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RESUMO

A Macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart) € uma planta nativa que
esta presente em grande parte da América do Sul. Sabe-se que o 6leo oriundo
da polpa do fruto é rico em &cidos graxos insaturados, carotenoides e fendis
totais, possuindo assim aplicagcdo para a industria alimenticia, de pecuaria e
energética. Além disso, estes compostos sdo comumente relatados por suas
atividades antioxidantes, que sao de grande valor para a industria farmacéutica
no processo de regulacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS). Em
processos de metabolizacédo celular sdo comuns a liberacdo dessas espécies
que, em desequilibrio, podem causar danos as ceélulas levando a processos
tumorais. Dados de 2018 indicam cerca de 9,6 milhdes de 6bitos mundialmente
pela doenca, sendo o tipo mamario o maior causador de morte entre mulheres
no cenario brasileiro e global. Tratamentos tradicionais como cirurgias,
radioterapias, quimioterapias e hormonioterapias apresentam diversos efeitos
colaterais e dificuldade de agdo em alguns tipos de cancer de mama. Visando
encontrar uma alternativa terapéutica, micelas contendo 6leo de polpa de
macauba (MP-OM) foram desenvolvidas e avaliadas frente sua atividade
citotoxica, antiproliferativa e antimigratoria in vitro e na inibicdo do crescimento
tumoral in vivo. A caracterizagcado fisico-quimica demonstrou que as micelas
apresentaram diametros hidrodinamicos meédios de 105 nm, indice de
polidispersao (Pdl) de 0,12 e potencial Zeta de —17,5 mV. A MP-OM apresentou
diminuicdo da viabilidade de células tumorais (MDA-MB-231 e 4T1) na
concentragéo de 0,386 ug/mL (C1) em 48h e 72h. Nao foi observada nenhuma
toxicidade em células n&o tumorais (L929). O ensaio de clonogenicidade
apresentou reducao que variou de 97% a 81,9% na concentragdo mais alta de
MP-OM, enquanto o de migracao (Wound Healing) reduziu em mais de 40%
quando comparado ao grupo controle. /n vivo, a MP-OM inibiu significativamente
o0 aumento tumoral. Concluimos que o método utilizado para a produgao das MP-
OM foi efetivo para a obtencdo de nanoparticulas com tamanho satisfatério e
distribuicdo homogénea, e os resultados dos testes de viabilidade celular,
proliferagdo, migragao e in vivo demonstraram resultados promissores para o
tratamento de células de cancer de mama.

Palavras-Chave: Oleo de Macauba. Micela Polimérica. Nanocarreador, cancer
de mama, in vivo, in vitro.



ABSTRACT

Macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart) is a native plant that is
present in much of South America. It is known that the oil from the fruit pulp is
rich in unsaturated fatty acids, carotenoids and total phenols, thus having
application in the food, livestock and energy industries. In addition, these
compounds are commonly reported for their antioxidant activities, which are of
great value to the pharmaceutical industry in the process of regulating reactive
oxygen species (ROS). In processes of cellular metabolism, the release of
species that, in imbalance, can cause damage to cells leading to tumor processes
are common. Data from 2018 indicate about 9.6 million deaths worldwide from
the disease, with the breast type being the biggest cause of death among women
in the Brazilian and global scenario. Traditional treatments such as surgery,
radiotherapy, chemotherapy and hormone therapy have several side effects and
difficulty in acting in some types of breast cancer. Aiming to find a therapeutic
alternative, micelles containing macauba pulp oil (MP-OM) were developed and
evaluated for their cytotoxic, antiproliferative and antimigratory activity in vitro and
in the inhibition of tumor growth in vivo. The physicochemical characterization
showed that the micelles presented mean hydrodynamic diameters of 105 nm,
polydispersity index (Pdl) of 0.12 and Zeta potential of —17.5 mV. MP-OM showed
a decrease in tumor cell viability (MDA-MB-231 and 4T1) at a concentration of
0.386 ug/mL (C1) at 48h and 72h. No toxicity was observed on non-tumor cells
(L929). The clonogenicity assay showed a reduction ranging from 97% to 81.9%
at the highest concentration of MP-OM, while the migration assay (Wound
Healing) reduced by more than 40% when compared to the control group. In vivo,
MP-OM significantly inhibited tumor growth. We conclude that the method used
for the production of MP-OM was effective for obtaining nanoparticles with
satisfactory size and homogeneous distribution, and the results of cell viability,
proliferation, migration and in vivo tests showed promising results for the
treatment of cells of breast cancer.

Keywords: Macauba Oil. Polymeric Micelle. Nanocarrier, breast cancer, in vivo,

in vitro.
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1 INTRODUGAO

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. € o nome cientifico da
conhecida popularmente como "Bocaiuva" ou “Macauba”, palmeira de ampla
distribuicdo no Brasil e no continente Americano. Seus frutos possuem grande
quantidade de 6leo de polpa, ricos em acidos graxos saturados de cadeia curta
(acido laurico e acido oleico como os principais), além de compostos bioativos,
como B-caroteno e a-tocoferol, de importante acdo antioxidante (ROCHA et al.,
2013; ARENA et al, 2018; BAZZO et al., 2018).

Estudos vem demostrando os beneficios da macauba como fonte
alternativa em tratamento de patologias. Silva (2018) demonstrou que o 6leo da
polpa apresentou atividades no controle da diabetes e antioxidantes sem causar
citotoxicidade in vivo em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Outro
trabalho, realizado por Magoso (2016) indicou a utilizagdo do éleo da améndoa
e a polpa do fruto da Macauba como substancias quimiopreventivas, garantindo
efetividade e prevenindo efeitos adversos dos tratamentos convencionais do

cancer.

O cancer é conhecido como um grupo de doengas caracterizadas por um
crescimento descontrolado e intensa divisdo celular (HARFOUCHE e MARTIN,
2010). Em 2018, dados indicaram que a patologia superou a marca de 9,6
milhdes de ébitos mundialmente, sendo assim a segunda maior causa de mortes
nos tempos atuais (WHO, 2018). Dentre os tipos de cancer, 0 mamario aparece
correspondendo a principal incidéncia de morte entre mulheres no cenario
brasileiro e global, tanto em paises de alta, quanto os de baixa renda. Dados do
Instituto Nacional de Céancer Jose Alencar Gomes da Silva (INCA) estimam um
impacto epidemiologico de 66 mil novos casos (ambos 0s sexos) para o triénio
de 2020-2022 (BRASIL, 2020).

Existem diversos tratamentos direcionados para o cancer de mama,
sendo esses divididos em locais (cirurgias conservativas ou mastectomia e
radioterapia) ou sistémicos (quimioterapia, imunoterapia e hormonioterapia).
Entretanto, ambos os tipos apresentam diversos efeitos colaterais significativos,

como problemas imunoldgicos, cardiovasculares, dermatolégicas, dores,
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enddcrinos, sexuais, gastrointestinais, psicologicos, estéticos e outros (SAAD et
al., 2002; ACS, 2018).

Nesse contexto, buscando encontrar uma nova alternativa terapéutica no
tratamento de tumores aos tratamentos convencionais, a macauba surge como
uma fonte em potencial para o desenvolvimento de pesquisas e exploracido na

area.

Uma forma de potencializar seu efeito € utilizar nanocarreadores,
estruturas usadas para modular a entrega e liberagdo de farmacos e
substancias. Dentre os diversos modelos de nanoestruturas, as micelas
poliméricas se destacam como uma tecnologia promissora, devido ao seu tipo
de estrutura, que possui um nucleo interno hidrofobico, podendo hospedar
drogas hidrofébicas e melhorar sua solubilidade aquosa, e um revestimento
externo hidrofilico que serve como uma interface estabilizadora entre o nucleo
hidrofébico e o ambiente aquoso (KATAOKA et al., 1990; BATRAKOVA e
KABANOV, 2008, ALMEIDA et al., 2017).

Desse modo, o presente trabalho tem o objetivo o desenvolvimento de
micelas poliméricas contendo 6leo da polpa de macauba com o intuito de avaliar

a atividade antitumoral contra o cancer de mama na forma encapsulada e livre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACROCOMIA ACULEATA

“‘Macauba” é o nome popularmente conhecido da Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex Mart., pertencente a familia Arecaceae. Também chamada por
“Bocaiuva”, “Macauba”, entre outros, € uma planta de ampla distribuicdo na
América, frequentemente encontradas na faixa entre o México até a Argentina.
No Brasil, grande parte esta presente na regido Centro-Oeste, chegando a
colonizar também as regides Sudeste, Nordeste e Norte. Essa ampla area de
cobertura demonstra uma caracteristica ja conhecida da macauba: a facilidade
de adaptacao a diversos ecossistemas, potencializando a sua utilizagdo como
forma de reabilitar pastagens degradadas ou em sistemas agroflorestais (DE
OLIVEIRA, 2016; BAZZO et al., 2018).

A espécie se destaca por ter em média de 10 a 15 metros de altura,
podendo alcangar até os 25 metros e de 0,2 a 0,3 metros de didmetro em seu
tronco. Suas folhas possuem cerca de 4 a 5 metros de comprimento e recobrem
0 cume da palmeira, associados a espinhos que se distribuem de maneira
irregular (HENDERSON et al., 1995; ABREUS et al., 2011; BAZZO et al., 2018).

O periodo de floragdo acontece entre os meses de abril e junho, com o
amadurecimento dos frutos entre novembro e janeiro, podendo apresentar cerca
de 40 a 60 frutos por cada um dos cachos (LORENZI, 1996; DE OLIVEIRA, 2016;
MAGOSSO, 2015).

Figura 1. Exemplar da espécie Acrocomia aculeata.

(Fonte: Elaborada por Rodrigues, 2013).
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O fruto da macauba é constituido por epicarpo (casca) de coloragao
amarelada; mesocarpo comestivel, mucilaginoso e fibroso (polpa); endocarpo
(tegumento) duro e denso, firmemente aderido ao mesocarpo; e semente
(améndoa) adnata ao endocarpo, geralmente uma por fruto, sendo oleaginosa e
comestivel. Possuem formato esférico ou sutiimente achatado e seu didmetro
costuma variar de 2,5 a 5 centimetros (HENDERSON et al., 1995; DE OLIVEIRA,
2016; BAZZO et al., 2018).

Figura 2. Constituicdo do fruto da macauba.

Epicarpo
(casca) o

Endosperma © e < g o '
(améndoa) : _— ~ Mesocapo
{Polpa)

(Fonte: Adaptada de Paulo Hilst, 2020).

2.1.1 Potencial econémico e possiveis aplicagées industriais

A Macauba destaca-se economicamente através da sua alta producéo de
Oleo vegetal a partir de seus frutos e sementes, que permitem uma gama de
possibilidades de sua utilizagdo. Seu carater de maior longevidade da espécie
(50 a 150 anos), a alta capacidade de desenvolvimento em solos degradados,
funcionando como uma solucdo trifuncional de recuperacdo ambiental,
integracado social e desenvolvimento econémico, somados ainda ao facil plantio,

a tolerancia em temperaturas extremas e secas, e a possibilidade de utilizagao
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de todas as partes da planta sdo sedutores para produtores rurais e de grandes
producdes que buscam lucro. Em média, cerca de 80 kg do fruto da espécie sao
produzidos anualmente, o que pode gerar cerca de até 5000 kg de 6leo por
hectare. Essas caracteristicas podem representar geragao de receita ao produtor
de cerca de 30 mil reais por hectare plantado, aproximadamente, sendo uma
produtividade maior do que de outras espécies, como o 6leo de palma, apenas
por meio do plantio de sementes n&o selecionadas colhidas de plantas silvestres
(TICKEL, 2000; MAGOSSO, 2015; DE OLIVEIRA, 2016; CARVALHO, 2018;
COLOMBO et al., 2018).

Estudos demonstram que a macauba possui diversos tipos de aplicagdes,
que variam conforme a por¢cdo da planta, da madeira ao fruto. No setor
alimenticio, a polpa e a améndoa sao apreciadas na forma in natura, ou apos o
cozimento, e sdo escolhas de consumo pela populacao e por povos tradicionais,
como os quilombolas e indigenas. Além disso, podem ser utilizadas para o
preparo de outros tipos de alimentos como sorvetes, bolos, pagoca doce,
cocada, farinhas artesanais, “chiclete” de bugre, 6leo de cozinha, e outros
(RAMOS et al., 2008; DE OLIVEIRA, 2016).

Componente majoritario da porgédo mesocarpo do fruto, o éleo da polpa é
rico em acido oleico, e tem chamado a atencdo do setor alimenticio devido a sua
maior estabilidade oxidativa e operabilidade em baixas temperaturas. Além
disso, diversos estudos realizados apontam que o desenvolvimento da acidez no
O0leo da polpa de macauba acontece de forma muito mais lenta quando
comparado ao 6leo de palma, comumente utilizado. Dessa forma, os frutos
colhidos diretamente do cacho ou caidos que nao tenham tocado no solo podem
ser armazenados em condigdes ambientais, sem longos custos, durante 16 dias
sem acidez superior a 5%, ou até 180 dias, caso receba um tratamento
adequado (CAVALCANTI-OLIVEIRA, 2015; DOMICINIANO et al., 2015;
COLOMBO et al., 2018).

Na industria de matrizes energéticas, em busca de novas matrizes
energéticas, a macauba se destaca como fonte viavel de biocombustiveis no
Brasil. Segundo relatos, o uso do 6leo produzido pelo fruto tem potencial de
reduzir em até 45% no uso de combustiveis fosseis por meio da substituicdo da
bioenergia sustentavel, com niveis de produtividade e qualidade comparados a
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outras espécies ja consolidada mundialmente, como a Dendé Africana (Elaeis
guineensis) e a Soja (Glycine max). Soma-se ainda a possibilidade de plantio
sem agressao do solo, a recuperagao ambiental e a menor necessidade de
utilizagao de agua, fatores que incentivam ainda mais a exploragédo da macauba
como fonte promissora na busca de opcdes viaveis ao combustivel féssil e a
essas outras duas fontes de 6leo vegetal ja utilizadas, que correspondem a 122
dos 187 milhdes de toneladas produzidos no mundo e que, apesar de substituir
antigas fontes de energia que produzem carbono, ainda causam certo dano
ambiental, como a substituicdo e queima de florestas para o plantio das mesmas
(DE OLIVEIRA, 2016; COLOMBO et al., 2018).

Além da majoritaria presenga de acidos graxos de cadeia insaturada, o
oleo de polpa da macauba, de coloracdo amarelada e viscoso, como pode ser
observado na Figura 3, também ha compostos bioativos, como carotenos, a-
tocoferol, vitamina C e flavonoides, de importante agcédo antioxidante (ROCHA et
al., 2013; ARENA et al., 2018; BAZZO et al., 2018).

Figura 3. Oleoresina de macauba.

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2021).

Dados em literatura indicam que a concentragio de carotendides totais no
Oleo da polpa chega a ser de 378 ug/g de lipidios totais, sendo que desses cerca

de 70% a 80% deles sao identificados como B-carotenos. Além disso, os picos
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apresentados em cromatogramas do extrato indicam a presenca de 1-
zeaxantina, 4-transciclopeno, 5-a-criptoxantina ou zeinoxantina, 6-cislicopeno, 7
e 8-g-caroteno, 9-trans b-caroteno e 10-13-cis -b-caroteno (RAMOS et al., 2008;
SCHEX et al., 2018; COLOMBO et al., 2018).

Outro grupo de grande presenga, os tocoferdis, representados pelas
vitaminas a-, B-, y- e &- tocoferol, se encontram em abundancia na espécie.
Trabalhos anteriores indicam uma concentragdo que varia de 213 ug a 286 ug
tocoferdis por g de lipidios totais. Desses, o a- tocoferol € o de maior abundéancia
e o0 de mais facil quantificacdo, com valores que vao de 468 a 2943 ug/100g,
variando conforme o estagio de maturagao do fruto (COIMBRA e JORGE, 2012;
SCHEX et al., 2018)

Assim, a presenca desses bioativos ja relatadas anteriormente fazem com
que o fruto seja uma fonte de exploracdo e pesquisa para o uso na industria
farmacéutica, com aplicagdes cosméticas e terapéuticas contra uma gama de
patologias (DE OLIVEIRA, 2016; COLOMBO et al., 2018).

2.1.2 Constituintes presentes no o6leo da polpa e suas atividades

terapéuticas

Alguns autores sugerem a utilizagdo do oleo (Figura 3) da polpa da
macauba para o tratamento de alguns disturbios, como inflamagao, doencas
respiratorias, diabetes, além terem atuagdo como algumas de suas propriedades
farmacéuticas, como diuréticos, laxantes, analgésicos e restauradores, além de
prevencdo a danos toxico-genéticos. Sua composigdo rica em compostos
bioativos naturais, que permite que o mesmo tenha uma alta capacidade
antioxidante, também garante presenca da utilizagdo do 6leo na industria dos
cosmeéticos, ja que ha descri¢gdes de seu uso para hidratagao e rejuvenescimento
da pele, explorando a caracteristica de agente quimio-preventivo (LIMA et al.,
2003; LESCANO et al., 2014; MAGOSSO et al., 2016; ARENA et al., 2018;
SILVA et al., 2018).

O acido oleico (Figura 4a), constituinte ja relatado nesse trabalho como
principal constituinte encontrado no 6leo da polpa da macauba, foi sugerido por
Sanchez-Muniz e colaboradores (2003) como um inibidor de agregacéao
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plaquetaria, além de aumentar o chamado “colesterol bom”, do tipo Lipoproteina
de Alta Densidade (HDL) e diminuir o colesterol total do organismo, garantindo
uma prevengao nutricional contra o desenvolvimento de doengas coronarias
ateroscleroticas. Outros estudos também apresentaram resultados promissores
na redugdo do estresse oxidativo causado a nivel celular (NAGARAJU e
LOKESHI, 2007).

