacocinética de compostos utilizando-se do fenémeno chamado EPR
(enhanced permeability and retention), ou seja, a capacidade aumentada de permeacéo e
retencdo de moléculas no tumor®®. No ambiente tumoral o processo de angiogénese é
irregular, devido ao ambiente de hipdxia que resulta em secrecdo de fatores de
crescimento, formando fenestras nos vasos sanguineos que permitem a permeacdo de
macromoléculas e nanocarreadores. As fenestras resultantes nos capilares podem atingir

tamanhos variando de 200 a 2000 nm, dependendo do tipo de tumor e sua localizagdo®:.

Na terapia do cancer, as nanoparticulas mediam a administracdo controlada de
medicamentos, aumentando a eficacia de um medicamento contra o cancer e diminuindo
o efeito colateral do medicamento. Esses hanomateriais sdo usados como um veiculo que

pode facilmente atravessar muitas barreiras biologicas®.

Diz-se que 0s nanossistemas tém quatro propriedades unicas que os distinguem de
outras terapéuticas contra o cancer: podem possuir propriedades terapéuticas ou de
diagnostico e podem ser projetados para transportar uma grande “carga Util" terapéutica;
podem ter ligantes de direcionamento multivalentes, que produzem alta afinidade e

especificidade para as células alvo; podem carrear multiplas moléculas de medicamentos
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que permitem a terapia combinatéria do cancer e podem esquivar-se dos mecanismos

tradicionais de resisténcia aos medicamentos®..

Nanossistemas ou nanoparticulas compreende uma grande variedade de estruturas
em escala nanométrica. Na figura 10 estdo representadas as principais formas e estruturas
dos nanossistemas utilizados em terapia e diagnostico de cancer. Tendo como parémetro
a composicdo de nanoparticulas, estas podem ser divididas genericamente em
nanoparticulas organicas (polimeros, lipidios, dendrimeros, proteinas, nanoemulsdo) ou
inorganicas (quantum dots, nanotubos de carbono, nanoparticula metalica,etc). As
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas determinam seu comportamento in vitro
e in vivo, o que significa que elas podem ser projetadas para superar as barreiras do corpo

e atingir efetivamente o local da doenca®3.
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Figura 7 Principais nanossistemas utilizados na terapia e diagndstico do cancer. Adaptada de: Cryer AM,
Thorley AJ. Nanotechnology in the diagnosis and treatment of lung cancer. Pharmacol Ther [Internet]. 2019
Jun;198:189-205.

1.7.1 Nanoemulsdes
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Nanoemulsdo é definida como um sistema coloidal de dois liquidos imisciveis,
uma dispersdo termodinamicamente instavel onde um dos liquidos estd disperso em

forma de goticulas em outro liquido (Figura 11)*’.
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Sistema de nanoemulsio (O/A) Goticula de nanoemulsdo

Figura 8 Representagdo esquematica de nanoemulsées éleoc em dgua (O/A). Adaptado de: McClements DJ.
Nanoemulsion-based oral delivery systems for lipophilic bioactive components: nutraceuticals and
pharmaceuticals. Ther Deliv [Internet]. 2013 Jul;4(7):841-57.

Apesar de ser termodinamicamente instavel, ou seja, possuir energia livre maior
do que as fases (6leo e 4gua) separadamente, e assim tender a retornar ao estado de menor
energia, as nanoemulsdes sdo cineticamente estaveis®. No entanto, uma nanoemuls&o
pode ser cineticamente estavel e permanecer assim por um longo periodo sem separacao

de fases devido as forcas repulsivas estearicas ou eletrostaticas entre as particulas®

As nanoemulsdes sdo um tipo de nanossistemas formados por trés componentes
principais: uma fase hidrofilica onde pode estar dispersa constituintes hidrossollveis,
uma fase oleosa ou hidrofébica onde se pode incorporar compostos hidrofébicos, e um
agente emulsificante, capaz de prevenir o colapso e estabilizacdo das goticulas formadas
no processo de emulsificagdo!’. As goticulas das nanoemulsdes O/A tém um ndcleo
hidrofobico constituido por moléculas de 6leo e uma camada hidrofilica constituida por
moléculas emulsificantes. O nucleo hidrofobico pode ser constituido por um ou mais

ingrediente ndo polar, de modo a se adicionar compostos de interesse no nucleo
hidrofébico®®
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Um emulsificante largamente utilizado por sua caracteristica de
biocompatibilidade é a lecitina. Em termos quimicos, lecitina se denomina o composto
sn-3-fosfatidilcolina, no entanto, em termos gerais se denomina uma mistura de
fosfolipidios com glicolipidios aderentes e 6leo. A fosfatidilcolina € um dos compostos
anfifilicos mais abundantes na membrana celular, por tal motivo é um dos emulsificantes
mais seguros, apresentando baixa incidéncia de reagdes alérgicas. Sua aplicabilidade se
estende em formulacdes cosmeéticas, farmacos dermatoldgicos, farmacos intravenosos e

de uso ocular %7,

Tem-se demonstrado interesse pelo uso de nanoemulsdes como sistemas de
carreamento de farmacos por apresentar vantagens da utilizacdo de nanoemulsdes como

veiculo de bicompostos:

- Podem ser fabricados a partir de componentes reconhecidos como seguros

usando operacdes de processamento simples;

- Podem aumentar a biodisponibilidade de bioativos lipofilicos encapsulados

devido ao seu pequeno tamanho de particula;

- Tém boa estabilidade quanto a separacéo e agregacao gravitacional (comparadas

a emulsdes convencionais) *®.

Alguns compostos derivados de plantas obtiveram atividade anticancer eficiente
em formulagdes de nanoemulsdo. Astaxanthin-alpha tocopherol nanoencapsulado se
mostrou potente agente cicatrizante em ensaio “scratch assay” e antibactericida. As
nanoemulsdes também foram toxicas em atividade dose dependente em células de
cancer®®. As nanoemulsdes contendo Lawsome apresentaram liberacdo sustentada com
atividade citotoxica maior que o Lawsome livre em células de cancer de mama®. A
mitamicina C juntamente com os 6leos essenciais possui maior potencial apoptético em
células de cancer do que o farmaco livre. Esse sistema de nanoemulsdo provoca alteragdes

morfologicas nas células que estava relacionadas ao processo de apoptose®.

Mesmo diante das promissoras pesquisas utilizando nanoemulsdes em tratamento
do céncer e dos potenciais usos terapéuticos dos 6leos da biodiversidade brasileira e do
acido anacérdico, ainda ndo existem trabalhos relatando a atividade citotdxica,
antimetastatica e efeitos em organelas em células de cancer de pele melanoma. O

melanoma é o subtipo mais agressivo dos canceres de pele, pois apresenta grande
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capacidade de metastase e perfil de resisténcia a multi-drogas* Perante as dificuldades
encontradas no tratamento convencional empregado para o tratamento do cancer de pele
melanoma, o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para essa patologia se tornou

uma necessidade.

Diante do exposto, o presente trabalho propGe estudos de efeitos terapéuticos do
acido anacardico (AA) e dos 6leos da biodiversidade brasileira, livres ou utilizando-se de
nanoemulsdes como carreadores para potenciais terapias adjuvantes e compostos de

interesse no tratamento do cancer de pele melanoma.
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2. OBJETIVOS

2.2 GERAL:

Avaliar os efeitos terapéuticos do &cido anacardico (AA) e do 6leo de pequi (OL
Pe), livres ou associados a nanoemulsdes, na viabilidade celular, alteragdes em organelas

e no processo de metastase de células de melanoma in vitro.

2.2 ESPECIFICOS:

(@) Caracterizar nanoemulsdes de Oleos de pequi quanto a aspectos

macroscopicos, diametro hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial zeta;

(b) Investigar os efeitos na viabilidade celular do &cido anacérdico e do dleo de
pequi, livres ou associados a nanoemulsdes em células de cancer de pele melanoma, in

Vitro;

(c) Analisar alteracBes em organelas de células de cancer de pele melanoma
tratadas com nanoemulsdes de dleo de pequi e 6leo de pequi em associacdo a acido

anacardico e acido anacardico livre, in vitro;

(d) Comparar os efeitos de combina¢des do acido anacardico e do 6leo de pequi,
livres ou associados a nanoemulsdes, no processo de migracdo e invasdo/metastase de

células de cancer de pele melanoma in vitro;
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3. METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL
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Figura 9 Fluxograma de desenho experimental

3.2 FORMULACAO DAS NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS DA
BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Para formulacdo das nanoemulsdes a base de 6leos da biodiversidade brasileira
foi utilizado método de ultrassonicacdo. As amostras foram feitas em duas etapas.

Primeiramente foi pesados o 6leo e adicionado o acido anacardico (solucdo a
50 mM em DMSO) quando o caso, e estes foram solubilizados em etanol absoluto.
DMSO foi utilizado como controle na formulagdo sem AA. A solugéo de dleo + etanol +
DMSO ou AA foi transferido para baldo de rotaevaporacao e o etanol foi removido com

auxilio de rotaevaporador em banho a 45°C por 10 minutos.
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Para ressuspender o filme formado no baldo, dissolveu-se lecitina de ovo
(LIPOID E 80, Alemanha) em PBS 1X aquecido a 45°C em propor¢do de 1:2
(6leo:lecitina) e logo em seguida esta solucédo de lecitina-PBS foi transferida para o balao
de rotaevaporacdo. Apoés retirar o filme da parede do baldo ressuspendendo-o
com auxilio de voértex e banho de ultrassom, transferiu-se o contetdo do baldo para
um Falcon de 50 mL.

A emulsdo foi submetida a ultrasonicacao (Branson Sonifier 450 Sonicator,
Fisher Scientific, USA) por 3 minutos em banho de gelo, 40 % de amplitude, 20 kHz e
pulso alternado, obtendo nesse processo a amostra concentrada.

A amostra concentrada foi diluida em PBS 1X (temperatura ambiente) a fim de
atingir concentracdo em relacdo ao 6leo de 1,44 mg/mL. Apds diluicdo foi realizada mais
uma sonicacao seguindo 0s mesmos parametros anteriores.

As formulagOes foram armazenadas em abrigo de luz e umidade, e conservadas a
temperatura de 4°C. Os ensaios in vitro foram realizados com amostras recém-

formuladas, sendo utilizadas em até 15 dias.

