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RESUMO

A Cordia oncocalyx Allem&o é uma planta pertencente a familia Boraginaceae, cuja
importancia clinica é associada a presenca de compostos com estrutura quinona, sendo a
oncocalixona A (OncoA) o mais abundante, que apresenta atividades antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante e hipoglicémica. No entanto, estes compostos possuem limitagdes
farmacéuticas devido a toxicidade renal, cardiaca e pulmonar. Neste contexto, o objetivo do
estudo foi encapsular a OncoA em nanoparticulas de poli-isobutilcianoacrilato revestidas com
fucana (OncoA-NP-Fuc), caracterizar fisicoquimicamente, avaliar a estabilidade e atividade
antiproliferativa frente a células MDA-MB-231, a fim de produzir sistemas contendo
caracteristicas fisico-quimicas promissoras para aplicacdo na terapéutica do cancer. Os
resultados obtidos nas andlises de Infravermelho (FT-IR), Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Termogravimetria (TG) de
OncoA-NP-Fuc comprovam o desenvolvimento de nanoparticulas contendo a OncoA, com
tamanho de particula 305 + 6,49 e taxa de encapsulacdo do farmaco de 101,5+1,4%. Além
disso, as nanoparticulas apresentam-se estaveis quanto ao tamanho e carga de superficie,
quando armazenadas a 4°C durante 7 meses. Quando em contato com meio gastrico simulado
0 tamanho médio das nanoparticulas (NP-Fuc) foi aumentado 245 nm para 287,9 nm em 30
minutos, permanecendo constante durante duas horas. Ao contrario, quando em contato com o
fluido intestinal e sanguineo simulados o tamanho médio das particulas diminuiu de 245 nm
para 214,9 e 218,9 nm respectivamente, permanecendo constante durante duas horas. As
nanoparticulas sdo compativeis com sangue humano, ndo induzindo a hemélise, mesmo em
alta concentracdo (330 uM). A encapsulacdo da OncoA nas nanoparticulas potencializou a
atividade antiproliferativa (ICso de 10,5+0,74 uM) com rela¢do a OncoA (20,8+1,36 uM). A
captura celular das nanoparticulas foi observada por microscopia de fluorescéncia tanto
através da autofluorescéncia da OncoA nanoencapsulada quanto da marcacdo com rodamina.
Além disso, inibiu a migragdo celular em 24 horas e promoveu atividade antiproliferativa das
células MDA-MB-231 em até 72 horas, mesmo em concentragdes abaixo da ICso (3,13 uM).
OncoA-NP-Fuc apresenta-se como um sistema promissor para potencializar o efeito

antiproliferativo e inibidor de migracdo celular da OncoA.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Sobrevivéncia celular. Polissacarideos. OncoA. Poli-

isobutilcianoacrilato.



ABSTRACT

Cordia oncocalyx Alleméo is a plant belonging to the Boraginaceae family, whose
clinical importance is associated with the presence of compounds with quinone structure, with
oncocalyxone A (OncoA) being the most abundant, which presents anti-tumor, anti-
inflammatory, antioxidant and hypoglycemic activities. Therefore, the encapsulation of
OncoA in polymeric nanoparticles presents itself as a viable alternative to improve the
therapeutic effects and decrease the toxicity of this active molecule. Besides, the development
of nanoparticles can allow the controlled release of the drug. In this context, this study aims to
encapsulate the OncoA in poly (isobutyl cyanoacrylate) nanoparticles coated with fucoidan
(OncoA-NP-Fuc), to characterize physicochemically, to evaluate the stability and
antiproliferative activity against MDA-MB-231 cells, in order to develop systems for
application in cancer therapy. The results obtained by the Infrared (FTIR), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetry (TG)
analyzes of OncoA-NP-Fuc prove the development of nanoparticles containing OncoA.
Particles presented a mean diameter size of 305 + 6.49 and a drug encapsulation rate of 101.5
+ 1.4%. Nanoparticles are stable in terms of particle size and surface charge when stored at
4°C for at least seven months. When in contact with simulated gastric media, the average size
of the nanoparticles (NP-Fuc) was increased from 245 nm to 287,9 nm in 30 minutes,
remaining constant for two hours. On the contrary, when in contact with the simulated
intestinal and blood fluid, the average particle size decreased from 245 nm to 214.9 and 218.9
nm respectively, remaining constant for two hours. The nanoparticles are compatible with
human blood, not inducing hemolysis, even in highest concentration (330 pM). The
encapsulation of OncoA in the nanoparticles potentiated antiproliferative activity (ICso of 10.5
+ 0.74 pM) in comparison to free OncoA (20.8 + 1.36 uM). The cellular uptake of
nanoparticles was observed by fluorescence microscopy both through the autofluorescence of
the nanoencapsulated OncoA and through the labeling system using rhodamine. Also, it
inhibited cell migration in 24 hours and promoted the antiproliferative activity of MDA-MB-
231 cells within 72 hours, even at concentrations below the 1C50 (3.13 uM). OncoA-NP-Fuc
presents itself as a promising system to enhance the antiproliferative and cell migration
inhibiting effect of OncoA.

Keywords: Nanoparticles. Cell survival. Polysaccharides. OncoA. Polyisobutylacanacrylate.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo amplamente utilizados desde os primordios da civilizagdo na
busca por alivio e cura de doencas. Com o avanco da tecnologia, formas de isolamento e
andlises de compostos ativos ampliou a utilizacdo dos produtos naturais para tratamento de
indmeras doengas (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI, 2006; PLETSCBI, 2017). Dentre os
produtos naturais, a planta do género Cordia pertencente a familia Boraginaceae, presente em
sua grande maioria no nordeste Brasileiro, especificamente no Ceard, & estudada por
apresentar diversos metabdlitos secundarios com atividades biolégicas, que incluem atividade
anti-inflamatoria, antibacteriana, antiplaquetaria, antitumoral, entre outras (FERREIRA et al.,
2004). Dentre os metabolitos, a oncocalixona A (OncoA), vem recebendo atencdo por ser o
composto majoritario e apresentar diversas propriedades farmacologicas, como vem sendo
evidenciados na literatura (FERREIRA et al., 2004; PESSOA et al., 2003).

A OncoA é uma quinona isolada principalmente do cerne do caule da Cordia
oncocalyx. Os compostos quinoides apresentam em sua estrutura um sistema aromatico que as
confere atividades bioldgicas. Estudos demonstram que a OncoA apresenta atividades
citotoxicas, antioxidantes, antiplaquetaria, analgésica e anti-inflamatéria (BAYEN et al.,
2007; FERREIRA et al., 2004).

Apesar do amplo potencial terapéutico, muitos dos compostos obtidos de plantas,
apresentam limitacGes biofarmacéuticas que impossibilitam a sua aplicacdo terapéutica.
Alguns estudos evidenciam que a OncoA pode ser tdxica para os rins, pulméo e coracdo
(PESSOA et al.,, 2003; COSTA, 2016), sendo tais toxicidades comuns em compostos
pertencentes a classe das quinonas. Devido a estas limitagfes, novas abordagens terapéuticas
tém surgido com o intuito de modificar os perfis farmacocinéticos e farmacodindmicos de
moléculas terapéuticas, promovendo uma vetorizacdo de ativos para sitios alvos, reduzindo
toxicidade e cessando o progresso de doencas (PIMENTEL et al., 2007). Neste sentido, 0 uso
da nanotecnologia farmacéutica traz alternativas a partir da utilizacdo de sistemas de liberacéo
de farmacos tais como nanoparticulas, lipossomas, emulsées, microemulsdes e complexos de
ciclodextrinas, que possibilitam o aumento da eficacia terapéutica de um farmaco através do
aumento da sua solubilidade, protecdo contra degradacdo enzimatica, aumento do intervalo
entre as doses e/ou diminuicdo de efeitos adversos (GOMES, 2010; PIMENTEL et al., 2007).

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas coloidais sélidas com um tamanho na
faixa de 10 a 1000 nm e sdo formadas por polimeros, naturais ou sintéticos, biodegradaveis e

biocompativeis, sendo classificados em nanocapsulas e nanoesferas (FDA, 2014; YADAYV et
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al., 2019). As nanoparticulas possibilitam a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos, o que permitem a sua aplicacdo terapéutica por via oral, topica, injetavel,
parenteral, oftalmica, implantes e sistemas bioadesivos (SOUTO; SEVERINO; SANTANA,
2012). Além disso, é possivel acoplar as nanoparticulas proteinas, polissacarideos, anticorpos,
virus, dentre outros compostos, 0 que proporciona o direcionamento ativo destes sistemas a
sitios-alvo, potencializando o efeito do farmaco e reduzindo sua toxicidade (KUMAR, 2010;
ALEXANDER et al., 2016).

Atualmente, varios polimeros sdo utilizados no desenvolvimento de nanoparticulas. O
poli-isobutilcianoacrilato  (PIBCA) é um polimero biodegradavel derivado do
alquilcianoacrilato, utilizado no preparo de nanoparticulas apresentando grande potencial
como nanossistemas na liberacdo de farmacos. Além disso, o desenvolvimento de
nanoparticulas de PIBCA requerem a utilizacdo de um polissacarideo (OOWAKI et al., 2000;
REECE; MAXEY; KRON, 2001). A fucana € um polissacarideo obtido de algas marrons e
invertebrados marinhos que estd sendo bastante utilizado no desenvolvimento de
nanoparticulas por apresentar atividades bioldgicas como anti-inflamatdria, antioxidante,
anticoagulante e antitumoral, além de ter uma baixa toxicidade (FITTON; STRINGER;
KARPINIEC, 2015).

Atualmente, o desenvolvimento de sistemas de direcionamento de farmacos a sitios
alvo, vem ganhando destaque por aumentar a eficidcia do medicamento, além de reduzir sua
toxicidade, com isso promovendo maior seguranca ao paciente. Portanto, no presente estudo,
foram formuladas nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana contendo OncoA
encapsulada e avaliado a atividade antiproliferativa, frente a linhagem de células de cancer de

mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver nanoparticulas de poli-isobutilcianoacrilato revestidas com fucana

contendo OncoA encapsulada e avaliar atividade antiproliferativa.