A capacidade de redugao do estresse oxidativo em céluals € bastante
documentada em outros constituintes presentes no 6leo de macauba, como os
carotenoides e tocoferdis. Essa capacidade de redugdo se da através da
regulacao das espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas por possuirem
atividade na regulagao de alguns processos fisioldgicos. Sua formacgao se da nos
proprios processos aerobicos celulares e outras diversas reacdes oxidativas que
ocorrem no processo aerobico das células, e sdo de extrema importancia para a
vitalidade dos seres vivos. Porém, seu descontrole pode levar a processos
danosos a nivel celular e a todo organismo (YANG et al., 2018; KASHYAP et al.,
2019).

As EROs sao moléculas que contém um numero impar de elétrons em
sua ultima camada eletronica, o que as torna extremamente instaveis e reativas.
Sua acgao pode se dar de trés maneiras: através da transferéncia de elétrons
para moléculas instaveis; abstracdo de hidrogénio; e por adicdo. Esses
compostos possuem ligag¢des duplas conjugadas permitem que os carotenoides
aceitem os EROs, extinguindo-os posteriormente. Em altas concentragoes,
essas espécies podem promover danos a diversas moléculas de extrema
importancia para o mecanismo celular, como DNA, carboidratos, lipideos e
proteinas, o que desencadeia alteragdes nas fungdes das células saudaveis.
Danos nas fitas de DNA, por exemplo, podem ocasionar processos mutatorios,
contribuindo assim para o desenvolvimento de carcinomas em seres humanos
(MILANI et al., 2016; YANG et al., 2018; SHIN et al., 2020; PREVEDELLO e
COMACHIO, 2021).

Dentre esses compostos, o a-tocoferol (Figura 4b), principal tocoferol
constituinte da macauba, é também conhecido como um dos percursores da
vitamina E. Por ser lipossoluvel, possui atuacdo de protecdo das membranas
celulares da agéo dos radicais livres, além de também auxiliar as lipoproteinas
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de baixa densidade no transporte do colesterol no organismo. E considerado,
segundo diversos autores, um antioxidante lipossoluvel extremamente potente,
reduzindo a peroxidagao lipidica e o vazamento de ions do organismo (AHMAD
et al., 2017; TAM et al., 2018; LALARUKH e SHAHBAZ, 2020)

Principal carotenoide presente na macauba, o B-caroteno (Figura 4c) é
naturalmente de coloragédo alaranjada, € geralmente encontrado em frutos de
coloragcéo amarelo-laranja e vegetais folhosos verde-escuro, e € conhecido como
percursor da vitamina A. Seu elemento estrutural importante € uma espinha
dorsal de polieno que consiste em uma série de ligagdes C = C conjugadas,
como mostrado na Figura 4b, sendo essa caracteristica a principal responsavel
pela pigmentagdo e a capacidade de interagcdo com as EROs (ROCHA et al.,
2018; YOUNG e LOWE, 2018).

Figura 4. Estrutura das moléculas de (a) acido oléico (b) a-tocoferol e (c) B-

caroteno.

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2020).
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Explorando as qualidades naturais e esses bioativos presentes no fruto
da macauba, uma pesquisa conduzida por De Oliveira (2016) utilizou o 6leo de
polpa encapsulado nas formas de micela polimérica (MP) e nanoparticula lipidica
sélida (NLS) para acgédo hidratante, antienvelhecimento e fotoprotegdo em
formulacdes bases de Fator de Protegdo Solar (FPS). Essa associagao garante
ao material diferentes propriedades fisico-quimicas e biolégicas quando
comparadas as formulagcbes em escala macro, alcangcando melhorias nos
produtos. Ainda atribuindo ao estudo anterior, foi demonstrado que esse sistema
apresentou resultados promissores como coadjuvante potencializador de
formulacgdes fotoprotetoras, aumentando a espalhabilidade e oclusividade dos
FPS (DE OLIVEIRA, 2016).

Magoso e colaboradores (2016) avaliaram a ag&o antigenotoxica,
antimutagénica, imunomoduladora e apoptética do éleo extraido da polpa e
améndoa da A. aculeata, sozinha e em combinagdo com o agente antitumoral
ciclofosfamida em espécies de camundongos. Em grupos selecionados
previamente pelos autores, os extratos do 6leo de améndoa e polpa de macauba
foram incorporados a dieta dos animais e analisados livres e associados a
ciclofosfamidas. Ao fim do trabalho, os seus resultados indicaram uma boa
atividade na quimiopreventiva, com a diminuicdo dos danos sofridos que

variaram de 69,73% a 90,03% de redugado quando comparado ao grupo controle.

Arena e colaboradores (2018) conseguiram através da associacdo com o
o0leo da macauba, inibir a toxicidade reprodutiva induzida em ratos machos,
alterando o peso dos orgaos reprodutivos, niveis hormonais, contagem de
espermatozoides e histologia testicular, além de proteger o sistema reprodutivo
masculino do efeito adverso causado pelo farmaco ciclofosfamida, atuando
como antioxidante e aumentando a expressao genética do C-kit. O 6leo da polpa
também apresentou resultados promissores como atividade antidiabéticas e
antioxidantes, reduzindo os niveis de glicose em ratos diabéticos em dois
estudos (NUNES et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Por ser uma espécie ampla, nativa, com grande potencial de exploragéo

e com grande aceitagdo popular na regido do Cerrado, mais estudos das
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propriedades farmacolégicas da macauba se tornam necessarios para

ampliagao e descricado de efeitos benéficos dessa espécie.

2.2 CANCER DE MAMA

A manutencao eficiente da homeostase dos tecidos e reparo de suas
lesbes é caracterizada quando ha um equilibrio entre a proliferagdo e a morte
celular. Eventualmente, esse sistema apresenta rupturas ou falhas, que podem
gerar alteragdes na estrutura da molécula de DNA, denominadas mutagdes, que
desencadeiam modificagdes no processo de tradugcdo de suas fitas. Esses
processos podem ser originados de forma hereditaria ou provocado pela agao
de agentes mutagénicos fisicos (raio-X), quimicos (substancias especificas,
como o parafenilenodiamina em produtos capilares) e biologicos (agentes virais).
Normalmente, quando ha a ruptura da homeostase, a corre¢cao pode ocorrer pelo
sistema imunoldgico dos individuos, ou por “checkpoints” durante o ciclo celular,
corrigidos pelo proéprio sistema de divisdo. Caso esse mecanismo celular nao
consiga corrigir a falha, ocorre entdo uma proliferacao de células mutadas, em
um processo conhecido como a tumorigénese, que tende a se desenvolver e
levar a patologia conhecida mundialmente como cancer, nome dado a um grupo
de doencas que levam a um crescimento descontrolado e intensa divisao celular
(SAINI, 2012; MAGOSSO, 2016).

O cancer é mundialmente a segunda maior causa de mortes nos ultimos
tempos. Dados mais atualizados indicam que a doenga ja tenha superado a
marca de 9,6 milhdes de 6bitos (WHO, 2018). A Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) estipulou que, até o ano de 2030, cerca de 75 milhdes de pessoas em
todo o mundo desenvolverdo algum tipo de tumor e, dentre esses,
aproximadamente 27 milhdes serao malignos e levarao ao obito cerca de 13,2
milhées de individuos em todo mundo, sendo que 7,5% do esperado seja no
Brasil. Para o triénio 2020-2022 espera-se que ocorram 625 mil casos em
territorio nacional, projecdo em que o cancer de pele nao melanoma sera o mais
incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada),
célon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estdbmago (21 mil). Esse visivel aumento

no numero de ocorréncias € reflexo do estilo de vida contemporaneo,
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caracterizado pelo envelhecimento populacional e da elevada prevaléncia dos
fatores de risco, que podem favorecer a formacao de tumores. Dentre suas
variagdes, o cancer de mama aparece como sendo o segundo tipo mais incidente
em mulheres no Brasil e no mundo (WHO, 2018; BRASIL, 2019; BRAY et al.,
2018; BRASIL, 2020).

Segundo a literatura, a classificagdo do cancer de mama, antigamente se
dava a partir de aspectos histologicos e morfolégicos ou moleculares. O
histoldgico, relacionado a qual regido da mama o tumor se situa (Figura 5) pode
ser dividido em nao invasivos ou pré-invasivos (carcinoma ductal in situ e lobular
in situ) ou invasivos (ductal invasivo ou lobular invasivo). Os nao invasivos ficam
restritos a regido do ducto ou do I6bulo, enquanto os invasivos sao classificados
desse tipo quando ha disseminagao para o restante do tecido mamario adjacente
(FABBI, CARCANGIU, CARBONE, 2008; RAKHLIN et al., 2018).

Figura 5. Anatomia da mama feminina.

Tecido Adiposo

Tecido Adiposo «—— Ductos

\ } ./

o

— » Mamilo
Mamilo «+———— e Costelas
7 PP

N Lébulos

Lébulos

Created in BioRender.com bio

(Fonte: JOHNSON, 2010 & MCGUIRE, 2016, com modificagdes).

Apesar de utilizada por muito tempo, a classificacdo histologica-
morfoldgica era insuficiente para caracterizar os carcinomas da mama, uma vez

que os tumores com mesmo tipo histolégico podem apresentar diferentes
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prognosticos e respostas a terapia. Nesse contexto, uma nova classificagéo foi
apresentada no Painel de Especialistas na Conferéncia Internacional de Cancer
de Mama (BCC) de St. Gallen, baseada nas caracteristicas moleculares dos
tumores. Essa classificagao, realizada a partir do perfil de expressao génica e a
presencga de alguns marcadores moleculares, permitiu definir pelo menos quatro
grupos distintos: HER2+; luminal A; luminal B; e triplo negativo (VIEIRA et al.,
2008; SIERRA et al., 2014; VALLE, 2019).

O cancer de mama Luminal A se caracteriza com reduzida taxa de
proliferagéo e expressao de receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP),
além de auséncia de HER2. Ja o Luminal B difere do A pela alta taxa de
proliferagéo, além da maior expresséo dos receptores de progesterona e de
HERZ2. O subtipo super expressivo do HER2 recebe esse nome por possuir esse
fendtipo positivo, RE negativo, alta taxa de proliferagao e auséncia de receptores
hormonais. O subtipo basal, também conhecido como triplo negativo, é
conhecido por ser 0 mais agressivo dentre esses, constituindo cerca de 10 a
20% de todos os tumores mamarios, com alta proliferacéo e taxa de metastase,
além de pior prognostico e alvo terapéutico ndo definido. A nivel molecular, pode
ser caracterizado pela auséncia de expressao dos receptores hormonais RE, RP
e HER2 negativo (SIERRA et al., 2014; DELMONICO et al., 2015; TURASHVILI
e BROGI, 2017).

Normalmente, a neoplasia mamaria pode ser detectada pelo autoexame,
sendo necessaria a avaliagdo clinica e a realizagdo de mamografia e/ou
ultrassonografia. Os casos irregulares sdo confirmados por meio da bidpsia
tecidual. Além disso, a utilizagdo de diagnostico a partir das caracteristicas
moleculares permite a busca de um tratamento mais certeiro, aumentando as
chances de eficacia terapéutica do paciente, impedindo casos de metastase e
tentando contornar as dificuldades nos presentes tratamentos dos tumores
(MARTINS et al., 2017).

Atualmente, os tratamentos consistem naqueles de atuacgao local, como
cirurgias conservativas ou mastectomia e radioterapia, ou aqueles que possuem
atividade sistémica, caso das quimioterapias, imunoterapias e hormonioterapias
(ACS, 2018; MILLER et al., 2019; VALLE, 2019).
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Apesar dessa variedade e dos avango tecnoldgico no tratamento
terapéutico, € comum a presenca de efeitos adversos nos métodos citados
anteriormente, o que gera a diversos transtornos aos pacientes, como problemas
imunoldgicos (alergias, reagdes autoimunes e de hipersensibilidade),
cardiovasculares (arritmias, edemas, taquicardias, bloqueio atrioventricular,
isquemias), dermatoldgicas (reagbes cutaneas, alopecia, fotossensibilidade,
alteracdes de pigmentacao, reagcédo a radiagcdo), dores (abdominais e cdlicas,
O0ssea, no peito, cefaleia, mialgia, neuropatica), endocrinos (ginecomastia,
hipotiroidismo), sexual (impoténcia, perca de libido, infertilidade),
gastrointestinais (anorexia, colite), psicolégicos (depressao, ansiedade),
estéticos, e outros (SAAD et al., 2002; CLEELAND et al., 2012; NIH, 2015).

Além dos efeitos colaterais, os métodos terapéuticos disponiveis
atualmente podem nao ser totalmente eficazes. No caso do cancer de mama
triplo-negativo (TNBC), objeto de estudo desse trabalho, € comum a reincidéncia
da doencga entre o primeiro e terceiro ano depois do diagndstico, chegando a
35% dos pacientes em até 6 anos ap0s o tratamento, e com reincidivas relatadas
de 8 a 10 anos depois, que acabam apresentando metastases mais agressivas
que os outros subtipos de cancer de mama (BLOWS et al., 2010; CRISCITIELLO
et al., 2012; POGODA et al., 2013; COLLINGNON et al, 2016).

Dados indicam que a maior causa de morte por cancer de mama néo &
devido ao tumor primario em si, mas sim pela formacao de sitios secundarios
oriundos do processo metastatico, que leva a 6bito cerca de 90% dos casos,
geralmente nos pulmdes, ossos, figado, cérebro, tecidos moles e glandulas
suprarrenais. Dados em literatura sugerem que os tratamentos convencionais,
como a imunoterapia e a quimioterapia possuem sucesso limitado em reverter a
progressao, devido ao recrutamento de células imunossupressoras para
tumores, auxiliando assim na protecdo de células tumorais metastaticas da
vigilancia, anulando os efeitos desses tratamentos (PERRET e CRE, 2008;
SCULLY et al., 2012; KITAMURA, QIAN, POLLARD, 2015).

O desenvolvimento de metastases em TNBC inclui varias etapas, como
demonstrado na figura 6. Seu processo é extremamente complexo e de
compreendimento limitado a luz do conhecimento atual, relacionado a diversas
etapas, como alteragbes genéticas e epigenéticas, escape da resposta
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imunoldgica, intravasamento através da membrana basal, sobrevivéncia na
circulagao, extravasamento em tecidos distais, interagbes tumor-estroma e
angiogénese (KITAMURA, QIAN, POLLARD, 2015).

Ao contrario do que sugeriam os primeiros modelos de cancer
metastatico, segundo os quais a disseminagdo do tumor ocorria em estagios
tardios da carcinogénese, os estudos mais recentes mostram que a metastase
se da de forma mais precoce durante a progressdo do tumor mesmo nos
pacientes diagnosticadas em estagios iniciais, justificando a necessidade de
mais estudos da doenca metastatica nesses pacientes (FREUDENBERG, 2009;
CHAFFE et al., 2011).

Figura 6. Etapas para a migracao e formagao de metastases oriundos do

cancer de mama.
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(Fonte: Elaborado pelo autor, 2021).

Neste cenario, a busca de testes e tratamentos moleculares que fornecam
alternativas terapéuticas mais adequadas aos tratamentos se tornaram de
extrema importancia. Estudos recentes indicam que a saida para encontrar uma

solucao viavel esta na busca de terapias que foquem na supressao de proteinas
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relacionadas a esse tipo de cancer, como a EGFR conhecida pela especificidade
para TNBC (quando comparado com outros subtipos de cancer de mama), e
relacionada geralmente pelo aumento da resisténcia deste tipo de células
cancerosas as terapias convencionais. Além disso, as metaloproteinases MMP-
2 e MMP-9 sao capazes de modular a progressdo do tumor no manejo da
transicao epitelial-mesenquimal, invasdo, metastase e crescimento do tumor,
além de participar na formacdo de nicho pré-metastatico e induzir respostas
inflamatdrias. Outro tratamento em potencial se relaciona no controle das
espécies reativas de oxigénio, conhecidas por induzirem danos as fitas de DNA
por meio da oxidagao de nucleo bases, além de alterar os processos celulares
por meio de seus efeitos na fungdo das proteinas, dependendo do grau de
oxidacao da mesma (DENG, et al., 2013; AL-MAHMOQOD, et al., 2018; ZHAO, et
al., 2019).

Os efeitos das EROs estdo relacionados ao grau de oxidacdo das
proteinas. Quando ha uma maior oxidagado por parte dessas espécies, as
estruturas proteicas acabam perdendo a sua funcéo, evento denominado como
oxidacao terminal. Nesse sentido, a influéncia de EROs na iniciagao e promog¢ao
do tumor é complexa e esta relacionada a quantidade, duracédo, localizacéo e
contexto. Ainda assim, as modificacbes causadas em proteinas podem
desempenhar um papel fundamental para a adaptagcdo ao estresse oxidativo
para facilitar o metabolismo dessas espécies reativas em enzimas relacionadas
a esse processo, como as KEAP1, GAPDH ou PKM2 (HARRIS e DENICOLA,
2020).

Muitos estudos definiram funcdes variadas das EROs no tratamento de
tumores, agindo como promotor ou supressor desses, com abundantes
evidéncias apoiando ambas as teses. Como essas espécies sao um subproduto
inevitavel do metabolismo celular, o aumento da atividade metabdlica que nutre
o aumento da proliferagao nas células cancerosas leva ao aumento natural da
producdo das EROs, como demonstrado na Figura 7. Tendo conhecimento
desse mecanismo, uma grande parte dos quimioterapicos utilizados atualmente
no tratamento das carcinogéneses eleva os niveis intracelulares dessas
espécies reativas de oxigénio, induzindo o estresse oxidativo dessas células e

levando a morte das mesmas. Porém, a nao especificidade desses recursos
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terapéuticos acaba levando a morte das células saudaveis conjuntamente,
trazendo efeitos adversos aos pacientes em tratamento. De maneira geral, as
teorias até entdo formuladas indicam que o aumento das EROs durante o
desenvolvimento do tumor fornece ao mesmo uma vantagem de sobrevivéncia
da célula tumoral. Assim, existe a possibilidade de exploragdo da eliminacao
dessas espécies reativas para controle e supressao do crescimento tumoral em
pacientes (SCHUMACKER, 2006; WANG e YI, 2008; YANG et al., 2018).