3.3 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

Para caracterizacdo basica das nanoemulsdes foi utilizada técnica de
espalhamento de luz dindmico e movimentagdo eletroforética para mensuracdo dos
parametros de didmetro hidrodindmico, indice de polidispersdo e carga superficial das

goticulas através do equipamento Zetasizer (ZetaSizer Nano ZS90, Malvern, UK).

3.4 CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular de melanoma murino B16F10 (ATCC CRL-6475) foi utilizada
como modelo in vitro, adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. As células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
(Life, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life, EUA) e 1% de antibidtico
(Penicilina — Streptomicina, Life, EUA), e mantidas em estufa umidificada a 37° C e 5%
de CO..

3.5 TRIPSINIZACAO DAS CELULAS



20

Para soltar as células aderentes do fundo da garrafa de cultura, 0 meio de cultura
foi descartado e as celulas foram lavadas duas vezes com tampéo PBS 1X (Tampéo PBS
po pH 7,2 Laborclin, Brasil) e posteriormente, 4 mL de tripsina (Tripsina 0,25%, Life,
EUA) foram adicionados. As células foram incubadas por 5 minutos. Apds observar por
microscopia de luz que todas as células estavam soltas, 5 mL de meio de cultura completo
foram adicionados para neutralizar o efeito da tripsina. O contetido da garrafa de cultura
foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Ap6s 3 minutos de centrifugacdo a
1341 ga temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado. O pellet formado
foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e utilizado nos passos descritos a seguir.
Para manutencao da cultura celular foi colocado quantidade de meio necesséaria para cada
garrafa e adicionados 100 pL de suspensdo de células de modo a obedecer a propor¢édo
de 1:10.

3.6 PLAQUEAMENTO DE CELULAS

Para a contagem de células foram transferidos 10 pL da suspensdo de células
para eppendorf 50 pL e adicionados 90 uL de azul tripan para contagem em camara de
Neubauer.

Os calculos foram feitos a partir da formula:

. células contadas o 4
Células: ) xfator de diluigaox10

Foram plaqueadas z quantidade de células em cada poco, entdo:

z células ----------------- 1mL ou 10° uL
Células contadas ----------- x mL

Z células= quantidade de céls por poco, dependendo da linhagem e do tamanho da placa.
Células = quantidade de pogos x x mL
DMEM-= quantidade de pocos x y uL- cels
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Y= quantidade de uL necessarios para o plagqueamento dependendo do tamanho da
placa.
Foram adicionadas as quantidades acima em um recipiente e colocados y UL em cada

poco de placa de cultivo celular. Incubar por 24 horas na estufa 5% CO e 37°C.

3.7 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade celular, as células de cancer de pele melanoma foram
incubadas na densidade de 2000 células por poco, em placa de cultura de 96 pocos.
Esperou-se o tempo de 24 horas incubando a placa em estufa a 37°C e 5% de CO., para
que as células fossem aderidas na placa de cultura. Em seguida, as células foram expostas
as nanoemulsdes de 6leos da diversidade brasileira por um periodo de 24 e 48 horas. As
concentracOes de nanoemulsdes (em relacdo ao 6leo) e seus respectivos brancos foram
as sequintes: 22,5 pg/mL; 45 pg/mL; 67,5 pg/mL; 90 ug/mL; 180 pg/mL e 360 pg/mL.
Para o tratamento de 6leo livre (ndo- nanoestruturado) foi preparada solucdo de 6leo
diluido em etanol absoluto (Etanol Absoluto PA ,J.T. Baker, México) na mesma
concentracdo de 6leo presente nas nanoemulsdes, sendo a concentra¢do de etanol por
poco menor que 1 %. Para o0s ensaios contendo &cido anacardico, 0 mesmo
foi ressuspendido em DMSO (Dimetilsulfoxido P.A., Dindmica, Brasil), sendo a
concentracdo de DMSO por po¢o menor que 1%.

Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada por método colorimétrico MTT
(brometo de 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol). Para tanto, 0 meio de cultura
contendo as formulacGes foi descartado e as células tratadas foram expostas ao MTT
(15 pL de MTT 5mg/mL diluidos em 135 uL. de DMEM), por periodo de 2 horas na
estufa a 37°C e 5% de CO. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e 100 pL de
DMSO (Dimetilsulfoxido P.A., Dindmica, Brasil) foram adicionados em cada po¢o para
solubilizar os cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada em
equipamento espectrofotémetro a 595 nm.

A partir desse ensaio foi determinada concentragcdo de ICso das amostras de
tratamento e esta foi utilizada para realizacdo dos ensaios posteriores. Os grupos de

tratamento utilizados nos ensaios estdo descritos na Tabelal.
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Tabela 1 Grupos de tratamentos experimentais

Sigla Amostra referente

CTL DMEM e PBS 1X (pH=7)
Branco PBS 1X (pH=7) e lecitina
DMSO Dimetilsufoxido (1% volume do poco)

AA Acido anacéardico diluido em DMSO

(1% volume do pogo)
OL Pe Oleo de pequi diluido em etanol (1%
volume do pogo)
PeNe Nanoemulsdo de 6leo de pequi em PBS
1X (pH=7)
PeNe + AA Nanoemulséo de 6leo de pequi associada

a acido anacardico em PBS 1X (pH=7)

3.8 AVALIACAO DA MOTILIDADE CELULAR — “SCRATCH ASSAY”

Se realizou o ensaio de “Scratch assay ” para verificar a capacidade das células de
migrarem a ferida feita com uma ponteira de p200 na monocamada de células. Para este
ensaio foram plaqueadas 1,5 x 10° células por poco em placa de 24 pogos. Apos periodo
de incubacdo de 24 horas em estufa a 37° C a 5% de CO, as células foram tratadas com
0S respectivos tratamentos nas concentragdes referentes ao 1Cso por 24 horas.

Ap0s o tratamento, retirou-se 0 meio e as células foram lavadas com PBS 1x. Com
0 auxilio de uma ponteira de p200 um risco foi feito no fundo do poco formando uma
ferida na monocamada de células. As células que se soltaram neste processo foram
removidas com a lavagem com PBS 1x. Meio com 1% de soro fetal bovino foi adicionado
a cada pogo e as fotos do tempo Oh foram tiradas em microscopio de luz invertida
EVOS Las EZ. Ap6s 24 horas o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS 1x
novamente e levadas ao microscopio para avaliacdo da migracdo celular e capitura de
imagens de 24 horas.

As imagens foram analisadas em software Image J 1.X (Wayne Rasband, NIMH,
NIH, EUA) para mensuracao da area de migracao, considerando a area livre sem presenca
de células. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

A reducdo percentual da &rea da ferida foi determinada a partir da formula:
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. (area final-area inicial)
Porcentagem de fechamento da ferida = — x 100%
area inicial

A reducéo percentual da area da ferida em relacéo ao controle foi determinada a

partir da formula:

. porcentagem do fechamento
Porcentagem em relagdo ao controle = x 100%
porcentagem do controle

3.9 “REAL-TIME CELL ANALYSIS” (RTCA)

3.9.1 Ensaio de adeséo e proliferagéo celular

As células foram tripsinizadas e plaqueadas em placa E-plate 16
(ACEA Biosciences Inc., EUA) em densidade de 5000 células/pogo e incubadas por 24
horas em estufa a 37°C e 5 % de CO; tendo 0 “cell index” medido a cada 15 minutos.
Passado esse periodo, o experimento foi pausado no software, os tratamentos com valor
de 1Csq foi adicionado aos pogos e novamente as células foram incubadas em estufa a
37°C e 5 % de CO- tendo o0 “cell index” medido a cada 15 minutos por 48 horas. Os

tempos de duplicacdo foram calculados por linha de tendéncia exponencial da curva.

3.9.2 Ensaio de migracao

Para 0 experimento de pos-tratamento, as células foram tripsinizadas conforme
mencionado acima, e plaqueadas em placa de 12 pogos em densidade de 1,5 x 10° células
por pogo. Apb6s 24 horas de incubagdo, as células receberam o tratamento em
concentracdo referente ao 1Cso durante 24 horas. Apo6s tempo de modulagdo do
tratamento, as células foram lavadas com PBS 1x e tripsinizadas, centrifugadas e contadas
por grupos separadamente.

As células foram coradas com azul de tripan e somente as células consideradas
viaveis foram plaqueadas em placas de RTCA “CIM -plate” (ACEA Biosciences Inc.,
EUA) na densidade de 5 x 10* células por pogo. Como quimioatrativo na cdmara inferior
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foi utilizado meio com 10% de soro fetal bovino, enquanto as células
foram plaqueadas com meio 1% e mantidas em reducdo de soro. As placas foram
incubadas por 48 horas em estufa a 37°C e 5 % de CO; tendo o “cell index” medido a
cada 15 minutos e foi considerado como a taxa de migracao em tempo real.

Para 0 experimento durante o tratamento, as células foram ressuspendidas em
meio com 1% de soro fetal bovino e o tratamento na concentragéo de ICso. O restante do

experimento se seguiu conforme mencionado anteriormente.

3.9.3 Ensaio de invasao

Os ensaios de invasdo foram realizados igualmente aos ensaios de migracéo,
contudo, os pogos superiores da placa “CIM -plate” (ACEA Biosciences Inc., EUA)
foram cobertos com 50 pL de matriz matrigel (800 pug/mL) (Corning Life Sciences, EUA)
em meio sem soro. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5 % de CO2 por 4 horas
para que a matriz ficasse firma. Apds esse periodo, o experimento se seguiu como o de

migrag&o.

3.10 ENSAIO DE CLONOGENICIDADE

A fim de mensurar a capacidade das células formarem colbnias ap6s serem
tratadas com as nanoemuls@es de 6leo de pequi e acido anacardico e 0 mesmo livre, foi
realizado o ensaio de clonogenicidade . Este ensaio consiste em detectar a capacidade das
células formarem colbnias ap6s determinado tratamento. Para tanto. foram
plagueadas placa de 12 pocos com densidade celular de 25 x 102 células por poco. Apos
periodo de incubacdo para células aderirem, o meio foi substituido por meio com
tratamento em concentracdo igual ao ICsp e as celulas foram incubadas por 24 horas.