2.2 ESPECIFICOS

Obter nanoparticulas contendo OncoA,;

Caracterizar as nanoparticulas quanto ao tamanho, carga de superficie, taxa de
encapsulacdo da Onco A, aspectos morfoldgicos, espectroscdpicos e analise térmica;
Avaliar a estabilidade das nanoparticulas ao armazenamento e em contato com fluidos
simulados: gastrico, intestinal e sanguineo;

Verificar a compatibilidade sanguinea das nanoparticulas;

Comparar a atividade antiproliferativa da OncoA livre e encapsulada em
nanoparticulas;

Verificar a captura celular das nanoparticulas em células MDA-MB-231;

Avaliar a migragdo celular da linhagem MDA-MB-231 quando expostas a OncoA

livre e encapsulada em nanoparticulas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PRODUTOS NATURAIS COMO PRINCIPAL FONTE DE FARMACOS

O Brasil com sua biodiversidade, detentor da maior floresta equatorial e tropical do
planeta, apresenta uma diversidade de plantas ricas em metabolitos secundéarios com grande
interesse bioldgico. Grande parte das substancias organicas conhecidas sdo originarias de
produtos naturais, sendo as plantas o maior fornecedor de metabdlitos secundarios, onde
muitos sao de grande valor agregado devido suas aplicagdes como medicamentos, cosméticos,
alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002).

Grupos de pesquisa, institutos e inddstrias estudam avidamente a busca de novas
substancias com potentes propriedades terapéuticas e a compreensao dos seus mecanismos de
acao para melhor atender as necessidades da populacdo (MATIAS et al., 2015). Muitos dos
metabdlitos secundarios derivados de plantas apresentam atividades terapéuticas importantes
na pratica clinica incluindo atividades anticancerigenas, antibacterianas, anti-inflamatorias,
analgesicas, entre outras (SARKER; LATIF; GRAY, 2005; DAVID; WOLFENDER; DIAS,
2015).

O acido acetilsalicilico (aspirina) foi uma das principais descobertas, sendo um
derivado da salicina, encontrado na casca do salgueiro Salix Alba L. (DER MARDEROSIAN;
BEUTLER, 2002). Outro farmaco descoberto a partir de plantas medicinas é a morfina,
principal metabdlito ativo da espécie Papaverum somniferum, tendo a partir desta substancia a
possibilidade de producdo de outras moléculas, como é o caso da codeina (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012). Muitos desses metabolitos também sdo amplamente utilizados como
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, como por exemplo a
procaina, cloroquina, tropicamida ou no isolamento de farmacos imprescindiveis como a
vimblastina, vincristina, podofilotoxina e os analogos etoposideo e teniposideo, paclitaxel e a
camptotecina (PINTO et al., 2002).

3.2 ESTRUTURA QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DOS DERIVADOS
QUINOIDES

Tendo como fonte principal os vegetais, as quinonas sdo substancias organicas

considerada uma classe importante dos produtos naturais. Apresenta uma variada familia de
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metabdlitos secundarios importantes no transporte de elétrons e na fotossintese (COSTA,
2016; SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016).

De acordo com a sua estrutura, as quinonas podem ser classificadas em
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas (Figura 1) (COSTA, 2016;
SOUSA,; LOPES; ANDRADE, 2016). As quinonas apresentam dois grupamentos carbonilas
em um anel insaturado com seis 4&tomos de carbono, sdo espécies quimicas neutras com duas
propriedades quimicas importantes, oxidantes e eletrofilicas, possibilitando com que esses
componentes participem de reac6es do tipo redox e reacdes de Michael, no qual o potencial
redox sofre forte influéncia do pH do meio e também devido a presenca de substituintes As
quinonas quando protonadas séo oxidantes mais fortes do que quando n&o estdo protonadas e
a presenca de substituintes aceitadores de elétrons também aumenta o poder oxidante das
quinonas, enquanto que a presenca de doadores de elétrons reduz a sua capacidade oxidante
(MONKS et al., 1992; LITTLE et al., 1995).

Figura 1 — Estrutura quimica das quinonas
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A estrutura quimica do nucleo quinoide pode influenciar na atividade bioldgica dos
derivados quinonas, devido a presenca de cadeias hidrofdbicas esses compostos podem se
ligar a membranas celulares e proteinas, além disso muitos estudos evidenciam as mais
diversas atividades bioldgicas das quinonas, como atividades antitumoral (MULLER et al.,
1985; COSTA-LOTUFO et al., 2002; ASCHE, 2005), anti-inflamatéria (FERRANDIZ et al.,
1994), antibidtica (HARTLEY; RESZKA; LOWN, 1988; COZZOLINO et al.,, 1990;
KOYAMA, 2006;), antimalaria (LIN et al., 1991; SILVA et al., 2009), antiviral (SARIN et
al., 1987), anticoagulante (DOWD; ZHENG, 1995; BELISARIO et al., 1996), entre outras.

3.3 CORDIA ONCOCALYX ALLEMAO

Representando 10% do territério nacional, a caatinga € considerada o bioma mais rico
do mundo em biodiversidade e 0 Unico bioma exclusivamente brasileiro. Das 932 espécies
registradas na regido, cerca de 380 sdo endémicas, destacando-se a Cordia oncocalyx Allemao
(pau branco) que anteriormente era conhecida cientificamente por Auxemma oncocalyx
(Allemao) Baill (GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013). Por apresentar uma
diversidade de propriedades quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas as espécies do género
Cordia (Cordia oncocalyx e Cordia glazioviana) séo especialmente incluidas em estudos de
produtos naturais (MATIAS et al., 2015).

A Cordia oncocalyx € popularmente conhecida como louro-branco, pau branco, pau
branco-preto e pau branco-do-sertdo (GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013), sendo
descrita pelo médico e botanico Francisco Freire Allemao como uma arvore de pequeno porte,
produtora de madeira pesada e de boa qualidade, resistente ao ataque de fungos e cupins,
muito utilizada na construcdo civil, marcenaria e carpintaria, sendo empregada no paisagismo,
na ornamentacdo de pracas e avenidas, devido a beleza de suas flores (COSTA et al., 2005;
GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013).

A Cordia oncocalyx é uma espécie arborea, que pode atingir uma altura de
aproximadamente 12 m e 45 cm de didmetro, quando adulta. Seus maultiplos troncos sdo
ramificados com altura do solo de 20 a 30 cm, sendo dicotdmica e muito ramificada, com
casca externa esbranquicada e didmetro de 1 mm a 3 mm e casca interna com coloragéo bege-
clara. As folhas sdo elipticas, integras e serradas do meio até o apice, oblongas ou oblongo-
ovadas, apresentando glandulas salientes em sua face adaxial e esparsas (GOTTSCHING;
MILLER, 2006; GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013).
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Muitas pesquisas evidenciam as propriedades terapéuticas da Cordia oncocalyx, o que
atrai bastante interesse no estudo desta planta amplamente utilizada no nordeste brasileiro.
Estudos mostraram que o extrato hidroalcoolico do caule da Cordia oncocalyx apresentam
atividades antitumoral, analgésica, anti-inflamatoria e antiplaquetaria, sendo esta atividade
antiplaquetaria confirmada também no extrato metandlico do cerne da planta, apresentando
também atividade antioxidante (FERREIRA et al., 1999; REVILLA, 2016). Além disso, uma
fracdo soltvel em agua do extrato etandlico obtido do cerne da Cordia oncocalyx apresentou-
se como um inibidor da agregacdo plaguetaria induzida por colageno, trombina, acido
araquidoénico e adrenalina em plasma rico em plaquetas (FERREIRA et al., 1999), também
apresentando propriedade antioxidantes, analgésicas e anti-inflamatérias in vivo (FERREIRA
etal., 2003; FERREIRA et al., 2004).

Das cascas da Cordia oncocalyx pode-se extrair a alantoina que é uma substancia com
propriedades cicatrizantes, anti-inflamatoria e regeneradora de tecidos necrosados
(GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013). Outros metabdlitos também ja foram isolados
do extrato hidroalcodlico da Cordia oncocalyx, incluindo o p-sitosterol, quinonas
monoterpenoides e hidroquinonas, sendo que o principal composto isolado a OncoA
(PESSOA et al., 1995; BARRETO et al., 2013; LOBERMANN; WEISHEIT; TRAUNER,
2013). A OncoA é o principal composto produzido pela Cordia oncocalyx, representando
0,13% do extrato bruto, além disso apresenta diversas propriedades terapéuticas, como
antiagregantes plaquetarios, anti-inflamatoria, antitumoral e antioxidante, tornando-a um
composto adequado para o desenvolvimento de farmacos (LEYVA et al., 2000; FERREIRA
et al., 2003; PESSOA et al., 2004; BARRETO et al., 2013).

3.4 ONCOCALIXONA A

A oncoA [(5r,10as)-5-hydroxy-8-(hydroxymethyl)-3-methoxy-10a-methyl-5,6,10,10a-
tetrahydroanthracene-1,4-dione] (Figura 2) € um metabdlito secundério, extraido do cerne do
caule da planta Cordia oncocalyx, (PESSOA et al., 2003; FERREIRA et al., 2004). A OncoA
se destaca dentre outros metabdlitos da Cordia oncocalyx por ser facilmente extraida e devido
aos seus mais variados efeitos terapéuticos evidenciados na literatura (PESSOA et al., 2003;
FERREIRA et al., 2004; FERREIRA et al, 2008; ILAYARAJA; PRABAKARAN;
MANIVANNAN, 2014; MELO et al, 2015; MATOS et al, 2017).
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Figura 2 — Estrutura quimica da oncoA

Fonte: PUBCHEM, 2019

A OncoA apresenta-se como um p6 vermelho escuro, cuja massa molar é de 302.326
g/mol, com férmula molecular C17H180s. Apresenta restrita solubilidade em agua (33,30
mg/dL), com valor de log p de 0,9848, sendo soltivel em solventes organicos como metanol,
cloroférmio e dimetilsuféxido (DMSQ) (COSTA et al., 2004; ROCHA, 2015; JOSHI et al.,
2013; PKCSM, 2019; PUBCHEM, 2019a). De acordo com o estudo eletroquimico da OncoA
realizado por Costa e colaboradores (2012), este metabolico apresenta dois grupos carbonil
a,B-insaturado, grupos hidroxila nos carbonos C-8 e C-11, demonstrando também ser um
agente aceitador de Michael, sendo estes resultados importantes para avaliar possiveis
interacdes da OncoA com o DNA.