Figura 7. Progressao do tumor e sinalizagao que implicam o aumento das

ROS em células tumorais.
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(Fonte: YANG et al., 2018, com modificagdes).

Nesse cenario, a utilizagdo dos bioativos antioxidantes, como os ja
anteriormente citados aqui, carotenos, tocoferdis e acidos graxos livres
presentes no dleo de polpa da macauba aparecem como alternativa promissora
e natural no desenvolvimento de formulagdes no tratamento de controle dessas

EROs. O B-caroteno, constituinte ja relatado aqui anteriormente como presente
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no 6leo de macauba, € constantemente apresentado em literatura como proé-
vitaminicos, antioxidante e antineoplasicos. Goora (2020) comprovou através de
da utilizagao de dieta com vegetais de folhas verdes houve o controle do estresse
oxidativo oriundos da utilizacdo dos carotenoides presentes nestes, e a sua
importancia de utilizagdo como ingredientes culinarios para a saude humana.
Outro estudo também demonstrou a atividade antineoplasica através da acéo
desse composto na regulagdo da diferenciagdo celular, regressao celular,
biogénese da membrana, sintese de DNA, RNA, proteinas e colageno, bem
como reduzindo a transformacao de células pré-tumorais em células tumorais.
Os tocoferdis, também presentes no 6leo da polpa da macauba, também
possuem estudos significativos para validagao de sua atividade. Em um desses
trabalhos pesquisadores visualizaram a diminuigcdo da viabilidade de células
MDA-MB-231 ap6s tratamento com a-tocoferol (BERTRAM, 2004; TAM et al.,
2018).

Ainda assim, ndo ha relatos em literatura que avaliem a atividade
antitumoral do 6leo de macauba, sendo esse o primeiro trabalho a agao da polpa
do fruto dessa espécie em literatura. Infelizmente, a aplicagao farmacéutica de
o6leo de polpa de macauba € muito limitada por suas propriedades fisico-
quimicas, incluindo o carater apolar do 6leo e a perda de estabilidade dos
compostos bioativos com fatores exdgenos, requerendo assim a produgédo de
uma formulacdo adequada a fim de superar as fracas propriedades
biofarmacéuticas e explorar totalmente seu potencial terapéutico. Nesse cenario,
a utilizacdo de formulagdes que reduzem o tamanho para escala nanomeétrica
vem garantindo o interesse de pesquisadores na busca de uma entrega eficaz
desses compostos (MITTAL e BANERJEE, 2016; OVIDI et al., 2020).

2.3 NANOCARREADORES

Baixa solubilidade aquosa, absor¢ao, biodisponibilidade, acumulo
inespecifico fora do alvo e rapida excregcdo sao alguns dos desafios para o
desenvolvimento farmacéutico de novos sistemas de medicamentos. Esses
parametros podem ser melhorados significativamente com o uso de

nanossistemas de entrega. Pode-se definir esse sistema como um mecanismo
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de transporte em escala nanométrica, que tem como objetivo carrear um
composto (farmacos, moléculas, etc.) pelo sistema bioldgico até entrega-lo em
um tecido alvo. Os sistemas nanoestruturados estdo sendo amplamente
utilizados devido ao seu pequeno tamanho, que fornece caracteristicas fisicas,
quimicas mecanicas e 6pticas unicas, o que garante vantagens especiais, como
o aprimoramento da relagdo ao mesmo material quando comparado em escala
maior (RAWAT; SINGH; SARAF, 2006; PADMAVATHI, 2013; MITTAL e
BANERJEE, 2016).

Dentro da alta diversidade de dispositivos nanoestruturados, compostas
por nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas solidas,
lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas metalicas e outras, as micelas
poliméricas (MP) a partir de copolimeros aparecem sendo uma tecnologia
altamente promissora. A micelizagdo a partir de copolimeros deu-se pela
primeira vez no inicio dos anos 90 pelo grupo de pesquisa do Prof. Kataoka, da
Universidade de Téquio, Jap&o. Este sistema é gerado pela auto- associagéo de
unidades moleculares de copolimeros anfifiicos em  estruturas
supramoleculares, quando eles estdo acima de uma concentragcdo micelar critica
(CMC), como demonstrado na Figura 8. Além da CMC, a temperatura minima
em que o polimero inicia o processo de micelizagdo € denominada temperatura
micelar critica (CMT) (KATAOKA et al., 1990; RAWAT; SINGH; SARAF, 2006;
BATRAKOVA, KABANOV, 2008).

Figura 8. Processo de micelizagao das micelas poliméricas.
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(Fonte: Elaborada pelo autor, 2021).
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Essas micelas apresentam um nucleo interno hidrofébico, que pode
hospedar farmacos hidrofébicos e melhorar sua solubilidade aquosa, e uma
concha externa hidrofilica, que serve como uma interface estabilizadora entre o
nucleo hidrofébico e o ambiente aquoso. Além disso, a camada externa pode
hospedar drogas hidrofilicas ou moléculas especificas de direcionamento
(ligadas por conjugacdo quimica), permitindo o controle da biodistribuicdo e
direcionamento especifico (KATAOKA et al., 1990; LOURENCO, 1996; RAWAT;
SINGH; SARAF, 2006; BATRAKOVA e KABANOV, 2008; ALMEIDA et al., 2017).

As MP apresentam uma grande estabilidade estrutural em corrente
sanguinea. Essa boa atividade € devida a sua superficie com carga estavel e o
seu tamanho reduzido de 200 nm, que acaba criando uma camada de agua em
sua interface, permitindo a “camuflagem” desse nanosistema frente ao sistema
imune do individuo. Essa atividade € conhecida como estratégia de furtividade,
e permite a amplificagcdo das aplicagbes terapéuticas de compostos que
anteriormente nao conseguiriam realizar tal atividade, como o éleo de macauba.
Além disso, o sistema de micela ainda permite uma lenta dissociagao do
farmaco, o que permite 0 aumento da circulagdo sanguinea, e seu alto peso
molecular dificulta a filtracdo glomerular renal, que se torna mais lenta do que
em comparagdo aos farmacos usuais (CHIAPPETTA e SOSNIK, 2007;
ALMEIDA et al., 2017).

A utilizagdo de micelas baseadas em copolimeros vem ganhando destaque
nos ultimos tempos. Além dos fatores anteriormente citados, a diversidade de
polimeros, a sua biocompatibilidade e as inumeros possibilidades de
estruturagdo e associagdo dos mesmos seguidamente em blocos acrescentam
ainda mais na atratividade aos olhos do mercado (DE FARIA, 2014; PINHO e
FIGUEIRAS, 2016).

2.3.1 Copolimeros em bloco

Polimeros sao macromoléculas com alta massa molecular, que possuem
caracteristicas especiais devido ao seu tamanho, forma tridimensional e

assimetria. Sao constituidos por unidades repetidas, os mondémeros. Dentro
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dessa classe encontram-se os copolimeros em bloco, grupo especifico de
polimeros em que diferentes tipos de homopolimeros estao ligados entre si por
ligacdo covalente, formando secbes homogéneas na cadeia principal,
denominadas blocos (CAVALCANTE, 2009; DE FARIA, 2014).

Copolimeros em blocos podem se apresentar nas formas sequenciais
dibloco, tribloco e multibloco, ou nas formas radiais, como a de estrela ou
enxertado, variando de acordo com as condi¢gdes de sintese, a quantidade
distinta de homopolimeros por se¢éo e a utilizagdo ou ndo por segmentos mais
complexos, como proteinas ou blocos quirais (COELHO e GOMEZ, 2007;
CAVALCANTE, 2009).

Gracas a essas caracteristicas particulares, a utilizagao de polimeros e
seus grupos tem sido alvo de desenvolvimento e pesquisa nas areas industriais,
de biotecnologia, nanotecnologia e tecnologia ambiental. Outro fator que agrega
a importancia dos copolimeros em bloco € a possibilidade de combinagao dessas
estruturas com natureza quimica distintas, podendo assim manipular as
propriedades finais dessas estruturas em bloco (CAVALCANTE, 2009; DE
FARIA, 2014).

Combinacgdes entre blocos hidrofébicos e hidrofilicos gera uma separacao
de fases especificas no copolimero em bloco, gragas a imiscibilidade
termodinamica, uma vez que as ligagdes entre diferentes blocos sio feitas por
ligacao covalente. Assim, esta separagao de fases induz a formacéao de diversas
estruturas nos copolimeros em bloco, as quais sdo denominadas de estruturas

supramoleculares auto-associadas (DE FARIA, 2014).

Dentro do grupo de polimeros comercialmente disponiveis, Pluronic® F-
127 (PF-127) se destaca por sua grande variedade de aplicagdes biomédicas,
garantindo padronizagdo na preparagao e estruturacdo de variados tipos de
nanoparticulas (CAI, 2015; FANG, 2016; WANG, 2019).

O Pluronic® F127 [Poloxamer 407, Mw 12500] possui a capacidade de se
auto conjugar e formar uma estrutura em micela. Como visto na Figura 5, sua
estrutura é delineada por trés blocos ligados covalentemente: poli (etileno glicol)
- bloco-poli (é6xido de propileno) - bloco-poli (etileno glicol) (PEG-PPO-PEG). A
sintese da cadeia formadora do PF-127 se da através da polimerizagao aniénica
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com a adicdo de mondmeros de 6xidos de propileno e etileno de maneira
sequencial, com a presenca de um catalisador alcalino, sendo os mais comuns
utilizados o hidroxido de sédio ou potassio (SCHMOLKA, 1977; NAGARAJAN,
1999; DIAS, 2015).

A solubilidade desse constituinte varia de acordo com a estrutura e da
temperatura. De forma geral, o Pluronic® F-127 & termossensivel e pertence a
uma classe de compostos nomeados como hidrogéis. Isso se deve ao fato da
sua capacidade de se manter liquido em temperaturas mais baixas, como a
temperatura ambiente, e se converter em um gel semi-solido em temperaturas
mais altas, como a corporal, promovendo a desidratagdo das unidades de 6xido
de propileno e os copolimeros em bloco diminuem a solubilidade dos mesmos.
Essa propriedade de gelificagdo na temperatura corporal pode levar a liberagao
prolongada do medicamento e auxiliar no efeito local, caracteristica bem
aproveitavel na encapsulacdo de constituintes para a formacdo de micelas
poliméricas (ALEXANDER et al., 2013; AKASH; REHMAN, 2015; SHRIKY et al.,
2020).

Figura 9. Estrutura do Pluronic® F-127.
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(Fonte: Elaborada pelo autor, 2021).

Usualmente, as micelas poliméricas formadas com o PF-127 apresentam
tamanhos variando entre 10-200 nm. Essa mudanca de tamanho, a forma e/ou
a quimica da superficie das nanoparticulas permite que suas funcionalidades
sejam adaptadas para atender a diferentes requisitos, sofrendo assim diferentes
interacbes no organismo, como a questdo da furtividade. Como citado
anteriormente, a carga superficial neutra das micelas poliméricas utilizando
esses polimeros promovem estabilizacido estérica, o que evita a dissociagao do
sistema e a liberagao precoce do material encapsulado. Além disso, gragas ao
seu tamanho muito inferior ao usual, os carreadores de drogas nanométricos sao

direcionados passivamente para os tumores pelo efeito EPR (Enhanced
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Permeability and Retention) permitindo assim o acumulo de uma concentragao
mais alta da droga para o local do tumor. A figura XX apresenta esse efeito.
Somado a isso, esses sistemas de copolimero em bloco sao apresentados com
uma toxicidade diminuida quando comparado ao de administragao sistémica, e
sdo desorganizadas em cadeias unicas de polimero in vivo que podem ser
facilmente excretadas por filtracdo renal (KABANOV, 2006; BATRAKOVA,
KABANOV, 2008; CAl, 2015; FANG, 2016; FEITOSA et al., 2019; WANG, 2019).

Figura 10. Efeito EPR atuando auxiliando no efeito passivo de

permeabilizagao do farmaco em sitios tumorais.
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(Fonte: ZERDA e SANJIV, 2007).

Trabalhos realizados ja demonstraram a efetividade desse tipo de
polimero na estabilizagdo e encapsulagdao de outras substancias. Wang e
colaboradores (2018) demonstraram promissores resultados no tratamento
direcionado para o cancer de micelas baseadas em Pluronic® F127. Nesse
estudo, a bufalina (um tipo de medicamento antitumoral) internalizada possuia

liberagdo acentuadamente acelerada com a exposicdo a condigdes
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representativas de um ambiente tumoral a partir da variacdo da temperatura
intracelular, caracteristica adquirida pela formacao das micelas desse polimero
(WANG et al., 2016).

Em outro estudo, as micelas poliméricas com Pluronic® F127 foram
utilizadas em associagdo com o docetaxel e outros polimeros, demonstrando
que micelas poliméricas mistas podem ser uma estratégia promissora para
distribuicdo antitumoral e que ndo ha perda da efetividade com a combinacéo
com PF-127 (ZHANG et al., 2017).

Alguns estudos demonstraram que disparidades de caracteristicas entre
micelas preparadas por diferentes métodos sdo constantemente relatadas. De
modo geral, as duas principais estratégias para a preparagao de nanoparticulas
poliméricas sao a dispersao de polimeros pré-formados e a polimerizacéo de
monémeros. Dessa maneira, varias técnicas podem ser utilizadas nessa
preparagdo, como a evaporagdo de solvente, salting-out, nanoprecipitagao,
polimerizagcao em emulsao e miniemulsao (THICKETT e GILBERT, 2007; RAO
et al., 2016; RAMOS, 2018).

A escolha do método deve ser baseada nas propriedades do polimero e
do solvente, bem como nas do medicamento. A escolha correta do método é
importante para fornecer condi¢cdes favoraveis a absor¢cdo do medicamento pela
via selecionada. Wang (2018) utilizou a nanoprecipitagdo para formacao de
micelas de Pluronic® F127 e bufalina. Ramos (2018) formou um sistema micelar
através da técnica de miniemulsdo a partir dos monémeros de metacrilato de
metila, acido acrilico e acido metacrilico, utilizando o equipamento de

ultrassonificagao.

Desta forma, este trabalho pretendeu desenvolver micelas poliméricas
preparadas com Pluronic F127 contendo o éleo de macauba através do método
de miniemulsao utilizando o ultrassonificador e avaliou o didmetro hidrodindmico
médio, indice de polidispersédo (Pdl), potencial Zeta e a citotoxicidade dessas

micelas em linhagens MDA-MB-231.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antitumoral, antiproliferativa e antimetastatica de
micelas poliméricas associadas ao 6leo da polpa de macauba em modelos in

vitro e in vivo de cancer de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar o perfil de acidos graxos presentes no 6leo da polpa da

macauba;

2. Determinar a atividade antioxidante e a quantificagdo dos carotenoides

totais e compostos fendlicos presentes no 6leo de polpa de macauba;

3. Desenvolver micelas poliméricas contendo o 6leo da polpa de macauba
e Pluronic® F-127;

4. Caracterizar as micelas quanto ao didmetro hidrodinamico médio,

indice de polidispersao (Pdl) e potencial Zeta;

5. Verificar a eficiéncia de encapsulagao de 6leo de macauba nas micelas

desenvolvidas;

6. Avaliar a estabilidade coloidal das micelas poliméricas contendo 6leo

de macauba ao longo do tempo;

7. Avaliar a viabilidade de células das linhagens MDA-MB-231, 4T1 de
cancer de mama e de fibroblasto L929 através do ensaio de MTT, apds o

tratamento com as micelas poliméricas contendo éleo de macauba;

8. Realizar ensaios de clonogenicidade in vitro em linhagens de célula

MDA-MB-231, tratadas com as micelas poliméricas contendo 6leo de macauba;

9. Avaliar a atividade anti-migratéria da micela polimérica contendo d6leo
de macauba através do ensaio de migracado em linhagens de célula MDA-MB-
231;
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10. Verificar a acdo da micela polimérica contendo 6leo de macauba no
crescimento do tumor de cancer de mama induzido in vivo em camundongos
Balb/c;

11. Avaliar os parametros hematoldgicos e analisar o tamanho e o peso
dos tumores dos animais tratados com a micela polimérica contendo 6leo de

macauba;

12. Avaliar a atividade antiproliferativa da micela polimérica de 6leo de

macauba em modelo ex vivo através do ensaio de clonogenicidade;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E MATERIAIS

O 6leo de da polpa macauba foi adquirido de Mundo dos Oleos, Brasilia
(CNPJ: 33.460.511/0001-45). O Pluronic® F-127, Cloreto de sédio e o meio
RPMI foram obtidos de Sigma-Aldrich (EUA). Meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM), o soro fetal bovino (SFB) e a tripsina foram
adquiridos da Gibco (EUA). Azul tripan e brometo de dimetiazoldifeniltetrazolio
(MTT) adquiridos da Invitrogen (EUA). O DMSO foi adquirido da Dinamica (BRA).
Fosfato de sddio monobasico, o fosfato de sédio dibasico, e o paraformaldeido
foram obtidos da Synth (BRA). O SDS foi obtido de Bio-rad (EUA). Cristal violeta
foi adquirido da Cromoline (BRA). Os microtubos de EDTA foram comprados da
Biocon (BRA). Acetato de etila, o metanol e a Rutina foram adquiridos da Vetec
(BRA). O Folin—Ciocalteu foi adquirido da MP Biomedicals (EUA). DPPH e o
betacaroteno foram adquiridos da Merck (Alemanha). O carbonato de sodio foi
adquirido da Panreac (EUA).