Apo0s periodo de incubagéo do tratamento, as células foram lavadas duas vezes
com PBS 1x e tripsinizadas e as células viaveis foram plaqueadas novamente em placas
de 6 pogos em densidade de 1 x 103 células por pogo. As células foram incubadas em
estufa de 5 % de CO2 a 37 °C por 4 dias sem troca de meio.

Em seguida as células foram lavadas com PBS 1X, fixadas com metanol gelado
por 5 minutos e coradas com cristal violeta 0,5% (25% metanol + 75% agua destilada)

por 10 minutos. As células foram lavadas com agua destilada para retirar excesso de
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corante; levadas ao estereomicroscopio (Leica EZ4 HD, Alemanha) para a contagem de
células e determinadas a formacdo de colbnia, consideradas quando o nimero de células
for superior a 50.

A taxa de eficiéncia de plaqueamento (EP) foi calculada a partir do controle pela
equacéo:

namero de colonias formadas

o o /100
lelencia de plaqueamento = i mero de células plaqueadas

Para a fracdo de sobrevivéncia (FS) foi utilizado:

namero de colonias formadas

Fra¢ao de sobrevivéncia = — -
numero de células plaqueadas

3.11 CITOMETRIA DE FLUXO

Para 0s ensaios de citometriade fluxo descritos abaixo, as células
foram plaqueadas em placas de 12 pogos com quantidade de 5x10* células por pogo e
incubadas por 24 horas em estufa a 37° C umidificada com 5 % de CO,. As células foram
tratadas com a concentracdo de IC50 de PENE, PENE+AA e AA por 24 horas. O tampéo
PBS 1x foi utilizado como controle negativo, enquanto o peréxido de hidrogénio como
controle positivo. Apds periodo de tratamento, as células foram tripsinizadas e

centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos.

3.11.1 Potencial da membrana mitocondrial e aspectos morfolégicos das células

A analise do potencial da membrana mitocondrial foi realizada para avaliar o
mecanismo associado a apoptose, usando Rhodamine 123, uma sonda fluorescente
catibnica capaz de se acumular especificamente nas mitocondrias devido ao
potencial transmembranar negativo dessa organela nas células vivas (Carvalho et al.,
2015; Ronot Benel, Adolphe e Mounolou, 1986). Para esta analise apds a tripsinazacao,
as células foram lavadas duas vezes em PBS 1X por centrifugacdo e 300 pL
de Rhodamine 123 (5 pg / mL em PBS 1x, Thermo Fisher, EUA) foram adicionados a
cada amostra e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, protegidos da luz. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X por centrifugacéao e analisadas
utilizando citdmetro de fluxo (BD FACSVerse TM, EUA). Um total de 10.000 eventos
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foram analisados por amostra. Os parametros relacionados ao tamanho e granularidade
das células tratadas foram obtidos por citometria de fluxo (BD FACSVerse TM, EUA),
utilizando os canais FSC e SSC, respectivamente. Um total de 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

3.11.2 Permeabilizagdo da membrana lisossomica

O laranja de acridina (LA) é um fluorocromo metacromatico lisossoma-trépico.
Quando excitado com luz azul, o LA emite fluorescéncia vermelha em altas
concentragdes quando presente nos lisossomos (Boya e Kroemer, 2008). As células foram
expostas a 50 UM de LA por 30 minutos protegidos da luz a temperatura ambiente. Apds
0 tempo de incubacdo, a permeabilizagdo da membrana lisossomica foi analisada
por citometria de fluxo (BD FACSVerse TM, EUA). Um total de 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

3.11.3 Nivel de espécies reativas de oxigénio

A producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) foi analisado usando
H2DCFDA (5-(e-6)-clorometil-29,79-diclorodi-hidrofluoresceindiacetato, éster etilico).
A esterase ndo especifica clivou o H2DCFDA no DCFDA que se transforma em molécula
fluorescente do DCF com a presenca de ERO intracelular. As células foram expostas a
100 pL de H2DCFDA na concentracéo final de 10 uM por 40-60 minutos, protegidas da
luz & temperatura ambiente. O nivel de ERO foi entdo analisado por citdmetro de fluxo
(BD FACSVerse TM, EUA). Foram analisados 10.000 eventos por amostra.

3.11.4 Determinacdo do nivel intracelular de Ca2 +

O Fluo-4 verde fluorescente ligado ao éster acetoximetilico (Fluo-4 / AM) foi
utilizado para determinar o nivel intracelular de Ca2 +. O AM nao fluorescente é clivado
pela esterase e liberta o Fluo-4 para ligar o Ca2 + e emitir um sinal fluorescente (Gee et
al., 2000). As células foram expostas a 2 uL de Fluo-4/AM por 30 minutos a temperatura
ambiente, protegidas da luz. O nivel de Ca2 + intracelular foi analisado por citdmetro de
fluxo (BD FACSVerse TM, EUA). Foram analisados 10.000 eventos por amostra.
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3.12 ENSAIO DE INTEGRIDADE DE MEMBRANA E PROLIFERACAO
CELULAR POR EXCLUSAO DO CORANTE AZUL DE TRIPAN

O plaqueamento para o teste de avaliagdo da integridade de membrana e
proliferacdo celular foi realizado da mesma maneira que a citometria, em placa de 12
pocos contendo 2,5x10* células por pogo. Apds 24 horas da aplicagdo dos tratamentos, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas e o pellet obtido foi ressuspendido em meio de
cultura. As células foram coradas com uma solucéo de azul de tripan (0,4% em PBS —
Sigma, EUA). O numero de células totais foi determinado em camara de Neubauer,
contando-se células coradas ou ndo coradas. Foi considerado como células com
membrana intacta, aquelas ndo coradas; e as coradas de azul, como células com

membrana plasmatica lesionada.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de ensaios bioldgicos e caracterizacdo das nanoemulsdes foram
realizados em triplicata. A representacdo da triplicata foi apresentada como média +
desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas em programa Graphpad Prism
6.01 (EUA). Diferencas estatisticas realizadas por andlise de variancia (ANOVA) de um
ou dois fatores dependente da analise, e pos-teste Tukey. Foi considerado estatisticamente

significativo valor de p menor que 0,05 (¢=0,05) e intervalo de confianca de 95%.

Para calculo de ICso foi utilizada analise de regressdo ndo-linear do log da
concentracdo dos tratamentos em questdo. Para célculo de indice de combinacédo (Cl) e
indice de reducdo de dose (DRI) foi utilizado modelo de >° em software Compusyn
(EUA)E,
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4. RESULTADOS

4.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOEMULSOES A
BASE DE OLEOS DE PEQUI E ASSOCIACAO COM ACIDO ANACARDICO

Macroscopicamente, as nanoemulsdes apresentaram um aspecto homogéneo e
translucido. Nao foi observada floculacdo, cremacdo ou separacdo de fases durante o
periodo em que o estudo foi realizado.

Para caracterizacdo das nanoemulsdes a base de 6leo de pequi, 0s parametros de
didmetro  hidrodindmico,  carga  superficial ~ (potencial zeta) e  indice
de polidispersdo foram avaliados.

A tabela 1 expde 0S parametros fisico-quimicos

das nanogoticulas das nanoemuls@es formuladas.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas das nanogoticulas presentes em nanoemulsfes a base de 6leo de

pequi (PeNe) e em combinag¢do com &cido anacérdico (PeNe+AA). Valores representados em média *

desvio padréo.

Diametro .
) ) ) Indice .
Formulacdo  Hidrodindmico o y Potencial Zeta (mV) pH
de Polidisperséo (IPD)
(nm)
Branco 90,04 + 21,06 0,300 + 0,027 -75%5.3 7
PeNe 150,66 * 20,66 0,271 + 0,026 -40,3+8,5 6
PeNe+AA 166,24 + 38,27 0,261 £ 0,024 -47,5+ 10,6 6

As nanogoticulas apresentaram  caracteristicas  fisico-quimicas compativeis
com nanoemulsdes, tendo como didmetro hidrodindmico menor que 200 nm, indice
de polidispersdo menor que 0,3 e valores de potencial zeta negativos®.

O Branco da formulacdo (lipossomas de lecitina vazios) obteve valor de didmetro
hidrodinamico igual a 90,04 + 21,06 nm. Ao se acrescentar 0s Oleos formando

uma nanoemulsdo o didmetro hidrodindmico aumenta dependendo da adicdo de cada
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componente. O valor de didametro hidrodindmico encontrado foi igual a 150,66 +
20,66 nm para nanoemulsédo de 6leo de pequi (Tabela 1).

A encapsulacdo de acido anacardico (AA) nas formulacdo de Oleo de pequi
modificou o didmetro hidrodindmico quando comparado a nanoemulsdo sem AA. No
caso de nanoemulsdo de dleo de pequi associada a &cido anacardico (PeNe+AA), o
diametro hidrodinamico obteve valor de 166,24 + 38,27 (Tabela 1).

Ao que diz respeito ao indice de polidispersao (IPD) das nanoemulsdes, 0s
valores ficaram abaixo de 0,3 o que classifica as amostras como monodispersas .

Os valores de potencial zeta variaram de acordo com os componentes utilizados
para cada formulacdo. O sistema de lipossomas formado no branco (lecitina e tampé&o
PBS) apresentou valor de potencial zeta igual a -7,5 = 5,3 mV, sendo maior em modulo
esse valor para as nanoemulsées com Gleo. As formulacbes de 6leo de pequi e em
associagao com &cido anacérdico obtiveram valores de potencial zeta maiores em modulo
em torno de -40 mV.

Como as formulac@es foram dispersas em tampao PBS (pH =7), o valor de pH das
formulacGes se manteve proximo a este valor, diferenciando apenas as formulagdes de

pequi que tiveram valor de pH igual a 6.

4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

4.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade de acido anacéardico (15:0) e determinacédo do

valor de 1Cso em linhagem de cancer de pele melanoma murino (B16F10).

O é&cido anacardico apresentou resposta dependente da dose e do tempo nas
células de melanoma (B16F10) como apresentado na Figura 13.0 valor de ICsode
AA encontrado foi igual a 64,61 uM ou 22 pg/mL em 24 horas e 46,68 UM ou 16 pg/mL
em 48 horas.
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Figura 10 Efeito citotoxico do acido anacardico em células de melanoma. Ensaio de MTT em células de
melanoma (B16F10) tratadas com acido anacardico. As células foram expostas ao tratamento por 24 (A) e
48 horas (B). Two-way ANOVA: diferenca significativa entre os os grupos (**** = p <0,0001), pds-teste
Tukey. Valor de ICso e R? calculado a partir de regresséo nao-linear.