Por tratar-se de uma quinona, muito se acredita sobre os efeitos terapéuticos da
OncoA. A presenga de um sistema aromatico nos compostos quinoides os confere atividades
terapéuticas incluindo atividade antioxidante (BELISARIO et al., 1992; HOUGHTON et al.,
1995), antiagregante plaquetario (TENG et al., 1993; CHUNG et al., 1994), analgésica
(ABDEL-FATTAH; MATSUMO; WATANABE, 2000), anti-inflamatoria (VAZQUEZ et al.,
1996; ODUKOYA; HOUGHTON; RAMAN, 1999) e antitumoral (MORELLO et al., 1995;
ITOIGAWA et al., 2000). Segundos estudos in vitro e in vivo, a OncoA demonstra apresentar
atividades antibacteriana (ILAYARAJA; PRABAKARAN; MANIVANNAN, 2014),
antifngica (ILAYARAJA; PRABAKARAN; MANIVANNAN, 2014), antitumoral
(PESSOA et al., 2000; LEYVA et al., 2000; PESSOA et al., 2004; SBARDELOTTO, 2013),
analgesica (FERREIRA et al., 2004; ILAYARAJA; PRABAKARAN; MANIVANNAN,
2014), anti-inflamatéria (FERREIRA et al., 2004; ILAYARAJA; PRABAKARAN;
MANIVANNAN, 2014), antiplaquetéaria (FERREIRA et al., 1999; FERREIRA et al., 2008),
antioxidante (FERREIRA et al., 2003), hipoglicemiante (SIVAGNANAM; KALAIVANAN;
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RAJAMANICKAM, 2013), anti-glicacdo (MELO et al., 2015), neurogénica (MATQOS et al.,
2017) e leishmanicida (VIANA et al., 2015).

3.4.1 Métodos de quantificagdo da OncoA

COSTA e colaboradores (2004) conseguiram identificar e quantificar a OncoA por
técnica validada para a quantificacdo de fracdes quinonas presentes no extrato etanolico da
planta Auxemma glazioviana, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplado a ultravioleta (UV). Os parametros utilizados por COSTA e colaboradores (2004)
foram os seguintes: coluna C18, eluicdo isocratica, fluxo de 1 mL/min e fase movel
acetonitrila/agua (1:1) com absorbancia de 280 nm.

Por se tratar de um método inespecifico para quantificacdo da OncoA, TAVARES e
colaboradores (2019) validaram um novo método para quantificacdo através da técnica de
HPLC-UV, buscando obter um método simples, rapido, especifico, sensivel e robusto para a
quantificacdo da OncoA em formulagdes farmacéuticas.

De acordo com o estudo de TAVARES e colaboradores (2019) os melhores
parametros para quantificagdo da OncoA por HPLC-UV s&o coluna C18 (150 mm x 4.6 mm,
5 um), fluxo de 0,7 mL/min’, eluigéo isocratica com fase movel acetonitrila/agua acidificada
(&cido trifluoroacético 0,05%, pH= 3) com proporcdo 30:70 (v/v), temperatura a 25°C e

absorbancia de 283 nm.

3.4.2 Atividade antiproliferativa

Por apresentar um complexo de anel aromatico planar, policiclico e grupos hidroxilas,
sendo estas caracteristicas essenciais dos agentes intercalantes de DNA, acredita-se que a
OncoA apresenta atividade de inibi¢do do crescimento celular por ligar-se ao DNA atraves de
ligagGes de pontes de hidrogénio (COSTA et al., 2012; JOSHI et al., 2013). Com isso, muitos
estudos investigam a atividade antiproliferativa da OncoA (SBARDELOTTO, 2013).

Buscando avaliar a atividade antiproliferativa da OncoA em células de linhagem
leucémicas (HL-60), SBARDELOTTO (2013) observou atividade citotoxica da OncoA nas
células leucémicas que induz alteragcBes bioquimicas levando a células ao processo de
apoptose. O estudo também identificou reducdo na viabilidade celular de maneira dose-
dependente, induzindo mudancas morfolégicas das células leucémicas quando hé

concentracdes elevadas do farmaco, com isso induzindo a célula a apoptose. Quanto a
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integridade celular, o autor comparou os resultados da OncoA com a doxorrubicina, que é um
quimioterapico amplamente utilizado para o tratamento de diversos canceres, observando que
nas concentracbes de 8, 16,5 e 33 pM a OncoA reduziu a integridade da membrana
plasmatica em 86,3%, 64,1% e 10,6% respectivamente, enquanto a doxorrubicina reduziu
34,95%.

A OncoA parece apresentar uma seletividade pelas células na fase S do ciclo celular e
induz reducéo de células presentes na fase G2/M do ciclo celular em concentragfes de 16,5
pug/mL e 33 pg/mL, resultados diferentes dos apresentados pela doxorrubicina que reduziu o
namero de células em Go/G1 e em G2/M (SBARDELOTTO, 2013).

PESSOA e colaboradores (2004) avaliaram também a atividade da OncoA frente as
células leucémicas (linhagem CEM), como também em células de pulmdo (linhagem
SW1573). Os resultados mostraram alta atividade da OncoA sobre as células leucémicas em
comparagdo com seus derivados (6-Cloro-oncocalixona A, 8-O-Acetil-oncocalixona A e 8,11-
O-Diacetil-oncocalixona A), com ICso de 1,4+0,5 pg/mL. J& em relacdo as células de cancer
de pulmao, verificou-se atividade citotoxica com um valor de ICso de 4,9+1,5 pg/mL,

podendo esse efeito estar relacionado a possiveis danos no DNA.

3.4.3 Toxicidade da OncoA

Os estudos de dose letal média (DLso) permitem determinar a concentracdo de uma
substancia capaz de produzir a morte de 50% dos animais tratados de um grupo experimental
(HAYES, 2007). O estudo de toxicidade oral aguda realizado por COSTA (2016), em
camundongos Swiss fémeas mostraram que a OncoA pode induzir dano glomerular e tubular,
como também induz a producdo de infiltrado inflamatério em analise histoldgica do tecido
renal de ratos, podendo estar relacionado ao estresse oxidativo induzido pela OncoA.

Buscando avaliar também a toxicidade pulmonar, COSTA (2016) identificou, a partir
da histologia de tecido pulmonar de camundongos Swiss fémeas, que a OncoA pode induzir a
hemorragia alveolar, infiltrado inflamatdrio, hiperplasia do BALT e atelectasia alveolar,
sendo essa toxicidade comum a compostos pertencentes a classe das quinonas. Outra
toxicidade importante, muito comum em antraquinonas, como por exemplo doxorrubicina,
daunorrubicina e epirrubicina, estdo relacionados a producéo de espécies reativas de oxigénio
devido a reacOes redox, como também na formacdo de complexos com proteinas envolvidas
no metabolismo de ferro (SIMUNEK et al., 2009; ICHIKAWA et al., 2014). Além disso, 0s

derivados quinonas podem induzir a cardiomiopatia e isquemia ou alteracdes na pressdo
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arterial (ADAO et al., 2013). Quanto aos estudos de cardiotoxicidade da OncoA, COSTA
(2016) observou a presenca de areas de necrose, infiltrado inflamatorio, edema e congestdo
vascular no tecido cardiaco de camundongos Swiss fémeas, além da OncoA induzir a reducédo
na pressao arterial média de ratos Wistar machos, normotensos, anestesiados.

Quanto a genotoxicidade, PESSOA e colaboradores (2003) demonstraram
citotoxicidade da OncoA nas fases Gi1, G1/S e S do ciclo celular, mas ndo identificando efeito
genotoxico em nenhuma das fases do ciclo celular na dosagem administrada (0,5 pg/mL).

Os efeitos toxicos da OncoA sdo importantes e limitam a sua utilizacdo na clinica,
sendo necessario a insercdo de tecnologias que permitem a reducdo da toxicidade. A
tecnologia farmacéutica apresenta varias formas farmacéuticas, incluindo nanossistemas como
lipossomos, nanoemulsdes, nanoparticulas de polimeros, micelas, entre outras que permitem
uma liberacdo controlada do medicamento, além de direcionar seu mecanismo a sitios-alvo

com consequente reducéo de sua toxicidade (SIEPMANN et al., 2019).

3.5 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

Considerada uma das técnicas mais inovadoras do século XXI, a nanotecnologia
permite analisar as propriedades fisico-quimicas de materiais em escala nanométrica. Com
ampla exploracdo em setores industriais e de producdo, a nanotecnologia pode fornecer
solucdes importantes para a area farmacéutica na prevencdo, diagnostico e tratamento de
doencas, proporcionando mais seguranca para o profissional de salde e para 0s pacientes
(LESO; FONTANA; LAVICOLI, 2019).

A nanotecnologia farmacéutica é uma area das ciéncias farmacéuticas envolvidas no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas de entrega e liberacdo controlada de
farmacos, em que o encapsulamento pode permitir a liberacdo do farmaco de acordo com
alguns estimulos como pH e temperatura. Além disso pode-se acoplar proteinas,
polissacarideos, anticorpos, dentre outros componentes presentes nos organismos que
permitem o direcionamento desses sistemas a sitios-alvo, potencializacdo do efeito do
farmaco e uma reducdo em sua toxicidade, também permitindo o aprimoramento de
propriedades do farmaco como aumentar a sua solubilidade e biodisponibilidade (KUMAR,
2010; ALEXANDER et al., 2016).

A liberacdo controlada do farmaco faz com que a concentragdo plasmaética dele se
mantenha dentro da faixa terapéutica, evitando que sejam atingidas concentragdes

subterapéuticas e por possibilitar um menor acimulo de farmaco evita que também sejam
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alcancadas as doses consideradas tdxicas (Figura 3). Com a liberagdo controlada de fa&rmacos
torna-se possivel a diminuicdo do nimero de doses do medicamento, além disso reduz seus

efeitos adversos e melhora a eficacia terapéutica (TORCHILIN, 2007).

Figura 3 — Esquema representativo da liberagdo convencional e controlada de farmacos
A

— Faixa Toxica

/\ N

\

/ \ /\ — Faixa Terapéutica
ﬂ Doss 1 Diose 3 \Z\ Dose 3\ — Faixa Subterapéutica

Tempo

Concentragio do farmaco

B Liberagio convencional
® Liberacio controlada

Fonte: Criado por CAVALCANT]I, 2020

Sdo varias as formas de apresentacdo dos nanossistemas (Figura 4) que podem ser
desenvolvidas como lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoemulsdes, micelas,
nanoparticulas de polimeros biodegradaveis, dentre outras, permitindo o encapsulamento de
farmacos com caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas. Os lipidios e polimeros utilizados
para obtencédo desses sistemas de liberacdo devem apresentar afinidade entre o farmaco que se
quer encapsular, além de ser biodegradaveis e biocompativeis (MEI et al., 2013;
ALEXANDER et al., 2016).
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Figura 4 — Principais nanossistemas utilizados para o encapsulamento de farmacos
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Fonte: Criado por CAVALCANTI, 2020.