4.2 DETERMINAGCAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS LIPIDEOS
PRESENTES NO OLEO DA POLPA DE MACAUBA ATRAVES DE
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (CG)

Para a caracterizagao qualitativa do o6leo da polpa de macauba, foi
utilizada a metodologia de cromatografia em fase gasosa, com o auxilio do
equipamento Cromatégrafo a Gas HP7820A (Agilent, EUA) equipado com
detector por ionizacdo de chamas. Utilizando uma coluna SUPELCOWAX-10
30m x 0,2mm x 0,2 um (SIGMA ALDRICH) com gradiente de temperatura de:
coluna = inicial de 120°C, aumentando-se cerca de 2,5 °C por minuto até atingir-
se 240 °C; Injetor: 240 °C Split: 1/10 e Detector: 260 °C. A identificagao dos picos
foi feita através de analise comparativa com padrdes de acidos graxos metilados

Supelco37 Fame mix (Supelco cat no 47885-U).
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4.3 DETERMINACAO DOS CAROTENOIDES TOTAIS

O ensaio de carotenoides totais foi realizado segundo Pereira (2016), com
modificagdes. Cerca de 1 mL do 6leo da polpa da macauba foi dissolvido em
acetato de etila (0,1 mg/mL), seguida da adicdo de uma solugéo de NaCl 0,5%
e centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos. Posteriormente, 250 yL do
sobrenadante foram coletados e solubilizados em metanol, em concentracdes
que variavam de 7,5 a 350 pg/mL. A partir dessa solugdo, uma aliquota da
mesma foi utilizada para leitura em espectrofotdmetro a 460 nm (Spectramax
190 (Molecular Devices, California, EUA) e o numero de carotenoides totais da
amostra foi expresso em mg equivalente de ug/mL. Como comparativo, uma

curva de um padrao de betacarotenoide foi utilizado como controle.

4.4 DETERMINAGAO DO TEOR FENOLICO

A determinagéao do teor de fendis foi feita por meio de espectroscopia
na regiao do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu com pequenas
modificagdes (DOWD,1959; FOLIN,1927). O acido tanico foi utilizado como
padrdo. A curva de calibracao foi preparada, com concentracdes que variaram
de 7,5 a 350 yg/mL de uma solugdo metandlica de acido tanico (500 ug /mL).
Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 120 uL do reagente Folin
Ciocalteau 20%, 30 pL da amostra e 100 yL de carbonato de sédio 4%.
Decorridos 30 min de incubagao ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em
espectrofotobmetro a 770 nm.

Para o doseamento do 6leo de polpa da macauba foi preparada uma
solugdo estoque a 500 pg/mL em metanol. Pogos somente com amostra e
metanol foram utilizados como branco do teste. Em microplacas de 96 pocos
foram adicionados 120 yL do reagente Folin Ciocalteau 20%, 30 yL da amostra
e 100 pL de carbonato de sodio 4%. Decorridos 30 min de incubagao ao abrigo
da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 770 nm. Todas as
determinagdes foram realizadas em triplicata e a média + desvio padrao foi
utilizada para o calculo do teor de fendis. O conteudo total de fendis foi expresso

em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de acido tanico (EAT).
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO METODO DE
REDUCAO DO RADICAL DPPH

A atividade antioxidante do 6leo da polpa de macauba foi realizada
conforme apresentado por Brand-Williams e colaboradores (1995), com
modificagdes, através do método de redugéo do radical DPPH (2,2-diphenil-1-
picrilhidrazila). Para tal, 1 mg do 6leo foi solubilizado em 1 mL metanol, seguido
de homogeneizagao. A partir dessa mistura, uma curva com as concentragdes
de 250 a 049 ug/ml foi feita de maneira seriada, e o calculo da redugao do radical
foi possivel a partir da adicdo do DPPH solubilizado em metanol (20 pg/ml).

As dilui¢des foram mantidas longe da luz e em temperatura ambiente por
30 minutos e, finalizado o periodo de tempo, o potencial antirradical foi expresso
como a concentragao das amostras capazes de inibir 50% da absorbancia do
DPPH (ICso estimado) por espectrofotometria Spectramax 190 (Molecular
Devices, California, USA) na regido da radiacao visivel de 517 nm. Como grupo
controle positivo, uma solugdo de DPPH e Rutina (flavonoide) foi também
preparada e testada em mesmas concentragdes. Para quantificar o resultado, a

atividade antioxidante foi calculada através da equacao:

L Abs (DPPH) — Abs (a)
% Inibicdo = Abs (DPPH) x 100

Onde:
Inibicdo % = Atividade Antioxidante
Abs (pppH) = Absorbancia do grupo controle DPPH em metanol

Abs (a) Absorbancia da amostra

4.6 PREPARO DAS MICELAS POLIMERICAS

As nanoparticulas de micelas poliméricas foram preparadas conforme no
trabalho realizado por Rapaport e colaboradores (1999), com modificagdes.
Inicialmente, o Pluronic® F-127 foi pesado e solubilizado em agua MilliQ
separadamente (0,7% m/v). Posteriormente, como esquematizado na Figura 10,
a solucéo foi adicionada ao 6leo da polpa de macauba previamente pesada, na

concentragéo de 1,0% m/v (demonstrado na Tabela 1), que foi submetida a
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irradiagcédo ultrassénica (315W) em homogeneizador ultrassénico (Ultrasonics)

durante o periodo de 3 minutos por 3 vezes em sequéncia.

Figura 11. Esquema de preparacao da Micela polimérica.

Mistura Pluronic’ F127 éleo de macaiiba
+dgua MiliQ Micela Polimérica
3 I 3

Ultrassom

- —

(Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2020).

Tabela 1. Composi¢éo da Micelas Polimérica de 6leo de macauba

Micela Polimérica F-127 % (Mm/v)
Composicao Solugao Pluronic®F-127 0,70
Oleo da polpa de macauba 1,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.7 CARACTERIZAGCAO DAS MICELAS POLIMERICAS
NANOESTRUTURADAS

4.7.1 Determinagao do didmetro hidrodinamico médio, da distribuicao de
tamanho e do indice de polidispersao das micelas poliméricas

A determinagdo do didmetro hidrodindmico médico, da distribuigdo do
tamanho e do indice de polidisperséao das nanoparticulas foram realizados
através da utilizacdo do equipamento Zetasizer Nano Series ZS (Malvern
Instruments, Reino Unido), a partir da técnica de espalhamento dindmico da luz
(Dynamic Light Scattering — DLS), sob a utilizacdo de um laser de He-Ne (633
nm) com feixe incidente em angulo de detecgdo de 173° utilizando cubeta de
quartzo (ZEN2112) a 25°C. A técnica se baseia na analise das flutua¢des de

intensidade de espalhamento de luz de NP em movimento Browniano em um
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determinado angulo, quando um feixe de luz é incidido sobre a suspens&o. Essas
flutuacbes sado analisadas pelo método cumulante e o coeficiente de difusdo
obtido é utilizado para calculo dos didametros hidrodinamicos e indice de
polidispersao (Pdl) da populagédo usando a equagao de Stokes-Einstein. Todas

as amostras foram analisadas em triplicata.

4.7.2 Determinagao da carga superficial das particulas

A determinagdo do potencial Zeta das micelas foi obtida a partir do
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Para isso,
as nanoparticulas foram diluidas em solugdo de NaCl 1mM (1:400 v/v) e
submetidas a um campo elétrico com potencial estabelecido de
aproximadamente 150 mV, utilizando uma cubeta especifica (DTS1060). O
potencial Zeta refere-se ao potencial elétrico na interface da dupla camada de
ions entre a particula e o meio dispersivo. E resultado pela medida da velocidade
com que a particula se move em diregao a um eletrodo de carga oposta quando
um campo elétrico é aplicado. A velocidade é proporcional a forga do campo e
ao seu potencial Zeta. Assim, conhecendo a forca do campo, ao medir a
velocidade de movimento usando eletroforese laser Doppler, calcula-se o
potencial Zeta (MALVERN, 2019).

4.7.3 Determinacao da eficiéncia de encapsulagao das Micelas Poliméricas

A porcentagem de O6leo encapsulada nas micelas poliméricas foi
determinada de forma indireta, a partir da coleta do sobrenadante (6leo nao
encapsulado apds centrifugacdo a 15.000 rpm por 20 minutos). O filtrado foi
coletado e medido em espectrofotbmetro Nanodrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific) em comprimento de onda 280 nm. A partir da curva de
calibragao foi possivel encontrar a concentragao de 6leo da polpa de macauba
livre no filtrado e calcular a Eficiéncia de encapsulacdo EE (%) através da

formula:

EE (%) = Concentracgao total — Concentracgado de 6leo no sobrenadante 100
YT Concentragao total X
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4.7.4 Determinacgao da estabilidade coloidal das Micelas Poliméricas

A estabilidade das micelas poliméricas foi avaliada através de leituras
feitas mensalmente, em um periodo de seis meses (Fev/2021 a Ago/2021).
Durante esse periodo, solugbes de MP foram estocadas em temperatura
ambiente e em refrigeragéo (4°C) e avaliadas quanto ao didmetro hidrodinamico
meédio, indice de polidispersao e potencial Zeta por meio das técnicas de DLS e
mobilidade eletroforética, conforme ja descrito no item 4.3.1 e 4.3.2,

respectivamente.

4.8 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)
utilizada nos experimentos foi doada pelo Grupo de Estudos de Interacdes entre
Micro e Macromoléculas-GEIMM da Universidade Federal de Santa Catarina. A
linhagem de carcinoma de mama é triplo-negativo, de origem humana e com
morfologia epitelial, derivada de um sitio metastatico, com alta taxa de
proliferagéo, ndo expressando receptores de estrogeno, de progesterona € nem
receptores do tipo HER, segundo a American Type Culture Collection (ATCC,
VA, EUA) (WELSH, 2013; FALCAO et al., 2015).

A linhagem celular de cancer de mama Triplo-Negativa 4T1 (ATCC CRL-
2539™) foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Essa
linhagem é oriunda de cancer de mama Mus musculus, extraido de glandula
mamaria, que mimetiza o modelo de cancer de mama humano; Estagio V.
Apresenta-se aderida quando em cultura (PULASKI e OSTRAND-
ROSENBERG, 1998).

Visando avaliar os impactos da MP-OM em células saudaveis, a linhagem
de fibroblasto L929 (ATCC # CCL-1 CCL-1™) foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ). Essa linhagem de é oriunda derivada de um
camundongo C3H/An macho, do ano de 1948, do tipo aderente em cultura, ndo
primaria (KARAPINAR-KAZANDAG et al., 2011).

Manteve-se as células em garrafas de cultura celular com meio de cultura
recomendado pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ): meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado, 4.500 mg/L de glicose, 1.500
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mg/L de bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino inativado, além de 1%
de penicilina-estreptomicina. Apds adicdo do meio, as garrafas com as células
foram encubadas em estufa a 37°C com 5% de CO.. As células foram semeadas
a uma densidade de 1 x 108 células por garrafa e submetidas a troca do meio de

cultura a cada 48h em fluxo laminar.

Para a realizagdo dos experimentos, as células em garrafa foram
ressuspensas, tripsinizadas e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de meio de cultura
recomendado. A contagem de células viaveis foi avaliada através do método de
exclusao do Azul de Tripan, corante utilizado pela incapacidade das células de
o internalizarem, por apresentarem membrana plasmatica integra. Dessa forma,
as unicas células coradas sao aquelas com membrana danificada, indicando
morte celular (FRESHNEY, 1987). Foram escolhidas as culturas de células com
ao menos 90% de viabilidade celular a partir da analise a olho da confluéncia de

aderéncia das mesmas.

4.8.1 Ensaio de viabilidade celular por mtt

Culturas de células das linhagens de cancer de mama MDA-MB-231
(triplo-negativo humana) 4T1 (triplo-negativo murina), e L929 (fibroblasto murino)
foram selecionadas e semeadas em 100uL de meio DMEM High 10% de soro
fetal bovino (SFB), em placas de 96 pogos estéreis a uma densidade de 5 x 103
por pogo e incubadas overnight a 37°C em 5% CO». Suspensdes de micela
polimérica contendo 6leo de macauba (MP-OM) foram adicionadas aos pogos
para a obtengédo de concentragdes finais de 0,386 mg/ml (C+1), 0,193 mg/l (C>),
0,0965 mg/ml (Cz), 0,04825 mg/ml (C4). O 6leo da polpa livre solubilizado em
DMSO e Tween 80 foi utilizado como controle, com as mesmas concentragdes
do MP-OM. Além desse. Além desses grupos, pogos de células tratadas com
meio DMEM HIGH 10% SFB, micela polimérica branca, isso &€, sem 6leo (MP-
B), e DMSO e Tween 80, na proporcao 1:9 (v/v) também foram utilizados como

controles negativos.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO: por 24h,

36h e 48h. Apos o tempo de incubagdo, o MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
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2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} foi adicionado e as placas foram novamente
incubadas por 4h nas condi¢gdes anteriores. Os precipitados de formazan
formados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) apdés o tempo
determinado. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro Spectramax 190
(Molecular Devices, California, EUA) em comprimento de onda 540nm. O grupo
controle contendo apenas meio de cultura foi considerado como 100% de células
viaveis e comparado aos tratamentos, sendo os resultados expressos em

porcentagem.

4.8.2 Ensaio de antiproliferativo (clonogenicidade) in vitro

O ensaio de clonogenicidade se caracteriza como um ensaio de
sobrevivéncia celular baseado na capacidade de uma unica célula proliferar e
conseguir formar uma colénia (FIEBIG, MAIER, BURGER, 2004; SAMPAIO,
2015).

Cerca de 300 células MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 6
pocos e tratadas uma vez com os seguintes grupos: MP-OM em concentragdes
de 0,386 mg/ml (C1) e 0,0965 mg/ml (Cs), MP-B, OM-LIVRE e meio DMEM
(Controle) com 10% de SFB no volume de 2 ml por pogo. Apds o periodo de
duas semanas (14 dias), as células foram lavadas com PBS 1x e as colbnias
foram fixadas com paraformaldeido por 15 minutos. Realizou-se novamente a
lavagem com PBS 1x, sendo coradas com cristal violeta 0,5% por 1 minuto. Ao
fim desse tempo, os pogos foram lavados com agua milli-Q e as coldnias foram
fotografadas e contadas com o auxilio do aplicativo CFU Scope (Medixgraph,
California, EUA). Em seguida, utilizou-se solugao de SDS 1% e agitagéo por uma
hora a 37°C para que as células fossem solubilizadas e posteriormente serem
quantificadas em espectrofotometro Spectramax 190 (Molecular Devices,
California, EUA) através da absorbancia em comprimento de onda de 620 nm

com posterior analise estatistica.
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4.8.3 Ensaio de migracao (wound healing)

A capacidade de migragao celular em tratamento com MP-OM foi avaliada
em linhagem de células de cancer de mama MDA-MB-231. Inicialmente, uma
concentragdo de 5 x 10* células/pogo foram semeadas em placas de 24 pogos
estéreis e tratadas com 500 yL de DMEM High contendo 10% de soro fetal
bovino. A placa foi incubada a 37°C e 5% CO2 e, a partir do momento que as
células atingiram cerca de 90% de confluéncia, com um auxilio de ponteiras p200
um risco (scratch) foi feito no centro da camada celular em cada pogo, a fim de
remover as células aderidas naquela area. Em seguida, os pogos foram lavados
com PBS em abundancia para a remocgao de restos celulares. Apds essa etapa,
os pogos foram tratados, em ftriplicata, com os seguintes grupos: MP-OM em
concentragbes de 0,386 mg/ml (C+) e 0,0965 mg/ml (Cs3), MP-B, OM-LIVRE e
meio DMEM sem SFB como controle negativo. Posteriormente, as regides
riscadas em cada poco foram fotografadas nos tempos Oh, 12h, 24h, 36h e 48hr
com auxilio de microscopio invertido acoplado a camera fotografica no aumento
10x. Os resultados desse ensaio sdo apresentados em imagens, calculando-se
a area da ferida e sua evolugdo diaria até o fechamento, através do programa
Imaged (National Institute of Health, Maryland, EUA).

4.9 ENSAIOS DE AVALIAQAO ANTITUMORAL IN VIVO
4.9.1 Animais

Para o experimento, foram utilizados 8 camundongos fémeos BALB/c com
idade entre 4 e 6 semanas e peso médio de 25g obtidos do Centro de Biologia
da Reproducédo da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJF). Os
animais foram acondicionados em caixa de propileno recobertas por maravalha
e alimentados com ragc&o comercial Nuvilab e agua filtrada oferecida ad libitum.
Foram mantidos sob condigdes padronizadas de climatizagdo em estantes
climatizadas, com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro controladas
automaticamente durante todo o procedimento experimental. O protocolo
experimental do presente trabalho foi submetido. A Comissao de Etica no uso de
animais da UFJF, recebendo aprovacao certificada no protocolo n° 024/2020 —
CEUA.

50



4.9.2 Delineamento experimental

Para desenvolvimento dos experimentos de avaliagdo da micela
polimérica contendo macauba, cerca de 0,2 ml de meio DMEM HIGH 10% SFB
contendo uma concentragédo de 1x10° células da linhagem 4T1 foram injetadas
no tecido adiposo da quarta mama de camundongos fémeas Balb/c conforme
realizado por Souza & colaboradores (2021). A injecao foi realizada com auxilio

de uma seringa de 10 pL nos animais.

Apos o periodo de tempo de 10 (dez) dias, os animais foram analisados e
aqueles que apresentaram o tumor visivel e palpavel foram divididos
randomicamente em 2 grupos (Controle salina e MP-OM), cada um com 4
camundongos. O tratamento se deu no 1°, 5° 8° 12° e 15° dia, em
concentragbes de 100 mg/kg para o tratamento. A injecdo foi realizada

lentamente para evitar possiveis efeitos colaterais indesejados.

No 19° dia apds o primeiro tratamento a eutanasia dos animais foi
realizada. Durante todo o periodo do experimento os camundongos foram
monitorados através do peso corporal. Os animais que apresentaram dor ou
dificuldade com o tratamento foram acompanhados e, se necessario, a eutanasia

do mesmo foi realizada para evitar seu sofrimento.