4.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade de acido anacardico (15:0) em combinagéo com
nanoemulsdo de 6leo de pequi e determinacdo do valor de ICsoem linhagem
B16F10.

A reducdo da viabilidade celular de células de cancer de pele melanoma foi
possivel de ser observada nos tempos de 24 e 48 horas. A formulacdo em branco néo
interferiu significativamente na viabilidade celular, mostrando que os compostos das

formulagdes eram atdxicos.
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As amostras de Oleo de pequi (6leo e nanoemulsdo) reduziram a viabilidade
celular de maneira tempo e dose-dependente. Em 24 horas, as células tratadas com 6leo
de pequi apresentaram reducdo da viabilidade celular igual a 75%. O valor de
ICso encontrado foi de 109,3 pg/mL para OL Pe. A nanoemulsdo de Oleo de pequi
apresentou atividade citotdxica de aproximadamente 66% em reducdo da viabilidade
celular no tempo de 24 horas e 80% no tempo de 48 horas na concentragéo de 360 pg/mL.
O valor de I1Cso da nanoemulséo com oleo de pequi foi igual a 102,6 pg/mL para PeNe.

O encapsulamento de AA reduziu significativamente (p <0,0001) seu valor de
ICs0 de 64,61 ou 22 pg/mL uM (AA) para 48,78 uM ou 16,1 pg/mL (PeNe+ AA) em um
periodo de 24 horas, enquanto em 48 horas de exposicao a diferenca estava entre 46,68
UM (AA) ou 16 pg/mL a 39,80 UM ou 14 pg/mL (PeNe + AA). Esses dados sugerem
que o encapsulamento do &cido anacardico aumentou sua citotoxicidade nas células de
melanoma (B16F10). O valor de ICso em relacdo ao 6leo de pequi foi de 135,1
pg/mL para o dleo de pequi; 102,6 pg/mL para PeNe; e 68,60 pg/mL para PeNe+AA em
24 horas de exposicdo. Em 48 horas, o valor de IC50 foi reduzido para todos o0s
tratamentos, sendo 108,6 pg/mL de 6leo de pequi, 100,4 pg/mL (PeNe) e 55,98
pg/mL para PeNe+ AA (Figura 14).

As formulages utilizadas foram recém-formuladas (utilizadas em até 15 dias).
Adicionalmente, os resultados apresentados correspondem a repeticdes de diferentes lotes

de formulacbes que apresentaram reprodutibilidade na reducéo da viabilidade celular.
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Concentragio de AA B 11 pg/mL 17 pg/mL 22 pug/mL E3 45 wg/imL [ g9 pg/mL

Concentragdo de NE/OL B 45 pg/mL 67.5 ug/mL 90 pug/mL B3 180 pg/me [ 360 pug/mL
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Figura 11 Efeito citotoxico de nanoemulséo a base de 6leo de pequi associado ao acido anacardico (15:0)
em células de melanoma. As células foram expostas ao tratamento por 24 horas (A) e 48 horas (B). Two-
way ANOVA: diferenca significativa entre os grupos (**** = p <0,0001), pés-teste Tukey. Valor de IC 50
e R2 calculado a partir de regressdo nao linear.

Utilizando o software Compusyn, foi possivel calcular o indice de combinacgéo
(Cl-Combination Index) para a combinacdo PeNe e AA na formulacdo PeNe +AA.
Utilizando o parametro de 1Csp, foi encontrado um CI igual a 0,795, resultando em uma
reducdo da dose (valor de DRI- Dose reduction index) de 4,1 vezes para PeNe e 1,8 vezes
para AA. Estes dados sugerem que a combinacdo de PeNee AA na formulagéo
de PeNe +AA possui uma atividade sinérgica nas células de melanoma, ja que valores de

CI menores que 1 indicam combinagéo de farmacos por sinergismo®?.

4.3 PERFIL DE PROLIFERACAO E ADESAO CELULAR



33

O teste de proliferacdo expds diferenca significativa no grupo AA em comparagao
ao controle (Figura 15). A atividade antiproliferativa do AA é mais expressiva apos 40
horas de exposicao. Esses dados corroboram com azul de tripan e ensaios morfologicos,
indicando reducgéo na densidade celular.

A partir da curva de proliferagdo do experimento de RTCA os tempos de
duplicacdo foram calculados por linha de tendéncia exponencial da curva. O tempo de
duplicacdo das células nao tratadas (controle) foi de 16,14 + 0,71 horas, enquanto nas
células tratadas com AA o tempo de duplicacdo foi notavelmente mais longo (32,23 +
0,21 horas; p <0,001). J& as formulacBes de nanoemulsdo ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparadas ao controle, sendo 16,88 + 1,94 horas para PeNe e 17,30
+ 1,18 horas para PeNe+AA.

2.0 1
1.5+ — Controle
< Tratamento — PeNe
(0]
- 1.01 x+x —— PeNe+AA
c
_ — AA
@ 0.54
O

0.0

20 40 60 80

_0.5-
Intervalo de tempo (horas)

Figura 12 Perfil de proliferacdo de células de melanoma. O ensaio de ades&o celular de RTCA foi realizado
durante o tratamento com nanoemulsao a base de 6leo pequi (PeNE), acido anacardico (AA) e nanoemulsdo
de 6leo de pequi conjugado com &cido anacardico (PeNE + AA). As experiéncias foram realizadas em
triplicado. Teste One-way ANOVA (*** = p <0,001).

4.4 ENSAIO DE CLONOGENICIDADE

A capacidade de formacéo de coldnias das células remanescentes apos periodo de
tratamento foi reduzida quando as celulas foram tratadas com PeNe+AA e AA
em comparacdo ao controle (Figura 16). A reducdo da fracdo de sobrevivéncia nas células
tratadas com PeNe+AA foi igual a 83% e a 77% quando tratadas com AA. Nao houve

diferenga significativa na fracdo de sobrevivéncia das células tratadas com PeNe.
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Figura 13 Ensaio de formagdo de col6nias. Fracdo de sobrevivéncia de células de melanoma tratadas
com nanoemulsdo de 6leo de pequi (PeNe), nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugada com
cido anacérdico (PeNe + AA) e 4cido anacérdico livre (AA). One-way ANOVA (pds-teste Tukey)
*kk -

p =0,003.

4.5 CITOMETRIA DE FLUXO

4.5.1 Morfologia celular

Mudancas no aspecto morfolégico sdo sinais de que as células sofrem de estresse
e/ou estdo em processo de morte. No presente trabalho, nenhuma alteracdo morfologica
expressiva foi observada por microscopia Optica (Figura 17). No entanto, é possivel
observar diminuicdo da densidade celular ap6s exposicdo a PeNE + AA e AA.
Paralelamente, as células apresentaram alteracdes morfoldgicas por citometria de fluxo.
Todos os grupos de tratamento apresentaram reducdo no tamanho das células, com
diminuicdo mais significativa apds a exposicdo ao PeNE+AA (p <0,001). Foi observado

aumento da granulosidade nas células expostas a PeNE e PeNE +AA. (Figura 18).
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Figura 14 Aspecto morfolégico do B16F10 por microscdpio de contraste de fase 20x. As células de
melanoma (B16F10) foram expostas a nanoemulséao a base de 6leo de pequi (PeNE), acido anacérdico (AA)
e nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugado com acido anacérdico a 64uM (PeNE + AA) por 24 horas 90
pg/mL Barra de escala: 200 pm
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Figura 15 Dot plot de morfologia das células da linhagem de cancer de pele melanoma (B16F10) por
citometria de fluxo apds 24 horas de tratamento com controle PBS 1X, nanoemulsdo a base de dleo de
pequi (PeNE), acido anacardico (AA) e nanoemulsdo de éleo de pequi conjugado com &cido anacardico

PeNE + AA) por 24 horas 90 pg/mL e 64uM para AA.
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Figura 16 Analise morfolégica de células de melanoma (B16F10). As células de melanoma (B16F10)
foram expostas a nanoemulséo a base de dleo de pequi (PeNE), acido anacardico (AA) e nanoemulséo de
6leo de pequi conjugado com &cido anacardico (PeNE + AA) por 24 horas 90 pg/mL e 64uM para AA. O
tampéo fosfato foi usado como controle. Legenda: tamanho (FSC-H) e granularidade (SSC-H). ANOVA
unidirecional: diferenca significativa entre os grupos p <0,05 (Pds-teste Tukey). Letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

4.5.2 Permeabilizacdo da membrana lisossémica

ApoOs 24 horas de exposicdo as amostras, a permeabilizacdo da membrana
lisossdmica (PML) das células B16F10 foi avaliada com laranja de acridina (LA), um
corante lisossomotrdpico que se acumula em organelas &cidas. Durante a PML, a
membrana lisossdmica é desestabilizada e o gradiente de pH diminui com o vazamento
de prétons, o que leva, consequentemente, & diminuicdo do actimulo de corante®®. Aqui,
foi observada perda significativa do sinal de fluorescéncia LA apds a exposi¢do a AA
(p <0,01) e PeNE + AA (p <0,001), quando comparada ao controle PBS 1X (Figura 19).
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Figura 17 Acidez lisossémica de células de melanoma (B16F10). As células foram expostas a nanoemulsao
a base de dleo de pequi (PeNE), &cido anacardico (AA) e nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugada com
acido anacéardico (PeNE + AA) por 24 horas a 90 pg/mL e 64uM para AA. O tampéo fosfato foi usado
como controle. O estado funcional do lisossomo foi medido por laranja de acridina (LA) com representacao
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da porcentagem de células (A) e intensidade de fluorescéncia da LA (B). Two-way ANOVA: diferenca
significativa entre os grupos p <0,05 (pds-teste Tukey). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos.

