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RESUMO

Existe uma busca constante por novos tratamentos e moléculas
anticarcinogénicas eficientes contra cancer de mama., 0 mais comum entre as
mulheres no mundo. O 6leo de Caryocar brasiliense, pequi, possui propriedades
medicinais e sua forma nanoestruturada (nanoemulsdo PeNE) j& mostrou
atividade citotéxica contra células de cancer de mama. As nanoemulsées sdo
excelentes carreadores biol6gicos que podem ter sua superficie modificada com
acido folico e/ou polimeros polietilenoglicol (PEG40) para aumentar melhorar seu
direcionamento para tecidos tumorais. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver e caracterizar nanoemulsdes a base de Oleo de pequi revestidas
com &cido félico (PeNE+AF) e PEG (PeNE+PEG40) e comparar, seus efeitos
em células de cancer de mama (4T1). As PeNE, PeNE+PEGA40, PeNE+AF,
presentaram diametro hidrodinamico (DH) médio igual a 119,8 £ 1,9 nm, 146,8
+ 2,0nm e 138,5 + 1,3 nm, respectivamente e indices de polidisperséo (Pdl) em
todas as formulacdes se mostraram similares e menores que 0,3, potencial zeta
das nanoemulsdes PeNE+PEG e PeNe+AF foi igual a <-21,7mV e <-20,3mV
respectivamente, sendo maior comparada a PeNE <-32,1mV. Todas as
formulacdes foram estaveis durante 30 dias (4°C ao abrigo de luz), a diluicdo
seriada de até 1024 vezes e variagdo de pH. PeNE+PEG, PeNE+AF mostraram
atividade citotéxica em 4T1 ap6s 24h e 48h, apresentando uma atividade dose-
dependente e modificagdo na morfologia. PeNE+AF foi a formulagao que reduziu
a proliferacédo celular a curto e longo prazo de forma significativa, porém sem
alteragcdo no ciclo celular. Células expostas a PeNE+PEG40 e PeNE+AF
apresentaram fragmentagao no DNA, modificagc&o no lisossomo, no potencial de
membrana mitocondrial e na integridade da membrana. PeNE+AF foi a
formulacdo que inibiu de forma significativa a migracdo e invasao (aspectos
relacionados a metastase). Em suma, as modificacdes na superficie da PeNE
mantiveram e/ou incrementaram o0s efeitos antitumorais ja observados,
indicando que tais modificacfes podem ser estratégias promissoras de futuros
tratamentos adjuvantes contra o cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, Oleo de pequi, Caryocar brasiliense,

nanoemulsao, acido fdlico.
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ABSTRACT
There is a constant search for new treatments and efficient anticarcinogenic
molecules against breast cancer, the most common among women in the world.
The Caryocar brasiliense oil, pequi, has medicinal properties and its
nanostructured form (PeNE nanoemulsion) has already shown cytotoxic activity
against breast cancer cells. Nanoemulsions are excellent biological carriers that
can have their surface modified with folic acid and / or polyethylene glycol
polymers (PEG40) to increase their targeting towards tumor tissues. The
objective of the present work was to develop and characterize nanoemulsions
based on pequi oil coated with folic acid (PeNE + AF) and PEG (PeNE + PEG40)
and to compare their effects on breast cancer cells (4Q1). PeNE, PeNE + PEG40,
PeNE + AF, presented an average hydrodynamic diameter (DH) equal to 119.8
+ 1.9 nm, 146.8 £ 2.0nm and 138.5 + 1.3 nm, respectively, and polydispersion
(Pdl) in all formulations were found to be similar and less than 0.3, the zeta
potential of the PeNE + PEG and PeNe + AF nanoemulsions was <-21.7mV and
<-20.3mV respectively, being higher compared to PeNE <-32.1mV. All
formulations were stable for 30 days (4 ° C protected from light), at a serial dilution
of up to 1024 times and pH variation. PeNE + PEG, PeNE + AF showed cytotoxic
activity in 4Q1 after 24h and 48h, showing dose-dependent activity and
modification in morphology. PeNE + AF was the formulation that significantly
reduced cell proliferation in the short and long term, but without altering the cell
cycle. Cells exposed to PeNE + PEG40 and PeNE + AF showed fragmentation
in the DNA, modification in the lysosome, the potential of the mitochondrial
membrane and the integrity of the membrane. PeNE + AF was the formulation
that significantly inhibited migration and invasion (aspects related to metastasis).
In summary, the changes in the PeNE surface maintained and / or increased the
antitumor effects already observed, indicating that such changes may be
promising strategies for future adjuvant treatments against breast cancer.
Keywords: Breast cancer, pequi oil, Caryocar Brasiliense, nanoemulsion, folic
acid,
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1.  INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e
orgdos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, determinando a formacgéo de tumores, que podem espalhar-se
para outras regides do corpo (metastase) (INCA, 2020).

A metastase é a principal causa de morbidade do cancer e mortalidade.
O processo envolve uma interacdo complexa entre propriedades intrinsecas das
células tumorais, bem como interacOes entre células cancerosas e multiplos
microambientes. Para disseminar com sucesso, células metastaticas adquirem
propriedades além daquelas necessarias para se tornar neoplasico, o que dao
caracteristicas para metastases serem extraordinariamente desafiadoras
(WELCH e HURST,2020).

Durante o desenvolvimento tumoral, as células consideradas normais, sdo
transformadas, devido a mutacGes e ou eventos epigenéticos, adquirindo
caracteristicas bioloégicas como, replicagdo descontrolada, imortalidade,
insensibilidade aos sinais supressores de crescimento e apoptose, inducéo a
angiogénese, invasdo, formacdo metastatica e promocdo da inflamacéo
(HANAHAN, 2011).

E caracterizado principalmente pela presenca de células heterogéneas
com mutagcdes e desregulacbes epigenéticas que realizam interacOes
particulares entre si e com o microambiente que as circundam (HANAHAN &
WEINBERG, 2011; VIDEIRA et al., 2014).

Sendo assim, as causas de cancer sao variadas, podendo ser externas
ou internas ao organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas
referem-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de uma
sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressoes externas (INCA, 2020).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células

do corpo, quando comegam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sao
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denominados carcinomas, se 0 ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos,
como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas (INCA, 2019).

Dentre os tipos de cancer, o cancer de mama é o mais comum entre as
mulheres no mundo e no Brasil, depois do de pele ndo melanoma,
correspondendo a cerca de 25% dos casos novos a cada ano, especialmente no
Brasil, esse percentual é de 29%, como mostra a figura 1 Também acomete
homens, porém é raro, representando apenas 1% do total de casos da doenca
(INCA, 2020). E uma doenga com risco de vida e a mais prevalente tipo de
cancer, geralmente em mulheres, e estima-se uma taxa de mortalidade de cerca
10,05 milhdes de mulheres em 2020 em todo 0 mundo por cancer de mama
(Gomathi et al. 2017; Ngwuluka et al. 2017; Alemrayat et al.2019).

Localizagdo Primaria Casos Novos %

MAJHERES  =-=sssciirssasonvivsnsssanonsnonnssasnsasssvnsnsnsnpnsnsanisasosistonsssdinasonsas
Mama feminina 59.700 29,5
Célon e Reto 18.980 9,4
Colo do utero 16.370 8,1
Traqueia, Bronquio e Pulmao 12.530 6,2
Glandula Tireoide 8.040 4,0
Estomago 7.750 3,8
Corpo do Utero 6.600 3,3
Ovario 6.150 3,0
Sistema Nervoso Central 5.510 2,7
Leucemias 4.860 2,4
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 202.040 100,0
Todas as neoplasias 282.450

Figura 1- Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes em mulheres
estimados para 2018 no Brasil, exceto pele ndo melanoma (nimeros arredondados para
multiplos de 10). Fonte: Adaptada INCA, 2019.

E uma doenca causada pela multiplicacdo de células anormais da mama,
que formam um tumor. Ha varios tipos de cancer de mama, alguns tipos tém
desenvolvimento rapido enquanto outros sdo mais lentos. E relativamente raro
antes dos 35 anos, acima desta idade sua incidéncia cresce progressivamente,
especialmente apds os 50 anos. Estatisticas indicam aumento da sua incidéncia

tanto nos paises desenvolvidos guanto nos em desenvolvimento. (INCA, 2020).
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O cancer de mama pode ser percebido em fases iniciais, ha maioria dos
casos, por meio dos seguintes sinais e sintomas: Nodulo (carogo), fixo e
geralmente indolor: é a principal manifestacdo da doenca, est4 presente em
cerca de 90% dos casos em que o cancer é percebido pela prépria mulher; pele
da mama avermelhada, retraida ou parecida com casca de laranja; alteracdes
no mamilo, pequenos nodulos nas axilas ou no pescoco; saida espontanea de
liguido anormal pelos mamilos. Esses sinais e sintomas devem sempre ser
investigados por um médico para avaliar o risco de tratar cancer (INCA, 2020).

Muitos avangos vém ocorrendo no tratamento do cancer de mama nas
dltimas décadas, hoje se tem mais conhecimento sobre as variadas formas de
apresentacado da doenca e diversas terapéuticas estao disponiveis. O tratamento
do cancer de mama depende da fase em que a doenca se encontra (e do tipodo
tumor. Pode incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e
terapia bioldgica (terapia alvo).

Os tratamentos quimioterapicos e a retirada parcial ou total da mama,
geralmente sdo os mais utilizados na clinica, tais procedimentos sdo bastante
agressivos ao corpo, podendo levar a efeitos adversos como queda de cabelo,
vOmito, mal estar e a mutilacdo do corpo da mulher, respectivamente, como
consequéncia, efeitos psicolégicos negativos podem ser desencadeados devido
a tais efeitos adversos (LEWIS et al., 2016; MAKLUF et al., 2005). Além disso,
esses tratamentos apresentam grandes chances de cura quando aplicados em
estagios precoces da doenca, porém em estagio avancado, 20 a 35% de
pacientes apresentam recorréncia do tumor e metastase apoés cirurgia completa
ou parcial (LI, et al., 2015).

Além disso, a maioria dos medicamentos quimioterapicos estabelecidos
falta especificidade para células tumorais (COLOMBO, et al., 2015). Como esses
tratamentos podem resultar em efeitos adversos severos se V& a necessidade
da criacdo de novos tratamentos alternativos ou adjuvantes que sejam menos
agressivos ao corpo e ao mesmo tempo eficientes para o tratamento e a cura da

doenca, visando o bem estar dapaciente.
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1.2. Oleo de pequi

Nos Ultimos anos, tém-se intensificado estudos utilizando compostos
obtidos a partir de fontes naturais que possam contribuir para o tratamento do
cancer. Tais como Oleos que estdo sendo utilizados como agentes
guimioprotetores contra os canceres devido a presenca de moléculas bioativas
em sua composicdo. Dentre essas moléculas, pode-se citar os antioxidantes,
gue representam um dos grupos mais estudados até o momento, 0s compostos
fendlicos ou grupos reativos que conferem propriedades de citoprotecdo
(REDDY, L. et al, 2003).

A espécie Caryocar brasiliense (Figura 2), conhecida popularmente como
pequi, € uma planta nativa do Cerrado amplamente utilizada na culinaria
brasileira e usada na medicina popular para tratar varias enfermidades. Sua
polpa contém diversos antioxidantes como carotenoides (que € uma pro-vitamina
A), vitamina C e compostos fendlicos, e sua composi¢cdo de acidos graxos é
representada principalmente pelos acidos oleico (51,37 a 55,87%) e palmitico
(35,17 a 46,79%) representados natabela 1 (CASTRO, 2007; MIRANDA-
VILELA, 2009).

Figura 2 - Fruto do Pequi (Caryocar brasiliense).
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Tabela 1 - Estrutura quimica dos principais acidos graxos encontrados no 6leo de pequi.

Acido graxo Estrutura quimica
) 0
Acido oleico /\/WM
OH
) 0
Acido palmitico /\/\/\/\/\/\/\/(
) OH

O pequi é uma fruta oleaginosa cujo Oleo comestivel é composto
principalmente por &cidos graxos saturados e monoinsaturados. As propriedades
biolégicas e nutricionais do 6leo de pequi dependem de sua composicdo, que
pode mudar de acordo com a fonte do 6leo (polpa ou améndoa) (FARIA -
MACHADO,et al, 2015).

O oleo de pequi, além de possuir varias propriedades nutricionais,

apresenta efeitos antioxidantes, sequestrando radicais livres e prevenindo a
acao mutagénica de agentes fisicos e quimicos. Com a definicdo da dose
adequada, também pode ser usado como adjuvante na quimioterapia do cancer
e na forma de suplemento na dieta (CASTRO, 2007; MIRANDA-VILELA, 2009).