4.9.3 Efeito de inibicao de tumor in vivo

As MP-OM foram administradas através de inje¢ao intravenosa na regiao
da cauda dos camundongos balb/c, em concentragao de 100 mg/kg, com volume
de aplicagdo de 0,2 ml. O grupo controle foram tratados com solugdo de NaCl
(0,7%), em mesmo volume de aplicagdo que os da micela polimérica. Nos dias
em que houve tratamento, os tamanhos dos tumores foram monitorados por
paquimetro (Western® PRO digital caliper 6”) até o 19° dia, quando os animais
foram anestesiados e sacrificados. Além disso, os tumores também foram
extirpados, pesados e fixados em formaldeido (10%). Os volumes de cada dia

foram calculados com base na férmula descrita abaixo:

1
Volume = (D1 x DZZ)E
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Onde: D1 = didmetro horizontal; D2 = didmetro vertical
4.9.4 Analise hematolégica

O sangue total foi retirado por puncéo intra-cardiaca em 3 animais de cada
grupo, seguido do armazenamento em microtubos com EDTA, congelados em
freezer e enviados para a analise no Vivanalises Laboratoério Veterinario (Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil). As células brancas totais e diferenciais, plaquetas
(PLT), globulos vermelhos (RBC), concentracdo de hemoglobina (HGB),
porcentagem de hematodcrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV) e
concentragdo média de hemoglobina corpuscular (MCHC) foram medidos. Os
parametros foram determinados em analisador de hematologia SDH-3 (Labtest
Diagnostica SA, MG, Brasil).

4.9.5 Ensaio antiproliferagao (clonogenicidade) ex vivo

Os membros inferiores dos camundongos foram coletados em fluxo
laminar e dissecados para o isolamento do fémur e da tibia, visando a separagao

da medula 6ssea dos animais.

Com auxilio de tesouras e pingas, houve a remocao das epifises dos
0ssos para o flushing, método que consiste em lavar com PBS 1x o interior da
tibia dos animais, até que a mesma fique transparente, indicando a remogé&o
quase total do conteudo celular em seu interior. Apds isso, o liquido coletado foi
centrifugado por 10 (dez) minutos, a 400 xg, em temperatura ambiente (24° C).
O pellet formado foi ressuspendido em meio RPMI-1640 com 10% SFB e 1%
antibiotico e, em placas de 6 pogos, cerca de 1x10° células/mL foram plaqueadas
e mantidas em estufas a 5% de CO2 a 37° C por 14 dias. Ao final do periodo de
diferenciacao, o sobrenadante foi descartado as células foram fixadas com uma
solucédo de metanol durante 5 (cinco) minutos e em seguida foram coradas com
cristal violeta a 5% por 1 (um) minuto. Ao fim, uma solugédo de SDS 1% foi
adicionada em cada pogo e mantida sobre agitagao por 1 hora, até que fosse
possivel a quantificacdo da absorbancia por Espectrofotometro Spectramax 190
(Molecular Devices, California, EUA) em comprimento de onda de 620 nm com

posterior analise estatistica.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia (ANOVA) e teste t foram realizadas para testar os
efeitos entre os grupos de tratamentos individuais, utilizando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc). Valores de p menores que 0,05

(p<0,05) foram considerados estatisticamente significativos.

Para os ensaios que se avaliavam o ICsp os valores foram calculados
através da expressao dos resultados com um percentual de controle, e foram
determinados graficamente a partir das curvas concentracao-resposta por

regressao nao linear com um intervalo de confianga préximo a 95%.

Os resultados apresentados foram expressos em valores médios + erro

padrao da média, exceto quando devidamente identificado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO DA POLPA DE MACAUBA

5.1.1 Perfil dos acidos graxos

Para se verificar os perfis de acidos graxos presentes na amostra,

utilizamos a cromatografia em fase gasosa (CG). Os constituintes presentes e a

porcentagem de concentragdo dos mesmos podem ser observados na Tabela 2.

O acido oleico (C 18:1) foi 0 acido graxo predominante na amostra, com 45,5%

da area. Em seguida, o acido linoleico apareceu com 26,8% e o acido palmitico,

com 12%. No geral, a composigao se apresentou como sendo 17,5 % acidos de

cadeia saturada, 41,7% de cadeia monoinsaturada e 37,1% poli-insaturado.

Tabela 2. Composigdo em acidos graxos (CG) de amostras de 6leo da

polpa de frutos de macauba (%).

COMPOSIGAO QUIMICA

Pico

© 00 N O o B~ W DN

- A A A
w N -~ O

Composto
C12:0-l4aurico
C14:0—miristico
C16:0—palmitico

C18:1—palmitoléico

C18:0-estearico
C18:1-oleico
C18:1w7
C18:1w15
C18:2-linoleico
C18:3-y-linolénico
C20:0-araquidico
C20:1-gadoléico
C22:0-behénico

Outros
Saturados

Monoinsaturados

Area (%)

1,2
0,4
12,0
1,1
3,3
45,5
1,9
1,0
26,8
2,3
0,3
0,2
0,4

3,7
17,5
41,7
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Poli-insaturados 37,1

(FONTE: Elaborada pelo autor, 2021).

Del Rio & colaboradores (2016) observaram uma concentragcéo de 55%
de acido oleico, 23% de acido palmitico e 10% de acido linoleico nas amostras
de Acrocomia aculeata oriundas da regido de Mirabela — Minas Gerais (lat
S16°29°55”, long W44°04’14” datum WGS 84). Em outro trabalho, De Oliveira
(2016) encontrou uma maior concentracdo de acido oleico, cerca de 78,10%,
seguido do palmitico e linoleico, 11,64% e 5,88%, respectivamente. Em geral, os
trabalhos apontam uma concentragao que varia de 80 a 45% do acido oleico,
além de 25 a 10% para o palmitico e 20% a 5% para o linoleico. Essas variagdes
podem ser explicadas pelas diferencas de localidade, clima, temperatura,
umidade, altitude e idade da extracdo da amostra, que podem levar a alteracdes
da porcentagem dos constituintes e sdo consideradas naturais. Ainda assim, os
valores encontrados nesse trabalho estdo condizentes aos observados em
literatura para o 6leo de polpa da macauba (NASCIMENTO et al., 2008; DO
AMARAL et al., 2011; LIEB et al., 2019).

5.1.2 Quantificagao de compostos fendlicos e carotenoides

Os valores encontrados de compostos fendlicos e carotenoides presentes
no oleo da polpa de macauba podem ser vistos na Tabela 3. Baseando-se no
método proposto por De Oliveira (2016), com modificagdes, nosso trabalho
encontrou uma concentragao de 2,81 + 0,18 mg/100g de concentracdo para
carotenoides totais. Em outro trabalho, Lima & colaboradores (2017) também
encontraram valores mais baixos, que variavam de 44,29 mg/100g a 7,33
mg/100g, dependendo do solvente utilizado. Ja Tapeti e colaboradores (2013)
demonstraram que o tempo que a amostra foi coletada também interfere nos
valores de concentracao dos carotenoides, onde apos 31 dias, houve uma queda
drastica dos valores apresentados por esse constituinte. Desta forma, mesmo
estando abaixo, os valores encontrados estdo condizentes com os encontrados
em literatura, visto que a amostra utilizada em nosso trabalho tem um periodo
maior que os 31 dias propostos por Tapeti (2013). Essa diminuigdo no valor da

amostra é justificada pela instabilidade dos carotenoides, que com o tempo,
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sofrem por processos de oxidagao e isomerizagao a partir da exposi¢ao a luz,
temperatura, radicais livres ou de alta concentragao do oxigénio, o que acarreta
na diminuicdo da sua concentragdo e consequentemente na diminuigdo da
possivel atividade antioxidante e pro-vitaminica (RIOS et al., 2009; LIMA et al.,
2017).

Tabela 3. Fendlicos totais e 3-caroteno da polpa da macauba.

Determinagao Amostra (1 mL = 0,8569)
Carotenoides totais (mg/100g) 2,81+0,18
Teor de fenol equivalentes em 632 + 41

acido tanico (mg/100g)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). Todos os valores representam média £ DP (n=3).

Quanto ao teor de fenol equivalentes encontrado, por nosso trabalho o
valor encontrado foi de 632 + 41 mg/100g equivalentes em acido tanico. Esse
resultado € maior que o encontrado por Callegari, Cren e Andrade (2014),
quando convertido, onde o 6leo da polpa teve valor de 212,95 mg/100g. Ja De
Oliveira (2016), citado anteriormente, obteve um valor de 2,69 + g/100g de
amostra. Esse valor, quando convertido, também se mostra 3x inferior ao
encontrado por nosso presente trabalho, e proximos aos encontrados por
Andrade (2020), de 262,41 £ mg/100 g.

Os valores encontrados na nossa amostra de Acrocomia aculeata
divergem quando comparados a de outras espécies. Para fendis totais, por
exemplo, os valores demonstrados aparecem maiores que os 361 = 12.87
mg/100g encontrados em Romaéa (Punica granatum L.), agai (Euterpe oleracea)
com 136,8 mg/100g, mas menores que o0 encontrados em polpa de Jeriva
(Syagrus romanzoffiana) de 850,62 + 4,68 mg/100g, por exemplo (DE OLIVEIRA,
2016; DERAKHSHAN et al., 2018; ANDRADE et al., 2020).

5.1.3 Atividade antioxidante por DPPH-

Tendo em vista a presenca dos compostos fendlicos e carotenoides

encontrados na amostra, foi possivel inferir que a macauba possuisse algum tipo
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de atividade antioxidante. A partir dessa légica, o método de DPPH?« foi escolhido

com o intuito de avaliar essa caracteristica.

Este método consiste na doacédo ou transferéncia de um proton para a
molécula de DPPH?e, que se estabiliza na forma diamagnética e forma a reduzida
DPPH-H, com a perda da cor violeta. E uma metodologia considerada fécil,
precisa, rapida e econbmica, com perfeita adequacéo para a determinagcédo da
capacidade antioxidante de compostos naturais (OLIVEIRA, 2015;
SIRIVIBULKOVIT, NOUANTHAVONG, SAMMENOI, 2018).

O resultado foi expresso pelo ICso (Tabela 4), valor referente a
concentragdo necessaria para 50% de inibicdo do radical de DPPH+. Quanto
menor o valor do ICso, maior € a capacidade de inibir a oxidacdo dos radicais em
50%., conforme apresentado na Tabela 4. O flavonoide Rutina foi utilizado como
controle positivo. O éleo da polpa de macauba utilizado em nossos experimentos
apresentou um valor de 141,8 ug/mL, um valor que indica um potencial

antioxidante inferior ao controle de Rutina (3,371 pg/mL).

Tabela 4. Perfil antioxidante do 6leo da polpa da macauba e da rutina,

expressos em |C50.

Determinagao DPPH IC50 (ug/mL)
Oleo de macauba 141,8
Rutina 3,371

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). Todos os valores representam média £ DP (n=3).

Os valores apresentados em literatura da atividade antioxidante da
macauba pelo método de DPPH- s&o divergentes. Nosso trabalho possui valores
proximos aos apresentados por Da silva & colaboradores (2018), de 102 pg/mL
e Monteiro-Alfredo & colaboradores (2020), que encontraram um valor de 117,10
pMg/mL. Ha também relatos apresentados de menores valores de IC50, caso de
Dario & colaboradores (2018), onde a amostra utilizada indicou que uma
concentragao de 23,89 ug/mL, e por Silva & colaboradores (2021), de 10,69
pMg/mL. De Oliveira & colaboradores (2017) e Lopes & colaboradores (2013)
também encontraram um valor menor de IC50 para o 6leo da polpa, de 63 pg/mL

e 17,03 a 19,10 pg/mL, respectivamente.

57



Em geral, essa diferenga nos valores pode ser explicada no tempo de vida
de amostra. Tapeti & colaboradores (2013) visualizaram um aumento no valor
dos peroxidos inversamente proporcional a diminui¢do dos carotenoides com o
passar dos dias que a amostra havia sido extraida. Esse resultado se confirma
ao avaliar a sua absortividade molar, que passou de 230 nm para 270 nm,
indicando a existéncia de processos de degradagao oxidativa, razdo que leva a
oxidagdo dos carotenoides, diminuindo entdo a atividade antioxidante da

amostra.

5.2 CARACTERIZACAO DAS MICELAS POLIMERICAS
NANOESTRUTURADAS

5.2.1 Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice de polidispersao (Pdl) e

Potencial Zeta

A micela polimérica contendo 6leo da polpa de macauba foi preparada por
auto associagao utilizando ultrassom para homogeneizagéo. Quando observada
de maneira macroscopica, a solucdo apresentou uma coloracido opaca
esbranquigada, com alta fluidez e homogeneidade. Microscopicamente,
conforme apresentados na Tabela 5, a MP-OM apresentou didmetros

hidrodindmico médios de 105,8 nm, com Pdl de 0,12 e potencial Zeta de -17,2.

Tabela 5. Caracterizacao fisico-quimica das Micelas Poliméricas da polpa
do Oleo de Macauba (MP-OM).

DHM (nm) Pdl Potencial Zeta
(mV)
MP-OM 105,8 £ 0,74 0,12+ 0,03 -17,20 £ 0,35
MP-B 394,2 + 205,83 0,54 £ 0,17 -0,17 £ 0,15

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). Pdl: indice de Polidispersdo; MP-OM: micela polimérica
formada de Pluronic® F-127 e com 6leo de macauba encapsulado; MP-B: micela polimérica
sem a presenca de ativo; Todos os valores representam média + erro padrdo da média (EPM)
(n=3).

Tendo em vista os resultados apresentados para a amostra e, somado as
informagbes apresentadas no grafico visualizado na Figura 11a, € possivel

indicar que o método utilizado foi adequado para o preparo da micela, produzindo
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sistemas com tamanho e distribuicdo unimodal. Tem-se ainda o valor baixo de
Pdl (menor que 0,2), que sugere uma distribuicdo estreita do tamanho das
particulas, mantendo-se assim um sistema com amostras de baixa
dispersividade, em que o seu modelo esperado de forma seja parecido ao
apresentado na Figura 12 (MOSQUEIRA et al., 2001).

Figura 12. Grafico de distribuicdo de tamanho por intensidade da (A) MP-
OM e (B) MP-B.
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O eixo Y representa a Intensidade (%) sobre tamanho (d.nm) em eixo X. (FONTE: Elaborada
pelo autor, 2021).

Quanto a micela polimérica sem o 6leo encapsulado (MP-B), os valores
de tamanho (394,2 nm) e Pdl (0,5) foram maiores (Figura 11b). O método
utilizado em sua formacéao foi o mesmo para a MP-OM, com a diferenca de que
apenas a solucédo de P-F127 foi ultrassonificada. Esses valores indicam que a
associacdo com o 6leo de macauba auxilia na estabilizacdo e em sua formacéao
unimodal. Ja o potencial Zeta foi de — 0,17 mV. Esse valor é condizente com
outros valores em literatura, ja que o Pluronic® F-127 é conhecido por nao
apresentar carga elétrica (SEZGIN, YUKSEL, BAYKARA, 2006; NIU et al., 2020)
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Figura 13. llustracdo da provavel conformagéo da micela polimérica de

6leo de macauba.
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(FONTE: Elaborada pelo autor, 2021).

Ha escassos relatos da utilizagdo do oleo de partes da macauba em
sistemas nanoestruturados. Dario e colaboradores (2018) optaram pela a
utilizacdo de um sistema de Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLS), que
encapsulou o 6leo da polpa da macauba utilizando uma particula formada a partir
da juncgao de tensoativos aquosos lauril sulfato de sédio (aniénico), poloxadmero
(n&o ibnico) e monooleato de sorbitano (ndo idnico), formando NLS que
apresentaram valores de 106,9 nm + 1,6 e 188,4 nm £ 2,2 para tamanho, e
Potencial Zeta que variou entre —45 e - 68 mV. Resultado similar foi apresentado
por De Oliveira (2016), que formou uma NLS onde um dos constituintes era o
Pluronic® F68 (PF-68), de estrutura semelhante, mas com diferengas no numero
de monoméros presentes na cadeia. Em seu trabalho, a NLS apresentou
tamanho de 127 £ 3.8 nM, com PdI 0.18 + 0.02 e Potencial Zeta de -47.05 + 7.10
mV para o 6leo da polpa e 131,3 £ 5,85 nM, PdI 0,16 £ 0,00, Potencial Zeta de -
44,78 £ 0,6 mV para o oleo da améndoa. Assim, a utilizagdo dessa particula
como micela polimérica ou nanoemulsdo nao é encontrada em literatura, sendo
esse o primeiro trabalho a realizar tal tipo de nanosistema para encapsulagao do

6leo de macauba.

Resultados similares foram observados em outros trabalhos que optaram
na utilizacdo de 6leos como principio ativo ou constituintes das nanoestruturas.

Em um trabalho de Lucia e colaboradores (2017), monoterpenos de oleos
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essenciais formaram uma concha de copolimero associada a Pluronic® F127 e
apresentaram resultados que variam de 10 a 200 nm, com Pdl entre 0,1 a 0,5.
Wulff-Pérez e colaboradores (2008) obtiveram micelas de tamanho médio 94,0
1 0,8 nm utilizando uma solugao de PF-68 que se associava ao oleo de oliva, ou
gergelim ou soja. Outros trabalhos com Pluronic também apresentaram tamanho
de particula e estabilidade semelhantes. A curcumina encapsulada em uma
micela pelo PF-68 apresentou um tamanho de particula que variou de 114 + 6 a
132+ 8nmede 1147 a134 £ 5nma 37 e 4 °C, respectivamente, no estudo

de Cai e colaboradores (2016).