4.5.3 Espécies reativas de oxigénio intracelulares

A deteccdo de espécies reativas de oxigénio intracelulares mostrou aumento de
ROS intracelulares em células de céancer de pele melanoma tratadas com
acido anacéardico e nanoemulsdo de 6leo de pequi e &cido anacardico. O aumento de ROS
intracelular foi mais pronunciado em células tratadas apenas com AA quando comparado
ao controle PBS 1X (Figura 20).
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Figura 18 Deteccédo de espécies reativas intracelulares de oxigénio (EROs) por citometria de fluxo. As
células de melanoma (B16F10) foram expostas a nanoemulsdo a base de dleo de pequi (PeNE), acido
anacardico (AA) e nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugado com acido anacardico (PeNE + AA) por 24
horas a 90 pg/mL para Ne e 64uM para AA. O tampdo fosfato foi usado como controle. As EROs
intracelulares analisadas com CM-H2DCFDA sdo representadas como porcentagem de células (A) e
intensidade de fluorescéncia de DCF (B). Two-way ANOVA: diferenca significativa entre os grupos p
<0,05 (Pds-teste Tukey).

4.5.4 Potencial de membrana mitocondrial

A anélise do potencial de membrana mitocondrial de células de cancer de pele
melanoma tratadas com nanoemulsdo de 6leo de pequi e &cido anacardico assim como 0s
dois separadamente, estdo retratados na Figura 21. A combinacéo de 6leo de pequi com
acido anacéardico causou aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial de 70%

no grupo de PeNe+AA e 30% no grupo de AA, quando comparado ao controle.
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O efeito da despolarizacdo da membrana mitocondrial foi mais expressivo no
grupo tratado com PeNe+AA, mas o grupo AA também causou despolarizagdo da
membrana mitocondrial e maior permeabilidade a rodamina 123.
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Figura 19 Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial por citometria de fluxo. As células de
melanoma (B16F10) foram expostas a nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (PeNE), 4cido anacardico (AA)
e nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugado com acido anacardico (PeNE + AA) por 24 horas a 90ug / mL
e 64pM para AA. O tampéo fosfato foi usado como controle. A permeabilizagcdo da membrana mitocondrial
foi avaliada pela média geométrica e pela intensidade de fluorescéncia da rodamina 123.Two-way
ANOVA: diferenca significativa entre os grupos p <0,05 (teste post hoc de Tukey).

4.5.5 Determinagdo do nivel intracelular de Ca 2*

No ensaio de citometria de fluxo utilizando marcacdo com Fluo4-AM néo
observou-se marcacdo significativa para niveis de calcio intracelular em nenhum dos
grupos analisados (Figura 23).
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Figura 20 Avaliacdo de nivel de Ca?* intracelular por citometria de fluxo. As células de melanoma
(B16F10) foram expostas a nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (PeNE), acido anacardico (AA) e
nanoemulsdo de 6leo de pequi conjugado com acido anacardico (PeNE + AA) por 24 horas a 90ug / mL.
O tampdo fosfato foi usado como controle. A intensidade da fluorescéncia do éster acetoximetilico foi
utilizada como parametro e avaliada pela média geométrica. One-way ANOVA: diferenca significativa
entre 0s grupos p <0,05 (teste post hoc de Tukey).

46 ENSAIODE INTEGRIDADE DE MEMBRANA E PROLIFERACAO
CELULAR POR EXCLUSAO DO CORANTE AZUL DE TRIPAN

Na figura 23 esta representado ensaio de lesdo de membrana onde a coloracdo de
azul de tripan foi utilizada para verificacdo de células com membrana lesionada e

membranas intactas.
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Figura 21 Porcentagem de células de cancer de pele melanoma B16F10 intactas e com lesdo de membrana
plasmatica ap0s exposi¢ao por 24 horas as nanoemulsdes de 6leo de pequi e &cido anacardico associado e
livre a 90 pg/mL E 64puM para AA em comparagdo ao controle PBS (CTL). Analise de Two-way ANOVA
e pos teste Tukey (***= p<0,0001).
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Foi possivel observar diferenca estatistica (na porcentagem de células com
membrana lesionada e coradas com azul de tripan no grupo tratado com PeNe+AA, com
aumento de 26% na porcentagem de células com lesdo de membrana. Os grupos do AA
e da PeNe nédo apresentaram diferenca estatistica.

Na contagem total do nimero de células observou-se diferenga estatistica na
quantidade de células do grupo AA (Figura 24). O que corrobora com as imagens de
microscopia, apresentadas anteriormente na Figura 17 onde se observa diminui¢do na

densidade celular por poco.
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Figura 22 Avaliacdo por coloracdo de Azul de tripan do nimero total de células de cancer de pele
melanoma B16F10 apds exposicdo por 24 horas as PENE (nanoemulsdo de pequi), PENE+ AA
(nanoemulséo de 6leo de pequi associada a &cido anacardico) e AA (acido anacéardico livre). Andlise de
Two-way ANOVA e pés teste Tukey (***= p<0,0001).

4.7 AVALIACAO DE MIGRACAO CELULAR DE CANCER DE PELE
MELANOMA POR ENSAIO DE “SCRATCH ASSAY”.

Na figura 25 esta apresentado o perfil de migracdo de células de melanoma
tratadas com nanoemulsao de 6leo de pequi e &cido anacardico por 24 horas e logo apos
feito a ferida na monocamada de célula. Passadas 24 horas, a ferida do controle fechou
completamente assim como no grupo de PeNe. As feridas dos grupos PeNe+AA e AA

ndo fecharam, exibindo potencial anti migratorio dos tratamentos.
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Figura 23 Migracdo de B16F10 medida pelo ensaio Scratch. As células de melanoma foram previamente
tratadas com nanoemulsdo a base de éleo de pequi (PeNE), acido anacardico (AA) e nanoemulséo de 6leo
de pequi conjugada com é&cido anacardico (PeNE + AA) por 24 horas. As imagens arranhadas foram
adquiridas com 0 e 24 horas. Linhas azuis representam a area da ferida (Escala de 200uM). Quantificagdo
da porcentagem de fechamento da ferida em relagéo ao controle medida pela Imagem J. One-way ANOVA
(*** p <0,05; p <0,001).

A quantificacio do fechamento de ferida em  experimento
de “scratch assay” mostrou diferenca significativa dos grupos PeNe+AA e AA quando
comparado ao controle (Figura 26). Nao houve diferengca entre os dois grupos na
capacidade de inibir migragdo em ensaio de “scratch assay”. A formulacdo de PeNe nédo

interferiu na taxa de fechamento da cicatriz de B16F10.
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Figura 24 Quantificacdo da taxa de fechamento de cicatriz em ensaio de "Scratch Assay" em células de
cancer de pele melanoma murino (B16F10) ap6s tratamento de 24 horas com nanoemulsao de dleo de pequi
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(PENE), nanoemulséo de 6leo de pequi associada a &cido anacardico (PENE + AA) e &cido anacardico livre
(AA). Imagens analisadas em programa de processamento de imagens Image J

4.8 "CELL INVASION-MIGRATION REAL TIME CELL ANALYSIS" (CIM-
RTCA)

4.8.1 Ensaio de migracao por RTCA

De acordo com os resultados obtidos no tempo de 48 horas, foi possivel observar
que durante o tratamento houve inibi¢do estatisticamente significativa da capacidade
migratoria apenas no grupo de AA. Por outro lado, o indice celular foi maior do que o
controle no grupo PeNe, indicando que o tratamento aumentou taxa de migragdo neste
ensaio (Figura 27). Este dado corrobora com o ensaio de “scratch” (Figura 26) onde PeNe

apresentou perfil de migracdo comparavel ao controle.

Ao analisarmos a migracdo das células apds o tratamento com as nanoemulsoes,
PeNe e PeNe+AA, evidenciamos que no tempo final de 48 horas houve inibicdo
estatisticamente significativa da migracdo das células remanescentes tratadas com PeNe,
PeNe+AA e AA em comparagdo com o controle negativo (p < 0,0001) (Figura 27). Ao
compararmos 0s grupos entre si, PENE+AA e AA diminuiram mais expressivamente a

migracao do que PeNe (p <0,0001 e p < 0,05).
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Figura 25 Avaliacio de migracdo por ensaio de CIM-RTCA ("Cell invasion-migration real
time cell analysis") de células de cancer de pele melanoma murino (B16F10) durante e pos-tratamento
com nanoemulsdes de 6leo de pequi e &cido anacardico em concentracdo de 90 pug/mL para nanoemulsdes
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e 64 uM para AA. ANOVA unidirecional: diferenca significativa entre os grupos p <0,05 (Pds-teste Tukey).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

4.8.2 Ensaio de invasédo por RTCA

Nos ensaios de invasao utilizou-se 0 modelo de matrigel como matriz extracelular
para verificar capacidade de invasdo das células de cancer de pele melanoma durante e
pos-tratamento com nanoemulsdes de 6leo de pequi, em associa¢do com &cido anacérdico
e AA livre (Figura 28).
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indice Celular
indice Celular

20 40 60 80

!
20 70 0 bgo

Intervalo de tempo (horas) Intervalo de tempo (horas)

Figura 26 Avaliacdo de perfil de invasdo por ensaio de CIM-RTCA ("Cell invasion-migration real
time cell analysis™) de células de cancer de pele melanoma murino (B16F10) durante e pos-tratamento
com nanoemulsdes de 6leo de pequi e acido anacardico em concentracéo de 90 pug/mL para nanoemulsdes
e 64 uM para AA. ANOVA unidirecional: diferenca significativa entre os grupos p <0,05 (Pos-teste Tukey).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Os resultados de invasdo das células remanescentes apds o tratamento com 0s
nanoemulsdes, PeNe e PeNe+AA e AA livre mostraram que no tempo final de 72 horas
houve inibicdo estatisticamente significativa da migracdo das células tratadas com
PeNe+AA e AA em comparacdo com 0 controle negativo (p<0,0001). Foi possivel
observar diferenca estatistica (p<0,0001) entre os grupos PeNe+AA e AA, sendo a

inibicdo da invasédo pelo AA mais expressiva que a conjugagdo com a nanoemulsé&o.