Os nanossistemas podem apresentar maior eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo
controlada quando comparados com o0s sistemas convencionais, também sdo de fécil
administragdo por possuirem tamanho nanométrico, podendo serem aplicadas diretamente no
sistema circulatério, como também por via oral, nasal, pulmonar e transcutanea (PIMENTEL
etal., 2007; ALVEZ; MARTINS; SANTANA, 2008).

3.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas sdo nanossistemas constituidos de polimeros
biodegradaveis que apresentam tamanho inferior a 1 micrometro, podendo ser classificadas
em nanocapsulas e nanoesferas (Figura 5). As nanocapsulas sdo constituidas por um ndcleo
oleoso revestindo uma parede polimérica, no qual o farmaco pode se apresentar dissolvido no
nacleo e/ou adsorvido na parede polimérica, enquanto que as nanoesferas ndo apresentam
0leo em sua formulacgéo, sendo formadas por uma matriz polimérica em que o farmaco pode
encontra-se retido e/ou adsorvido a matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).
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Figura 5 — Representacdo estrutural de nanocépsulas e nanoesferas
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Fonte: Criado por CAVALCANTI, 2020.

A liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas poliméricas € alcancado pela
regulacdo das taxas de biodegradacdo do polimero e difusdo do farmaco fora da matriz
polimérica. Por isso o0s principais componentes utilizados para a formulagdo das
nanoparticulas poliméricas sdo os polimeros, que podem ser de origem natural ou sintéticas,
ao qual dependem fortemente da sua biodegradabilidade e biocompatibilidade. Os polimeros
naturais mais utilizados sao o alginato de sédio, albumina, quitosana e gelatina, enquanto que
0s polimeros sintéticos mais comuns sdo polilactideos (PLA), poli(lactideo co-glicolideos)
(PLGA), poliglicélicos (PGA), poli (metil metacrilato) (PMMA), poli (N-vinil pirrolidona)
(PVP), poli (alcool vinilico) (PVA), poliacrilamida (PAM), polietilenoglicol (PEG),
policianoacrilatos, entre outros (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Estas nanoparticulas permitem aplicacdes terapéuticas como veiculos de farmacos,
proteinas e antigenos para administracdo oral, topica, injetavel, parenteral, oftalmica,
implantes e sistemas bioadesivos. Varios métodos podem ser empregados para a formulacédo
das nanoparticulas poliméricas sendo o0s principais a polimerizacdo em emulséo,
polimerizacdo interfacial e a precipitagdo de polimero pré-formado. Independentemente do
método de preparacdo empregado serdo obtidas suspensdes coloidais aquosas (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012; CRUCHO; BARROS, 2017).

3.6.1 Mecanismos de polimerizacao

FLORY (1953) classificou os mecanismos de polimerizagdo em dois grupos:

polimerizagdo em etapa e polimerizacdo em cadeia. Caracterizada por sucessivas reag0es
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entre grupos funcionais reativos presentes em monomeros, a polimerizacdo em etapas
necessita de um longo periodo de tempo para se realizar, ndo necessitando de iniciadores
promovedores da reacdo. Ja a polimerizacdo em cadeia precisa de um agente iniciador com o
objetivo de formar um centro ativo que inicia e propaga a polimerizacdo rapidamente,
geralmente por aquecimento (MANO; MENDES, 2004; ODIAN, 2004).

Para promover a polimerizagio em cadeia 0 método mais empregado é a
polimerizacdo via radicais livres, que se baseia na adicdo de agente iniciadores que irdo
promover a formacdo de radicais livres a partir da sua decomposicdo. Os sistemas radicalares
podem ser sistemas homogéneos, polimerizagdo em massa e em solugdo, ou sistemas
heterogéneos, polimerizagdo em suspensdo e em emulsdo (MANO; MENDES, 2004; ODIAN,
2004).

A polimerizacdo em massa € um método simples que utiliza um mondmero e iniciador
de radicais livres sem adi¢do de solvente, em que a reacdo € iniciada com aguecimento ndo
ocorrendo a formacgdo de um subproduto. A reacgdo é verificada pelo aumento da viscosidade
do meio, sendo este um dos principais problemas desse método, pois com o aumento da
viscosidade hd uma reducdo da movimentacdo das moléculas no meio e com isso afetando o
processo de polimerizagdo. A polimerizagdo em solugdo utiliza solvente, o que permite
controlar as condi¢bes da reacdo. O solvente deve ser miscivel nos outros reagentes
(mondmero e iniciador), contudo a adi¢do do solvente pode causar perda de produtividade e
maior custo para purificacdo, além de serem toxicos e ambientalmente incorretos (MORAES,
2013; CUNHA, 2018).

Compreendendo os sistemas heterogéneos, a polimerizacdo em suspensdes apresenta
duas fases imisciveis, objetivando manter as propriedades do polimero e facilitar o controle da
reacdo. O mondmero e o iniciador séo inseridos na fase organica e dispersos em fase aquosa
na presenca de um agente de suspensdo que tem o objetivo de estabilizar a dispersdo. A
agitacdo do sistema é um fator importante para a formacéo e dispersao de pequenas gotas do
monodmero (CUNHA, 2018).

Semelhante ao método de polimerizacdo em suspensdo, a polimerizacdo em emulsdo
(Figura 6) difere pelo fato do iniciador ser miscivel na fase aquosa, ao invés de ser
solubilizado no mondmero, além de promover a transferéncia de massa resultante da adicédo
de um agente emulsificante na fase aquosa que leva a formacdo de micelas a partir da
degradacédo do agente iniciador e pela formacgédo dos radicais livres que sdo capturados pelas
micelas e inchadas pela acdo do monémero, com isso levando a formag&o das nanoparticulas
poliméricas (CUNHA, 2018).
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Figura 6 — Representacdo quimica da polimerizagdo anidnica do alquilcianoacrilato
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Fonte: Adaptado de GALLARDO e colaboradores (1993)

As nanoparticulas obtidas irdo depender do método de preparo escolhido, em que os
métodos de polimerizacdo de mondmero ganham destaque por ser simples, podendo ser
utilizado no preparo de nanocépsulas, através do método de polimerizacdo interfacial ou no
preparo de nanoesferas, através dos métodos de polimerizacdo em emulsdes (TAVARES,
2013; PALAZZO et al., 2017).

3.6.2 Nanoparticulas obtidas por polimerizacdo de alquilcianoacrilatos

Para a formulacdo de nanoparticulas por polimerizacdo in situ é necessario a presenca
de um monémero, que é adicionado a emulsdo, em que o polimero é formado por
polimerizacdo para dar origem as nanoparticulas. S8o poucos os mondmeros utilizados para
obtencdo das nanoparticulas por polimerizacdo, sendo os derivados de alquilcianoacrilatos os
mais utilizados, possibilitando a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos
(VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

A maioria das nanoesferas e nanocéapsulas de poli-alquilcianoacrilatos (figura 7) séo
obtidas por polimerizacdo ani6nica do mondmero correspondente, que é espontaneamente
iniciado por grupos hidroxilas advindos da agua ou por qualquer grupo nucleofilico
encontrado na molécula dissolvida no sistema de polimerizacdo. As emulsdes utilizadas para
produzir nanoesferas encontram-se em condi¢Oes &cidas para retardar a taxa de polimerizacao
anibnica e permitir que as nanoesferas se formem ao invés de agregados de polimeros. Séo
necessarios meios de polimerizacdo com acidos fortes para iniciar a polimerizacdo de radicais
redox utilizando um par redox incluindo cério IV e polissacarideos, em que a polimerizacéo é
iniciada na extremidade da cadeia do polissacarideo (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).
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Figura 7 — Estrutura de nanoesferas obtidas pelas técnicas de polimerizacdo por emulséo
aniodnica (A) e por emulsédo de radicais redox (B)
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Fonte: Criado por CAVALCANTI, 2020.

3.6.3 Nanoparticulas de Poli-isobutilcianoacrilato

O poli-isobutilcianoacrilato € um monémero derivado do alquilcianoacrilato que vem
sendo utilizado no preparo de nanoparticulas com grande potencial como sistema de liberacao
de farmacos. Desde 1966, que os mondmeros derivados do alquil-cianoacrilatos, vem sendo
utilizados, devido suas propriedades adesivas, destacando-se em produtos de aplicacdo
médica (OOWAKI et al., 2000; REECE; MAXEY; KRON, 2001).

Em 1979, COUVREUR e colaboradores (1979) desenvolveram uma técnica simples
para a producdo de nanoparticulas matriciais obtidas a partir de metil-cianoacrilato e etil-
cianoacrilato, no qual o método consistia no gotejamento do mondémero, em solucéo de HCI,
com pH entre 2 a 3, contendo tensoativo ndo-ibnico ou macromolecular, em agitacdo
vigorosa, obtendo nanoparticulas com tamanhos que variam entre 100 a 200 nm (DOUGLAS;
ILLUM; DAVIS, 1985; NICOLAS; COUVREUR, 2009).

Desde a descoberta de COUVREUR e colaboradores (1979) as nanoparticulas com
derivados do alquil-cianoacrilatos vem sendo estudados como sistemas de liberagcdo de
inimeros agentes farmacol6gicos, como também de moléculas de baixo peso molecular,
proteinas, peptideos e DNA (HUANG; CHEN; LEE, 2009; REN et al., 2011). Esses sistemas
nanoestruturados sdo formados a partir de mondmeros biocompativeis e biodegradaveis,
sendo a sua principal vantagem, além de apresentarem um método de preparacdo simples e
com possibilidade de transposicdo para escala industrial (BEHAN; BIRKINSHAW;
CLARKE, 2001; VAUTHIER et al., 2003).
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A biodegradacdo dos polimeros sintéticos € um fator importante, por ser necessaria
para assegurar que o farmaco serd liberado e evitar a acumulagéo do polimero no organismo e
desencadear efeitos toxicos. No caso do poli(n-butil-cianoacrilato) sua degradacdo ocorre
através da hidrolise dos grupos alquil devido a acdo das esterases, aumentando a
hidrofilicidade do polimero até ele se tornar totalmente solivel em agua (HILLAIREAU;
COUVREUR, 2009).

3.6.4 Purificacdo das nanoparticulas obtidas por polimerizacéo

Ap0s a obtencdo das dispersdes de nanoparticulas é necessario realizar o processo de
purificacdo para remocdo das impurezas e excesso de reagentes envolvidos durante a
formulacdo. De acordo com o método de preparacdo as impurezas podem ser: solventes
organicos, 0leo, surfactantes, mondmeros residuais, iniciadores de polimerizacdo, sais e
grandes agregados poliméricos. A purificacdo faz-se necessario para obter dispersdes de
nanoparticulas que possam ser administradas in vivo por via especifica (VAUTHIER,;
BOUCHEMAL, 2009).