Estudos realizados utilizando o 6leo de pequi sugerem que a

suplementagcédo com este 0leo pode inibir o estresse oxidativodurante o processo
carcinogénico, diminui a toxicidade efeitos da quimioterapia e, portanto, tem
potencial para uso em a prevencao do cancer, adicionalmente em modelos
animais demonstrou efeitos antioxidantes, anti-inflamatoérios, cardioprotetor,
hepatoprotetor, antigenotdéxico e anticarcinogénico efeitos (NASCIMENTO -
SILVA et al., 2018)

O oleo de pequi além de trazer varios beneficios para a saude, € um
produto natural, proveniente do cerrado brasileiro, onde a sua utilizacdo pode
contrinuir com a bioeconomia no pais, que é um sistema econdémico baseado no
uso sustentavel de fontes renovaveis de recursos biologicos de maneira
equilibrada, que estd se espalhando rapidamente em todo o mundo,
possibilitando a construcdo de pontes entre biotecnologia e economia, bem

como entre ciéncia, industria e sociedade (AGUILA, etal.,2019).
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1.3. Nanoemulséao

Adicionalmente, o emprego da nanotecnologia pode ser uma promissora
estratégia para administracdo desse Oleo, que é a ciéncia, engenharia e
tecnologia conduzidas na escala nanométrica (10°m), em que muitas
propriedades quimicas, fisicas e mecanicas dos materiais mudam
significativamente (BRUXEL, 2012). Ao se estudar as propriedades que regem
a escala nanométrica, pode-se entdo pensar em novas formas de utiliza-las para
criar novas tecnologias (BRUXEL, 2012). Por meio do uso de sistemas em escala
nanométrica, o combate as neoplasias torna-se mais eficaz. As nanoparticulas
tém a capacidade de encapsular farmacos pouco sollveis (KIPP, 2004; ZHANG
et al.,, 2008; BERTRAND et al., 2014), além de melhorar a biodistribuicdo de
medicamentos (BERTRAND et al., 2012; BERTRAND et al., 2014).

Dentre as nanotecnologias promissoras para aplicacdes nas varias areas
das ciéncias cosméticas e farmacéuticas, destacam-se as nanoemulsdes
(KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010; PEREIRA, 2008). Nanoemulsdes
sdo dispersbes coloidais nos quais um liquido (a fase interna) é disperso em
outro (a fase externa) formando goticulas na presenca de um agente
emulsificante (BRUXEL, 2012; KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010), onde
o tamanho das goticulas dispersas depende do tipo e concentragdo do
emulsificante, do Oleo utilizado, bem como a homogeneizacdo do meétodo
empregado, no entanto, atualmente ndo ha consenso sobre o limite superior para
a média do didmetro da gota que define uma nanoemulsdo (CHIO et al., 2020)
podendo variar entre 10 e 1000 nanémetros.

A adicdo de um emulsionante é fundamental para a criagcdo de pequenas
goticulas, uma vez que diminui a tensdo interfacial, isto €, a energia superficial
por unidade de area, entre o Oleo e fase aquosa da emulsdo. O emulsionante
também desempenha um papel na estabilidade coloidal de nanoemulsdes por
meio de repulsdo eletrostatica e impedimento estérico (GUPTA, 2016).

Existem trés tipos de nanoemulsdo que podem ser formadas:
nanoemulsdo aquosa na qual o 6leo é disperso em agua; nanoemulsédo oleosa
nas quais gotas de agua sao dispersas na fase oleosa e hanoemulsdes multipla,
(JAISWA, 2014), como ilustrado nafigura 3 abaixo.
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Figura 3- Representagcdo de (A) nanoemulsdo aquosa na qual o 6leo é disperso no em agua; (B)
nanoemulsdo oleosa no quais gotas de agua sao dispersas na fase oleosa e (C) nanoemulsdes
multipla. Fonte: Prépria do autor.

Como sistema de entrega de medicamentos, as nhanoemulsdées aumentam
a eficacia terapéutica do medicamento e minimizar efeito adverso e reacoes
toxicas (JAISWAIL, 2014). Alguns resultados promissores do nosso grupo de
pesquisa com a utilizacdo de nanoemulsdes a base de Oleos naturais da
biodiversidade brasileira (pequi, buriti, baru e acai) em tratamentos de cancer de
mama e de pele indicam que a nanotecnologia pode otimizar a administracéo
desses Oleos, facilitando sua biodistribuicdo e seu efeito sobre as células
tumorais (ROCHA et al., 2013; ARAUJO et al., 2013; SILVA et al., 2014; FARIA
et al.,2015, FARIA, 2017).

Além disso, as superficies de nanoestruturas podem ser modificadas a fim
de minimizar sua degradacdo, aumentar seu tempo de circulagdo sanguinea e

viabilizar a sua chegada ao tecido alvo.

1.4. Vias de acumulo de Nanoparticulas no tecido tumoral

A via endovenosa é uma das vias utilizadas para a administracdo de
nanoemulsdes em tratamentos antitumorais, essa via permite que as mesmas
circulem pela corrente sanguinea e se acumulem preferencialmente em regides
tumorais, as quais apresentam vascularizacdo anormal, devido ao aumento da
taxa de angiogénese e, muitas Vvezes, 0S VvasOS sanguineos nao sao
completamente desenvolvidos, como representado na figura 4 (COWENS IlI;
PEPPAS, 2005; BATES et al., 2002; BERTRAND et al., 2014). Como resultado,

0s capilares apresentam um maior nimero de fenestras, as quais configuram
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espacos de 200 a 2000 nm e baixa drenagem linfatica (HOBBS et al., 1998;
BERTRAND et al., 2014).

A presenca de fenestras e a deficiente drenagem linfatica fazem com que
nanoparticulas permanecam por mais tempo no tumor. A unido desses
fenbmenos € conhecida por “enhanced permeability and retention” (EPR) (JANG
et al.,, 2003; BERTRAND et al., 2014). Esse acumulo na area de interesse
possibilita que uma maior quantidade de nanoemulsdo interaja com as células
tumorais e com isso minimize a chance de possiveis efeitos colaterais nos
tecidos normais (ndo alvo), ou seja, reduzindo a toxicidade sistémica (COWENS
lll; PEPPAS, 2005). Com a entrega ativa, também ha a possibilidade de levar
varios farmacos em doses maiores ao alvo e transpor barreiras bioldgicas
(FERRARI, 2005; HARRIS et al., 2007; BONIFACIO et al., 2014).

Nanoemuls3o «  » - & Y * 'V
N o Mweo, 0. 2 =
TumOf\ ‘ \' 4. ’ Y ‘h o ‘.‘.“ ?
.l " o‘ *
NG e — Mecanismo
7 "-\ ativo

™/ U Efeito EPR

o

Figura 4 - Efeito Enhanced Permeability and Retection (EPR). Adaptada (VIEIRA; GAMARRA,
2016).

+ Célula tumoral

O sangue apresenta moléculas denominadas de opsoninas que podem
interagir com a superficie das nanoparticulas e mediar a degradacdo das
mesmas por células fagociticas, reduzindo a quantidade de nanoparticulas
acumuladas no tecido alvo, sendo importante a caracterizacdo da superficie das
nanoemulsdes para que se possa determinar o tempo de circulacdo das mesmas
no sangue (COWENS Ill; PEPPAS, 2005).

A superficie das nanogoticulas podem ser modificadas a fim de minimizar

sua degradacao para que seja possivel sua chegada ao tecido alvo e aumente
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sua interacdo as células de interesse. Existem varios tipos de ligantes que
podem ser utilizados para tais modificacdes, uma opc¢ao é a adicdo de polimeros
de estearato de polietilenoglicol (PEG40) em sua superficie, que sao utilizados
com maior frequéncia para esse propoésito (COWENS IlIl; PEPPAS, 2005).

Na tecnologia farmacéutica, o PEG40 (figura 5) € amplamente empregado
como agente emulsificante, solubilizante e molhante. Também podem ser
combinados com outros surfactantes para a obtencdo de um equilibrio maior
entre a agentes hidrofébicos e lipofilicos de lo¢cdes e pomadas (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Os atomos de oxigénio do polimero conferem a
hidrofilicidade enquanto que o grupamento -CH2-CH2- proporciona a
lipofilicidade (JAVID et al., 2014). Por conseguinte, o PEG é capaz de se

solubilizar em 4gua e em vérios solventes organicos (CHAO, et al., 2011).

O
HO[' O].:.(.)
HaC
PEGA40

Figura 5- Estrutura quimica do estearato polietilenoglicol40

O PEG40 apresenta outras propriedades importantes na aplicacao
biolégica: possui uma boa dissolugdo, atdxico, imunogénico e ndo demonstra
rejeicdo em organismos (JAVID et al., 2014). E utilizado alterando fatores
farmacocinéticos de nanomedicamentos, pois foi demonstrado que in vivo héa o
aumento do tempo de circulagcdo de nanoparticulas (KITAGAWA, et al., 2010).

Portanto algumas caracteristicas da camada de PEG, tais como a sua
espessura, carga, densidade de superficie, grupos funcionais, e conformagéo
influenciam a forma em que a superficie das nanoemulsdes irdo interagir com
opsoninas do sangue. O revestimento das nanoemulsées com PEG forma varias
cadeias de 6xido de etileno. Constitui um polimero com carater hidrofilico n&o-
ibnico. Assim uma camada de blogueio a adeséo de opsoninas, de modo que as
particulas possam permanecer “camufladas” ou ‘“invisiveis” para células
fagociticas (COWENS Ill; PEPPAS, 2005).
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Dessa forma, a insercdo de polimeros (PEG40) na superficie de
nanoemulsdes a base de 6leo de pequi usado no estudo de terapias antitumoral
pode trazer varios beneficios, como o0 aumento da meia-vida da nanoemulséo no

sangue e como consequéncia o tratamento se torna mais eficaz.
1.5. Acido félico

Além disso, células neoplasicas epiteliais, incluindo cancer de mama, rim,
pulmao, endométrio, pristata, cérebro, ovario, cllon e cervical superexpressao
na sua superficie receptores de folato (RF), possibilitando afinidade 10 vezes
maior para folato. Por outro lado, os RFs quase ndo sdo expressos em tecidos
normais (Dhanasekaran et al. 2013; Xu et al. 2017; Anirudhan e Christa 2018;
Kabilova et al. 2018). Esta wulnerabilidade tem sido largamente explorada na
area de pesquisa em cancer ha muito tempo.

Os receptores de folato (RF) sdo um dos muitos receptores que sao
usados para direcionamento de farmacos/nanoparticulas tanto in vitro quanto in
vivo (BHARALLI, et al, 2005). O acido félico (figura 6), possui uma expressiva
afinidade ligante ao RF, sendo internalizado eficientemente na célula através da
endocitose mediada por receptor, mesmo quando conjugado com uma grande

variedade de moléculas.

HN- SN N7
Acido Félico

Figura 6— Estrutura molecular do &cido folico.

Além disso, devido a alta estabilidade do acido félico, compatibilidade com
solventes organicos e solventes aquosos, de baixo custo, carater nao
imunogénico, capacidade para conjugar com uma grande variedade de
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moléculas, e baixa peso molecular, atraiu grande atencdo como direcionador de
farmacos e nanoparticulas (BHARALLI, et al, 2005).
No conjunto, como um ligante de direcionamento, o acido félico (AF), tem
preferéncias notaveis sobre outros ligantes, possuindo penetracéo rapida em
células tumorais, melhor estabilidade e mais direta modificacéo de grupos
funcionais. Portanto, a AF tem sido amplamente utilizada para modificar
nanoparticulas, afim de aumentar a endocitose de nanoparticulas via RFs
usando alta afinidade da AF emrelacdo aos receptores (YASSEMIA, etal.,2019).

Em estudos com lipossomas, que € um nanosistema similar ao utilizado
no presente estudo (produzido com fosfolipidios e tamp&o aquoso) e jA bem
descrito na literatura, foi possivel notar que a maioria dos lipossomas
direcionados para RF foram sintetizados usando a adicdo de fosfolipidos
conjugados com folato durante a formacéao de lipossomas. No entanto, Lee et al,
mostraram que o0s lipossomas formulados dessa maneira ndo eram
reconhecidos pela RF. Em vez disso, a atividade de ligagdo ao receptor so foi
restaurada quando o AF foi anexada ao lipossoma através de um espacador
longo a base de PEG.

Além disso, a modificacdo do PEG40 também oferece o beneficio de
aumentar a solubilidade e prolongar a meia-vida do medicamento no organismo,
bem como auxiliar passivamente a melhorar o acuUmulo das nanoparticulas no
local do tumor, adicionalmente a modificagdo do AF pode melhorar ainda mais a
retencdo da formulagdo no tumor e facilitar sua captacdo via endocitose mediada
por RF permitindo que o farmaco se direcione com mais preciséo e eficiéncia
para tumores que superexpressam o RF.

Estudos ja& realizados pelo nosso grupo de pesquisa LCBNano
(Laboratorio de compostos Bioativos em Nanobiotecnologia), da Universidade
de Brasilia, tem investigado o efeito de Oleos nativos da biodiversidade brasileira
e ja mostrou que nanoemulsao desenvolvida a base de 6leo de pequi apresenta
atividade citotdxica em células de cancer de mama 4T1 (OMBREDONE 2018).