Ao analisarmos a capacidade de invaséo das células durante o tratamento com as
nanoemulsdes e AA livre, podemos observar que no tempo final de 72 horas houve
inibicdo estatisticamente significativa da capacidade de invasdo das células tratadas com

PeNe, PeNe+AA e AA em comparacdo com o controle negativo (p<0,001). Ademais,
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podemos observar que ndo houve diferenca estatistica entre o tratamento com PENE+AA
e AA (p <0,001).
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5. DISCUSSAO

O melanoma é um subtipo de cancer de pele que representa apenas 60% das
mortes por cancer de pele®, sendo considerado o subtipo mais agressivo dos canceres de
pele, apresentando grande capacidade de metéastase e perfil de resisténcia a multi-drogas®.
Diante das dificuldades encontradas no tratamento convencional empregado para este tipo
de céncer, tais com risco de permanéncia de células remanescentes; alopecia, distdrbios
gastrointestinais, infertilidade entre outros, o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas para essa patologia se tornou uma necessidade.

Diante da variedade da biodiversidade brasileira e potenciais biocompostos de
interesse a serem explorados, estudos sdo necessarios para descobertas de novas fontes
de tratamentos, diagnésticos e prevencdo de doencas como o cancer. O dleo de pequi
(Caryocar brasiliense) pertencente a biodiversidade brasileira tem chamado aten¢do por
suas atividades bioldgicas anteriormente descritas como quimiopreventivo, antioxidantes
e efeito anticancer, entre outros, exprimindo baixa citoxicidade em células normais.
Explorando novos biocompostos de interesse, o 4cido anacardico (AA) se destaca. E um
composto bioativo, derivado do liquido da casca de castanha de caju, com atividade

anticancer descrita contra varios tipos de cancer, incluindo melanoma.

No entanto, até onde sabemos, estudos que abordam os efeitos do AA (15:0) e o
6leo de pequi na proliferacdo celular (a curto e longo prazo), principais estruturas
celulares (mitocdndrias, lisossomos, reticulo endoplasmatico, membrana plasmaética) e
em caracteristicas metastaticas (migracéo e invasdo) das células de melanoma ainda néo

foram realizados.

Portanto, este estudo foi desenvolvido tendo como principal objetivo avaliar os
efeitos terapéuticos do acido anacérdico (AA) e do 6leo de pequi (OL Pe), livres ou
associados a nanoemuls@es, na viabilidade celular, alteragcdes em organelas e no processo

de metéstase de células de melanoma in vitro.

Foi possivel desenvolver nanoemulsées com 6leo de pequi tendo parametros
fisico-quimicos similares com didmetro hidrodinamico na faixa de 90 a 166 nm; indice

de polidispersdo menor ou igual a 0,300 e potencial zeta entre -7,5 e -47,5 mV.
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A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS), escolhida para a caracterizacao
da nanoemulséo, é uma das mais utilizadas para esse fim, uma vez que é mais acessivel
do que as demais metodologias. Através dela é possivel determinar os valores de diametro

hidrodinamico e indice de polidispers&o®.

Entretanto, como todas as técnicas, possui limitacGes, tendo como exemplo,
encontrar uma concentracdo adequada que diminua a probabilidade de um fenémeno de
espalhamento multiplo. Além disso, ela ndo fornece informacdes sobre formato micelar,
eficiéncia de aprisionamento de drogas, estado de agregacdo e reologia, por exemplo.
Outros métodos sdo necessarios para uma analise mais completa, como microscopias de

alta resolucio, espectroscopias e viscometria .

O didmetro hidrodindmico (DH) é um parametro fisico-quimico que diz respeito
a dimens&o obtida pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) que descreve o
didametro de uma particula movendo-se em um fluido, juntamente com uma fina camada
de meio circundante de solvatacdo?’. O intervalo de valores admitidos para diametro
hidrodindAmico em nanoemulsdes ndo é consensual entre os autores. Estudos de revisdes
expdem limites propostos para DH entre 100 e 1000 nm. Choi e McClements (2020)
propuseram uma faixa de diametro hidrodinamico para nanoemulsdes de 20 a 200 nm €6,
Levando em conta essa classificacao, as nanoemuls@es neste trabalho desenvolvidas, se

encontram dentro dos parametros esperados para este nanossistema.

Nanoemulsdes com oOleos derivados de planta possuem valores de diametro
hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta que variam do tipo de método
utilizado para obtencdo, emulsificante, dleo utilizado e composto hidrofobico
incorporado no sistema®’. O sistema de nanoemulses de 6leo de andiroba e aroeira
exposto por Baldissera et al (2013) para utilizacdo antiparasitaria apresentou valor de

diametro hidrodinamico entre 129 e 240 nm .

Em estudo anterior nanoemulsao de 6leo de acai apresentou valores de DH igual
117.5 + 2.44 nm; Pdl igual a 0.144; e potencial zeta igual a -0.536 mV %°. No estudo foi
utilizado Tween 80® como surfactante, enquanto neste presente estudo foi utilizada a
lecitina de ovo como emulsificante o que pode gerar diferenca nos parametros quando se

compara 0s dois nanossistemas.
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No caso de sistemas nanoestruturados contendo 6éleo de buriti foi encontrado na
literatura valores de didmetro hidrodinamico de 73 a 86 nm’, ja em outro estudo

nanoemulsdes de 6leo de buriti apresentaram didmetro hidrodindmico perto de 200 nm’?.,

No processo de microencapsulacdo do 6leo de pequi estudos apresentaram valores
de microemuls@es de 150 a 1450 nm 7. Em outro estudo microemulsdo de 6leo de pequi
com quitosana obteve tamanho de particula igual a 481 nm’2. Ambos os estudos se tratam
de microssistemas, por isso, 0s tamanhos sd0 maiores que 0s encontrados no presente

estudo em relagdo ao didmetro hidrodindmico de nanoemulséo de 6leo de pequi.

O valor de PdI é um indicador da distribui¢do do tamanho das goticulas no sistema
da nanoemulsdo. Valores de Pdl préximos a 0 indicam monodispersividade, enquanto
valores acima de 0,7 indicam grande variedade de tamanhos de goticulas™. No presente
estudo, as amostras apresentaram valor de Pdl menor que 0,300 o que sugere
monodispersividade do sistema. Nanoestruturas descritas na literatura utilizando 6leo de

buriti apresentaram valores de Pdl iguais a 0.08-0.15 %8,

Sabe-se que o potencial zeta é um indicador da estabilidade dos sistemas
coloidais. As particulas admitem carga quando dispersas em uma solucao que é capaz de
repelir outras particulas, proporcionando estabilidade ao sistema fisico, evitando
agregacdo das particulas?’. O potencial zeta é influenciado pela interagio da gota e do
dispersante, essa interacdo € influenciada pela temperatura, pH e exposicdo a luz.
Sistemas com valor potencial zeta de no minimo £ 30 mV sdo considerados mais
propensos a serem estaveis’™, excluindo as forgas de atragdo de van der Walls que também
influenciam na estabilidade coloidal. Seguindo essa linha de classificagdo, as amostras
possuem tendéncia a estabilidade pois apresentaram valor de potencial zeta igual a -40,3
mV. Com valores similares, a nanoemulsdo de 6leo de pequi em associacdo com acido
anacardico apresentou potencial zeta igual a -47,5 + 10,6 mV (Tabela 1). Essas amostras

assumem um estagio de estabilidade fisica quando comparados a essas teorias.

Em seguida, foram realizados os ensaios bioldgicos comegando pelo ensaio de
viabilidade celular de B16F10. Para avaliar a citotoxicidade do 6leo de pequi, &cido
anacardico livres e em nanoformulagdes (Figura 12) foi utilizado ensaio de MTT
(Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). O ensaio consiste na
clivagem do MTT por células metabolicamente ativas em formazan pela mitocondria. A

quantidade de formazan gerado ¢ diretamente proporcional ao nimero de células ativas®
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Como relatado anteriormente, a lecitina é considerada um emulsificante
biodegradavel e biocompativel, ideal para aplicagdo em produtos injetaveis por nédo
apresentar toxicidade in vitro™. Na formulagio contendo apenas a lecitina a viabilidade

celular da linhagem B16F10 néo foi reduzida corroborando com os estudos anteriores.

Neste estado, o 6leo de pequi obteve efeito na reducdo da viabilidade celular em
células de cancer de pele melanoma tempo e dose-dependente. Em 24 horas, as células
tratadas com Oleo de pequi apresentaram reducédo de 75% na viabilidade celular. O valor
de ICso encontrado foi igual a 109,3 pg/mL. Até o momento, ndo se tem descrito na
literatura efeitos citotoxicos de 6leo de pequi em células cancerosas. Em trabalho em
desenvolvimento no mesmo grupo de pesquisa, nanoemulsdo de éleo de pequi e em
associacdo com AA, o 6leo livre e AA livre foram capazes de diminuir o nimero total de
células de cancer de mama 4T1 e aumentar a porcentagem de células com fragmentacéao
do DNA (até 50%). No entanto, apenas o PeNe+AA aumentou o nimero de células com

lesio da membrana plasmatica’®.

Os efeitos citotoxicos do 6leo de pequi encontrados neste trabalho podem estar
relacionado a composicdo do mesmo, sendo alto indice de acidos oleico e palmitico e
carotenoides. Os compostos presentes nos 6leos sdo potenciais antioxidantes. E de
conhecimento que compostos antioxidantes podem inibir a expressdo de oncogenes o que
impediria o desenvolvimento da angiogénese tumoral ou estimular a diferenciacéo

celular, além de induzir resposta imunoldgica com ativacéo de células T-citotoxicas’”.

A nanoformulacdo do 6leo de pequi manteve efeito citotoxico em células de
melanoma quando comparada ao efeito do 6leo livre. O valor de ICso para a formulagédo
foi igual a 102,6 pg/mL para PeNe em tempo de tratamento de 24 horas. A concentragio
de 90 pug/mL de PeNe foi utilizada para base de nanoemulsdo com &cido anacardico por

se encontrara perto do valor de I1Csg .