Véarios métodos podem ser empregados para purificacdo das dispersdes de
nanoparticulas, incluindo a evaporacdo sob pressdo reduzida, centrifugacdo, técnicas de
ultracentrifugacdo (LAMBERT et al., 2000; BOUCHEMAL et al., 2004), filtracdo atraves de
malha ou filtros (MURAKAMI et al., 1999; GOVENDER et al., 1999), dialise
(CHAUVIERRE et al., 2003; OSUNA et al., 2006), filtracdo em gel (BECK; SCHERER,;
KREUTER, 2008), ultrafiltracdo, diafiltragdo (TISHCHENKO et al., 2001; TISHCHENKO et
al., 2003), microfiltracdo de fluxo cruzado (GUERRERO et al., 1998; LIMAYEM;
CHARCOSSET; FESSI, 2004) e dialise (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

A técnica de evaporacdo sob pressdo reduzida € a mais comumente empregada para
remover grandes quantidades de solventes organicos volateis, usualmente utilizado na
purificacdo de suspensbes de nanoparticulas por nanoprecipitagdo, emulsificacdo e
policondensacdo interfacial combinada com emulsificacdo espontanea (BOUCHEMAL et al.,
2004; LEGRAND et al., 2007; CHECOT, et al., 2008). Ja a técnica de filtragdo através da
malha ou filtros geralmente sdo aplicadas na remocéao de particulas grandes ou agregados de
polimeros que sdo formados durante o processo de preparacdo das nanoparticulas
(MURAKAMI et al., 1999; GOVENDER et al., 1999).

Quanto a técnica de centrifugagdo, ndo € um metodo muito adequado por ndo garantir

a eliminacgéo de todo o material ndo reativo, por aplicar baixa forca de gravidade, permitindo a
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remocdo apenas de agregados e particulas grandes na maioria das suspenses de
nanoparticulas poliméricas. Esté técnica ndo é indicada na purificacdo de nanoparticulas com
alta densidade por sedimentarem junto com os agregados. O método de ultracentrifugacao
apresenta-se mais adequado, em que as nanoesferas e nanocapsulas irdo se concentrar no
sedimento e 0 meu dispersante pode ser removido e substituido por um meio isento de
impurezas. A desvantagem é que as nanoesferas nem sempre sao faceis de redispersar apds a
ultracentrifugacao, necessitando muitas vezes do uso de vortices ou ultrassons (VAUTHIER,;
BOUCHEMAL, 2009).

Outra técnica de purificacdo € a dialise, que pode ser realizada utilizando diferentes
membranas de celulose, ao qual permite a remogédo de substancias com baixo ou alto peso
molecular, que irdo se difundir em direcdo ao meio de contra-dialise devido ao gradiente de
concentracdo dos solutos. Trata-se de um método simples, mas que pode levar a liberacéo de
nanoparticulas durante o longo periodo de didlise, além de apresentar um alto risco de
contaminagdo microbiana (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Em contra partida, a
filtracdo de fluxo cruzado com a utilizacdo de uma membrana de microfiltracdo, permitem a
purificacdo das nanoparticulas em menos de 3 horas, requerendo poucas manipulacdes, sendo
mais eficiente que a técnica de dialise. Um dos problemas apresentados pela técnica de
filtracdo por fluxo cruzado é a formacdo de aglomerados devido a suspensdo coloidal ser
pressionada através da membrana de filtracdo, em que esse problema pode ser corrigido com a
utilizacdo de membranas hidrofilicas ou usando a técnica de diafiltracdo com succéo
(MADAENI; FANE, 1996; TISHCHENKO et al., 2003; LIMAYEM; CHARCOSSET;
FESSI, 2004).

A filtracdo em gel, é outra técnica de purificacdo, mais rapida do que as técnicas
baseadas em dialise simples, porém o volume da amostra que pode ser purificado é limitado,
além de possibilitar a adsorcdo irreversivel de ativos na fase estacionaria da coluna e
apresentar uma baixa resolugdo entre nanoparticulas pequenas e grandes impurezas, com isso
restringindo o uso desta técnica (BECK; SCHERER; KREUTER, 1990).

3.7 FUCANA

Os polissacarideos sao estruturas formadas por longas cadeias de unidades de
monossacarideos unidos por ligacdo glicosidica, apresentando baixo custo e podendo ser
facilmente encontrado na natureza. S&o compostos quimicamente estaveis, ndo-toxicas e

biodegradaveis podendo ser utilizados no desenvolvimento de sistemas de liberagédo
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controlada (SINHA; KUMRIA, 2001). S0 encontrados e extraidos de plantas,
microrganismos, algas e animais. Os polissacarideos apresentam uma grande diversidade em
sua estrutura quimica, uma variedade de pesos moleculares podendo apresentar carga positiva,
negativa e neutra, atraindo o interesse de muitos pesquisadores por permitir uma ampla
utilizacdo (SINHA; KUMRIA, 2001; LIRA, 2009).

A fucana € um polissacarideo sulfatado (Figura 8) amplamente encontrado na parede
celular de algas marrons e invertebrados marinhos, muito estudada devido ao seu amplo
espectro de fungdes biologicas, como efeitos anticancerigenos (KWAK, 2014,
PALANISAMY et al.,, 2017), antioxidantes (QU et al., 2014), anti-inflamatérios e
anticoagulantes (KIM et al., 2007; ZAYED et al., 2016), ganhando destaque como um
candidato a farmaco natural com menos efeitos colaterais (FITTON; STRINGER;
KARPINIEC, 2015).

Figura 8 — Estrutura quimica parcial da fucana
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Fonte: Criado por CAVALCANTI, 2020.

As atividades bioldgicas da fucana estdo relacionadas com estrutura quimica, grau de
sulfatacdo e com o peso molecular, sendo geralmente heterogéneas e ramificadas, podendo se
apresentar como homopolissacarideo, ou seja, apresenta unicamente unidades de
monossacarideos de fucose com grupos sulfato; ou heteropolissacarideos como
macromoléculas contendo diferentes monossacarideos, tais como a manose, glicose,
galactose, &cidos urdnicos, arabinose e xilose, além da fucose (SANJEEWA et al., 2017,
ZAYED; ULBER, 2019).
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Diversos estudos que evidenciam as propriedades anticancerigenas da fucana mostram
resultados interessantes, com grande potencial para o desenvolvimento de farmacos para
alguns tipos de cancer além de doencas inflamatorias, como também para serem projetados
como compostos funcionais (nutracéuticos, alimentos funcionais ou cosmecéuticos). Alguns
estudos indicam que a fucana com baixo peso molecular é biologicamente mais ativa que a
fucana de alto peso molecular e que a presenca dos grupos sulfato é o que mantém a atividade
anticancerigena da fucana (SANJEEWA et al., 2017; ZAYED; ULBER, 2019).

No estudo de CHOI e KIM (2013) foi possivel evidenciar a importancia dos grupos
funcionais na fucana de baixo peso molecular, quando os autores compararam os efeitos da
fucana obtido por irradiacdo gama e da fucana nativa, demonstrando que a fucana de baixo
peso molecular obtida por irradiacdo gama apresenta melhor citotoxicidade para as células
cancerigenas e atividade inibitdria contra a transformacdo celular em células de cancer de
mama (linhagem MCF-7), células de estdmago (linhagem AGS) e células de cancer de figado
(linhagem HepG2). Além disso CHEN e colaboradores (2015) e CHEN e colaboradores
(2016) relataram que a fucana de baixo peso molecular isolado de diferentes algas marinhas
apresenta efeitos de supressao do tumor.

Estudos também evidenciaram que a fucana induz apoptose em células cancerigenas
mediada pela via serina/treonina PI3K/Akt importante via de sinalizacdo celular responsavel
por regular o crescimento celular e a sobrevivéncia celular (BOO et al., 2013; CHEN et al.,
2016). O estudo de YAN e colaboradores (2015) identificaram que a fucana induz a expressao
do microRNA miR-29b, sendo este importante para a prevencdo do cancer por regular a
apoptose, ciclo celular, modificagbes epigenéticas e inibicdo de metéstases. J& YAN e
colaboradores (2013) observaram que o efeito anticancerigeno da fucana é acompanhado pelo
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, induzindo dano oxidativo
mitocondrial, despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial e liberacdo de
citocromo c e ativacdo da caspase-3 e caspase-9.

Além de atuar sobre diversos mecanismos de apoptose, a fucana também inibe a
progressdo do ciclo celular em células cancerigenas, evidenciado pelo estudo de PARK e
colaboradores (2014) que avaliou os efeitos da fucana sobre células T-24 do cancer de bexiga,
mostrando que este composto induz parada da fase G1 nas células do cancer de bexiga.
Estudos também evidenciam que a fucana ativa respostas inflamatorias em células
cancerigenas (CHEN et al., 2016), atuam também na inibicdo do potencial de angiogénese
(CHEN et al., 2015), além de potencializar os efeitos dos agentes antineoplasicos
convencionais (ZHANG et al., 2013; CHEN et al., 2016).
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Com isso, a encapsulacdo da OncoA em nanoparticulas de PIBCA revestidas com
fucana pode possibilitar a potencializacdo do efeito terapéutico e reduzir a toxicidade da
OncoA. Além disso, pode melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas, permitindo a
veiculacdo da oncoA por via oral e/ou intravenosa. Assim, nesse trabalho propomos a
encapsulacdo da OncoA em nanoparticulas e avaliagdo da sua atividade antiproliferativa
frente a células da linhagem MDA-MB-231.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

O poli(isobutilcianoacrilato) (PIBCA) foi obtido da Henkel Biomedical (Dublin,
Irlanda). A OncoA foi extraida e isolada da planta Cordia Oncocalyx (FERREIRA et al.,
2003), no qual a coleta e purificacao foi realizada no laboratério da Profa. Dra. Otilia Pessoa
da Universidade Federal do Ceara. A fucana foi extraida e purificada da alga Fucus
vesiculosus e gentilmente cedida pela Profa. Dra. Mariane Lira da Universidade Federal de

Pernambuco.