Assim, a incorporacdo de &acido folico na superficie de particulas de
nanoemulsdes pode aumentar a interacdo entre célula e nanoemulsdo, podendo
potencializar o seu efeito, portanto o presente projeto propde a incorporacéo de

acido folico na superficie de particulas de nanoemulsfes a base de 6leo de
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pequi, afim de investigar se tais modificagcdes aprimoram sua atividade citotoxica

como estratégia de terapia em linhagem de cancer de mama in vitro.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral
Objetivo geral: caracterizar e avaliar os efeitos da associacdo de polimeros
de PEG e éacido félico na superficie de particulas de nanoemulséo a base de 6leo

de pequi em células de cancer de mama.

2.2. Objetivo Especifico

- Associar polimeros de PEG e &cido folico na superficie de particulas de
nanoemulsdo a base de 6leo de pequi;

- Caracterizar parametros fisico-quimicos e estabilidade das nanoemulsdes de
pequi desenvolvidas;

- Avaliar a influéncia de tais modificacGes na atividade citotoxica de PeNE em
células de cancer de mama;

- Avaliar a influéncia de tais modificac6es no perfil de migracéo e invasao

(aspectos metastaticos) em células de cancer de mama
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3.METODOLOGIA

3.1. Sintese acido folico com PEG

Adaptado de (SHI, et al.,, 2013) e realizada no laboratério de quimica
organica do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, com a colaboracéo
do Professor Carlos Kleber e Professora Patricia Bento do Instituto de biologia.
Primeiro foi pesado 0,883 g de acido félico (2 mmol), 4,684 g de PEG40 (1 mmol),
0,192 g de acetato de (dimetilaminopropil) carbodimida (EDC) (1 mmol) e 0,138¢g
de 1-Hidroxi-2,5-pirrolidinodiona (NHS) (1,2 mmol) foram dissolvidos em 250mL
de sulféxido de dimetilo (DMSO) e agitado a temperatura ambiente temperatura
por 24 h. 25mL da solugéo resultante foi colocada em um bolsa de dialise (ponto
de corte de 3,5 kDa MW, Spectra/Po, EUA) e dialisado em 2L de tampéo
NaHCO3 (pH 9,0) por 12 h (alteracdo tampéao acada 3h) e depois em 2L de agua
por 24h (alterando a agua a cada 4h) para remover os materiais de reacao e
subprodutos. Em seguida, foi liofilizado (Liofilizador L101, Liotop), para remover
a agua e rastrear quantidades de solvente organico. Em seguida 15mg do
composto formado foi pesado, solubilizado em DMSO deuterado para realizacao

da caracterizagdo por RMN.

3.2. Nanoemulsdes a base de 6leo de pequi com acido félico.

As nanoemulsdes foram produzidas por método de dispersdo de alta
energia, assim como desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa,
(ARAUJO et al.,2013). Oleo natural de pequi e de surfactante (lecitina) na
proporcdo 2:1 e diferentes propor¢cdes PEG e conjugado de acido folico com
PEGA40 (AFPEG), respeitando o limite maximo de 2% em molaridade emrelagéo
a fase oleosa, foram adicionadas a um tubo tipo falcon e submetidas a
ultrasonicacéo em banho de gelo por 3 minutos alternados a fim de produzir uma
emulsdo bruta. Em seguida, as emulsbes foram diluidas na proporcéao 1:12,5 em
PBS1x e submetidas a ultrasonicacdo nas mesmas condicdes descritas

anteriormente para obtencdo das nanoemulsoes.


https://pt.qwe.wiki/wiki/1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
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3.3. Determinacéo do diametro hidrodinamico e da carga superficial das

nanoemulsdes base de 6leo de pequi com acido folico

O diametro hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial
eletrocinético detalhes das medidas das nanoestruturas foram determinados por
meio da técnica de Espalhamento de Luz Dinamico utilizando-se o equipamento
Zetasizer (Malvern, EUA).

3.4. Determinacéao da estabilidade das nanoemulsdes

Para determinar a estabilidade coloidal da emulsdo, aliquotas das
formulacdes foram estocadas a 4°C e analisadas nos dias: 0, 7, 15 e 30 (por um
periodo total de 30 dias) quanto a aspectos macroscopicos (formacdo de
cremagem ou precipitados), diametro hidrodinamico, indice de polidisperséao e

potencial zeta.

3.5. Avaliacao da estabilidade de nanoemulsdes ap06s variacao de pH.

A alteracao de pH foi realizada com auxilio de Hidroxido de sddio (NaOH)
e acido cloridrico (HCI) a 0,25mol/L adicionados diretamente nas amostras com
intuito de alcancar os pH 3, 5, 7, 9 e 11. Em seguida a andlise do indice de
polidisperséo, diametro hidrodindmico e potencial zeta foram analisados com
intuito de determinar a sua estabilidade frente a variacéo de pH.

3.6. Avaliacao da estabilidade de nanoemulsdes ap6s diluicdo em série.

A diluicdo em série, das nanoemulsdes, foi realizada de 50 a 500 vezes
em PBS1X, na proporcédo 1:1, a fim de determinar a sua estabilidade frente a
diluicdo para a analise do indice de polidisperséo (PDI), didametro hidrodinamico

e potencial zeta.
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3.7. Caracterizagdo de nanoemulsdes por Infravermelho

Os espectros de infravermelho transformada de Fourier foram obtidos no
equipamento Vertex 70 da marca Bruker (Billerica, EUA) com refletancia total
atenuada (ATR), com resolucéo espectral de 4 cmt, 50 scans no intervalo de
375-4000 cm'1,

3.8. Cultura de Células

A linhagem de cancer de mama utilizada foi a 4T1-Luc (origem humana).
As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM suplementados com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, e mantidas em estufa umidificadaa 37°C
e 5% de CO2. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e submetidos a

andlises estatisticas adequadas para cadateste.

3.9. Tripsinizacao das células

A linhagem celular utilizada (4T1-Luc) € aderente. Dessa forma, a
tripsina, uma enzima que hidrolisa as ligagdes peptidicas, foi utilizada para soltar
as células da superficie de garrafa de cultura. Para a realizacdo dos
experimentos, o meio de cultura foi descartado e 4 mL de tripsina (Tripsina
0,25%, Life, EUA) foram adicionados. As células foram incubadas por 3 minutos
na estufa a 37°C e 5% de CO,. Apbs observar por microscopia de luz que todas
as células estavam soltas, 4 mL de meio de cultura completo foram adicionados
para neutralizar o efeito da tripsina. O conteddo da garrafa de cultura foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL e centrifugado. ApdOs 3 minutos
de centrifugacdo a 1341 g a temperatura ambiente, o0 sobrenadante foi
descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e

utilizado nos passos descritos a seguir.

3.10. Plaqueamento

Dez microlitros (pL) das células ressuspendidas em 1 mL de meio de
cultura foram separados em um microtubo de 1,5mL e 90 pL de azul de tripan
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foram adicionados. Apdos homogeneizacédo, 10 pL foram colocados em uma
camara de Neubauer e as células foram contadas em microscopio de luz

invertido. O numero de células foi calculado utilizando-se a féormula abaixo:

N2 de Células Contadas
Numero de células/mL = ¢Lett a: x Fator de diluigao x 10*

Foram adicionadas 2x10% células/po¢co em placa de 96 pocos de fundo
achatado. NUmero de células necessarios para que as células nao atingissem a
confluéncia no periodo experimental utilizado. ApGs o plaqueamento, as placas

contendo as células foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de
CO,.

3.11. Tratamento

Apos 24h incubadas na estufa, as células foram tratadas com o 6leo de
pequi livre (ndo nanoestruturado), que foi diluido em etanol absoluto na mesma
concentracdo que a presente nas nanoemulsbes, sendo a concentracao de
etanol por po¢co menor que 1% e as nanoemulsdes em diferentes concentragdes
(360, 180 e 90 pg/ml), nos tempos de 24 e 48 horas. Os grupos dos tratamentos
experimentais estdo descritos na tabela 2. O controle negativo foi preparado com
"PBS1x em meio de cultura completo adicionando-se volumes equivalentes aos
volumes acrescentados para 0s grupos experimentais. Para a aplicagdo do
tratamento nas células, o meio de culturade cada poco foi descartado na medida
em que eram adicionados 200 pL das diferentes amostras. As placas foram
incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 e 48 horas.

Tabela 2 - Composicdo dos tratamentos utilizados nos ensaios in vitro.

Grupos Composicéao
Controle DMEM e PBS1x
Etanol Etanol absoluto e PBS1x
Oleo Livre Oleo de pequi livre e etanol absoluto
PeNe Nanoemulsé&o de 6leo de pequi

(surfactante, 6leo e PBS1X)
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Branco Branco Nanoemulséo de 6leo de pequi
(surfactante e PBS1x)
PeNe + PEG Nanoemulséo de 6leo de pequi com PEG
(Sufactante, oleo, PBS1x e Polietilenoglicol)
Branco PEG Branco Nanoemulsdo de 6leo de pequi com PEG
(Sufactante, PBS1x e Polietilenoglicol)
PeNe + AF Nanoemulséo de 6leo de pequi
(surfactante, 6leo, PBS1x e acido folico)

Branco AF Branco Nanoemulsdo de 6leo de pequi com acido félico

(surfactante, PBS1x e acido félico)

3.12. Viabilidade Celular

ApoOs tratamento nos tempos de 24h e 48h, o meio de cultura contendo
tratamento das placas foi removido e 150 pL de soluc&o de uso de MTT (15 uL
de MTT 5mg/ mL diluidos em 135 uL de DMEM) foram adicionados. Apos 2 horas
0 meio de cultura foi removido e 100 uL de DMSO foram adicionados em cada
poco para dissolver o produto formado. A quantificacéo da viabilidade celular foi
determinada apds a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm.
Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e submetidos a analise

estatistica adequada.

3.13. Morfologia Celular

Apés o tratamento com as nanoemulsGes descritas acima, as células
foram observadas e analisadas em microscopio de contraste de fase invertido.
A aquisicao das imagens foi realizada com o uso de camera digital acoplada a
ocular do microscoépio e o software de aquisicado Scope (versao 1.0.0.0,2003).

3.14. Clonogénicidade

Células 4T1-Luc foram plagueadas na densidade de 2x104células por
poco, em placa de 12 pocos, apdés 24h as células foram expostas aos
tratamentos mencionados na Tabela 1 na concentracao de 180ug/mL por 24h,
apos esse periodo as células foram lavadas com PBS1x, tripsinizadas, contadas

em camera de Neubauer e plaqueadas novamente na densidade de 1x103
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células/poco em placas de 6 pocos. A avaliagdo da formacéo de colbnias foi
avaliada apos um periodo de 4 dias sem troca de meio de cultura. Ao final do
periodo de analise as células foram lavadas com PBS1x e fixadas com metanol
gelado por 5 minutos, depois coradas por solucdo de cristal violeta 0,5% (25%
de metanol + 75% agua destilada) por 10 minutos a temperatura ambiente, em
seguida as células foram lavadas com agua destilada até ndo sair mais o
corante. Colénias compostas por pelo menos de 50 células foram contadas
utilizando estereomicroscopio (LeicaEZ4 HD, Alemanha).

A eficiéncia de plagueamento (EP) foi calculado a partir da cultura controle
utilizando a seguinte formula:

n? colonias formadas

x 100
n? células plaqueadas

A fracdo de sobrevivéncia (FS) foi calculada pela seguinte formula:

FS = n? colonias formadas
B (n? células plaqueadas x EP)

3.15. Citometria de fluxo (FACS)

A citometria de fluxo € uma técnica que permite contar, examinar e
classificar particulas microscopicas em suspensado. Varios parametros fisicos,
quimicos e biolégicos podem ser avaliados simultaneamente (OMBREDONE,
2016). As analises foram realizadas no cittmetro (BD FACSVerseTM, EUA) do
Departamento de Biologia Celular no Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade de Brasilia. Para a realizagdo dos experimentos, placas de 12
pocos com fundo achatado foram utilizadas. As células em cultura foram
tripsinizadas e contadas de acordo comos procedimentos descritos nos itens 3.9
e 3.10 O volume de 800uL de meio de cultura contendo 5x104 células foi
adicionado em cada poco das placas. Apés 24 horas de incubacdo em estufa a
37°C e 5% de CO2, o tratamento das células foi realizado com as PeNE,
PeNE+PEG, PeNE+AF, Branco, BrancoPEG, BrancoAF, Oleo Livre e Controle.
ApGs 24 horas de incubacéo na estufa a 37°C e 5% de CO2, o sobrenadante de

cada poco foi retirado e colocado em microtubos de polipropileno de 1,5 mL
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correspondentes a cada um dos pocos. As células foram tripsinizadas com 400
uL de tripsina e a placa foi incubada na estufa por 3 minutos. O sobrenadante
coletado previamente foi colocado novamente em cada pog¢o correspondente da
placa para neutralizar o efeito da tripsina. As células foram ressuspendidas e
coletadas novamente nos microtubos correspondentes para centrifugacdo a
2000rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressupendido em PBS 1x e centrifugado novamente para retirar o excesso de
meio de cultura e tratamento. Em seguida, as células foram processadas de
acordo com cada experimento conforme descrito abaixo. Durante as andlises por
citometria de fluxo (FACS), 10000 eventos foram adquiridos para cada amostra
e cada experimento.