O valor ICs do &cido anacérdico (15:1) foi previamente descrito como 8 UM na
linhagem celular B16F10 em um periodo de 72 horas’®.Até onde sabemos, o valor 1Cso
de 15:0 analogo AA em B16F10 néo foi descrito anteriormente. No presente estudo o
analogo de AA (15:0) apresentou valor de I1Cso no tratamento de células de melanoma
igual a 64,61 uM em 24 horas e 46,68 UM em 48 horas (Figura 13). Em outros estudos o
AA mostrou inibicdo da proliferacdo em varias células cancerigenas, como leucemia

(KBM-5), células T de linfoma (Jukart), adenocarcinoma de pulmao (H1299), cancer de
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préstata (Dul45) e carcinoma espinocelular (SCC4). Esse efeito foi associado a morte
celular por apoptose através da modulagdo NF-xB*. AA também inibiu a proliferagdo
celular de linhas celulares de cincer de mama positivas para ERa®, linhas celulares

osteossarcoma (U20S) e carcinoma pulmonar SW1573%,

Mesmo apresentando efeito citotdxico satisfatorio em reduzir a viabilidade de
células cancerosas, 0 AA apresenta caracteristica hidrofobica (solubilidade em DMSO e
etanol), particularidade que dificulta aplicacdo em via de administracdo intravenosa e
pode diminuir biodisponibilidade em organismos vivos. A utilizacdo de nanoestruturas
como nanoemulséo de 6leo de pequi alteraria a caracteristica hidrofébica do composto,
possivelmente aumentando biodisponibilidade de AA. Além disso, a combinacdo dos
efeitos entre o 6leo de pequi e 0 acido anacardico pode alterar mecanismos intracelulares

distintos.

O encapsulamento de AA reduziu o valor de ICso de 64,61 UM (AA) para 48,78
UM (PeNe+ AA) em um periodo de 24 horas, enquanto em 48 horas de exposicdo a
diferenca estava entre 46,68 UM (AA) a 39,80 uM (PeNe + AA).

O efeito de reducédo da dose do acido anacardico nesse estudo também pode estar
associada a sua forma farmacéutica como nanoemulsdo. De um lado é conhecido que o
acido anacardico possui caracteristica hidrofobica devido sua cadeia lateral hidrofobica’;
e de outro lado, ja é demonstrado que nanoemulsdo é um modelo farmacéutico de

interesse para aumento de biocompostos hidrofébicos, como curcumina e resveratrol®

Em outro estudo o modelo de carreamento conjugado de gemcitabine e docetaxel
com éacido anacardico em nanoparticulas de albumina proporcionou uma liberacdo
sustentada e a internalizacdo celular com localizacao nuclear dos farmacos. Esse modelo

diminuiu significativamente o ICso dos farmacos®.

O indice de combinacédo é um indicador de tipos de combinacgdo para dois ou mais
compostos®’. Quando seu valor é menor que 1 indica que existe um sinergismo, quando
igual a 1 indica efeito aditivo e quando menor que 1, os compostos sdo antagonistas.®.
No presente estudo, o indice de combinacéo obtido pela combinacao de acido anacardico
e Oleo de pequi em sistema de nanoemulsdo foi igual a 0,795 o que indica atividade
combinatdria nesse sistema de sinergismo. Essa atividade combinatoria diminuiu a dose

de oleo de pequi em 4 vezes e de &cido anacardico em 1,8 vezes.
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Sinergismo é um efeito combinatorio que consiste na utilizacdo de farmacos com
mecanismos de acéo diferentes a fim de obter efeitos mais expressivos do que 0S mesmos
utilizados separadamente. Esse tipo de efeito de combinacéo é satisfatério quando ha
efeitos colaterais dependentes de dose que serdo reduzidos ao utilizar a combinacao dos

dois farmacos e consequentemente reduzir as doses®,

Foi possivel observar neste trabalho a diminuicdo da quantidade de células em
ensaio de proliferacédo celular (parametro de curto prazo) e clonogenicidade (parametro
de longo prazo). J& na avaliacdo morfologica em microscopia de luz (Figura 15), péde-se
perceber diminuicdo na densidade celular apds exposicdo aPeNE +AA e AA
corroborando com o ensaio de numero de ceélulas totais (Figura 14). No ensaio
morfoldgico por citometria de fluxo as células tratadas com os grupos de PeNe, PeNe+AA
e AA apresentaram parametro de FCS (tamanho) alterado, enquanto apenas o grupo de
AA ndo apresentou alteracdo no parametro de granulosidade (SSC) (Figura 18). O

aumento de granulosidade pode ser um sinal de morte celular por autofagia

A longo prazo as células de cancer de pele melanoma apresentaram ineficacia em
desenvolver novas colbnias apds exposicdo ao AA e PeNE +AA. Esse dado pode estar
relacionado com tratamentos que danificam processo de replicacdo celular como

resultado de danos aos cromossomos, apoptose, etc®* .

Na sequéncia, a fim de estudar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos no
processo de reducdo da viabilidade/morte celular das células de cancer de pele melanoma
tratadas com Oleo de pequi e acido anacardico, os ensaios a seguir foram feitos e
alteracdes em organelas locais intracelulares de atuacdo de PeNe, PeNe+AA e AA foram
avaliados.

A mitocondria é responsavel pela producdo de energia celular e tem um papel
crucial no processo de apoptose, principalmente pela via intrinseca®®. PeNe+AA e AA
levaram a despolarizagdo significativa da PMM (76,53 e 39,8%, respectivamente, p
<0,001) (Figura 19). A nanoformulacdo de AA aumentou a despolarizagdo de PMM
comparado ao AA. Esse dado sugere que a formulagdo nanoestruturada de pequi com AA
aumentou toxicidade a mitocondria do AA, devido a possivel direcionamento ou

afinidade por tal organela da nanoemulséo.

A alteracdo da PMM € um evento precoce do processo de apoptose que causa a
liberacdo do citocromo ¢ no citosol, o inicio da ativacdo da caspase e a morte celular pela
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apoptose. AA também induziu despolarizagdo na membrana mitocondrial no cancer de

mama triplo-negativo MDA-MB-231, in vitro®,

O lisossomo tem sido associado as mitocondrias por desempenhar um papel na
morte das células cancerigenas®. Por muito tempo, os lisossomos foram considerados
como compartimentos de reciclagem e descarte®®. Mas, atualmente, a permeabilizacio
lisossémica e a liberacdo de proteases no citosol sdo conhecidas por estar conectado a
processos de morte celular como apoptose e autofagia. Esse tipo de morte causado por
AA ja foi descrito anteriormente em celulas de cancer de prostata via estresse oxidativo
em reticulo endoplasmatico e via de sinalizagdo de DAPK3/AKT?*. A presenca de
proteases lisossémicas no citosol desencadeia a liberacdo e disfuncdo mitocondrial da
caspase®®. Foi observado neste estudo aumento da permeabilidade do lisossomo em
células tratadas com Pene+AA e AA (Figura 17), indicando sinal de apoptose ou
autofagia e complementando o resultado de PMM.

Em contrapartida, ao se analisar a permeabilidade de azul tripan em células
tratadas com PeNe+AA e AA, foi observada diferenga significativa na porcentagem de
células coradas no grupo PeNe+AA. Células com membrana plasmaticas intactas ndo
apresentam permeabilidade a azul de tripan, enquanto células com membranas lesionadas
sdo coradas pelo corante. A membrana plasmatica é uma barreira fisica da célula que a
protege do ambiente extracelular. A perda de sua integridade leva a alteracdo da
homeostase celular e inicia o processo de morte celular. Os danos a membrana plasmatica
geralmente estdo associados a necrose. No entanto, estudos relatam ruptura da membrana

plasmaética nos estagios finais da apoptose®.

As espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS) sdo subprodutos celulares
normais que desempenham um papel importante no metabolismo celular. No cancer, a
ROS tem um papel duplo promovendo carcinogénese e proliferacdo celular e pode causar
varios danos celulares e levar a morte celular de acordo com seu nivel intracelular 8.
Sabe-se que um aumento na producdo de ROS e principalmente relacionado ao estresse
mitocondrial 8. Neste, 0 AA e PeNe+AA aumentaram significativamente o nivel de ROS
nas células de melanoma B16F10 (40% e 20% respectivamente, p <0,001) (Figura 20).
Nosso resultado diverge de outros estudos que relataram a atividade antioxidante do AA
e a reducéo da producdo de ROS em diferentes células cancerosas®. A diminuigdo dos
niveis de ROS, quando comparado ao grupo AA, em grupo de PeNE+AA pode ter sido
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causada pela presenca de compostos antioxidantes no 6leo de pequi que seriam um
contraponto ao estrese oxidativo observado nesta linhagem.

As alteracbes da permeabilidade de membrana lisossomal e do potencial
mitocondrial pode desestabilizar as trocas de calcio (Ca?*) com outra organela abundante,
o reticulo endoplasmatico (RE)®. O RE é responsavel pela regulacio da sintese de
proteinas e da homeostase do Ca?*. O Ca?* é principalmente armazenado no RE, realiza
um papel importante como regulador do metabolismo celular e estd envolvido em
processos fisiologicos como proliferagdo celular e apoptose®. Seong e colaboradores
(2013) relataram que o AA induziu a liberagdo dependente de tempo de Ca?* no citosol e
no estresse do RE no carcinoma do pulméo humano (A549), levando a morte celular por
autofagia®®>. No entanto, nenhuma alteracdo do nivel de Ca?* foi observada apos a
exposicdo aos tratamentos de PeNe+AA e AA em células de melanoma (B16F10) nas
presentes condicdes testadas (Figura 22).

Neste trabalho relatou-se pela primeira vez que o AA afetou a proliferacdo celular,
reduziu o tamanho celular, induziu despolariza¢cdo da membrana mitocondrial, aumentou
permeabilidade da membrana do lisossomo e aumento da producdo de ROS nas células
de melanoma B16F10 in vitro. Além disso, nenhuma membrana plasmatica e nenhum
estresse no ER foram observados. Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que o
AA apresenta efeitos antiproliferacdo e afeta significativamente importantes estruturas
celulares do melanoma que sdo comumente afetadas durante a apoptose ou a morte celular

da autofagia®.

O ensaio de RTCA (“Real time cell analysis ) consiste em um método de analise
de células em tempo real e é uma técnica baseada em eletrodos de impedéancia e
microssensores. O sistema RTCA permite monitoramento continuo, em tempo real e
continuo da adesdo, morfologia, migracdo e taxa de proliferacdo celular®®. O indice
celular € a representacédo da interacdo das celulas com um eletrodo de ouro no fundo da
placa, no caso da E-plate (placa de proliferacdo) e na face inferior na CIM-Plate (placa
de migracdo), e a correlacdo com a impedancia. As leituras eletrénicas mudam a medida
que as células se conectam ou se desconectam dos eletrodos de superficie, produzindo
uma alterag@o na impedancia que é calculada atraves de algoritmos matematico e plotada
como valores do indice celular (“Cell Index”). Ha uma correlagéo direta entre 0 nimero

de células conectadas e a leitura do indice celular no equipamento e vice-versa. Essa
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leitura de impedancia pode ser afetada pela qualidade das interacOes celulares e pelas
propriedades aderentes entre cada célula e os eletrodos®.