4.2 PREPARA(;AO DE NANOPARTICULAS DE PIBCA REVESTIDAS COM FUCANA
CONTENDO OncoA

As nanoparticulas foram preparadas através do método de polimerizacdo em emulséo
aniénica (AEP) in situ, na proporcdo de fucana, PIBCA e OncoA de 79:12:9 (LIRA et al.,
2011). Primeiramente 50 mg de fucana (pertencente a espécie de alga Fucus vesiculosus) foi
solubilizada em 5 mL de agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA) e o pH corrigido para 2,5
com HCI (1M). Em seguida, a solucdo de fucana permaneceu sob agitacdo magnética com
velocidade constante (1200 rpm), sendo adicionado logo em seguida 50 pL de Isobutil
cianoacrilato (IBCA). A agitacdo foi mantida por 3 horas, em temperatura ambiente, para
obtencdo das nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana (NP-Fuc). No caso das
nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana contendo OncoA (OncoA-NP-Fuc) e das
nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana contendo Rodamina (Rodamina-NP-Fuc),
foram obtidas seguindo a metodologia acima citada, em que 50 mg da fucana foi diluida em
4,5 mL de agua ultra pura, apos 5 minutos da adicdo do IBCA, foram inseridos 500 pL de
solugdo contendo OncoA ou Rodamina na concentracdo de 5 mg/mL com solucdo de

acetonitrila:dgua (50:50 v/v) e mantido em agitacdo por 3 horas.
4.2.1 Purificagdo das nanoparticulas
As nanoparticulas de PIBCA foram purificadas pelo método de diélise (LIRA et al.,

2011). Inicialmente, as dispersdes foram inseridas em membrana de diélise (Spectra-por®

membrane 100.000 g/mol molecular weight cutoff, Biovalley, Marne la Vallée, France) e a
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membrana adicionada em 1 L de agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA), sendo a &gua
trocada 3 vezes com intervalos de 30 minutos, em seguida o sistema mantido sob agitacdo a

300 rpm overnight.

4.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.3.1 Tamanho e carga de superficie das nanoparticulas

O tamanho e o indice de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas foram analisados pela
técnica de espalhamento de luz dindmico utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malver Instruments Ltd, USA). As medicdes foram feitas com um angulo fixo de 90°, a
temperatura de 25°C. As formulacdes foram diluidas em agua ultrapura (Milli Q®, Millipore,
USA) na proporgdo de 1:20 v/v, avaliadas em triplicata. Os dados foram expressos pelo valor
médio e desvio padrdo.

Quanto ao potencial zeta, da carga superficial das nanoparticulas, foi medido pelo
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malver Instruments Ltd, USA) a 25°C. As formulacGes
(NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc) foram diluidas com NaCl (1 mM) também na proporcao de 1:20
v/v e analisadas em triplicata. Os dados foram expressos pelo valor médio e desvio padréo.

4.3.2 Taxa de encapsulacdo da OncoA

4.3.2.1 Curva padrdo da OncoA

A OncoA nas formulagdes foi quantificada a partir da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando o equipamento HPLC (Waters Alliance 2695 Separation
Module) acoplado a um detector UV/Vis (2489 UV-Vis detector). Primeiramente foi
elaborada uma curva padrdo da OncoA. Inicialmente, foram pesadas 5 mg de OncoA e diluida
em 600 pL de DMSO completando o volume de 10 mL com fase movel acetonitrila:agua
acidificada (0,05% &cido trifluoroacetico, pH = 3) (30:70 v/v) obtendo uma solugdo mée na
concentracdo de 500 pg/mL. As concentragcfes para obtencdo da curva padrao foram 0,5; 2,0;
5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg/mL e os parametros inseridos no HPLC foram de acordo com o
método validado por TAVARES e colaboradores (2019).

4.3.2.2 Quantificacdo da OncoA em nanoparticulas
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O doseamento da OncoA nas nanoparticulas foi efetuado a partir da diluigdo de 50 pL
da formulacdo OncoA-NP-Fuc, antes da dialise e pds-dialise, em 600 uL de DMSO, para
promover a dissolucdo das nanoparticulas (REQUENA et al., 2008). Em seguida, foram
adicionados solucdo de acetonitrala:agua acidificada (0,05% &cido trifluoroacético, pH = 3)
na proporc¢do de 30:70 v/v até volume final de 5 mL e quantificado por HPLC-UV utilizando
método validado por TAVARES e colaboradores (2019). O valor da concentracdo obtida
antes da purificacdo foi considerado, como sendo 100% da concentracdo da OncoA na
formulacdo e o valor obtido pds-purificacdo foi considerado o valor total da concentracdo da
OncoA encapsulado nas nanoparticulas de PIBCA revestidos com fucana. Com a diferenca da

concentracdo antes e pos purificacao foi possivel obter a taxa de encapsulacdo da OncoA.

4.3.3 Andlise morfoldgica

Para analise morfoldgica das nanoparticulas foi utilizado a técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV). As formulacdes NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc foram diluidas em
agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA) na proporcéo de 1:10 v/v. Em placa de silicio, as
nanoparticulas foram espalhadas e mantidas em dessecador a temperatura ambiente por 24
horas. Apds secagem, o wafer de silicio foi fixado em stubs contendo fita de carbono e
metalizados com ouro e paladio com a utilizacdo do metalizador (FINE COAT, ION
SPUTTER JFC-1100) e observadas no microscopio eletronico de varredura (TESCAN,
MIRAS3). As andlises foram realizadas nos Laboratérios de Microscopia Eletronica do LIKA e
no Departamento de Fisica, ambos da Universidade Federal de Pernambuco.

4.3.4 Analise espectroscépica

Os espectros de infravermelho da OncoA, bem como das formulacGes (NP-Fuc e
OncoA-NP-Fuc) e da mistura fisica da NP-Fuc e OncoA foram obtidos por meio da
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FT-IR) na regido de 4000-
400 cm* usando o equipamento FT-IR/FT-NIR (PerkinElmer, Spectrum 400) a temperatura
ambiente. Os espectros foram adquiridos com uma resolucio de 4 cm™ e 20 scans/minuto. Os
resultados foram processados no Software Origin 8 (OriginLab Northampton, USA). As
andlises foram realizadas no Laboratério de Combustiveis da Universidade Federal de

Pernambuco.
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4.3.5 Andlise de difracdo de raios X por energia dispersiva

As analises de raio X por energia dispersiva (EDX) foram efetuadas para investigar a
presenca de enxofre nas amostras (OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc), utilizando
espectrometro de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX — 7000/8000,
Shimadzu, Japdo), no Laboratério de Tecnologia de Nanossistemas Carreadores de
Substancias Ativas (TECNANO) da Universidade Federal de Alagoas.

4.3.6 Analise térmica

As curvas termogravimétricas (TG) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
(PERKIN ELMER, STA 6000) da OncoA e das nanoparticulas NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc,
como também da mistura fisica (NP-Fuc + OncoA) foram obtidas a partir da analise térmica
simultanea. Em cadinhos de aluminio, foram inseridos 5 mg das amostras, selados e
analisados a partir da temperatura de 25°C a 500°C, usando taxa de aquecimento de 10
°C/min. Os resultados foram processados no Software Origin 8 (OriginLab Northampton,
USA). As analises foram realizadas no Laboratério de Polimeros e Nanoestruturas da
Universidade Federal de Pernambuco.

4.4 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram conservadas em geladeira a temperatura de 4°C para avaliar a
sua estabilidade a longo prazo. As nanoparticulas foram acompanhadas durante 7 meses, e em

cada més foram verificados parametros fisico-quimicos como tamanho e carga de superficie.

4.4.1 Estabilidade das nanoparticulas em diferentes pH

A estabilidade das NP-Fuc foi avaliada em fluidos biolégicos simulados: gastrico,
intestinal e sanguineo, sendo preparadas de acordo com o estudo de REZAEI e NASIRPOUR
(2019). Resumidamente, foi preparado uma solugéo de tampéo fosfato (pH 7,4), em que uma
parte dessa solugdo foi utilizada como solucdo de pH 7,4 (pH sanguineo) e a outra foi
adicionado solucdo de HCI (1 M) para obter um pH 1,2 (pH géastrico). Enquanto para a

obtencdo da solucdo de pH 6,8 (pH intestinal) foram preparadas solucdes de fosfato de
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potassio monobasico e de hidréxido de sodio (0,2 M) e adicionado agua ultrapura (Milli Q®,
Millipore, USA), com isso obtendo uma solugdo a pH 6,8. Assim, em 4 eppendorfs
separadamente foram adicionados 750 pL de solucdo pH 1,2; 6,8 e 7,4 contendo 250 pL da
formulacdo (NP-Fuc). O material permaneceu sob agitacdo (70 rpm) a temperatura de 37°C
por 2 horas. As amostras foram retiradas em intervalos de 30 minutos, sendo 4 amostras
referentes a cada grupo. De cada amostra foram retirados 200 L e diluido em 800 uL de
agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA) para avaliar o diametro das particulas e diluida em
800 pL de NaCl (1 mM) para avaliar o potencial zeta, sendo as analises realizadas em

triplicata e expressas a partir do seu desvio padréo.
4.5 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE SANGUINEA: POTENCIAL HEMOLITICO

De um adulto saudavel voluntério, foram coletados 4 mL de sangue em tubo
heparinizado e diluido com 5 mL de tampdo fosfato (pH 7,4) (MOHAMMADI et al., 2019).

O potencial hemolitico das amostras foram analisados de acordo com a metodologia
relatada por GOLAFSHAN e colaboradores (2017) e LI e colaboradores (2015). A amostra
(NP-Fuc), foi diluida em tampdo fosfato (pH 7,4), em diferentes concentracdes (330, 160, 80,
40, 20 e 10 uM) e incubadas durante 30 minutos a 37°C. Essas concentra¢des foram definidas
com base na concentracdo teérica da OncoA encapsulada, visto que o volume de NP-Fuc para
administracdo in vivo dependera da dosagem terapéutica da OncoA. Em seguida, 40 uL de
sangue diluido, foram adicionados nas dispersdes contento as NP-Fuc e incubadas por 60
minutos a 37°C. Apos esta etapa os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos. A
leitura da hemoglobina livre foi realizada a partir de um leitor de microplaca (Thermo
Scientific, Multiskan FC)-a 540 nm.

Uma solucdo contendo 40 pL de sangue diluidos em 2 mL de agua destilada foi
utilizado como controle positivo e como controle negativo foi utilizado sangue diluido em
tampéo fosfato (pH 7,4). A porcentagem de hemdlise foi calculada de acordo com a seguinte

equacéo:

Hemélise (%)= (“"=re") x100
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O experimento foi realizado em quadruplicata e os dados foram analisados no software
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad, California, EUA). O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) com o nimero de CAAE: 25179719.1.0000.5208 (ANEXO A).

4.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DE OncoA-NP-Fuc

O estudo de viabilidade celular das formulacGes foi realizado a partir do uso do
reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (LIRA et al.,
2011). Células de cancer de mama metastatico (MDA-MB-231) foram adquiridas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem foi cultivada em garrafas de cultura de
células (75 cm?) com meio Leibovitz’s L-15 Medium e F-12 Nutrient Mixture na proporgéo
de 1:1 e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibi6ticos (penicilina e
estreptomicina).