3.15.1 Fragmentagéo de DNA e ciclo celular

A avaliagdo de fragmentacdo de DNA e ciclo celular das células tratadas
foi determinada com a adi¢c&o de iodeto de propideo (Pl). O Pl éum dos corantes
com afinidade por DNA mais utilizados em citometria de fluxo (FACS) por ser
capaz de se intercalar entre pequenas sequéncias de nucleotideos
(OMBREDONE, 2016). O pellet de células tratadas foi ressuspendido em 1 mL
de etanol 70% gelado e armazenado a — 20°C por pelo menos 24 horas ou até
o dia da andlise. No dia da analise, cada microtubo foi centrifugado a 2000rpm,
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e asamostras foram lavadas
com PBS 1x e centrifugadas novamente. Apés descartar o sobrenadante, 100
pL de PBS 1x contendo RNAse (50uM) foram adicionados ao pellet. As amostras
foram incubadas na estufa a 37°C por 30minutos protegidos da luz. Em seguida,
100 pL de PI (20 pg/mL) (Probes — ThermoFisher, EUA) preparado em PBS foram
adicionados a temperatura ambiente por 30minutos protegidos da luz. Apos esse

procedimento, as células foram analisadas por FACS. (Ombredane, 2016).

3.15.2. Potencial de membrana mitocondrial

A avaliacao do potencial de membrana mitocondrial foi determinada pela
adicdo de Rodamina 123 (Probes — Thermo Fisher, EUA). A Rodamina 123€ um
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composto catidnico de fluorescéncia verde que se associa as membranas das
mitocondrias de acordo com a sua polarizacéo (TermoFisher, 2015). A solucéo
estoque de Rodamina 123 foi preparada em etanol na concentracdo de 5 mg/mL.
O volume de 300 uL de Rodamina 123 (5 ug/mL) em PBS foi adicionado aopellet
das células tratadas e incubado por 15 minutos protegido da luz a temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 2000rpm, por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e 300 uL de PBS foram acrescentados. Este
processo de lavagem foi realizado duas vezes para retirar 0 excesso de
Rodamina 123. Em seguida as amostras foram colocadas em gelo e analisadas
por FACS imediatamente.

3.15.3. Permeabilizagdo da membrana lisossémica

O laranja de acridina (LA) € um fluorocromo metacromatico lisossoma-
tropico. Quando excitado com luz azul, o LA emite fluorescéncia vermelha em
altas concentracdes quando presente nos lisossomos (Boya e Kroemer, 2008).
As células foram expostas a 50 uM de LA por 30 minutos protegidos da luz a
37°C. Apds o tempo deincubacao, a permeabilizacdo da membrana lisossémica

foi analisada por FACS

3.16. Avaliac&o da integridade de membrana e proliferagdo celular

O processo de plaqueamento descrito acima, foi realizado para o teste de
avaliacéo da integridade de membrana e proliferacéo celular utilizando-se placa
de 12 pocos com fundo achatado contendo 5x104 células/poco. Apds 24 horas
de exposicdo aos diferentes tratamentos, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas e o pellet obtido foi ressuspendido em 100 pL de meio de cultura
completo (item 3.6.4). Dez pL de suspensédo de células foram retirados e
adicionados a uma solucéo de azul de tripan (0,4% em PBS — Sigma, EUA) na
proporcédo de 1:1 (WV). O numero de células totais foi determinado em camara
de Neubauer, conforme descrito no item 4.7.2, contando-se células com
coloracao azul e ndo azuis. Este ensaio permite diferenciar as células viaveis ou

nao viaveis de acordo com o estado da membrana plasmatica. O azul de tripan
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penetra nas células que apresentam membrana plasmatica danificada e as
coram de azul. As células viaveis com membrana intacta ndo apresentam

coloragéao.

3.17. Ensaio de migracéo (risco)

As células foram tripsinizadas e plagueadas como mencionada acima,
5x10% células/poco de 4T1-Luc, em placa de 24 pocos de fundo achatado.
Numero de células necessarios para que as células atingissem a confluéncia no
periodo experimental utilizado. Ap6s o plagueamento, as placas contendo as
células foramincubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos esse
periodo foram tratadas de acordo com a Tabela 1 na concentracdo de 180ug/mL.
ApoOs 24h o meio com tratamento foi retirado e feito uma ferida no tapete de
células, utiizando uma ponteira P200. As células que se soltaram nesse
processo foram retiradas utilizando PBS1x. Meio contendo 1% de Soro fetal
bovino foi adicionado em cada poco e as fotos retiradas no tempo de Oh em
microscopio de luz invertida EVOS Las EZ Apds 24h o meio foi retirado e as
células coradas para melhor visualizacdo e levadas novamente ai microscopio
para retirada das fotos de 24h.

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

A reducéo percentual da area da ferida foi determinada através da

formula:

(Area final — Area inicial)

Area = x 100%

Area inicial

3.18. Ensaio de migracéo e invacédo (RTCA)

As células foram tripsinizadas e plagueadas como mencionada acima,
1x10° células/pogo de 4T1-Luc, em placa de 12 pocos de fundo achatado. As
células foram tratadas de acordo com a Tabela 1 na concentragao de 180ug/mL.

ApoGs o tratamento foram lavadas com PBS1x, tripsinizadas, contadas na camera
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de Neubauer e plagueadas novamente na densidade de 6,5x10*células por poco
em placa CIM-RTCA (Acea Biosciences Inc., Califérnia, EUA). Os perfis de
migracdo e invasdo foram avaliados apds o tratamento para observar se as
Células remanescentes ainda tém um padrdo de migracdo e invasdo em
comparacao com ao controle, o indice de células foi medido a cada 15 minutos
por 48 horas. Utilizou-se meio SFB a 10% como revestimento quimioatrativo e
Matrigel Matrix (Corning, EUA) (800 ug / mL) como barreira no ensaio de invasao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Conjugado Acido félico PEG

Foi realizada uma reacao de esterificacao para obtencdo do conjugado de
acido folico com PEG40, onde o grupamento acido carboxilico doAF vai interagir

com a hidroxila do PEG40, formando um éster, como mostra na Figura 7.
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Conjugado Acido Félico PEG

Figura 7 -representativa do resumo das rotas de sintese utilizadas na sintese do conjugado Acido
Folico-PEG 40.

ApOs a sintese, para se obter a confirmacdo de que a conjugacéo
realmente aconteceu e obter a sua caracterizacéo, foi realizado a técnica de
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN), onde através de
espectros obtidos foi possivel realizar a analise e comparacéo de sinais para tal
caracterizagdo, como representado na figura 8. Assim como descrito por
Yongping et al, 2019, os sinais de hidrogénio em & (ppm) 0,8-1,4, & (ppm) 3,5-
3,9 e & (ppm) 6,0-8,0 foram atribuidos aos hidrocarbonetos alifaticos, PEG 40 e

Acido félico respectivamente, como identificado na figura 8A.
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Figura 8 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) (A) conjugado AF+PEG40
(conjugado éacido félico + PEG40); (B) PEG40 (Polyoxyethylene(40)stearate).

Além da analise de RMN, o conjugado também foi analisado pela técnica
FTIR onde observamos o espectro do acido folico, figura 9, a presenca de
bandas alargadas na faixa de 3539-3319 cm atribuidas ao estiramento OH
(nOH) da cadeia do &cido glutamico e estiramento do grupo -NH (nNH) do anel
da pteridina. As bandas em 1687 cm?! e 1637 cm! sdo atribuidas ao modo
vibracional estiramento C=0O, a primeira referente a carbonila, enquanto a
segunda ao do grupo CONH. Observa-se ainda uma banda centrada em 1603
cm! que esta relacionada ao modo vibracional deformacdo NH e outra em 1412

cmr! correspondente a deformagdo OH do esqueleto fenilico. As bandas entre
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1518 e 1481 cmt sdo atribuidas as bandas de absorcéo caracteristicas do anéis
fenil e pteridina (HE, et al., 2009).

Acido félico

L—M\J\N\.’

PEG

Absorbancia (u.a.)

Ceonjugado

I " 1 v I "
1000 2000 3000 4000
. -
Numero de Onda (cm )

Figura 9 - Espectros vibracionais naregido do infravermelho do &cido félico (AF), PEG-40 e
conjugado (AF+PEG40).

Ao analisar o espectro do PEG além das bandas referentes a cadeia
contendo hidrocarboneto, observa-se uma banda alargada de média intensidade
centrada em 3400 cm? atribuida ao modo vibracional estiramento OH (nOH)
referente a funcdo alcool do composto, e outra intensa em 1736 cm?® atribuida
ao modo vibracional estiramento C=0 (nC=0 referente a carbonila do grupo
éster (USANA, et al., 2016).

Ao analisar os espectros do PEG, do acido folico e do conjugado, e
compara-los é possivel observar que a banda atribuida ao modo vibracional
estiramento C=0 da carbonila do grupo éster para o PEG e para o conjugado
ambas estdo localizadas em 1736 cm1. A banda atribuida ao estiramento da
hidroxila livre do PEG consiste em uma banda larga centrada em 3400 cm. As
bandas de estiramento de hidroxila conjugadas do acido félico e do conjugado
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sintetizado consistem de bandas largas centradas em 3436 cm?! e 3416 cm,
respectivamente. Comparado ao PEG, a banda do &cido félico e do conjugado
deslocam 36 cmt e 16 cmrl, respectivamente, para frequéncias maiores, sendo
esse deslocamento significativo. As bandas atribuidas ao estiramento do anel
benzeno do acido félico e do conjugado sdo observadas em 1603 cmt e 1607
cmrl, respectivamente, deslocamento ndo significativo. Esses resultados
permitem inferir que houve a formacdo do éster pela reacdo entre 0 grupo
hidroxila do PEG e o grupo carboxilico do acido félico, resultados semelhantes
foram obtidos por Shi et al. (SHI, et al., 2013).

4.2. Caracteristica das nanoemulsdes apos a formulagéo.

Nanoemulsbes podem ser modificadas afim de minimizar sua
degradacdo, ou aumentar a sua especificidade, para que assim seja possivel
sua chegada ao tecido alvo e aumente sua interacdo as células de interesse.
(COWENS lII; PEPPAS, 2005).

Para se obter tais modificacfes na nossas nanoemulsdes a base de éleo
de pequi (PeNE), utilizamos proporcdes de PEG40 e de conjugado de acido
félicoPEG40, produzindo entdo: nanocemulsdo a base de 6leo de pequi
modificada somente com PEG40 (PeNE+PEG) e nanoemulsdo a base de 6leo
de pequi modificadas com conjugado acido félicoPEG40 (PeNE+AF), cujo estdo
representadas a baixo (Figura 10).
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Figura 10 — Desenho representativo de nanoemulsdes (A) PeNE (nanoemuls&o de peqw), (B)
PeNE+PEG (nanoemuls&o de dleo de pequi revestida com PEG); (C) PeNE+AF (nanoemulsao
de 6leo de pequi revestida com Acido Fdélico e PEG).

Os resultados obtidos com a analise do didmetro hidrodinamico, Pdl e
carga de superficie, assim como o respectivo pH da nanoemulsées de pequi
desenvolvidas estéo representados na tabela 3.
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Tabela 3 - Andlise do diametro hidrodinamico, Pdl, carga de superficie e pH de nanoemulsao
PeNE (nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsao de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com Acido Folico). Os valores estéo
representados como média = desvio padrdo da média de medidas realizadas em triplicata

. Diametro indice de Potencial Zeta
Formulagao _ o o . pH
Hidrodinamico (nm) Polidispersao (mV)
PeNE 119,8+1,9 0,247 £ 0,014 -32,1+1,6
PeNE + PEG 146,8 + 2,0 0,220 £ 0,015 -21,7+1,3
PeNE + AF 138,5+1,3 0,208 £ 0,012 -20,3+ 1,4

As nanoemulsdes 6leo em agua consistem em goticulas de 0leo com
didametros tipicamente entre aproximadamente 30 e 200 nm dentro de um meio
aquoso (TRUJILO, et al., 2017). Portando, as nanoemulsdes a base de 0leo de
pequi produzidas estdo dentro do tamanho descrito na literatura, mostrando
diametro hidrodindmico (DH) médio igual a 119,8 + 1,9 nm, 146,8 + 2,0nm e
138,5 + 1,3 nm para PeNE, PeNE+PEG e PeNE+AF, respectivamente. Tanto
PeNE+PEG, quanto PeNE+AF tem o DH um pouco maior em comparacao a
PeNE, sendo um indicativo de que a superficie dessas nanoemulsbes estao
modificadas.