Nos ensaios de impedancia celular desenvolvidos neste trabalho, a proliferacéo
foi diminuida no grupo tratado com AA acompanhada de reducdo pela metade do tempo
de duplicacéo (Figura 15). O efeito citotoxico de AA em células cancerosas foi observada
em outros estudos por diversos mecanismos de acdo?’*2, Em estudo com células de
adenoma pituitario (GH3 e MMQ), AA induziu um tipo de morte celular por apoptose
independente de caspase, onde houve inibic¢ao de acetilacdo de histonas, causando parada
no ciclo celular na fase S. A acetilacdo de histonas é cada vez mais reconhecida como um
importante regulador do crescimento e proliferacdo de células tumorais 3. Pode-se supor
que a diminuicdo na proliferacdo e tempo de duplicacdo podem estar associados ao
mecanismo descrito anteriormente como inibidor de HAT, restringindo proliferagdo em
melanoma por parada no ciclo celular. E necessario avaliagdo de perfil de ciclo celular

assim como capacidade de inibicdo de HAT em células de melanoma expostas a AA.

Nos grupos tratados com PeNe e Pene+AA n&o observou-se diferenga no ensaio
de proliferacdo por RTCA (Figura 15), indicando que o mecanismo de a¢éo da redugéo
de viabilidade observada no ensaio de MTT (Figura 14) é diferente do mecanismo de agédo
do AA. Como o ensaio de RTCA depende da funcdo de adeséao das células, pode-se inferir
que a reducéo da viabilidade celular observada nos grupos com a nanoemulsao néo estéo

relacionadas a perda da adesao celular.

Varios extratos de ervas foram investigados nas células de cancer de mama MDA
- MB - 231 ¢ MCF - 7 como o extrato vegetal de Thymus serpyllum nas células MDA -
MB - 231 foi medido usando um sistema RTCA iCELLigence *. Medidas dindmicas de
impedancia em tempo real por XxCELLigence indicaram 0s compostos hemantamina,
licorina e hemantidina suprimem a proliferacdo celular de adenocarcinoma humano SK-

BR-3 apos 10 horas de tratamento em uma concentragio de 10 uM .

O ensaio de “scratch” in vitro € um método direto e econébmico para investigar a
migrac&o celular. E baseado na observacdo da movimentacio das células da borda que,
apos a criacao de uma lacuna artificial, chamada de "risco”, em uma monocamada celular
confluente, se moverdo em direcdo a abertura para fechar o "risco™ até que novos contatos
célula-célula sejam estabelecidos novamente. Uma das principais vantagens desse

método simples é que ele mimetiza, em certa medida, a migragéo de células in vivo. Por
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exemplo, a remog&o de parte do endotélio nos vasos sanguineos induzird a migracdo de
células endoteliais para a area a fim de fechar a ferida®”.No presente trabalho a reducio

da taxa de migracdo de AA e PeNe+AA foi igual a 80 e 75%, respectivamente.

Nos ensaios de avaliagdo do perfil de migragdo e invasao das células de cancer de
pele melanoma, a nanoemulséo de 6leo de pequi em associagdo com &cido anacardico,
assim como o composto livre, apresentaram atividade antimetastatica. Na avaliacdo de
migracdo por RTCA durante periodo de tratamento apenas AA reduziu a migracdo de
B16F10, j& em avaliacdo pOs-tratamento as células tratadas com PeNe+AA e AA
apresentaram inibi¢do da migragdo (Figura 28). O perfil de invaséo foi alterado em ambas
condicdes de exposicdo a PeNe+AA e AA (Figura 29). Os dois tratamentos inibiram a

invasdo de células de cancer de pele melanoma em tempo durante e pos-tratamento.

Estudos anteriores apresentaram atividade antimetastatica, reduzindo 52 a 63% a
invasdo, do acido anacardico em células de glioma U-87 através da diminuicdo da
fosforilacdo de MAP quinase, inibicdo da translocacdo da expressdo dos genes Spl e
“down-regulation” de VEGF e FIt-1%. Tendo como base mecanismo de inibicdo de
migracdo descrito no estudo citado, e tratando-se de mecanismo epigenético, pode-se
supor que 0 mesmo aconteca com B16F10 e por isso, o efeito pds-tratamento seja mais
eficaz, de modo que é preciso acontecer a mudanca nos genes em espaco de tempo de

duplicagéo.

Outros produtos naturais diminuiram perfil de metastase de B16F10 como
polifenois de cha®, morin-7-sulfato de sodio, um derivado de flavonoides, derivado de

Curcuma zedoaria p-elemene 1%, entre outros.

Estudo demonstrou que proteinas de matriz extracelular derivadas de
queratindcitos, particularmente laminina-332, estdo envolvidas na regulacéo da adesao, e
migracdo de melanoma e melandcitos, em ensaio de RTCA, in vitro'® . Outro estudo
mostrou que a capacidade das células de melanoma de se moverem em direcdo a
gradientes quimiotaticos, invadir matrizes de matrigel ou colageno incorporado em
fibroblastos e cruzar as monocamadas endoteliais sdo prevenidas por anticorpos anti-
UPAR84-95 ou pelo peptideo RI1-3, que foi mostrado anteriormente com o efeito de inibir
a interacio UPAR84-95/FPR1%, O efeito das flavonas nas células de cancer de mama
MCF7 foi avaliado atraves da analise de migracdo celular usando um sistema RTCA,

constatando efeitos antimetastatico e pré-apoptético dos compostos nesta linhagem?°? .
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Este estudo apresenta, pela primeira vez, avaliagdo de efeitos de nanoemulsdes de
6leo de pequi em associagdo com acido anacardico em células de cancer de pele
melanoma. AA e PeNe+AA exibiram atividade antiproliferativa e anti-metastatica contra
células de melanoma afetando a funcdo/estrutura das organelas principais. As alteragdes
intracelulares observadas sugerem mecanismos de morte celular por apoptose. Estudos
futuros sdo necessarios para confirmacdo do mecanismo de ac¢ao dos ativos aqui descritos.
Considerando os dados aqui mostrados, sugerimos que 0 nanossistema de nanoemulséo
de 6leo de pequi e acido anacardico, assim como 0s mesmos individualmente sdo uma
biocompostos promissores para ser usada como adjuvante da terapia convencional do

cancer.
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CONCLUSOES

A partir dos dados aprsentados neste trabalho pode-se concluir que:

As nanoemulsdes desenvolvidas com lecitina de ovo e dleos da biodiversidade
brasileira possuem parametros de diametro hidrodinanimico (150,66 + 20,66 nm a
182,13+ 0,83 nm), indice de polidispersao (0,217 + 0,009 a 0,271 £ 0,026) e
potencial zeta (-17,6 £ 0,9 mV a -40,3 £ 8,5 mV), sendo diferente para cada 6leo.

A nanoformulacdo de &cido anacardico em nanoemulsdo de Oleo de pequi
apresentaram parametros de diametro hidrodindmico igual a 166,24 + 38,27 nm,
indice de polidispersdo igual a 0,261 + 0,024 e potencial zeta de -47,5 £ 10,6 mV.

Nos ensaios de citotoxicidade, in vitro, o 6leo de pequi reduziram a viabilidade
celular de células de cancer de pele melanoma (B16F10) em razdo tempo e dose-
dependente. O valor de 1Cso encontrado para tratamento de 24 horas foi de 109,3

pg/mL para OL Pe.

As nanoemulsdes de 6leo de pequi reduziram em aproximadamente 80% na maior
concentracdo a viabilidade celular de células de cancer de pele melanoma (B16F10)
de mesma maneira que os 0leos livres, ou seja, tempo e dose dependente. O valor
de 1Cso para as formulacdes foi igual a 102,6 pg/mL para PeNe em tempo de
tratamento de 24 horas.

A Unica alteracdo em organelas encontrada nas células tratadas com PeNe foi o
aumento da granulosidade em ensaio de citometria de fluxo, pardmetro compativel

a morte celular por autofagia.

O é&cido anacardico apresentou atividade citotdxica em células de cancer de pele
melanoma com efeito tempo e dose-dependente e valor de 1Cso igual a 22 pg/mL
em 24 horas e 16 pg/mL em 48 horas. Na concentracdo de 1Cso, AA duplicou o
tempo de proliferacdo de B16F10 em ensaio de RTCA. Nos ensaios de migragéo e

invasdo foi possivel observar atividade antimetastatica do acido anacardico em
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células de cancer de pele melanoma.

O é&cido anacéardico apresentou alteracOes intracelulares compativeis com morte
celular por apoptose tais como: aumento da permeabilidade de membrana
lisossdbmica, aumento de ROS intracelular e despolarizagdo de membrana

mitocondrial.

Ao serem associados nanoemulsdo de 6leo de pequi e AA apresentaram indice de
combinacdo compativel com efeito de sinergismo. A reducdo de dose para AA foi
igual a 1,8 vezes. O perfil de inibicdo de metastase e invasdo em condicéo de pés-
tratamento encontrado na combinacéo dos dois farmacos foi similar ao do composto

sozinho.
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PERSPECTIVAS

Avaliacdo de taxa de eficiéncia de encapsulamento é necessaria para quantificar

AA dentro da nanoemulsao;

Mais estudos para avaliar mecanismo de a¢do sao necessarios tais como ensaio

de exposicédo de fosfatidilserina e ciclo celular, além de liberacao de caspases;

Ensaios de expressdo de proteinas de migracao sdo necessarios para elucidar o

mecanismo de acao envolvida na atividade antimetastatica encontrada;

Ensaios em células normais devem ser realizados para verificar toxicidade em

células ndo-cancerosas além de sua seletividade;

Ensaios in vivo sdo necessarios para efeitos em organismos vivos, como

metabolismo, biodisponibilidade e toxicidade.
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