As células na oitava passagem, foram cultivadas em placa de 96 pogos na
concentracdo de 1x10* células/poco e incubadas por 24 horas, a 37°C e atmosfera de 5% de
CO.. Ap6s 24 horas foram inseridos 100 pL das amostras (OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-
Fuc), diluidas em meio de cultura, nas concentragcées de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 e 1.56 uM. O
controle utilizado foram células ndo tratadas, que receberam apenas 0 meio de cultura. A
placa foi incubada por 24, 48 e 72 horas e, em seguida, foram adicionados 20 pL por poco de
solucdo de MTT a 4 mg/mL e as células incubadas novamente por 3 horas. Apds formacao
dos cristais de formazam, observados no controle, o sobrenadante foi removido e adicionados
100 pL de DMSO para dissolugéo dos cristais de formazan. Os resultados de absorbancia
foram obtidos com a utilizagdo de um leitor de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan
FC) no comprimento de onda de 540 nm. Os experimentos foram realizados em
quadruplicada e os dados analisados no software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad, California,
EUA), obtendo os valores de ICso e 0s dados estatisticos quanto a analise de variancia
(ANOVA), com correcédo de Bonferroni (P<0,05).

4.7 ESTUDO DE MIGRACAO CELULAR

O ensaio de migragdo celular foi realizado de acordo com os estudos de WU e
colaboradores (2014) e FRANCO e colaboradores (2019). Primeiramente as células MDA -
MB-231 foram cultivadas em placas de 24 pocos, contendo 1x10° de células/pogo. A

incubacéo foi realizada a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 em meio Leibovitz’s L-15 Medium
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e F-12 Nutrient Mixture na proporcdo 1:1 contendo 10% de SFB e 1% de antibioticos
(penicilina e estreptomicina) até confluéncia de 80-90%. Apos adesao celular, a monocamada
de célula foi raspada, as células soltas removidas dos pogos e 0s mesmos lavados com PBS.
Em seguida, 1 mL de meio de cultura contendo as amostras (OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-
Fuc) nas concentragdes de 25 e 3.13 uM foram adicionados. A placa permaneceu em estufa a
37°C e atmosfera de 5% de CO», por 24, 48 e 72 horas. Os pogos foram observados e
fotografados em microscopio Optico e a regido onde foram retiradas as células aderidas, foram

marcadas utilizando o Software Image J (JAVA 1.8.0).

48 ESTUDO DE VISUALIZACAO MICROSCOPICA DE INTERNALIZACAO
CELULAR DAS NANOPARTICULAS EM CELULAS MDA-MB-231

4.8.1 Espectroscopia de fluorescéncia da OncoA

O perfil de fluorescéncia (autofluorescéncia) da OncoA foi obtido em
espectrofotdmetro de fluorescéncia (PERKINS LS55), utilizando diferentes concentracdes da
OncoA diluida em agua ultrapura (0.5, 2, 5, 10, 15 e 200 pg/mL). A faixa de comprimentos de
onda estabelecida foi de 360-600 nm, com excitacdo no comprimento de onda de 350 nm,
com fendas de excitacdo e emissdo de 10 e 10 nm, respectivamente, e alta sensibilidade. Foi
realizado perfil de fluorescéncia do 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), para fins
comparativos. As analises foram realizadas no Laboratério de Biofisica Quimica da

Universidade Federal de Pernambuco.

4.8.2 Visualizacdo microscopica de internalizacéo celular

Para as analises de captura celular utilizou-se a linhagem de célula de cancer de mama
metastatica (MDA-MB-231) provenientes do BCRJ. Inicialmente, as células foram cultivadas
em placa de 24 pogos contendo laminula de vidro redonda (didmetro 8 mm) na concentracdo
de 1x10° células/poco. Apos adesdo celular, as amostras (Rodamina-NP-Fuc e OncoA-NP-
Fuc) foram diluidas em meio de cultura Leibovitz’s L-15 Medium e F-12 Nutrient Mixture
contendo 10% de SFB e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina), obtendo uma
concentracdo final de 1 pM, e inseridas nos respectivos pogos. Como controle foram
utilizadas células que receberam apenas meio de cultura. As placas foram incubadas durante

15 minutos, 1 e 3 horas na temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO2. As células, apos
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serem lavadas com tampdo PBS, foram fixadas com a adicdo de paraformaldeido a 4% (500
pL) durante 20 minutos, seguido de nova lavagem com tampé&o PBS. Em seguida, adicionados
500 pL de cloreto de amdnio (50 mM) para bloquear a reatividade do aldeido, reagindo
durante 10 minutos. Por fim, as células foram lavadas e a laminula retirada dos pocos e
seladas em lamina. O material foi observado em microscopio de fluorescéncia (Axio,
Imager.M2m), no Laboratdrio de Microscopia Eletronica do LIKA, na Universidade Federal

de Pernambuco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 NANOPARTICULAS DE PIBCA REVESTIDAS COM FUCANA CONTENDO OncoA

As nanoparticulas contendo OncoA (OncoA-NP-Fuc) e sem OncoA (NP-Fuc) foram
obtidas pela técnica de polimerizacdo por emulsdo ani6nica (AEP). A concentragdo de OncoA
na formulacdo foi fixada em 1 mg/mL, o tamanho e o potencial zeta foram avaliados através
do equipamento Zetasizer ZS90 com os resultados apresentados na Tabela 1. Os resultados
obtidos no tamanho das nanoparticulas foram em torno de 305+6,4 a 316+1,3 nm e potencial
zeta em -38,9£2,0 a -38,5+1,9 mV, concordando com o estudo de LIRA e colaboradores
(2011), que obteve nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana através da técnica de
AEP apresentando tamanho de 399+0,7 nm e carga de superficie em -44,2+1,0 mV. A carga
negativa das nanoparticulas estd relacionada a presenca do grupamento sulfato presente na
fucana (HUANG; LAM, 2011).

Tabela 1 — Tamanho, potencial zeta e taxa de encapsulacao das nanoparticulas OncoA-NP-

Fuc
Formulacbes [OncoA] Diametroda PDI Potencial Zeta OncoA
(mg/mL) particula (mV) (%)
(nm)
NP-Fuc - 316+1,3 0,082 -385+19 -
OncoA-NP-Fuc 1 305+6,4 0,077 -389+20 1015%1,4

5.2 QUANTIFICACAO DA OncoA NAS NANOPARTICULAS

Foi possivel quantificar a OncoA a partir da técnica anteriormente validada por
TAVARES e colaboradores (2019) obtendo um valor de correlagéo linear de 0,9994 em
absorbancia de 283 nm (Figura 9), mostrando-se método confidvel para quantificacdo da

OncoA nos nanossistemas.
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Figura 9 — Curva padrdo da OncoA. Curval (- #-), Curva 2 (-m-) e Curva 3 (-e-)
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O pico da OncoA presente no cromatograma em diferentes concentragdes (Figura 10)
apresentam-se no tempo de retencdo de 4,25 minutos, bem evidente e sem interferentes,
semelhantes aos apresentados no estudo de TAVARES e colaboradores (2019), sendo
evidenciado o mesmo pico nas formulagGes contendo a OncoA (Figura 11). Apesar do
método de obtencdo das nanoparticulas ser em pH &cido (pH 2,5), o farmaco se mantém
estavel durante o desenvolvimento das nanoparticulas. TAVARES e colaboradores (2019)
verificaram que mesmo em contato com meios simulados gastrico e intestinal a OncoA

apresenta-se estavel.
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Figura 10 — Cromatograma da OncoA nas concentracao de 0,5 pg/mL (A), 2 pg/mL (B), 5
pg/mL (C), 10 pg/mL (D), 15 pg/mL (E) e 20 pg/mL (F) diluidas em acetonitrila:dgua
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Figura 11 — Cromatograma das nanoparticulas NP-Fuc (A) e OncoA-NP-Fuc em concentracao
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O método utilizado por REQUENA e colaboradores (2008) para dissolugdo das
nanoparticulas, mostrou-se ser um método eficaz que possibilitou a dissolucdo das
nanoparticulas de PIBCA para quantificagio da OncoA por HPLC-UV, evidenciado na
Tabela 1. A taxa de encapsulacdo da OncoA foi de 101,5+1,4% a uma concentracdo de 1
mg/mL, tendo taxa de encapsulacdo superior quando comparado com o estudo de
ALHARETH e colaboradores (2010) que obtiveram 74% de taxa de encapsulacdo da
doxorrubicina com concentragdo de 0,75 mg/mL em nanoparticulas de Poli(alquil
cianoacrilato) revestidas com dextrana. Esta diferenca na encapsulacdo pode estar relacionada
a caracteristica especifica de cada farmaco ou pela diferenca no método de obtencdo das
nanoparticulas, sendo o método utilizado por ALHARETH e colaboradores (2010) a técnica
de Polimerizacdo por Emulsdo de Radicais Redox (RREP). SOMA e colaboradores (2000)
conseguiram encapsular a ciclosporina A nas nanoparticulas revestidas com dextrana
apresentando 99% de encapsulacéo da ciclosporina A (1 mg/mL) quando isolada e 80% de
taxa de encapsulacdo quando associada a doxorrubicina na mesma formulacdo, mostrando que

as nanoparticulas de PIBCA permitem a encapsulacdo de farmacos.