O indice de polidisperséo é um parametro que varia de 0 & 1,0, indicando
que quando mais préximo de 0, a formulagdo esta mais homogénea, ou seja, 0
diametro hidrodindmico das goticulas presentes em uma suspensio se
encontram com os tamanhos préximos e quanto mais proximo de 1,0 mais
heterogéneo s&o os didmetros analisados (MALVERN,2011). O indice de
polidispersédo emambas formulagdes se mostraram similares e menores que 0,3,
correspondendo a uma boa homogeneidade em termo de tamanho das
goticulas. Adicionalmente, ndo se observou formacdo de cremagem ou
separacao de fase no aspecto macroscopico das nanoemulsdes obtidas (Figura
11). O pH teve valor igual a 6 em todas as formulagdes.
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Figura 11— Aspecto macroscépico das nanoemulsdes (A) PeNE (nanoemulsdo de pequi); (B)
PeNE+PEG (nanoemulsdo de oleo de pequi revestida acom PEG); (C) PeNE+AF (nanoemulséo
de 6leo de pequi revestida com Acido Foélico).

Sabe-se que cadeias poliméricas de PEG podem se distribuir sobre a
superficie de nanoparticulas recobrindo as cargas positivas/negativas das
mesmas (LIU. et al,2003; NAKAMURA. et al., 2012). Podendo ser, assim, um
indicativo de que o PEG e o conjugado acido félico PEG adicionado esta
presente na superficie das nanogoticulas produzidas, pois o potencial zeta das
nanoemulsdes PeNE+PEG e PeNe+AF possuem carga de superficie <-21,7mV
e <-20,3mV respectivamente, sendo maior comparada a PeNE <-32,1mV, que
nao possui nenhum ligante, essas diferencas de valor séo em fungao dos grupos
ionizaveis presentes na Lecitina, que conferem carga negativa ananoemulséao.

Para confirmar a presenca do conjugado e do PEG na nanoemulséo foi
realizada técnica de espectroscopia na regido do infravermelho, com o objetivo
de observar alterac6es nas propriedades vibracionais das moléculas quando
ocorre interacdo entre os grupos funcionais das mesmas. Essas alteracfes sao
observadas com o surgimento, ampliacdo ou deslocamento dos modos
vibracionais da molécula em interacdo quando comparado com a molécula livre.
Com o objetivo de estimar qualquer possibilidade de interacdo quimica entre o
Oleo de pequi e os componentes da nanoemulsdo, espectros de FTIR dos
constituintes: lecitina, 6leo de pequi, PEG e das formulacdes PeNE, PeNE + PEG

e PeNE + AF foram analisadas. A Figura 12 apresenta 0s espectros vibracionais
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dos constituintes da nanoemulséo de 6leo de pequi (PeNE): lecitina, dleo livre e
PeNE.

Lecitina -
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c ) , ;
3 Oleo Livre :
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Figura 12 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras: lecitina, 6leo livre e
PeNE.

Analisando os espectros € possivel observar que as bandas mais intensas
em todos 0s espectros sdo aquelas que correspondem as bandas de
hidrocarbonetos: estiramento simétrico CHz (nsCHz), estiramento assimétrico
CH2 (nasCHg), estiramento simétrico CHs (nsCHs), estiramento assimétrico CHs
(nasCHs) e scissoring do CHz2 em ~2956 cmrt, ~2874 cml, ~2920 cmrl, ~2852 cnr
1 e ~1460 cml, respectivamente. Observa-se ainda bandas associadas a
deformacédo do grupo CHz, rocking CHz, préximo de 720 cmri, caracteristico de
cadeias longas de alcanos com mais de quatro grupos CHz, e em ~1380 cm'?
banda atribuida a deformacgéo simétrica CHs (KULIGOW SKI, et al., 2008).

No espectro da lecitina observa-se ainda as vibragdes referentes aos
grupos polares da cabeca do composto que séo representadas por trés bandas
espectrais principais: o estiramento assimétrico e simétrico dos grupos PO2 em
1238 cm! e 1089 cm?, respectivamente, sendo a simétrica parcialmente

sobreposta com a banda atribuida aos modos vibracionais de estiramento C-O-
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P-O-C em 1065 cmrl. E a banda que representa as vibracGes assimétricas de
N+(CHs)s em 968 cmrt. Outras bandas referentes aos grupos polares também
sdo observadas em 822 cm?, 763 cm?! e 464 cm! atribuidas aos modos
vibracionais estiramento assimétrico e simétrico do grupo PO e deformacéo do
O-P-0, respectivamente. As bandas em 1653 cmt e 1736 cm! sdo atribuidas
aos modos vibracionais estiramento C=C e C=O0O, respectivamente, grupos
carbonila éster (PAWLIKOW SKA-PAWLEGA, et al., 2013).

O 6leo de pequi utilizado nesse trabalho é constituido de acido oleico
(51%) e acido palmitico (40%), figura 11, observa-se uma banda em 3327 cmr?t
atribuida ao modo vibracional nOH referente ao grupo OH dos acidos
carboxilicos, outras trés bandas intensas caracteristicas desses acidos que
compdem o OL estdo presentes no espectro, em 1165 cm-1 atribuida ao nC-O
e duas em 1744 cmle 1711 cml, ambas atribuidas ao modo vibracional nC=0
referente aos acidos carboxilicos presentes no Oleo. Resultados semelhantes
foram obtido por Do Nascimento et al. (DO NASCIMENTO, et al., 2019).

Ao analisar os espectros da lecitina, do 6leo livre e da formulacdo PeNE,
e compara-los é possivel observar que a incorporacédo do Oleo de pequi na
formulacdo branca (lecitina) ndo altera 0 espectro vibracional na regiao do
infravermelho (ver espectro da PeNE). Entretanto, as energias vibracionais dos
modos Nas(N*(CHs)s) e nas(PO2’), centradas em 970 cm?! e 1236 cm?,
respectivamente, ndo sofrem alteracées com a incorporacéo do 6leo de pequi.
Ao fazer uma analise minuciosa dos espectros, ndo se observa um
deslocamento significativo nas frequéncias vibracionais das bandas associadas
a cabeca polar do fosfolipidio, o que permite inferir que os grupos POz e
N*(CHzs)s ndo estdo diretamente envolvidos nas interagdes entre o fosfolipidio e
as moléculas que compdem o 6leo de pequi. Entretanto, pequenas altera¢des
espectrais sdo observadas no espectro da PeNE devido a presenca do 6leo de
pequi na regido correspondente ao nas(C-O-P-O-C) em 1174 cm?! e
principalmente nas vibracfes atribuidas ao estiramento C=0 do éster e grupos
metilenos. Deve-se salientar que as bandas referentes ao metileno, bem como
a banda atribuida ao nC=0 séo sensiveis a ordem conformacional das cadeias
de hidrocarboneto. O primeiro € sensivel ao numero relativo de conformadores
rotacionais trans e gauche presentes nessas cadeias, enquanto o segundo é
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uma sonda sensivel a hidratacdo da interface, que depende de alteracdes na
estrutura conformacional da cadeia de hidrocarbonetos (BENESH, et al., 2014).

A figura 13 apresenta o0s espectros \Vibracionais na regido do
infravermelho das formulacdes PeNE e PeNE + PEG
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Figura 13 Espectros vibracionais na regido do infravermelho das formulacdes PeNE e PeNE +
PEG sobrepostos.

Ao analisar a figura 13, observa-se assim como na Figura AA que as
bandas mais intensas em todos 0s espectros sdo as atribuidas aos modos
vibracionais dos hidrocarbonetos: nsCHz, nasCHz, nsCHs, nasCHs e scissoring do
CH2 em ~2955 cm?l, ~2884 cm?, ~2924 cml, ~2860 cm?! e ~1466 cml,
respectivamente. Bandas associadas a deformacéo do grupo CHz, rocking CHz,
proximo de 721 cmlem ~1377 cm! banda atribuida a deformacgao simétrica CHs
(KULIGOWSKI, et al., 2008). Observa-se também a banda ~1740 cm! em
ambos os espectros atribuida ao modo vibracional nC=0, assim como 0s modos
vibracionais atribuidos nas(N*(CHz)3) e nas(POz) e nas(C-O-P-O-C) em 972 cm'd,
1235 cmrte 1175 cml, respectivamente.

As duas bandas caracteristicas do PEG conforme mencionado na pagina
45 sao atribuidas aos modos vibracionais nOH (~ 3400 cm't) referente a funcéo

alcool e nC=0 (~ 1736 cm!) referente a carbonila do grupo éster, bandas estas

na mesma regido e atribuidas aos mesmos grupamentos (OH e C=0) presentes
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no espectro da formulacédo PeNE, sendo assim, ao analisar a sobreposicao dos
espectros das formulacdes PeNE e PeNE + PEG observa-se que os espectros
séo semelhantes, ndo sendo possivel confirmar por essa técnica a presenca do
PEG.

A figura 14 apresenta 0s espectros vibracionais na regido do
infravermelho do das formulacdes PeNE e PeNE + AF.
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Figura 14 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho das formulag6es PeNE e PeNE +
AF sobrepostos.

Ao analisar a figura 14, observa-se que ambos 0s espectros sao
semelhantes, ndo tem o surgimento e nem deslocamento de bandas no espectro
da PeNE + AF comparado ao espectro da formulagdo PeNE. O conjugado que
foi adicionado a formulacdo PeNE para a obtengdo da formulagdo PeNE + AF
apresenta trés bandas caracteristicas. ~ 3416 cm?, 1736 cm?! e 1607 cm?
atribuidas aos modos \vibracionais nOH, nC=0O e nanel benzeno,
respectivamente. As duas primeiras bandas ndo podem ser utilizadas para
identificar a presenca do conjugado em PeNE + AF, pois, estdo na mesma regiao
de bandas j& atribuidas no espectro da PeNE, e o anel benzeno em 1607 cm?!
nao € observado no espectro. Diante dessa andlise, pode-se sugerir que o

conjugado esta presente em baixa concentragdo na formulagdo, o que dificulta
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avaliar mudancas no espectro vibracional e consequentemente identifica-lo com

essa técnica, sendo necessario fazer uso de outras técnicas de identificagéo.

4.3. Andlise da estabilidade ap6s periodo de armazenamento

As formulagdes foram analisadas quanto aos seus parametros fisico -

guimicos, ou seja, diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersao (Pdl) e
potencial zeta, por um periodo total de 30 dias. (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15 - Grafico comparativo entre o didametro hidrodinamico das nanoemulsGes PeNE
(nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulséo de 6leo de pequi revestida com Acido Félico), armazenadas & 4°C ao
abrigo de luz nos periodos de acompanhamento (0, 7, 15 e 30 dias).

Durante o periodo analisado ndo foi observada mudanca estatisticamente
significativa no diametro hidrodindmico das nanoemulsdes, apesar da PeNE ter
aumentando um pouco seu tamanho de £120nm para £139nm durante o periodo
analisado, como mostra a figura 15, todas se mantiveram dentro do tamanho
esperado.
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Figura 16- Grafico comparativo entre o indice de polidispersdo das nanoemulsées a PeNE
(nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulséo de dleo de pequi revestida com Acido Félico), armazenadas & 4°C ao
abrigo abrigo de luz nos periodos de acompanhamento ( 0, 7, 15 e 30 dias).

O indice de polidisperséo de todas as nanoemulsbes foram < 0,25
monstrando que os DHs da formulagdo estdo na faixa de valor mais proxima do
gue é considerado homogéneo dentro da escala de Pdl. Como mostra a figura
16, PeNe teve um pequeno aumento de +0,20 para +0,25 porém nao foi
significativo, j@ PeNe+PEG manteve 0 mesmo perfil e PeNe+AF teve uma
pequena diminuicdo para +0,21 mas todas se mantendo estaveis durante o
periodo analisado.
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Figura 17 - Gréafico comparativo entre poténcial zeta das nanoemuls6es PeNE (nanoemulsdo de
pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de Oleo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF
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(hanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com Acido Fdlico), armazenadas a 4°C ao abrigo de
luz nos periodos de acompanhamento (0, 7, 15 e 30 dias). ANOVA, poés-teste de Tukey, diferenca
significativa em relagcéo ao grupo PeNE, *** p< 0,001.

Quando comparado o potencial zeta das formulacbes PeNE+PEG e
PeNE+AF em relacdo a PeNE nota-se uma diferenca significativa entre elas,
mas isso se deve a modificacdo na superficie das mesmas, mas ao decorrer do
periodo analisado ambas as formula¢gfes se mantiveram estaveis como mostra
na figura 17.

O pH das nanoemulsbes se manteve igual 6 e em relagéo aos aspectos
macroscopicos ndo houve formacéo de cremagem e de precipitado, mostrando
que as formulacbes se mantiveram estaveis durante o periodo de

armazenamento de 30 dias, a 4°C e sob abrigo de luz.

4.4, Avaliacdo da estabilidade de nanoemulsdes apds variacdo de pH

As nanoemulsdes foram avaliadas quanto a sua estabilidade em
diferentes pHs, onde foram modificados para pHs iguais a 3, 5, 7, 9 e 11,
utiizando NaOH e HCL a 0,25M para tal ajuste, lembrando que seu pH
inicialmente era igual a 6. O diametro hidrodinamico, indice de polidispersao e o
potencial zeta estao representados nas figuras 18,19 e 20 respectivamente.