Outros resultados, porém na formagdo de nanoemulsdes, também
demonstraram carateristicas parecidas as formadas em nosso trabalho.
Shoorvarzi e colaboradores (2020) utilizaram o 6leo essencial de Citrus
aurantium L. bloom e surfactantes para a formag¢ao de uma nanoparticula. Seus
resultados indicaram um sistema unimodal com 76,9 + 6,11 nm de tamanho e
Pdl de 0,19. Além disso, uma analise microscopica da morfologia dessas
particulas indicou gotas pseudo-esféricas. Xiao e colaboradores (2020) também
prepararam essa estrutura de nanosistema para avaliar o potencial
antiinflamatdrio do 6leo essencial de Cinnamomum camphora (L.) J.Presl e
garantir sua estabilidade, considerada baixa em sistema aquoso. Utilizando
Tween 80 e outros componentes para a formacgao, seus resultados indicaram
uma particula de tamanho 173,0 £ 0,12 nm e um PDI de 0,059 + 0,01. Em outro
trabalho, Zhang e colaboradores (2020), utilizaram o6leo essencial de Pinus
koraiensis associado a Tween 80 e outros surfactantes na formacado de
nanoemulsdes que variavam de tamanho entre 17,3 £ 0,12 nm até 240 + 10,08
dependendo do método utilizado em sua formagao, variando a porcentagem do
ativo, do surfactante ou da solugdo aquosa utilizada. Nesses casos, o PdlI

também variou, em solu¢des que foram de de 0,06 + 0,01 até 0,46 + 0,074.

Em relacado aos resultados obtidos para o potencial Zeta, foi mostrada
uma carga negativa na superficie de ambas as particulas. Pelas caracteristicas
ndo-ibnicas do bloco hidrofilico PEG, presentes no Pluronic® F-127 e F-68,
esperava-se carga préoxima a 0. O resultado obtido de —17,5 £ 0,41 mV pode ser
resultado da ionizagdo dos acidos graxos do oOleo encapsulado, em que o

grupamento iénico ficara presente na porgéo hidrofilica da micela, enquanto sua
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cadeia carbdnica (hidrofobica) ficaria associada ao nucleo hidrofébico. Desta
forma, a carga de superficie final torna-se negativa para o sistema. Resultados
parecidos de potencial Zeta foram encontrados em diferentes trabalhos.
Shoorvarzi e colaboradores (2020), como ja relatados aqui anteriormente,
demonstraram Zeta com valor de —43.5 mV para a nanoemulséo formada a partir
do O6leo essencial de Citrus aurantium L. bloom. Em outro trabalho, o
nanosistema com 6leo essencial de Pinus koraiensis demonstrou valor de — 34.4
mV, mais proximo ao encontrado pela MP-OM. Essas diferencas de potencial
mesmo em Oleos podem estar relacionadas as estruturas presentes em cada
composto, variagdo de surfactante ou até mesmo na morfologia dos
nanosistemas. Ao fim, tornou-se extremamente importante avaliar a estabilidade
coloidal da MP-OM ao longo do tempo para avaliagédo de seu comportamento e
garantir um sistema que preza pela uniformidade dos resultados e de uma boa

entrega.

5.2.2 Estabilidade coloidal das Micelas Poliméricas

Duas formas conhecidas que promovem a estabilidade de nanoparticulas
podem ser analisadas e discutidas: a repulsdo de cargas e o efeito estérico
resultante de moléculas nao ibnicas. No primeiro caso, quanto maior a carga de
repulsao, ou seja, o valor mais positivo ou negativo do potencial elétrico presente
na superficie da estrutura, maior a estabilidade coloidal do sistema. Quanto a
segunda variavel, quanto maior a concentragéo de tais moléculas nao ibnicas,
maior a camada hidrofilica entre as particulas, tendendo assim a maior
estabilidade (LOURENCO, 1996; KAKIZAWA et al., 2004; VALLE, 2019).

Visando avaliar se as MP-OM formadas a partir do método de preparagao
anterior mantinha um DHM, Pdl e potencial Zeta constante ao longo do tempo,
o presente trabalho acompanhou a preparagao ao longo de 6 (seis) meses ou

185 dias, em temperaturas ambiente (TA) e de geladeira (4°C).

Macroscopicamente, o0 sistema se manteve opaco, cor opaca
esbranquigada, com alta fluidez e homogeneidade constante, como mostra a

Figura 13. Quando avaliado as caracteristicas ultramicroscopicas, a micela
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polimérica continuou mantendo uma estabilidade ao longo de 5 (cinco) meses.
No entanto, no sexto més houve um aumento significativo do didametro
hidrodinamico médio e do Pdl apenas quando armazenada em temperatura
ambiente, como demonstrado na Figura 14. Nesse tempo, o valor de DHM para
a amostra nesse armazenamento foi de 207,27 nm + 2,0 e Pdl de 0,2. Por outro
lado, para a amostra armazenada a 4°C, o aumento do didametro pode ser notado
a partir do quinto més, indo para 178,27 nm + 3,8 e também no sexto, para 203,5
+ 0,4 nm. Ainda assim, o Pdl se manteve na faixa de 0,2. Nos meses em que
ndo houve o aumento médio do didmetro, os valores de média foram de 156,2
nm x 4,9 para TA, e de 151,4 nm = 8,2 em 4°C. Quanto analisado o valor do
potencial Zeta, 0 mesmo se manteve sem diferenga significativa em todos os
dias analisados para ambos os tratamentos, como demonstrado na Figura 15,
indicando que a MP-OM, mesmo quando ha um aumento da nanoparticula, ainda
possa ser considerada um sistema com boa estabilidade coloidal sob

armazenamento.

Figura 14. Solugbes de MP-OM das amostras (A) de temperatura ambiente e

(B) geladeira, apds 6 meses que foram preparadas.
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T.A — Temperatura ambiente; G: Geladeira. (FONTE: Elaborado pelo autor, 2021).
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Figura 15. Estabilidade coloidal das MP-OM armazenadas

temperatura ambiente (TA) para (A) Diametro e (B) Potencial Zeta.
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Figura 16. Estabilidade coloidal das MP-OM armazenadas em Geladeira
(4°C) para (A) Diametro e (B) Potencial Zeta.
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Como comparagao, De Oliveira (2016) avaliou as caracteristicas
morfolégicas das NLS formadas com o 6leo, sem avaliar aspectos
ultramicroscépios como tamanho, Pdl e Potencial Zeta. Ainda assim, seus
resultados indicaram um bom resultado desses dados no periodo de tempo de

90 dias, em temperatura ambiente, geladeira (4° C) e estufa (37° C).

Ribeiro (2016), avaliou micelas de Pluronic F127 por um periodo de 90
dias, em trés temperaturas: 40°C, 25°C e 4°C. Seu trabalho indicou um aumento
no diametro hidrodinamico médio no 45° dia. Quanto ao potencial Zeta, houve
uma variagdo a partir do 90° dia. Em outro trabalho, Saatkamp (2019)
demonstrou que nanoemulsées formadas por lecitina, Pluronic® F123 e éleo de
semente de uva e revestidas por quitosana mantiveram sua estabilidade por um
periodo de tempo de 30 dias, com DHM entre 208 nm e 160 nm e Pd|l maior que
0,2. O potencial Zeta, nesse caso, se manteve positivo ao longo do tempo,

caracteristica comum entre as nanoparticulas de quitosana.

Comparando os resultados encontrados pelo nosso trabalho com os de
literatura, € possivel avaliar que, mesmo com o0 pequeno aumento do diametro
hidrodindmico médio e do Pdl, o sistema ainda pode ser considerado com uma
boa capacidade de entrega e protegéo, dando assim indicios de boa estabilidade
a longo prazo, fator considerado de extrema importancia para a introducéo de

um composto ao mercado.

5.2.3 Eficiéncia de encapsulagao do 6leo da polpa de macauba

A eficiéncia de encapsulagcéo (EE%) da MP-OM foi calculada a partir da
quantificac&o indireta do 6leo livre por espectofotometria (DARIO et al., 2018;
VALLE, 2019). A porcentagem de 6leo de macauba encapsulado nas micelas
poliméricas com solugao de Pluronic® F127 a 7 mg/mL foi em média de 80,51 +
13,45 %.

Dario & colaboradores (2018) também verificaram a eficiéncia de
encapsulacao de nanoparticulas contendo 6leo de macauba em sua formulacéo.

Nesse trabalho, o 6leo foi constituinte para a encapsulacdo de Avobenzona e
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Octocrileno, e a taxa de eficiéncia de encapsulacdo desses dois compostos
variou de 33,3%, até 82,5%, sendo maior para o aprisionamento do segundo

ativo.

E também possivel encontrar em literatura outros trabalhos que avaliaram
a eficiéncia de encapsulacao de outros 6leos como ativo encapsulado. Em um
desses, Elgegren e colaboradores (2019), utilizando 6leo de Sacha Inchi
(Plukenetia volubilis Linneo.) conseguiram encontrar uma porcentagem de
eficiéncia proxima a 40% em avaliagdo por espectroscopia UV-Vis. Em outro
trabalho, Yang e colaboradores (2017) obtiveram resultados de 88 a 100% no
aprisionamento de 6leo de alga e 6leo de café em nanoemulsdes com tween 80
e span 80 como surfactantes. Em compostos com a presenca do Pluronic® F127
em micelas, Wang e colaboradores (2018) demonstraram que a encapsulagao
de Gossipol foi de 91%, indicando um bom controle na reten¢do do farmaco nas

nanoparticulas formadas do método de ultrafilme.

Nosso estudo indicou uma alta taxa de eficiéncia de encapsulagao do 6leo
de macauba em micelas. Esse resultado pode ser definido pela boa associagao
do dleo e perfil ja definido em literatura do Pluronic® F127 como um bom
polimero para garantir um sistema estavel. Correlacionado a essa alta taxa de
aprisionamento, os resultados de tamanho e estabilidade, tanto em temperatura
ambiente quanto em 4°C, indicam uma micela estavel, de diédmetro
hidrodinamico médio adequado e com um bom potencial de aplicagcdo na

terapéutica para modular a encapsulagao e entrega de ativos.

5.3 VIABILIDADE CELULAR

5.3.1 Ensaio de citotoxicidade por MTT

Para avaliar a viabilidade celular das linhagens MDA-MB-231, 4T1 e L929
apos a encubacao com micelas poliméricas contendo 6leo de polpa de macauba,
foi escolhida a técnica de reducao de MTT. Neste método colorimétrico, o sal de
MTT soluvel em agua é reduzido em formazan, derivado caracterizado por ser

insoluvel em meio aquoso e de coloracido roxa. Essa reacdo da-se através da

67



atividade das desidrogenases, que clivam o anel de tetrazdlio, levando a reduc¢ao
do composto (MOSMANN, 1983; VALLE, 2019). Assim, as células com
metabolismo mitocondrial ativo irdo metabolizar o MTT em formazan, sendo

possivel assim avaliar a viabilidade celular.

A Figura 16 mostra uma agéo citotoxica da MP-OM em células de céancer
de mama triplo-negativo humana MDA-MB-231 apéds a incubagdo. Comparado
ao grupo controle, ndo foram observadas nenhuma redugdo significativa na
viabilidade de nenhum tratamento em 24 horas (Figura 16a), apesar das
concentragdes 1 e 2 da MP-OM apresentarem uma ligeira diminuicao de 15,52%
e 14,04% na viabilidade celular, respectivamente. Uma diminui¢ao real dessa
viabilidade foi observada a partir do tempo de 48 horas (Figura 16b), onde foi
possivel verificar uma queda da viabilidade celular de 25,04% em C1 e 20,74%
em C2, mantendo-se em 72 horas (Figura 16¢), que apresentou uma queda de
38,52% em C1. Apesar de nao apresentar diferencga significativa, a C2 continuou
apresentando queda da viabilidade das celulas tumorais, com valor de 25,87%.
As concentragbes 3 (C3) e 4 (C4) da MP-OM nao apresentaram variagcao
significativa em nenhum dos tempos apresentados, mesmo resultado visto para

o 6leo da polpa de macauba livre, quando comparado ao controle.
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Figura 17. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de céncer
de mama MDA-MB-231 apds incubagdo com MP + dleo de polpa macauba em

diferentes concentragdes por (a) 24 hrs, (b) 48 hrs e (c) 72 hrs.
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CTRL: grupo tratado com o veiculo; Ci234: grupo tratado com as concentracdes
previamente categorizadas; MP-OM: grupo tratado com micelas poliméricas constituidas de
Pluronic® F127 e 6leo da polpa macauba; MPB: grupo tratado com micelas poliméricas sem
ativo; OM-Livre: grupo tratado com 6leo de macauba em forma livre; DT80: Grupo solugdo de
DMSO (90%) e solugéo Tween 80 (10%). Resultados expressos como média * erro padrdo da
média (SEM); *reducéo significativa de p<0.05 (ANOVA seguido de Bonferroni); ** reducéo
significativa de p<0.001; ap <0,05 diferencga significativa entre grupo controle e grupo MP-OM
C1; bp<0.05 diferenga significativa entre grupo controle e grupo MP-OM C2; cp<0.05 diferenca
significativa entre grupo controle e grupo MP-OM C3 (ANOVA + SEM seguido de Bonferroni).

Além de comparacéo ao grupo controle, a comparagao entre o grupo livre
e 0 micela também torna-se necessario, a fim de se avaliar se a encapsulagao
do 6leo da polpa de macauba permite a mudanga da atividade nas células,
tornando-se citotoxica para a MDA-MB-231. Em geral, os resultados se
assemelharam ao encontrado quando comparado ao grupo controle. Em 24
horas néo foi possivel observar diferenga significativa entre as concentragdes

livre e encapsulada, mudancga que alterou-se em 48 horas, quando C1 de MP-
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OM demonstrou redugio da viabilidade, o que ndo foi observado no 6leo livre.
Ainda nesse tempo, C2, C3 e C4 repetiram o resultado de 24 horas, mesmo que
C2 tenha apresentado uma diferenca de 14,83% entre os dois grupos. Em 72
horas, os resultados continuaram indicando uma variagao significativa em C1,
cujo a viabilidade apresentou uma diferenga de 41,44%. C2, que até entdo nao
tinha apresentado dados significativamente diferentes, nesse periodo de tempo
foi possivel observar uma diferenca de 46,78%. Concentragdes inferiores se

mantiveram estatisticamente iguais ao controle.

E importante destacar ainda que o controle DMSO + Tween 80 e a Micela
polimérica branca (MPB), se referem a valores da maior concentragao utilizada
no experimento e nado apresentaram redugao significativa em nenhum dos
tempos testados para controle. Quando comparado os valores da MP-OM com
os de MPB, foi possivel avaliar diferenga significativa em 48 horas para C1, C2
e C3 e em 72 horas no grupo C1. Isso nos permite aferir que qualquer redugcao
ou aumento na viabilidade celular foi causada pela agdo do 6leo de macauba

livre ou da MP-OM, exclusivamente.

Visando avaliar se os resultados apresentados em MDA-MB-231 seriam
semelhantes em células de carcinoma mamario triplo-negativa em murinos, o
mesmo experimento foi conduzido a partir de células 4T1. Os resultados, que se
encontram na Figura 17, se mostraram similares aos encontrados no modelo
humano, com algumas pequenas diferengas. Em 24h (Figura 17a), a C4 da MP-
OM demonstrou um aumento significativo em 24 horas de 27,53% comparado
ao controle. A reducgao da viabilidade no tratamento com células MP-OM passou
a ser observada novamente a partir de 48 horas (Figura 17b) em C1, que
apresentou uma queda de 31,52%, um pouco superior ao valor apresentado nas
células MDA-MB-231. O C2, que anteriormente também apresentou uma queda,
nesse tipo de carcinoma demonstrou um resultado de queda de 12,75%. Nesse
tempo, também foi possivel observar um aumento significativo nas C1, C2 e C3
nos grupos de Oléo de macauba livre, onde foi possivel verificar um valor maior
de 20,83% em C1, 18,51% em C2 e 18,47% em C3. Os resultados mais similares
aos encontrados em MDA-MB-231 foram vistos em 72 horas (Figura 17c), onde
a C1 apresentou uma redugéo significativa de 41,95%. A C2 novamente nao foi

significativa por ANOVA, mas demonstrou uma queda de 23,98%.
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Quando comparado os grupos que contém macauba, o resultado se
manteve, com modificacbes. Como dito anteriormente, em 24 horas C4
demonstrou um aumento da viabilidade quando ao grupo controle, se repetindo
também nessa condicdo. Em 48 horas, C1, C2 e C3 demonstraram diferenca
significativa entre os grupos MP-OM e OM-Livre, enquanto em 72 horas, apenas
C1 e C2 demonstraram variabilidade. Em geral, os resultados foram parecidos
aos observados nas células de MDA-MB-231. Foi possivel observar que C1
continuou demonstrando a maior citotoxicidade em ambos os grupos, enquanto
as outras concentragdes variaram conforme o tempo. O mesmo raciocinio pode
ser observado para os valores de MPB e DMSO, com a concentragdo 1
demonstrando diferenga significativa em tempos de 48 e 72 horas da micela sem

6leo.

Figura 18. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de cancer de
mama 4T1 apds incubacdo com MP + 6leo de polpa macauba em diferentes
concentragdes por (a) 24 hrs, (b) 48 hrs e (c) 72 hrs.
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Tratamentos

CTRL: grupo tratado com o veiculo; C1234: grupo tratado com as concentracdes
previamente categorizadas; MP-OM: grupo tratado com micelas poliméricas constituidas de
Pluronic® F127 e 6leo da polpa macauba; MPB: grupo tratado com micelas poliméricas sem
ativo; OM-Livre: grupo tratado com oleo de macauba em forma livre; DT80: Grupo solugdo de

DMSO (90%) e solugéo Tween 80 (10%). Resultados expressos como média * erro padrdo da
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média (SEM); ** reducgao significativa de p<0.001; ***aumento significativo de p<0.0001; ap <0,05
diferenca significativa entre grupo controle e grupo MP-OM C1; dp<0.05 diferenga significativa

entre grupo controle e grupo MP-OM C4 (ANOVA seguido de Bonferroni).