Foi possivel notar que, mesmo em diferentes pHs, as nanoemulsées
PeNE+PEG e PeNE+AF continuam mantendo suas caracteristicas originais
quanto ao diametro hidrodindmico e o indice de polidispersdo, como mostra a
figura 18 e 19. Ja PeNE quando seu pH foi modificado para 5, observou-se
aumento significativo do DH e Pdl mas, para os demais pHs, a formulacédo
retorna ao seu perfil original, como observado nas figuras 18 e 19.
Adicionalmente, foi possivel observar uma separacdo de fase quanto ao seu
aspecto macroscopico quando o seu pH esta igual a 5, o que explica a brusca

mudanca de DH e Pdl.
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Figura 18 - Gréfico comparativo entre o diametro hidrodindmico das nanoemulses PeNE
(hanoemulsao de pequi); PENE+PEG (nanoemulsdo de dleo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulsao de 6leo de pequi revestida com Acido Félico), apds a variagdo de pH.
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Figura 19 Figura - Grafico comparativo entre o indice de polispersdo das nanoemuls8es PeNE
(nanoemulsao de pequi); PeNE+PEG (nanoemuls@o de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemuls&o de 6leo de pequi revestida com Acido Félico), apds a variacdo de pH.



58

- PeNE = PeNE + PEG -+« PeNE + AF

pH

=50 -

-100+

Potencial Zeta (mV)

-150-

Figura 20 - - Grafico comparativo entre o poténcial zeta das nanoemulsdes PeNE (nanoemulsao
de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de o¢leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF
(hanoemulsdo de dleo de pequi revestida com Acido Foélico), apés a variagédo de pH.

Com a variagédo de pH, foi possivel observar uma mudanca significativa
no potencial zeta (Figura 20), variando de +6,18mV até —60,64mV para
PeNE+AF, +7,64mV até -57,55mV para PeNE+PEG e +5,00mV até - 89,63mV
para PeNE, nos pHs 3 e 11 respectivamente. Este potencial depende do grau de
ionizacdo do agente emulsionante e, portanto, € pH dependente. O aumento de
cétions H+ em meio &cido e anions OH- em meio alcalino explica a habilidade
das nanoemulsdes de reverter a carga de superficie frente a alteracdo de pH
(BRUXEL et al., 2012;HONARY & ZAHIR, 2013).

O ponto em que a carga de superficie se encontra igual a 0 mV é o ponto
isoelétrico (PI), significando que neste ponto, os protons do sistema séo
requeridos para neutralizar a carga negativa presente na superficie da
nanogoticula (HONARY & ZAHIR, 2013). O PI encontrado nas nanoemulsdes de
pequi estdo préximas do pH 5, como é possivel notar nafigura 20.

Em tumores solidos, o microambiente tumoral encontra-se acido e a
membrana das células carregadas negativamente. Sendo assim, a alteracao pH-
dependente na carga de superficie de nanoemulsdes pode ser considerada uma
vantagem para que essas formulacdes possam ser utilizadas para tratamentos
de tumores, promovendo uma maior interacdo entre as células e as
nanogoticulas no meio acido (GARCIA- MARTIN,2006).
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4.5. Avaliacdo da estabilidade de nanoemulsdes apds diluicdo em série

.Nanoemulsbes muitas vezes s&o confundidas com as microemulsoes,
porém as principais diferencas classicas entre nanoemulsdes e microemulsdes
estd na gama de tamanhos das goticulas e caracteristicas de estabilidade.
NanoemulsGes sdo termodinamicamente instaveis, isto €, ocorre separacao de
fases na mudanca de temperatura. No entanto, as nanoemulsées podem ser
cineticamente estaveis em grande espaco de tempo (GUPTA, 2016), ou seja,
mesmo sofrendo mudancgas, como por exemplo adi¢cdo de agua, vao permanecer
com as mesmas caracteriscas.

Entdo, as nanoemulsdes produzidas foram avaliadas apds serem
submetidas a uma diluicdo seriada, onde adicionamos mais diluente na
proporcdo de 1:1 seguidas vezes e avaliamos os parametros como aspecto
macroscopico. diametro hidrodinamico, Pdl e potencial zeta das nanoemulsdes,
(figuras 21,22 e 23).
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Figura 21 Figura - Gréfico comparativo entre odiametro hidrodindmico, das nanoemuls8es PeNE
(nanoemulsao de pequi); PeNE+PEG (nanoemuls@o de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemuls&o de dleo de pequi revestida com Acido Fdlico), apés diluicdo seriad a.
Como podemos observar na figura 21, o DH manteve estavel em ambas
as formulacdes e em todas as diluicGes testadas, principalmente PeNE+AF. Ja
o Pdl representado na figura 22, a PeNE na diluicdo em 32x teve uma pequena

diminuicdo, porém essa alteracdo nao foi significativa e se manteve estavel ao
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decorrer das diluicbes, apresentando assim que as formulacées se encontram

com o tamanho e polidispersividade no padrdo adotado pelo presente estudo.

051 & PeNE -= PeNE + PEG -+ PeNE + AF
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Figura 22 - Grafico comparativo entre o indice de polispersdo, das nanoemulsées a PeNE
(nanoemulsao de pequi); PeNE+PEG (nanoemulséo de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulséo de dleo de pequi revestida com Acido Folico), apos diluicdoseriada.

Ja em relacdo ao potencial zeta houve um aumento em maédulo, variando
o potencial Zeta de —27,40mV inicialmente a —48,00mV na diluic&o final (Figura
23), para PeNE. J4 PeNE+PEG e PeNE+AF ambas se mantiveram parecidas e
houve um pequeno aumento passando de —20mV para -30mV em mdédulo, mas
gue nao foi estatisticamente significativo. Entretanto, mesmo com essas poucas
mudancas ndo ha descaracterizacdo das nanoemulsfes, pois o Pdl continua <
0,300 e o DH <200nm.

Em relacédo aos aspectos macroscopicos, nao foi observado separacao
de fase ou formacéo de cremagem. No decorrer das diluigdes, as formulagdes
apresentaram aspecto mais translucido devido a adicdo de PBS 1x e o pH
permaneceu igual a 6.

Portando todas as formulagcdes analisadas continuam dentro dos padrdes
estabelecidos pelo estudo e caracterizam uma nanoemulsdo, mostrando serem
estaveis no teste de diluicdo seriada, sendo uma vantagem, visto que, pensando
em ensaios in vivo e em tratamentos clinicos futuros essas formulacées podem

passar por diluicdes ao serem administradas em pacientes, por iSso a
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importancia de analisar se essas formulagdes permanecem estaveis a variagéo

de diluicao
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Figura 23 - Gréafico comparativo entre o potencial zeta, das nanoemulsdes PeNE (nanoemulsdo
de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de oleo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF
(nanoemuls&o de dleo de pequi revestida com Acido Fdlico), apds diluic&o seriada.

4.6. Analise da viabilidade celular apos o tratamento

Ensaios de citotoxicidade in vitro representam estudos primordiais para
entender os efeitos e 0os mecanismos de acédo de novos tratamentos, sendo
assimuma etapa de grande relevancia e corresponde aum dos primeiros passos
da investigacao da nanotoxicidade, dentre esses ensaios temos o ensaio de
viabilidade celular, onde utilizamos o método de MTT, que baseia-se na medida
do dano induzido pelo composto/extrato em estudo no metabolismo celular, onde
a \Jiabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, é
quantificada pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e sollivel em
agua) a formazan (sal de coloracdo arroxeada e insolivel em agua) pela
atividade daquelas enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, sera
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (VC)
(Berridge, 1993; Mosmann, 1983).

Esse ensaio foi utilizado para investigar a atividade citotoxica das
formulacdes em células de cancer de mama, 4T1, em diferentes concentracdes,
sendo uma mais concentrada, 360ug/mL, uma intermediaria 180ug/mL e uma

menos concentrada 90ug/mL, nos tempos de 24h e 48h (figuras 24 e 25).
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Inicialmente optamos por fazer as nanoemulsées em diversas proporcoes
de PEG e de conjugado acido folico PEG, variando de 2% a 0% em molaridade
em relacdo a proporcéo de fosfolipidios totais da formulagdo. Com o intuito de
verificar se 0s outros componentes das nanoemulsfes poderiam apresentar
alguma atividade citotoxica, foi realizada a sintese de formulacdes em condicfes
similaresas das nanoemulsdes porém sem o Oleo de pequi. Tais formulacdes
foram denominadas como Branco (contendo apenas lecitina e PBS) e os
Brancos contendo as mesmas proporgdes de PEG e conjugado. O controle foi
considerado o valor absoluto de 100% de viabilidade celular e todos os grupos
foram comparados a este.

Os resultados obtidos no tempo de 24h estao representados na figura 24,
onde pode-se afirmar que houve efeito citotdxico de todas as formulagdes em
células de cancer de mama, apresentando uma atividade dose-dependente das
mesmas, ou seja, quanto maior a concentracdo da formulacdo, menor a
viabilidade celular variando entre + 70% e + 25% de VC, para 90ug/mL e
360ug/mL respectivamente para todas as nanoemulsdes. A concentracdo de
180pg/mL reduziu a viabilidade celular para £ 50% em todas as formulacdes,
portanto sendo a concentracdo escolhida para continuar 0s ensaios I n vitro
(Figura 24).
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Figura 24 - Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de cancer de mama (4T1), submetidas
aos tratamentos com diferentes concentragc6es (90pug/mL, 180pg/mL, 360pug/mL) de PeNE
(nanoemulsdo de pequi); Branco (formulagéo lecitina e PBS) em diferentes propor¢cdes de PEG
e Conj (conjugado acido félico PEG); Etanol e OL (6leo liwe) comparados com controle por 24
horas. Representacdo de média + desvio padrdo. Teste ANOVA e pés-teste Tukey (***: p<0,001).
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Figura 25 - Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de cancer de mama (4T1), submetidas
aos tratamentos com diferentes concentracdes (90ug/mL, 180pg/mL, 360pg/mL) de PeNE
(nanoemuls&o de pequi); Branco (formulagéo lecitina e PBS) em diferentes propor¢cdes de PEG
e Conj (conjugado acido félico PEG); Etanol e OL (6leo livre) comparados com controle por 48
horas. Representagdo de média + desvio padrao. Teste ANOVA e pés-teste Tukey (***: p<0,001)

Como todas as formulagbes apresentaram o mesmo perfil de
citotoxicidade, o critério de desempate para a escolha da proporcdode PEG a
ser utilizada nos proximos experimentos foi a citotoxicidade dos respectivos
brancos de cada formulagdo. O Branco com 2% de PEG na concentragéo de
360ug/mL reduziu um pouco a viabilidade celular para £80%, sendo pouco
significativo. Analisando isoladamente os demais brancos que possuem o
conjugado, € possivel notar que o branco com 2% de conjugado foi o que
apresentou uma maior toxicidade em comparag&o aos demais, sendo assimuma
propor¢ao ja descartada. As proporgdes de 1,0% e 0,5% de conjugado
apresentaram o perfil parecido, entdo o critério de escolha foi a quantidade de
conjugado na formulacéo, portanto a propor¢éo 1% de PEG e 1% de conjugado
foi escolhida para dar continuidade ao estudo, sendo denominada de PeNE+AF.
Ja a viabilidade celular analisada no periodo de 48h (figura 25) mostrou

que todas as nanoemulsdes reduzem de forma significativa a VC de maneira
dose-dependente, mas ndao havendo mudanca entre elas, houve reducéo da VC
para = 11% na maior concentracdo (360ug/mL). O branco demonstrou um
aumento da viabilidade para +140% quando tratado na menor concentracao,
podendo ser um indicativo de proliferacdo celular. Como nesse periodo de

analise, os tratamentos reduziram muito a viabilidade celular, se torna inviavel
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usar esse tempo para os demais ensaios, Visto que ndo haver4 ndmero de
células suficiente para a realizacdo dos mesmos, sendo assim foi selecionado o
periodo de 24h para dar continuidade aos ensaios.

Em estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
(OMBREDONE, 2018) utilizando nanoemulsdo a base de d6leo de pequi
associada a &cido anacardio em células 4T1-Luc, observou-se uma reducao da
viabilidade dose dependente, chegando até a 30% de VC na maior concentracao
testada que foi 540 pug/mL, demonstrando o efeito citotoxico desse tratamento.
Ja em estudos realizados por Yassemi et al, 2020, revela que hd& um aumento
da citotoxicidade de nanoparticulas lipidicas solidas quando modificadas com
acido folico em células de cancer de mama MCF-7, o que pode ser atribuido a

endocitose mediada por receptor de folato.

4.7. Morfologia Celular

A morfologia celular € um importante indicativo de viabilidade, alteractes
severas desencadeadas por agentes citotoxicos geralmente culminam na
modificacdo da morfologia celular. Portando células 4T1 foram avaliadas quando
aos seus aspectos morfologicos apds 24h de tratamento com nanoemulsées de
pequi naconcentragéo de 180ug/mL.

Como observado nas imagens, obtidas por microscopia de contraste de
fase (figura 26), as células do grupo controle (sem tratamento) apresentaram
morfologia peculiar desta linhagem (4T1) contendo caracteristicas como
presenca de Varias projecdes da membrana citoplasméatica e formato fusiforme.
Ja as células expostas aos tratamentos com as nanoemulsfes mostraram-se
menores e mais arredondada, o que sugere uma morte celular por apoptose,
pois células apoptdticas sdo caracterizadas pela desidratacdo e reducdo do
volume e granulosidade celular, ondulagbes na membrana plasmatica, aumento
do volume mitocéndrial e condensacdo do material genético (MAIJNO, 1995;
DARZYNKIEWIC Z et al., 1997)
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iy
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Figura 26 - Aspecto morfolégico de células de cancer de mama (4T1-Luc) por microscépio de
contraste de fase 40x. Representadas na escala de 100um. As células foram expostas
nanoemulsdo PeNE (nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi
revestida com Acido Fdlico); OL (6leo livre) por 24 horas na concentragéo de 180pg/mL.

4.8. Efeito das nanoemulsfes a base de 6leo de pequi na proliferacéo
celular de 4T1.

O controle da proliferagdo celular em células tumorais € considerado uma
eficiente estratégia para prevenir ou retardar o crescimento tumoral (MOLINARI,
2000). Para analisar se as nanoemulsbes alteram a proliferacdo celular de
células de cancer de mama 4T1, foram avaliados seus efeitos no ndmero de
células e no ciclo celular apos o tratamento na concentragdo de 180ug/mL no
periodo de 24h, sendo uma avaliacdo a curto prazo (figuras 27 e 28) e também
foi avaliado sua proliferacdo celular a longo prazo através do ensaio de
clonogenicidade (figura 28).

Como € possivel observar na figura 27 apos 24 horas de incubacdo,
PeNE+PEG e PeNE+AF reduziram significativamente o nimero de células 4T1
(1,59 e 1,64 x 106 células/mL, respectivamente; p< 0,05), quando comparada ao
controle. Tais dados mostram que esses tratamentos estdo relacionados a
reducdo da proliferacao celular. Os brancos, PeNE e o 6leo livre ndo apresentam

reducdo significava do namero total de células. Para melhor investigar esse
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efeito a fragmentacéo de DNA e o ciclo celular de células 4T1 também foram

avaliados.
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Figura 27 - O nimero total de células de cancer de mama (4T1-Luc) tratadas com nanoemulsdo
PeNE (nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsao de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulsdo de dleo de pequi revestida com Acido Fdélico); Branco (formulacéo
lecitina, Acido Fdlico e PBS); OL (dleo liwe), na concentragdo de 180ug/mL comparados com
controle por 24h. Esse resultado obtido por meio da contagem total das células em camara de
Neubauer apds o tempo de incubacdo. Representacdo de média =+ desvio padréo. Teste ANOVA
e pos-teste Tukey (*: p<0,05)

Para a avaliacao dociclo celular foi realizado ensaio de citometria de fluxo
nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. Como ilustrado na figura 28, é
possivel observar que ambas condi¢des em que as células foram expostas cerca
de £60% das células estado na fase G1, +20% na fase S e +20% corresponde a
fase G2/M em, demonstrando que nenhum tratamento alterou de forma
significativa o perfil do ciclo celular de células 4T1 quando comparadas ao
controle, o mesmo efeitofoi observado em Ombredone 2018. Portando podemos
inferir que a diminuicdo da proliferacdo celular induzida por PeNE+PEG e

PeNE+AF ndo esta associada a alteracao do ciclo celular.
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Figura 28 - Avaliagdo do ciclo celular por citometria de fluxo de células de cancer mama (4T1 -
Luc) por citometria de fluxo. As células foram expostas a nanoemulsédo PeNE (nanoemuls&o de
pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com PEG); PeNE+ AF
(hanoemulsdo de dleo de pequi revestida com Acido Félico); Branco (formulacéo lecitina e PBS);
Branco PEG (formulacéo lecitina, PEG e PBS); Branco AF (formulagéo lecitina, Acido Fdlico e
PBS); OL (6leo liwe), na concentragdo de 180ug/mL comparados com controle por 24 horas. O
tampao fosfato foi usado como controle. Sendo avaliada pela média geométrica

Além disso, as células também foram avaliadas quanto a formacéo de
colénias apds a exposicdo ao tratamento por 24h. Apés 5 dias de incubacéo as
células apresentaram formacdo de colbnias e estavam firmemente aderidas a
placa de cultura, que depois de coradas foi realizada a contagem do namero de
coldnias e calculada a fracdo de sobrevivéncia (FS) das células, representando
a proliferacdo celular a longo prazo.

Como podemos observar na figura 29, as células expostas aos
tratamentos PeNE e PeNE+AF reduziram a fracdo de sobrevivéncia das células
para +0,43 e +0,33, respectivamente, sendo significativo quando comparadas ao
grupo controle (p<0,001). Os brancos, PeNE+PEG e o 6leo livre ndo apresentam

reducdo significava da FS.
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Figura 29- Ensaio de formacédo de coldnias. Fragcdo de sobrevivéncia de células de cancer de
mama (4T1l-Luc) tratadas com nanoemulsdo PeNE (nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG
(nanoemulsédo de 6leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemulsédo de 6leo de pequi
revestda com Acido Fdlico); Branco (formulacdo lecitina e PBS); Branco PEG (formulacdo
lecitina, PEG e PBS); Branco AF (formulag&o lecitina, Acido Félico e PBS); OL (6leo livre), na
concentragdo de 180pg/mL comparados com controle por um periodo total de 5 dias.
Representagdo de média + desvio padrao. Teste ANOVA e pés-teste Tukey (***: p<0,001)

O tratamento com PeNE+AF foi a formulagc&o que reduziu a proliferacéo
celular em ambas as analises, tanto em curto quanto a longo prazo, porém sem
apresentar mudanca no ciclo celular. Em seguida, os efeitos das nanoemulsdes
em estruturas celulares importantes como 0 DNA, o lisossomo, a mitocéndria e

a membrana plasmatica foram analisadas.

4.9. Citometria de Fluxo (Fragmentac&o de DNA, Lissosomo, Potencial de

membrana mitocrondrial e integridade de membrana)

Ensaio de citometria de fluxo foi realizado para investigar o efeito das
amostras na fragmentacdo do DNA das células de adenocarcinoma mamario
murino 4T1-luciferase apos periodo de 24h de exposicdo. Esse fendbmeno é
considerado como sendo um indice de morte celular por apoptose tardia,
desencadeado aplds a ativacdo de caspases, que ativam endonucleases
contribuindo para a intensa fragmentacdo de DNA e condensac¢ao da cromatina
(SAVILL et al., 2000) e/ou necrose. Como observado na Figura 30, foi possivel
observar que PeNE+PEG e PeNE+AF teve 118,60%, £21,23% de DNA

fragmentado, respectivamente, sendo estatisticamente significativo em



69

comparacdo ao controle. O Oleo liwve e os brancos ndo apresentaram

fragmentacdo de DNA.
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Figura 30 - Avaliagdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo de células de cancer
mama (4T1l-Luc) por citometria de fluxo. As células foram expostas a nanoemulsdo PeNE
(nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com PEG);
PeNE+AF (nanoemulsdo de déleo de pequi revestida com Acido Fdlico); Branco (formulacéo
lecitina e PBS); Branco PEG (formulag&o lecitina, PEG e PBS); Branco AF (formulagao leciti na,
Acido Fdlico e PBS); OL (Gleo livre), na concentra¢cdo de 180ug/mL comparados com controle
por 24 horas. O tampé&o fosfato foi usado como controle. A avalicdo de fragmentacdo de DNA foi
avaliada pela média geométrica (A) e pela intensidade de fluorescéncia de lodeto de prodideo
(B). ANOVA a dois fatores: diferenca significativa entre os grupos p <0,05 (teste post hoc de
Tukey). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos .

Também foi realizado ensaio de citometria de fluxo para avaliar a
permeabilizacdo da membrana lisossémica (PML) em células 4T1, apos 24 horas
de exposicao aos tratamentos na concentracéo de 180ug/mL para investigar se
a associacao do acido félico na superficie da nanoemulsdo a base de 6leo de

pequi aumenta sua internalizacdo e se ha mudanca no PML das células,
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sabendo que em estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa nanoemulsbes a base de 6leo de pequi alteram esse parametro
(OMBREDONE, 2018).

ApOs a exposicdo ao tratamento com as nanoemulsbes houve uma
reducdo significativa do sinal de fluorescéncia do laranja de acridina em ambos
os tratamentos como € possivel observar na figura 31, porém ndo ha mudanca
significativa entre os tratamentos, demonstrando que mesmo com a modificacao
da superficie o efeito da nanoemulsdo ndo modificada foi preservada nesse
aspecto. O 6leo live e os brancos nao alteraram a acidez do lisossomo,
demonstrando que os excipientes da formulacdo ndo alteraram o PML das
células de cancer de mama 4Tl nessa concentracdo e tempo analisados,
evidenciando que a nanoemulsdo potencializa o efeito do 6leo e ele que
proporciona tais efeitos celulares

Por um longo tempo, os lisossomos eram Vistos apenas como
compartimentos de reciclagem e lixo das células (TODKA, et al., 2017). mas hoje
emdia, também sao vistos por sua permeabilizacéo lisossémicae a liberacéo de
proteases no citosol e recentemente tem sido associado as mitocondrias por
desempenhar um papel na morte das células cancerosas (BARTEL K, 2019).
Sabe-se que o lisossomo esta ligado aos processos de morte celular, como
apoptose e autofagia, portanto a presenca de proteases lisossdémicas no citosol
desencadeia a liberagéo e a disfuncdo mitocondrial (GUICCIARDI, et al., 2004).
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Figura 31- Atividade lisoss6mica de células de cancer mama (4T1-Luc) por citometria de fluxo.
As células foram expostas PeNE(nanoemulséo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulséo de dleo de
pequi revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemuls@o de 6leo de pequi revestida com Acido
Folico); Branco (formulacdo lecitina e PBS); Branco PEG (formulacdo lecitina, PEG e PBS);
Branco AF (formulagéo lecitina, Acido Félico e PBS); OL (6leo liwe) por 24 horas na concentrag&o
de 180pg/mL. O tampéo fosfato foi usado como controle. O estado funcional do lisossomo foi
medido por Laranja de Acridita (LA) com representacdo da porcentagem de células (A) e
intensidade de fluorescéncia da LA (B). ANOVA a dois fatores: diferenca significativa entre os
grupos p <0,05 (teste post hoc de Tukey). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos.

O potencial da membrana mitocondrial (PMM) foi outra analise realizada
por citometria de fluxo. A mitocondria é responsavel pela producdo de energia
celular e tem um papel crucial no processo de apoptose, principalmente pela via
inrinseca 21. A alteracdo da MMP €& um evento precoce do processo de
apoptose que causa a liberacdo do citocromo ¢ no citosol, o inicio da ativacao
da caspase e a morte celular pela apoptose 22.

Como observado na figura 32, houve despolarizacéo significativa em

células expostas a todas as nanoemulsées e ao 6leo livre, ja os brancos ndo
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alteraram de forma significativa o PMM em relag&o ao controle. Sendo que PeNE
e Oleo livre apresentaram maior despolarizacdo sendo equivalente a +90% e

+87% respectivamente, PeNE+PEG de +81,6% e PeNE+AF apresentando o
menor despolarizacdo sendo equivalente a £42,5%. Essa despolarizacao pode
estar associada com o mecanismo de morte celular por apoptose pela via
intrinseca. Demonstrando assim que a modificacdo da nanoemulsdo com acido

félico alterou o parametro analisado.
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Figura 32- Atividade do potencial de membrana mitocondrial (PMM) de células de cAncer mama
(4T1-Luc) por citometria de fluxo. As células foram expostas PeNE(nanoemulsdo de pequi);
PeNE+PEG (nanoemulsao de 6leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemulsao de
dleo de pequi revestida com Acido Fdlico); Branco (formulagéo lecitina e PBS); Branco PEG
(formulagéo lecitina, PEG e PBS); Branco AF (formulacéo lecitina, Acido Félico e PBS); OL (6leo
liwe) por 24 horas na concentragdo de 180ug/mL. O tampéo fosfato foi usado como controle. O
estado funcional do PMM foi medido por Rodamina. com representacdo da porcentagem de
células (A) eintensidade de fluorescéncia da LA (B). ANOVA adois fatores: diferenca significativa
entre 0s grupos p <0,05 (teste post hoc de Tukey). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos
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Diante dos resultados apresentados podemos inferir que um possivel
mecanismo de acdo dessas nanoemulsdes seria a morte celular por apoptose,
gue é um modo de morte celular programada para eliminar danos e células
antigas do sistema sem afetar outros tecidos, no entanto, as células cancerosas
evitam a apoptose e sustentam a proliferacdo. A inducdo de apoptose usando
agentes antitumorais € uma estratégia essencial para dominar a carcinogénese.
A apoptose é coordenada por componentes criticos conhecidos como caspases.
A caspase-3 desempenha um papel crucial no processo de apoptose. A ativagéo
da caspase-3 finalmente leva a fragmentacéo do DNA e morte celular (YASSEM,
et al., 2019).