Os valores de ICso calculados condizem com os dados encontrados. Os
resultados estédo presentes na Tabela 6. A concentragao inibitéria de 50% (1C50)
da MP-OM foi calculado de 1,163 mg/mL (24h) para células MDA-MB-231 e
0,745 mg/mL para células 4T1. Em 48h, o IC50 na célula tumoral humana foi de
0,713 mg/mL, enquanto a murina teve valor de 0,603 mg/mL, e em 72h, os
valores foram de 0,431 mg/mL e 0,461 mg/mL, respectivamente. Quanto ao 6leo
livre, todas as concentracdes demonstraram |ICso bem acima das concentragoes

testadas.

Tabela 6. Valores de IC50 calculados para a MP-OM e OM-Livre em células
tumorais MDA-MB-231 e 4T1.

Compostos

Substancia\Linhagem MDA-MB-231 4171

celular

Tempo 24h 48h 72h 24h 48h 72h
MP-OM (mg/mL) 1,163 0,713 0,431 0,745 0,603 0,461

OM-LIVRE (mg/mL) 1,882 1,166 3,553 1,114 1,775 4,299

Dados calculados pelo autor a partir da equacéo formada da linha tendéncia e valor de R.

Nao ha relatos da utilizacdo do 6leo de macauba no tratamento de células
tumorais em literatura. Ainda assim, essa diminuicdo na queda da viabilidade
celular pode ser explicada a partir da presenca de bioativos importantes e com
acao de regulacao das espécies reativas de oxigénio, como os carotenoides,
tocoferodis e acidos graxos livres presentes no 6leo da polpa de macauba. Esse
tipo de atividade tem como aumentar ou eliminar a formagao das EROs, que
levam ao favorecimento no estresse oxidativo, importante em alguns processos
fisiologicos, formados a partir do processo respiratério e outras diversas reagdes
oxidativas que ocorrem no processo aerobico das células, e sdo de extrema
importancia para os seres vivos (YANG et al., 2018; KASHYAP et al., 2019).
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Dentre esse grupo, os [(3-carotenos, molécula mais abundante desse
grupo presente no 6leo da polpa de macauba, apresentam resultados ja datados
em literatura de sua atividade antitumoral. Alguns estudos ja se propuseram a
analisar a via de atuacdo dos [B-caroteno. Niranjana e colaboradores (2015)
indicaram que essa molécula diminuiu significativamente a porcentagem de
células BCL-2 e BCL-xL positivas, além de levar a indugédo da interrupcao do
ciclo celular na fase G2/M, levando a reduc¢ao da expresséo do regulador-chave
dessa etapa, a Ciclina A. Somado a esse, outros estudos demonstraram que a
suplementagdao com (-caroteno levou ao aumento do nivel de p53 apoptético e
diminuicdo do BCL-2 anti-apoptético em uma linhagens de células de cancer
gastrico humano (células AGS) apds 24 horas de tratamento. Apesar dessas
hipoteses levantadas, ndo ha um consenso em literatura a respeito (JANG et al.,
2009; MILANI et al., 2016).

Em trabalho realizado por Gléria & colaboradores, a utilizagédo do (-
caroteno inibiu a proliferagao celular de células de cancer mamarias MDA-MB-
231 em mais de 50% a todos os grupos testados, em concentragdes que vao de
10 uM a 0,5 pM, além de aumentar a apoptose celular das mesmas. Quanto a
nanoestruturas com atividade antioxidante, Fazelifar e colaboradores (2020)
indicaram a atividade antitumoral de nanoemulsbées de Arachis hypogaea em
células A549, citando a atividade antioxidante dos B-caroteno e compostos
fendlicos presentes no 6leo. Apesar dos resultados anteriores demonstrarem
maior efetividade comparado ao presente trabalho, algumas diferengas podem
ser notadas. A primeira delas, € que a porcentagem de carotenoides e tocoferdis
presentes na macauba sao menores que os anteriores. Ainda assim, o dleo da
polpa da macauba demonstrou uma redugdo significativa para as células

tumorais.

Os tocoferdis, também presentes no 6leo da polpa da macauba, também
possuem estudos significativos para validagao de sua atividade. Em um destes
Tam e colaboradores (2018) visualizaram uma IC50 de 31 uM do a-tocoferol em
células MDA-MB-231. Outro trabalho, agora realizado por Wei & colaboradores
(2019), demonstrou que a alta dose de Metotrexato aumentou a atividade

anticancer em TNBC tratado com a-tocoferol, enquanto a baixa dose desse
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farmaco reduziu a atividade anticancer em células MDA-MB-231 e MDA-MB-468

tratados com a-TOS.

Outro fato que chama atencgao ¢é a diferenca dos resultados entre o éleo
de macauba livre e o encapsulado. Isso pode ser explicado quando ocorre a
encapsulacdo do 6leo de macauba, alterando completamente a via de agao.
Acredita-se que o 6leo livre pela composigcao parecida com a membrana celular
acabe se tornando um constituinte da mesma. Assim, a funcdo seria
exclusivamente de reparagdo e protecdo da membrana celular. Trabalhos
anteriores ja documentaram o perfil benéfico de regeneracéo do 6leo. Ja citado
anteriormente, De Oliveira (2016) demonstrou que a associagao de dOleo de
macauba a nanoparticulas lipidicas permitiu 0 aumento da viabilidade de filtros
UV em até 2x mais. Isso se altera quando se utiliza as MP-OM, o que permite a
liberacdo dos ativos, garantindo a atividade citotoxica da micela. Em outro
trabalho, Da Silva e colaboradores (2019) também corroboraram com a boa
atividade antioxidante in vitro dos frutos da Acrocomia aculeata, ndo sendo
observado nenhum sinal de citotoxicidade em células LLC-PK1, em
concentragbes que variaram de 5-500 pyg/mL. Desse modo, € possivel sugerir
que esse aumento significativo da viabilidade da macauba observado nas
concentragbes C1, C2 e C3 em 48 horas das células 4T1 é reflexo desse perfil

cicatrizante citado anteriormente.

Seguindo essa linha de raciocinio, visando avaliar se a citotoxicidade da
MP-OM apresentada em células tumorais seria exclusiva a esse grupo celular,
um outro ensaio de citotoxicidade foi realizando em células normais de
fibroblasto murino L929. Os resultados, vistos na Figura 18, demonstram que,
nao s6 a MP-OM se manteve nao téxica em nenhum dos tempos analisados,
como obteve um aumento significativo de 34,38% * 22,4 na viabilidade celular
das células em 72 horas na sua maior concentracdo. O dleo livre, que
anteriormente nao apresentou toxicidade, manteve esse perfil comportamental
nas células viaveis, como esperavamos. Somado a isso, em 72 horas, nas C1 e
C2 houve um aumento significativa da viabilidade celular, de 46,41% + 7,9 e
39,98% + 2,8, respectivamente. Outros grupos também apresentaram essa

sinalizagdo para o crescimento da viabilidade, mas sem apresentar diferenca
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significativa, caso das concentragbes C3, C4 do dleo livre e C2 e C3 da micela

polimeérica.

Figura 19. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de fibroblastos
L929 apds incubacdo com MP + 6leo de polpa macauba em diferentes

concentragdes por (a) 24 hrs, (b) 48 hrs e (c) 72 hrs.
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Tratamentos

CTRL: grupo tratado com o veiculo; C1.23.4: grupo tratado com as concentragdes previamente
categorizadas; MP-OM: grupo tratado com micelas poliméricas constituidas de Pluronic® F127
e Oleo da polpa macauba; MPB: grupo tratado com micelas poliméricas sem ativo; OM-Livre:
grupo tratado com 6leo de macauba em forma livre; DT80: Grupo solugdo de DMSO (90%) e
solucdo Tween 80 (10%). Resultados expressos como média + erro padrdo da média (SEM);
*aumento significativo de p<0.0005 (ANOVA seguido de Bonferroni); ** aumento significativo de
p<0.0001 (ANOVA seguido de Bonferroni).

Esse resultado somado aos encontrados na viabilidade das células MDA-
MB-231 e 4T1 indicam um possivel potencial de uso da MP-OM em outros

ensaios pré-clinicos in vitro em busca de complementar o estudo.
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5.3.2 Ensaio de clonogenicidade (proliferagao) celular in vitro

Uma das possiveis estratégias visadas na busca do tratamento de células
tumorais € a prevengao ou retardamento do crescimento dos tumores. Visando
esse tipo de abordagem, o ensaio de clonogenicidade foi utilizado para
determinar se a MP-OM seria capaz de alterar a formacdo de colonias da
linhagem célular MDA-MB-231.

O grupo controle, que apresentou uma contagem de 256,3 =+ 12,1
colénias, foi utilizado como comparativo para os tratamentos, sendo assim o
valor de absorbancia considerado 100%. Como € possivel notar na Figura 19, as
MP-OM reduziram significativamente a proliferagdo das célula tumorais. Em C1,
a contagem de células indicou um valor 97% menor que o grupo controle, de 7,3
1 2,5, enquanto a absorbancia, usada como forma de se validar os resultados de
contagem, apresentou 18,8% £ 1,5, com uma redugéo ao controle de 81,9%
(p<0,001). Ja C3, concentragdao de valor menor, a redugao foi menor, porém
manteve uma diferenca significativa quando comparado ao controle. A contagem
de colonias indicou um valor de 170,3 + 20,0, com reducao de proliferagao de
30,01%. Ja os valores de absorbancia desse grupo foram de 78,6% + 2,3 e
24,4% de inibigao.

Somado ao resultado anterior, as micelas poliméricas sem a presencga do
Oleo da polpa de macauba (MPB) nao diferiram significativamente do grupo
controle, com valores de 248,7 £ 2,1 e 1% de inibigdo para a contagem de células
e 954% + 6,9 para absorbancia, com reducdo de viabilidade de 4,6%. E
importante ressaltar que a concentracao utilizada de MP-B foi a mesma da maior
concentragéo (C1) de MP-OM, portanto, um claro indicativo que a diferenca dos
valores apresentados se deve a acio do 6leo de macauba nanoencapsulado em
forma de micela polimérica. Quanto ao 6leo livre (OM-L), os resultados foram
conflitantes. Enquanto a contagem apresentou diferenca significativa, com valor
de 204,7 £ 5,5 e redugao de 16,04%, a absorbancia ficou bem préxima do
encontrado ao grupo controle, com 95,6% + 4,1 e inibicao de apenas 4,4%. Ainda
assim, esse resultado foi significativamente maior do que ambos os grupos de
MP-OM, tanto para C1, quanto para C3 quando analisada a contagem e
absorbancia. Esses resultados indicam uma promissor potencial de inibicdo da
proliferacédo celular causado pelas MP-OM.
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Figura 20. Numero de colbénias (A), % de absorbéancia (B) e (C) Fotografia
representativa dos pocos corados com cristal violeta pelo ensaio de
clonogenicidade (proliferacdo) em células de fibroblastos MDA-MB-231 apdés

incubacdo com MP + 6leo de polpa macauba.
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CTRL: grupo tratado com o veiculo; Cx: grupo tratado com concentragdo especifica; MP-OM:
grupo tratado com micelas poliméricas constituidas de Pluronic® F127 e 6leo da polpa macauba;
MPB: grupo tratado com micelas poliméricas sem ativo; OM-Livre: grupo tratado com dleo de
macauba em forma livre solubilizado em DMSO (90%) e solugdo Tween 80 (10%). Resultados
expressos como média + erro padrdo da média (SEM); *reducéo significativa de p<0.05; ***
reducdo significativa de p<0.0001; ap<0.0001 diferenga entre grupo MP-B e MP-OM C1;
bp<0.0001 diferenca entre grupo MP-B e MP-OM C3 (ANOVA seguido de Bonferroni).

A explicacéo da atividade antiproliferativa das micelas poliméricas segue
uma linha de raciocinio proxima ao apresentado na citotoxicidade, ou seja,
definidos pela presenca dos compostos biotipicos presentes na macauba. No
caso dos carotendides, a acao inibitéria desses compostos no crescimento do
tumor pode estar relacionada a sua capacidade de interferir em diferentes vias
de sinalizagao celular que regulam a proliferagéo, crescimento, diferenciagao e
morte celular. Visando esse tipo de atividade, Moccia e colaboradores (2020)

demonstraram que concentracdes de extrato de abdbora enriquecido com
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carotendides foi capaz de retardadar em 40% a proliferagdo celular em uma
linhagem de leucemia linfocitica cronica humana através da modulagao do fluxo
autofagico. Essa atividade, segundo os autores, pode estar associada com a
superexpressao de p27Kip1, ativagdo de AMPK e modulagdo de autofagia,

levando a inibi¢gdo do crescimento desse tipo de linhagem in vitro.

Em outro trabalho, pesquisadores visaram avaliar o mecanismo
antiproliferativo de duas variedades de bagas de goji (Lycium spp.), que foram
investigados em um periodo de tempo de 72h. Para uma inibicdo de 50% da
proliferagdo, os compostos precisaram de uma dose de 4,08 £ 0,09 mg/mL de
Lycium ruthenicum Murr. (LRM), e de 17,86 = 1,77 mg/mL para a Lycium
barbarum L. (LB), bem mais alto o que a dose que utilizamos da MP-OM no
presente trabalho. Essa diferenga entre as espécies de goji pode ser explicada
pelo maior perfil antioxidante da LRM, que, segundo os resultados apresentados
pelos autores, chega a ser 2,4 vezes maior que o da LB, resultado da diferenca

dos perfils de carotendides presentes em cada espécie (XIONG et al., 2021).

Jayaprakasha e colaboradores (2019) demonstraram atividade
antiproliferativa de 65% em concentragao de 25 ug/mL, e 80% em concentragao
100 pg/mL em amostras de cenoura BetaSweet contra células mamarias de
cancer de mama MCF-7 no tempo de 96 horas. Esse alimento apresentou cerca
de pelo menos 15 compostos fenolicos, além de carotenoides e outros

tocofenois, o que explica a atividade.

Ja bem definido como um bom inibidor da atividade proliferativa de células
tumorais TNBC, o Resveratrol (RES) aparece com resultados bem parecidos
com o que demonstramos com a nossa MP-OM. Em estudo realizado por Horgan
e colaboradores (2019) ap6s 7 dias, células MDA-MB-231 e MCF-7
apresentaram ligeira queda da proliferacdo de analogos, exibindo uma relagéo
dependente da dose versus os efeitos inibidores do crescimento que o
resveratrol e compostos relacionados podem exibir, com doses >20 yM mais
comumente associadas aos efeitos de proliferagdo. Outros trabalhos também
apresentaram bons resultados na inibicdo da proliferacdo. Em um deles, pelo
periodo de tempo de 17 dias, a concentracdo de 100 yM de RES inibiu
significativamente a capacidade de proliferacdo em células MDA-MB-231 em
100%. Em outro trabalho, a concentracdo de 64 uM demonstrou inibicdo
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moderada, de aproximadamente 20% comparado ao grupo controle. Porém,
quando associada a ceramida, a inibicdo do composto aumentou para 90%,
indicando uma boa associagdo com tal composto (DOLFINI et al., 2006;
SPROUSE e HERBERT, 2014).

Os resultados do ensaio clonogenico, associado ao apresentado na
citotoxicidade de MTT indicam um bom perfil antiproliferativo da MP-OM.
Comparado ainda com os resultados em literatura de compostos conhecidos
pela sua atividade e efeitos adversos, como o Resveratrol, a baixa citotoxicidade
em ceélulas saudaveis da associagdo de micelas com o 6leo da polpa do éleo de

macauba € um bom indicativo para o seu uso potencial no tratamento do cancer.

5.3.3 Ensaio de avaliagao da migragao celular in vitro por Wound Healing

Além dos potenciais antiproliferativo e citotoxico, o presente trabalho
também visou avaliar se a MP-OM e o OM-Livre possuiam algum tipo de
atividade antimigratéria. Os nossos estudos demonstraram que, em células
tratadas com concentragbes de 0,386 pg/mL (C1) e 0,0965 ug/ml (C3) a
cicatrizagdo da area livre foi significativamente diminuida apds 48h de tratamento
em comparagao ao grupo controle. Nesses grupos, a % de area livre para C1 e
C3 foram de 65,46% + 2,4 e 61,86% * 4,7, respectivamente, enquanto o grupo
controle apresentou 23,14% + 12,7 da area nao preenchida por células, como

demonstrado na Figura 20b e Figura 20c.
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Figura 21. Resultados do ensaio de migragcédo (wound healing) de células MDA-
MB-231 apds tratamento simulado de MP-OM e OM-Livre.
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(A) Fotografia dos pogos com células tratadas pelo microscopio invertido Olympus, (B)
porcentagem da area livre dos tratamento em grafico de linha, e (C) porcentagem da area livre
dos tratamentos em grafico de coluna. Tempos de incubagao: Oh, 12h, 24h, 36h, 48h, n = 3.

Controle: grupo tratado com o veiculo; Cx: grupo tratado com concentragao especifica; MP-OM:
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grupo tratado com micelas poliméricas constituidas de Pluronic® F127 e 6leo da polpa macauba;
OM-Livre: grupo tratado com 6leo de macauba em forma livre solubilizado em DMSO (90%) e
solugéo Tween 80 (10%). O calculo das imagens foi realizado a partir do programa Image J. ***
p <0,0001 diferenca de MP-OM C1 para grupo controle; ** p <0,0001 diferenca de MP-OM C3
para grupo controle; ap <0,001 diferenga de grupo MP-OM C1 para grupo OM-Livre; bp >0,001
diferenca de MP-OM C3 para grupo OM-Livre Livre (One-way ANOVA média + SEM seguido por
teste de Bonferroni).

Uma diferenga significativa também foi observada quando comparado os
grupos de tratamento de MP-OM com o ¢leo livre (OM-Livre), que apresentou
um valor de area ndo migrada de 38,82% * 4,1. Quando comparado com o grupo
controle, o OM-Livre n&do apresentou diferenga significativa, indicando assim,
que o possivel efeito antimigratério do 6leo foi adquirido a partir do seu

aprisionamento em micela, possibilitando o mesmo de exercer sua atividade.