A alteracdo do PML pode desestabilizar as trocas de calcio (Ca2+) com
outra organela abundante, o reticulo endoplasméatico (RE). O RE é responsavel
pela regulacdo da sintese de proteinas e da homeostase do Ca2+ 29. O Ca2 +
é principalmente armazenado no RE e realiza um papel importante como
regulador do metabolismo celular e esta envolvido em processos fisiologicos
como proliferacdo celular e apoptose. Portando pode-se inferir que ha um
desequilibrio de Ca2+ provocado pelas nanoemulsdes, sugerindo um possivel
mecanismo de morte celular por apoptose.

Estudos realizados por Atefeh Yassem, 2019, demonstraram claramente
gue nanoparticulas lipidicas solidas modificadas com acido félico pode ser
benéfico para induzir apoptose mediada por caspase-3 de maneira especifica a
células de cancer de mama MCF-7. O &cido fdlico (AF) € um ligante de alta
afinidade para o receptor de folato (RF), sendo assim o AF é um dos ligantes
mais estudados no direcionado de medicamentos. Os RF mediam a
internalizac&o celular via endocitose mediada por recepto de conjugados de
folato mesmo apods a derivatizacdo de um de seus grupos carboxila, podendo
assim ser um método para a entrega intracelular direcionada de agentes
terapéuticos para as células que expressam RF (NOGUEIRA et al, 2015).

Portanto, uma via de interacdo nanoemulsdo-célula possivel, seria a
endocitose mediada por receptor, uma vez que comeg¢a com 0s conjugados de
folato se ligando a superficie celular comRF, apos ainvaginacao e internalizacéo
da membrana para formar uma vesicula endocitica, o pH do limen da vesicula
diminui pela acdo das bombas de protons localizadas na membrana
endossOmica. Essa acidificagcdo permite a liberacéo do ligante e sua entrega no
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citosol ou ao lisossomo, através de uma alteragcdo conformacional na proteina.

Finalmente, o FR é reciclado de volta a superficie da célula, permitindo a entrega

de folatos adicionais que se conjugam nacélula alvo. (NOGUEIRA et al, 2015).

Outra caracteristica analisada foi a integridade de membrana das células

apds o tratamento. Como ilustrado na Figura 33, as células tratadas com as

nanoemulsdes demonstraram +20% de células com membrana lesionadas. Néao
apresentando diferenca estatistica entre as diferentes nanoemulsoes.
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Figura 33 - Ensaio de azul de Tripan. Células de cancer de mama (4T1-Luc) tratadas com a
nanoemulsdo PeNE (nanoemulsdo de pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de o6leo de pequi
revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemuls&o de 6leo de pequi revestida com Acido Fdlico); OL
(6leo livre) por 24 horas na concentragcdo de 180upg/mL (A) As células Vidweis (células nédo
tingidas) e as células ndo vidveis (células tingidas) foram contadas no hematocitdmetro e os
dados sdo representados em porcentagem de células. As experiéncias foram realizadas em
triplicata e bidirecional ANOVA foram realizadas (*: p<0,05).

Geralmente, a alteragcdo na membrana plasmatica é uma caracteristica
atribuida ao tipo de morte celular denominado necrose. Resumidamente, a
necrose inicia com danos fisicos severos a célula, levando a ruptura abrupta da
membrana plasméatica e a liberacdo do seu contetdo citoplasmatico (MAJNO,
1995). No entanto, € preciso ter cautela ao associar essa caracteristica somente
a necrose. Células em estagios avancados de apoptose sdo semelhantes as
células necroticas. Essa semelhangca é de tal ordem que alguns autores
sugeriram um termo para caracterizar esse estagio: “necrose apoptotica”
(MAJNO, 1995). Sendo assim, células na fase final da apoptose também
apresentam alteracdes na estrutura da membrana plasmética (LEIST et al.,
2001).
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4.10. Ensaios de migracao e invasdo (wound healing e RTCA)

Migracdo e invasdo sao fatores biologicos vitais e caracteristicos de
células tumorais agressivas e malignas. A metastase é um grande problema no
tratamento do cancer e um indicador de mau progndstico entre pacientes com
cancer, € um tumor fisioldgico bastante complexo, que pode se desenvolve r
depois de anos ou mesmo décadas do diagnéstico do tumor primario. O
carcinoma mamario 4T1 é uma linhagem altamente tumorigénica e agressiva,
podendo migrar para varios locais distantes, incluindo linfonodos,sangue,
cérebro, pulmdo, figado e osso (Yueh-Jung Wu,2020). Para superar esse
obstaculo, € necessario estratégias para interromper as atividades fisiolégicas
necessarias para o crescimento e sobrevivéncia do tumor.

Afim de investigar a capacidade de migracdo das células sobreviventes
apos o tratamento com as nanoemulsdes foi realizado o ensaio de ensaio de
wound healing em células 4T1 apds o tratamento com as nanoemulsbes na
concentracdo de 180 ug/mL por um periodo de 24h, onde apés esse periodo foi
feito uma ferida nas células sobreviventes e foi feito o registro das fotos no tempo
de Oh e ap6s 24h (figura 34), para assim analisar a area inicial e final da ferida,
comparando aos seus respectivos pogos iniciais, identificando a porcentagem de
migracdo das células.
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Figura 34 - Migracao de células de cancer de mama (4T1l-Luc) medida pelo ensaio wound
healing. As células foram previamente tratadas com nanoemulsdo a PeNE (nanoemulsdo de
pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de o6leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF
(nanoemuls&o de 6leo de pequi revestida com Acido Folico); Branco (formulago lecitina e PBS);
Branco PEG (formulag&o lecitina, PEG e PBS); Branco AF (formulago lecitina, Acido Fdlico e
PBS); OL (6leo live), na concentragdo de 180pg/mL comparados com controle por 24 horas.
Linhas vermelhas representam a area da ferida. Quantificagdo da porcentagem de fechamento
da ferida em relag&o ao controle medida pela Imagem J. ANOVA de uma via (*** p <0,05).

Depois de calculada a porcentagem de migracao, todos os grupos foram
avaliados em comparacao ao grupo controle no que diz respeito a porcentagem
de migracao apo6s 24h, onde o fechamento da ferida foi equivalente a +53% apos
24h, demonstrando como esperado a capacidade de migracédo das células 4T1.
O grupo tratado com o Branco apresentou um fechamento *81%, mostrando

uma capacidade de migragao estatisticamente significativa maior comparada ao

grupo controle, colaborando com o resultado de MTT no periodo de 24h onde a
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viabilidade celular também foi maior em relagcdo ao controle, onde podemos
inferir que teve um aumento no numero de células nessa condicao (figuras 33).
Ja os brancos PEG e AF migraram equivalente ao controle.

Quando comparamos os tratamentos feitos com as nanoemulsdes,
PeNE+PEG, PeNE, PeNE+AF, a ferida foi fechada +32%, +30% e +17%
respectivamente, demonstrando uma reducao significativa da migracéo
comparados aos controle, onde PeNE+AF foi a que melhor inibiu a migragéo. O
Oleo livre ndo teve diferenca em comparacdo ao controle, evidenciando que
quando ele é nanoestruturado seu efeito € potencializado (figura 34).

O analisador de células em tempo real (RTCA) é uma tecnologia baseada
em impedancia que pode ser usada para monitoramento em tempo real das
propriedades das células, como aderéncia, proliferacdo, migracéo, invasao e
citotoxicidade ((MORINI et al., 2015). Resultados obtidos no RTCA, todas as
formulacbes reduziram a migracdo, com destaque para a PeNE+PEG e
PeNE+AF que reduziram significativamente a migracdo celular comparada ao
controle como observado abaixo na figura 35. Essa diminuicdo da migracao
corrobora com resultados obtidos pelo ensaio de wound healing, O 6leo livre
migrou como o controle, demonstrando assim gque mais uma vantagem no uso
sistema nanoestruturado.
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Figura 35- Analise de migragdo em células em tempo real. Perfil da migragdo de células de
cancer de mama (4T1l-Luc), ap6s o tratamento com nanoemulsdo PeNE (nanoemulsdo de
pequi); PeNE+PEG (nanoemulsdo de O¢leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF
(nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com Acido Félico); OL (6leo livre) por 24 horas na
concentragdo de 180pg/mL ANOVA unidirecional (pds-teste de Tukey) ** = p <0,05
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Em estudo realizado por PAKDEMIRLI, et al 2019, que examinou o efeito
do &cido folico em células endoteliais, observou-se que entre os grupos tratados,
a taxa mais rapida de fechamento de feridas foi observada nas células tratadas
com acido fdlico. Ja Hui- Chen Wang et al, 2019, investigaram se o acido félico
associado a progesterona (que é uma indudora de proliferacéo celular) interfere
na migracdo de células de cancer de mama, onde foi observado que essa
associacao aboliu a proliferacéo e migracao de células de cancer de mama. Esse
efeito também foi visto em Reza Abazari et al, 2019, demonstrou que estrutura
metal-organica funcionalizada com amina do &cido folico também inibe a
migracao de MCF-7.

Para o0 ensaio de invasao também utilizando a técnica de RTCA, foi
possivel observar na figura 36, que as células tratados com PeNE+AF e PeNE
perderam de maneira significativa a capacidade de invasdo. JA PeNE+PEG
aumento essa capacidade em comparagcao ao controle. Portanto com base nos
resultados apresentados as células tratadas com PeNe+AF foram as que

apresentacdo menor indice de migracéo e invasdo de células 4T1.
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Figura 36 - Analise de invasédo de células em tempo real. Perfil de invasao de células de cancer
de mama (4T1-Luc), apos o tratamento com nanoemulsdo PeNE (nanoemulsdo de pequi);
PeNE+PEG (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemulséo de
Oleo de pequi revestida com PEG); PeNE+AF (nanoemulsdo de 6leo de pequi revestida com
Acido Fdlico); OL (dleo liwe) por 24 horas na concentracdo de 180ug/mL ANOVA unidirecional
(p6s-teste de Tukey) ** =p <0,01.

Os resultados dos ensaios biol6gicos em células de cancer de mama
(4T1) apdbs 24 horas de exposicao as PeNE, PeNE+PEG e PeNE+AF foram
compilados na tabela 4.
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Tabela 4 - Compilacdo dos resultados dos ensaios bioldgicos em células de caAncer de mama
4T1 apds 24h de exposicdo a nanoemulsfes a base de d6leo de pequi na concentragdo de

180pg/mL

ENSAIOS IN VITRO

PeNE

PeNE+PEG

PeNE+AF

VIABILIDADE CELULAR
MORFOLOGIA
PROLIFERACAO CELULAR CP
PROLIFERACAO CELULAR LP
FRAGMENTACAO DE DNA
CICLO CELULAR
PERMEABILIZACAODA MEMBRANA
LISOSSOMICA
POTENCIAL DA MEMBRANA
MITOCONDRIAL
INTEGRIDADE DE MEMBRANA
MIGRACAO WH
MIGRACAO RTCA
INVASAO RTCA
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5.CONCLUSAO

Foi possivel obter o conjugado de acido folico com PEG40 e com isso
desenvolver as nanoemulsdes a base de 6leo de pequi modificadas eficazmente,
sendo estaveis quando armazenadas a 4°C por 30 dias. Também possuem a
capacidade de se manterem estaveis a alteracfes de pH e diluicdes, o que
propicia a administracdo endovenosa dessas formulagdes, pois neste processo
ha alternancias de diluicdo na corrente sanguinea e o pH do alvo pode ser
diferente do pH das nanoemulsdes.

Foi observado que em teste de viabilidade celular, células de cancer de
mama 4T1 apresentaram uma significativa citotoxicidade. As células tratadas
com PeNE+AF apresentaram fragmentacdo de DNA, alteracdo do potencial
mitocondrial, lesdo de membrana plasmatica e reduziu a proliferacdo celular a
curto e a longo prazo ao serem expostas por 24 horas na concentragéo de
180pg/mL, ndo se pode determinar com exatiddo o tipo de morte das células,
mas ficou evidente que a maioria delas estavam em processo de mortalidade por
apoptose. Porém mais estudos sdo necessarios para confirmacdo de seus
mecanismos.

Em suma, as nanoemulsbes modificadas com &cido félico apresentam
promissoras atividades antitumorais. Espera-se que futuramente essa estratégia
possa ser uma possibilidade de tratamento ou tratamento adjuvante para o
cancer de pele ndo melanoma, uma vez que esse tipo de cancer tem expressivas
taxas de incidéncia no Brasil e seu tratamento atual pode apresentar efeitos

colaterais severos.
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