Como dito anteriormente, o grupo micelar sem o 6leo (MPB) possui
apenas o Pluronic® F127 como constituinte. Trabalhos em literatura ja
demonstraram que esse composto ndo alterou significativamente o perfil
migratorio de celulas tumorais, sendo assim possivel aferir que essa provavel
atividade antimigratoria encontrada pelo nosso trabalho vem do 6leo de polpa da
macauba encapsulada (SUN et al., 2015; BHATTACHARYA et al., 2020).

Os tempos de 12h, 24h e 36h n&o apresentarem diferencga significativa
entre os grupos. Os valores de média e desvio de cada tempo e tratamento

podem ser visualizados na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7. Porcentagem de area livre do ensaio de migragdao wound
healing em células MDA-MB-231.

Tempo/Grupo CONTROLE MP-OM C1 MP-OMC3  OM-LIVRE

12h 86,7+5,9 92,3+6,7 85,3+3,6 85,2+6,1
24h 62,9+15,0 69,6+7,3 74,5+6,4 59,646,3
36h 41,6+21,3 62,1+9,8 62,171 45,1+4,2
48h 23,1127 65,5+2 4 61,9447 38,8+4,1

Todos os valores estdo em porcentagem (%) e representam média + DP (n=3) (FONTE:
Elaborado pelo autor, 2020).
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O perfil anti-migratorio observado para o tratamento das células coma
micela polimérica contendo 6leo de polpa da macauba, pode ter relacdo com a
presenca de compostos fendlicos e carotenoides em sua constituicdo. Estudos
clinicos com pacientes com cancer de mama demonstraram uma correlagao
inversamente proporcional entre o cancer metastatico em estagio lll com as
alteracbes metabdlicas e diminuicdo das concentragbes séricas de beta-
caroteno e de vitamina A. Apesar dessa correlagao ja datada, o mecanismo de
acao desses constituintes ainda ndo € conclusivo para a comunidade
académica. Niranjana e colaboradores (2015) propuseram que os [3-carotenos
levaram a redugao da expressao do fator 1a indutivel por hipdxia, um regulador
de metastase bem conhecido, atenuando a capacidade migratoria e invasiva de
células de neuroblastoma maligno (ou seja, efeito de antimetastase). Em outro
trabalho, esse carotenoide foi associado a regulagdo do NF-kB, que age como
fator transcrigao pro-inflamatério que promove o desenvolvimento de cancer de
mama invasivo, se ligando a regidao do promotor de BCL-xL e BCL-2 (CATZ,
JOHNSON, 2001; ROSA et al., 2019; PARK, BROWN, KIM, 2020).

A duvida quanto a acdo metastatica dos compostos fendlicos também é
inconclusiva. Seu mecanismo de acdo possui como alvo multiplas vias de
sinalizagdo que regulam processos celulares importantes, como proliferagéo,
apoptose e diferenciacdo. No caso da metastase, uma regulagdo negativa foi
observada em fatores de transcricdo como NF-kB, NRF2 e STATs e fatores
angiogénicos VEGF, FGFR1 e MIC-1 (ANANTHARAJU et al., 2016; AVTANSKI,
PORETSKY, 2018).

5.4 EFICACIA DE INIBICAO DE TUMOR IN VIVO

No intuito de avaliar o tratamento de camundongos Balb/c carreando
tumor de mama com a MP-OM, a atividade in vivo antitumoral foi avaliada. De
forma notavel, houve reducgao significativa no volume do tumor no 19° dia de
tratamento (Figura 21a) quando comparados ao grupo controle tratado com
salina. Apesar disso, é possivel ver uma diferencga significativa a partir do 15°
dia. Ademais, nenhuma perda de peso corporal significativa foi observada

durante o tratamento, apesar de uma queda no 19° dia para o grupo controle
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(Figura 21b). Somado a isso foi possivel verificar diferenga significativa entre os

grupos quanto ao peso dos animais.

No 19° dia os animais foram eutanasiados e o tumor foi pesado em uma
balanga analitica. Como possivel observar na Figura 21c, néo foi observado
diferencga significativa entre os grupos, apesar do grupo MP-OM aparecer menor

que o grupo controle.

Figura 22. Volume tumoral relativo, peso do tumor e variagao de peso de

camundongos Balb/c portadores de tumor de mama.
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Camundongos com tumor de mama foram tratados com HNPs-siVEGF nos dias 1, 5, 8, 10, 12
e 15. (A) O volume relativo ao tumor, (B) a variagdo do peso corporal durante o tratamento foi
monitorada por 19 dias e (C) peso do tumor retirado apds a eutanasia dos animais no 19° dia.
As setas no eixo x da imagem A indicam os dias da injeg&o. Circulos fechados sao os grupos
tratados com solugéo salina estéril e os quadrados abertos representam os tratados com MP-
OM (n = 4). Os resultados sao expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Teste t

de Student por dia de tratamento. * p <0,05, quando comparado ao grupo controle.
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E sempre importante ressaltar que os efeitos observados in vitro nem
sempre podem ser extrapolados para modelos in vivo, sendo sempre necessario
estudar a atividade de qualquer composto avaliado em sistemas biologicos
completos (CHAGAS; AGOSTINI, 2012). Os resultados in vivo confirmam o
potencial antitumoral da MP-OM encontrado nos resultados anteriores dos

ensaios de citotoxicidade (MTT) e clonogénico.

A utilizacdo da macauba como elemento principal no tratamento de cancer
de mama triplo negativo ndo é encontrada em literatura. Em outros tipos de
tratamento, essa espécie € comumente relatada por sua agao antiinflamataria,
antidiabética e diurética, porém, mesmo assim, os trabalhos em literatura ainda
sao poucos para o grande potencial que a Acrocomia aculeata, em geral, possui
(NUNES et al., 2018; DA SILVA et al., 2018; COSTA et al., 2020).

Em outro direcionamento, Magosso e colaboradores (2016) buscaram
avaliar os potenciais antigenotdxico, antimutagénico, imunomodulador e
apoptatico dos oleos da polpa e da améndoa da macauba isoladamente e em
combinagao com o agente antitumoral ciclofosfamida em camundongos machos
Swiss, com concentragdes de 3,15 e 30 mg/kg por gavagem em pre, pos, e
tratamento simultdneo. Ao final do experimento, os autores sugeriram que
ambos os 6leos foram quimiopreventivos em todas as doses, além de ndo
apresentarem nenhum tipo de comportamento genotoxico e mutagénico, sendo
promissor na composi¢cao de alimentacdo funcional e nutracéutica. Porém,
guando associada a ciclofosfamida, os resultados apresentaram uma diminuigao
da eficiéncia mutagénica e apoptética do farmaco, ndo sendo recomendada

como tratamento adjuvante nesse caso.

Diferente do experimento realizado por Magosso, que optou na utilizagao
do tratamento por gavagem, nosso trabalho optou pela administragdo da
formulagao testada via intravenosa, escolha comum quando ha a utilizagao de
tratamentos oncoldgicos com micelas poliméricas. Esse tipo de escolha se deve
ao seu tamanho adequado, que garante que as micelas (estruturas
supramoleculares) sejam muito grandes para extravasamento das paredes
normais dos vasos e excregao renal, mas pequenas o suficiente para
extravasamento dos vasos sanguineos tumorais. Assim, a combinagdo das
caracteristicas fisiopatolégicas dos tecidos tumorais sélidos com as
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caracteristicas fisico-quimicas das micelas, garantem o direcionamento do ativo
pela via endovenosa ao tecido alvo. Além disso, a utilizagao do 6leo livre pela
via endovenosa deve ser evitada, ja que ha risco de morte subita devido ao
entupimento dos vasos ocasionados pelo 6leo livre (GONG et al., 2012; AMJAD
etal., 2017; MELO et al., 2021).

A reducdo do volume tumoral observado em nosso estudo é
provavelmente oriunda da presenca dos compostos fendlicos e carotenoides
encontrados no 6leo da polpa da macauba e sua agéo na regulagao das espécies
reativas de oxigénio (YANG et al., 2018; KASHYAP et al., 2019). Tais compostos
em conjunto podem determinar uma taxa de crescimento tumoral reduzida,

comparada ao controle.

Fernandes e colaboradores (2018) observaram que a associagao entre
um analogo do a-tocoferol e a doxorrubicina encapsulados em nanocarreadores
lipidicos levou a um aumento da eficacia antitumoral em camundongos com
cancer de mama. Esse aumento, segundo os estudos de biodistribuicao
realizado, € resultado do aumento do tempo de circulagdo do farmaco no
organismo, associado com maior permeabilidade e efeito de retengao (efeito
EPR), contribuindo para o maior acumulo dessas nanoparticulas no tumor.
Dessa forma, segundo os autores, a o longo periodo de circulagdo permitiu que
mais da nanoparticula se direcionassem para a area do tumor, o que permitiu

maior acumulagao da nanoparticula.

A maior taxa de acumulagdo tumoral observada por Fernandes e
colaboradores pode ser uma das razdes que levou, em nosso trabalho, a
observar diferenga significativa entre os dois grupos apenas no 19° dia de
tratamento, ja que a estrutura micelar teoricamente permitiria ao 6leo ficar mais
tempo em circulacdo, acumulando aos poucos na regido tumoral. Este fato

necessita ser comprovado em futuros ensaios de farmacocinética para MP-OM.

Outra razao que pode explicar esse longo tempo é a imunosenescéncia
dos camundongos utilizados no nosso experimento. As alteragbes nas fungdes
das células dendriticas, células linfécitos T, e células NK ja foram documentadas
em literatura e podem alterar a resposta imune dos individuos (PAULA et al.,
2008).
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Ainda assim, nosso trabalho demonstrou uma diminui¢cdo no volume
relativo do tumor nos camundongos. Esse resultado entra em acordo com os
anteriormente vistos in vitro. Dessa forma, mais testes a respeito dessa atividade
aparecem como sendo um potencial promissor na avaliagado e confirmagao da
atividade antitumoral do 6leo de polpa de macauba encapsulado na forma de

micela polimérica.

5.5 ANALISE HEMATOLOGICA

Os parametros hematolégicos foram determinados quantitativamente
para avaliar a toxicidade resultante da aplicacdo endovenosa da MP-OM. Na
Tabela 8 é possivel observar apenas um pequeno aumento significativo de
3,53% no valor de Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHMC)
grupo tratado. Nos outros parametros, nenhuma diferenga foi observada entre

os grupos de tratamento.

Tabela 8. Parametros hematologicos de camundongos tratados por via

intravenosa com MP-OM.

Controle MP-OM
Hemacias (10%/pL) 6,83+ 0,6 5,56 £+ 0,3
Hematocritos (%) 30,1+2,6 24,23 £1,2
Hemoglobina g/dL 10,47 £0,8 8,73+0,4
HCT (fL) 44,03+£0,2 43,61+0,3
CHMC (%) 34,83+0,4 36,06 + 0,2*
Mielé6citos (%) 00 0x0
Metamielécitos (%) 00 00
Bastonetes (%) 5015 6+1,1
Neutrofilos Segmentados (%) 82,66 £ 3,4 80+ 3,0
Linfocitos (%) 10,33+54 13,33+£3,5
Monécitos (%) 1,33+0,7 0,66 £ 0,7
Eosinéfilos (%) 0,67+0,3 00
Basofilos (%) 00 00

Plaquetas (10%/uL)

407.666 = 130.118

404.333 + 80.385

5+0,3

Proteinas plasmaticas (g/dL) 553+04
VMC: volume corpuscular médio; CHMC: concentragdo média de hemoglobina corpuscular.

Valores expressos como média + SEM (n = 3).

Os resultados anteriores mostraram que ndo ha um efeito hematologico

toxico causado pela administracdo da MP-OM. A pequena alterag&o vista no
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MCHC nao reflete as alteragdes clinicas causadas pelo tratamento. Em geral, os
valores apresentados no leucograma e no eritograma demonstraram ser comuns
a animais que tiveram a inoculagdo de células tumorais de mama, diferindo
significativamente apenas no valor dos linfocitos. Essa variagdo pode ser
explicada pela idade dos camundongos utilizados no presente experimento, que
estavam em idade mais avancgada aos valores de referéncia utilizados (SOUZA
etal., 2021).

Traesel e colaboradores (2014) ja haviam avaliado a toxicidade da polpa
do 6leo de macauba livre por meio de testes de toxicidade aguda e subaguda
em ratos Wistar machos e fémeas. Através de um tratamento por gavagem, em
concentragbes que variavam entre 125 e 2000 mg/kg, os resultados indicaram
que o 6leo ndo produziu nenhum tipo de alteragao significativa nos parametros
hematoldgicos, bioquimicos ou histopatolégicos dos animais expostos,
demonstrando que a macauba possui segurancga suficiente para seu uso em

humanos.

Desse modo, o presente trabalho demonstra que, mesmo apos a
encapsulacdo do 6leo da polpa na forma de micela polimérica a macauba
mantém o perfil ndo toxico. No entanto, outros experimentos sdo necessarios
para confirmar de maneira mais robusta essa caracteristica das MP-OM,
principalmente dentro de um estudo de longo prazo apds administragdes
sucessivas, e com uma amostragem maior que a utilizada em nosso experimento
(n=3).

5.6 ENSAIO ANTIPROLIFERATIVO (CLONOGENICIDADE) EX VIVO

O ensaio de clonogenicidade ex vivo permite avaliar a proliferagéo
de células tumorais que migraram dos sitios primarios para a regido da medula
do animal, comum quando ha algum tipo de metastase. A medula € um dos
principais locais de metastase nos modelos de tumor triplo negativo do céancer

de mama.

Células tumorais naturalmente formam colbnias, a fim de se criar um

ambiente adequado para sua proliferacdo. Esse método ex vivo permite o
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desenvolvimento dessas colOnias. Apesar da regido ser comum de se encontrar
macrofagos e outros tipos celulares, a falta de sinalizacdo faz com que esses
grupos nao sobrevivam sem estar no microambiente tumoral (FIEBIG, MAIER,
BURGER, 2004; MARTINS et al., 2016). Essas caracteristicas, somadas a
facilidade da sua extragdo, foram os motivos que motivaram a realizagdo desse

experimento.

Os resultados indicaram uma diferencga significativa entre o grupo controle
e a MP-OM de 41,07% (Figura 22a), com visivel diferenga de coloragao entre os

poc¢os dos dois grupos, como demonstrado na Figura 22b.

Figura 23. Porcentagem de absorbéancia (A) pelo ensaio de
clonogenicidade (proliferagédo) feito a partir do flushing da médula éssea de
camundongos Balb/c o tratamento com MP-OM. Foto representativa dos grupos
tratados (B).

A B

150~
Controle
'"'_".':'T""l TR

-

=

=
|

B

% Absorbancia
=

CONTROLE MP-OM
TRATAMENTOS

Controle: grupo tratado com solugéo salina; MP-OM: grupo tratado com micelas poliméricas
constituidas de Pluronic® F127 e 6leo da polpa macauba; Resultados expressos como média *
erro padréo da média. *** reducgéo significativa de p<0.0001 (ANOVA seguido de Bonferroni).

De maneira geral, esse resultado corrobora com o perfil antiproliferativo e
anti-migratério observados in vitro nesse mesmo trabalho e, coletivamente,
sugerem que o 6leo de macauba tem um grande potencial de inibicdo dessas

atividades comumente presentes no BCNT. Em conjunto, percebe-se que o
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tratamento de animais com tumor de mama triplo negativo, com MP-OM resulta
em perfil anti-metastatico pronunciado, e que pode ser explorado em futuros

ensaios.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conforme foram observados nos resultados, o processo de preparo
utilizado em nosso trabalho foi capaz de produzir micelas poliméricas com 6leo
da polpa de macauba encapsulado estaveis em associacédo ao Pluronic® F127.
Essa nanoparticula demonstrou bons resultados para o tamanho (menor que 200
nm), potencial Zeta (negativo), Pdl (< 0.2) e eficiéncia de encapsulagéo para
aplicagdo terapéutica. Também foi possivel caracterizar os acidos graxos
presentes na amostra, além de quantificar a presenga dos carotenoides totais,
compostos fendlicos e, consequentemente, a atividade antioxidante da amostra

de 6leo de polpa da macauba.

O ensaio de citotoxicidade demonstrou que o tratamento com MP-OM foi
capaz de diminuir significativamente a viabilidade de células de cancer de mama
triplo-negativo humana e animal. Corroborando o resultado, houve a inibicdo da
proliferagédo e migragcédo das células de cancer. Desta forma, as micelas foram
capazes de modular a atividade do 6leo para maior toxicidade as células de
cancer, ao contrario de sua forma livre. Além disso, o ensaio de viabilidade
permitiu visualizar uma boa tolerabilidade em linhagens de fibroblasto as
micelas, indicando a sua provavel nao citotoxicidade em células saudaveis. O
teste in vivo em camundongos BALB/c comprovou a eficiéncia da MP-OM e
demonstrou que as mesmas sao possivelmente capazes de inibir o crescimento

de tumores de cancer de mama triplo-negativo.

Diante dos fatores apresentados, consideramos que o carreador
desenvolvido € uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos
tratamentos para esse tipo tumoral. Ademais, outros ensaios deverao ser
realizados a fim de avaliar parametros relativos a formulacéo testada para se

garantir a eficacia e seguranca.

A utilizagdo de amostras frescas da macauba para incorporacdo em
micelas aliada a caracterizagao quimica de moléculas presentes no 6leo, € uma
alternativa a ser estudada. Além disto, sugere-se a avaliagdo da forma de
internalizagcado em células tumorais e de estudos de via de agcédo, como PCR de
genes envolvidos. Ensaios in vivo com maior amostragem de camundongos e a

avaliagao farmacocinética da MP-OM devem ser exploradas mais a fundo.
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De forma geral, o trabalho apresenta novas atividades do 6leo de polpa
de macauba, obtidas através do uso de nanotecnologia. A formulagao
desenvolvida se apresenta como promissora para redugdo do crescimento
tumoral e com possivel agdo anti-metastatica, observada pela significativa
reducdo de migragdo das células de céancer. Os resultados agregam valor

terapéutico ao 6leo de macauba, e ampliam as perspectivas de sua utilizacao.
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