5.3 ANALISE MORFOLOGICA

As imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de varredura evidenciaram
particulas esféricas com formato e tamanho regulares (Figura 12). Particulas esféricas de
PIBCA foram observadas por CHAUVIERRE e colaboradores (2003), assim como também
LIRA e colaboradores (2011).
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Figura 12 — Morfologia das nanoparticulas NP-Fuc (A) e OncoA-NP-Fuc (B) observadas por

microscopio eletronico de varredura
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5.4 ANALISE ESPECTROSCOPICA

A realizacdo desta técnica possibilitou identificar as bandas de absorcdo que
evidenciam a OncoA (Figura 13), mostrando resultados semelhantes aos apresentados por
XAVIER-JUNIOR e colaboradores (2019). No espectro podemos observar uma banda larga
de média intensidade na regido de 3443 cm, indicando a presenca de ligagGes do tipo O-H,
como também bandas de baixa intensidade na regido de 2977-2832 cm™ referentes ao
estiramento C-H sp®. As bandas de absorcio na regido 1661-561 cm™ sdo caracteristicas da
presenca de anel aromatico na estrutura da OncoA o que corrobora com o desenho da

estrutura quimica da molécula.
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Figura 13 — Espectro de FT-IR da OncoA
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O espectro obtido das NP-Fuc (Figura 14) apresenta bandas de absorcdo na regido de
1244 cm™ e 1158 cm™ referentes a presenca de C-O, bandas de baixa intensidade na regido de
1468 cm™ e 1371 cm! referentes ao grupamento enxofre (S=0) presente na estrutura quimica
da fucana, e mais uma banda de absorcdo do enxofre de baixa intensidade na regido de 939
cm. Também apresenta uma banda de forte intensidade na regido 1746 cm™ referente a
presenca de C=0 podendo esta ligacdo estar relacionada a um processo de tautomerismo a
partir do deslocamento dos atomos de oxigénio possibilitando a formacdo de dupla ligacao
entre o0 carbono e 0s oxigénios presentes na estrutura molecular da fucana. Outra banda de
absorcdo também presente no espectro foi observada na regido de 2965 cm™ referente ao
estiramento C-H sp® e uma banda larga presente na faixa de 3710 a 3028 cm referindo-se a
presenca de hidroxilas (O-H) nas nanoparticulas. As bandas apresentadas no espectro estdo de
acordo com as bandas de absorcdo da fucana presente no estudo de CHALE-DZUL e
colaboradores (2014) como também no estudo de PALANISAMY e colaboradores (2017).
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Figura 14 — Espectro de FT-IR das NP-Fuc
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O espectro das OncoA-NP-Fuc (Figura 15) é semelhante ao espectro da NP-Fuc, no

qual os dois espectros apresentam bandas na mesma regido, entretanto no espectro das

OncoA-NP-Fuc as bandas na regido de 1244 cm™ e 1158 cm™ sdo mais intensas, como

também a banda na regido 1746 cm™, podendo este aumento esta relacionado a presenca das

ligacGes presentes na estrutura da OncoA e com isso aumentando a intensidade das bandas de

absorcdo. A banda que se refere a presenca de hidroxilas, na regido 3374 cm™, mostra-se mais

larga e mais intensa em comparacdo com o espectro das Np-Fuc, podendo estar relacionada a

soma das bandas da NP-Fuc e da OncoA o que indica a presenga da OncoA na formulagéo.
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Figura 15 — Espectro de FT-IR das OncoA-NP-Fuc
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No espectro obtido a partir da mistura fisica (Figura 16) entre a OncoA e a NP-Fuc,
podemos observar sobreposi¢do de bandas de absorcdo principalmente na regido de 1600 a
600 cm, como também a presenca de bandas caracteristicas de cada componente da mistura
fisica. A banda de absorcéo presenta na regifo de 1743 cm™ relacionada a presenca de ligacéo
do tipo C=0, bem evidente no espectro da NP-Fuc. Quanto as bandas de absor¢édo presentes
nas regides 3438 cm™ e 2965 cm! estdo mais semelhantes ao espectro da OncoA. A presenca
de bandas de absorcdo que indicam a presenca da OncoA como também das NP-Fuc supde
que nas formulacdes OncoA-NP-Fuc, por ndo apresentar bandas de absorc¢do caracteristica da

OncoA, é um indicio que o farmaco foi encapsulado.
Figura 16 — Espectro de FT-IR da mistura fisica entre a OncoA e NP-Fuc
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5.5 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS X POR ENERGIA DISPERSIVA

Os resultados da anélise de EDX (Figura 17) evidenciam a presenca do enxofre nas
amostras NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc nas concentracdes de 6% e 10% respectivamente, com
isso evidenciando a presenca da fucana nas nanoparticulas, uma vez que é um polissacarideo
sulfatado (PUVANESWARY et al., 2015; YU et al., 2015). A presenca do enxofre em
formulagdes contendo fucana também foi evidencia por KARUNANITHI e colaboradores
(2016), em que foi possivel observar pela técnica de EDX uma concentragdo de enxofre de
cerca de 1% no hidrogel de alginato-fucana. Esta concentracdo de enxofre de apenas 1% esta

relacionada a concentracdo da fucana utilizada na formulacao que foi de 0,5%.
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Figura 17 — Analise de EDX evidenciando a presenca do enxofre nas amostras
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5.6 ANALISE TERMICA

Os resultados obtidos pela técnica de analise térmica confirmam a encapsulacdo da
OncoA nas nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana. A Figura 18 apresenta 0s
resultados da curva termogravimétrica (TG) mostrando que a OncoA (Figura 18A) inicia sua
decomposicdo em torno de 180°C se decompondo gradativamente com o aumento da
temperatura, estes resultados estdo de acordo com o estudo de XAVIER-JUNIOR e
colaboradores (2019). J& as nanoparticulas NP-Fuc (Figura 18B) iniciam sua degradacdo por
volta de 150°C com decomposic¢do acima dos 250°C, sendo este resultado coerente com 0s
estudos de RODRIGUEZ-JASSO e colaboradores (2011) e RODRIGUEZ-JASSO e
colaboradores (2013) que avaliaram o perfil de decomposicdo do extrato de fucana. As
OncoA-NP-Fuc (Figura 18D) apresenta o mesmo perfil de decomposicdo das NP-Fuc
indicando encapsulagdo da OncoA no sistema. Quando comparamos o0s resultados da mistura
fisica (Figura 18C) podemos perceber os perfis de degradacdo das nanoparticulas como

também da OncoA.
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Figura 18 — Graficos de anélise termogravimétrica da OncoA (A), NP-Fuc (B), Mistura fisica
(C) e OncoA-NP-Fuc (D)
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Quanto as curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) os perfis de

decomposicdo sdo os mesmo entre as NP-Fuc (Figura 19B) e OncoA-NP-Fuc (Figura 19D)

com evento endotérmico na faixa de 150-200°C, coerente com os estudos de RODRIGUEZ-
JASSO e colaboradores (2011) e RODRIGUEZ-JASSO e colaboradores (2013). A OncoA

(Figura 19A) mostra evento Unico em torno de 180°C, confirmando a presenca do composto

em seu estado cristalino, corroborando com o estudo de XAVIER-JUNIOR e colaboradores

(2019). Quando comparamos com a mistura fisica (Figura 19C), podemos ver um evento

endotérmico na faixa de 150-200°C referente a decomposi¢cdo das nanoparticulas, como

também apresenta evento exotérmico na faixa de 200-250°C referente a OncoA, com isso

evidenciando a encapsulagdo da OncoA nas nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana.
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Figura 19 — Graficos de Calorimetria Diferencial de Varredura da OncoA (A), NP-Fuc (B),
Mistura fisica (C) e OncoA-NP-Fuc (D)
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5.7 ESTABILIDADE DAS NP-Fuc EM DIFERENTES pH

Apbs contato a pH acido (pH 1,2) as NP-Fuc aumentaram seu tamanho de particula de

245%3,3 nm para 287,9+2,5 nm apds 30 minutos, mantendo o tamanho estavel durante as duas

horas de experimento. Por outro lado, as NP-Fuc em contato com o pH intestinal (pH 6,8) e

pH sanguineo (pH 7,4), o tamanho das particulas diminuiram de 245+3,3 nm para 214,9+2,0 e

218,9+4,1 nm, respectivamente (Figura 20). Quanto ao potencial zeta, as nanoparticulas em

contato com o pH gastrico apresentaram carga constante, em torno de -37,4+1,7 mV,

enquanto as nanoparticulas em contato com o pH intestinal e 0 pH sanguineo aumentaram a

carga superficial para -44,9+1,7 mV e -43,4+2,2 mV, respectivamente, como esta evidenciado
na Figura 21. FERNANDO e ZHOU (2019) realizaram estudo de estabilidade de

nanoparticulas de prata em diferentes pH, obtendo resultados contrarios ao do estudo, com o

aumento no tamanho das nanoparticulas estando relacionado ao aumento do pH, com

formacéo de agregados.
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Apesar de apresentar diferencas significativas quanto ao tamanho, a carga superficial e
o PDI mostram que as nanoparticulas continuam estaveis, com resultados de PDI abaixo de
0,1, ndo apresentando agregados, diferente dos resultados apresentados por FERNANDO e
ZHOU (2019).

HUANG e LAM (2011) também avaliaram a estabilidade de nanoparticulas de
quitosana e fucana, em pH 1,2; 2,5; 6,0; 7,0 e 7,4. Os resultados foram similares aos
apresentados neste estudo, com reduzidas variacdes no tamanho (219,4+1,7 a 234,7£9,5 nm) e
na carga superficial das nanoparticulas (-19,7+0,9 a -39,4+1,9 mV). A presenca da fucana
parece promover uma maior estabilidade as nanoparticulas quanto em contato com diferentes
pH.

Figura 20 — Estabilidade das nanoparticulas em pH 1.2 (o), 6.8 (o) e 7.4 (e). Tamanho das

nanoparticulas através do tempo de contato em meios bioldgicos simulados
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Figura 21 — Estabilidade das nanoparticulas em pH 1.2 (0), 6.8 (o) e 7.4 (®). Potencial zeta
das nanoparticulas através do tempo de contato em meios bioldgicos simulados
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5.8 ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO DAS NP-Fuc E OncoA-NP-Fuc

Os resultados obtidos da estabilidade das nanoparticulas mostraram que elas se
mantiveram estaveis durante 7 meses com poucas varia¢es no tamanho (305+2,3 a 317+0,9
nm) e carga superficial (-35£2,3 a -38+£1,9 mV), sendo estes dados presentes nas Figuras 22 e
23. LIRA e colaboradores (2011) avaliaram a estabilidade das nanoparticulas de PIBCA
revestida com fucana e dextrana a 4 °C, também evidenciando que as nanoparticulas

permaneceram estaveis por pelo menos 6 meses.
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Figura 22 — Avaliacdo do tamanho das nanoparticulas NP-Fuc (o) e OncoA-NP-Fuc (m)
armazenadas a 4°C
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Figura 23 — Avaliacdo da carga de superficie das nanoparticulas NP-Fuc (o) e OncoA-NP-Fuc

(m) armazenadas a 4°C
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A estabilidade das nanoparticulas de PIBCA na encapsulagdo de farmacos permite o
desenvolvimento de nanocarreadores estaveis para uma possivel administracdo in vivo
(CHEN et al., 2008; LIU; THAYUMANAVAN, 2017; PALANIKUMAR et al., 2018).

5.9 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE SANGUINEA: POTENCIAL HEMOLITICO
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O estudo de compatibilidade sanguinea avaliou o potencial hemolitico das
nanoparticulas (NP-Fuc). O experimento foi realizado através da leitura da absorbancia (540
nm) da liberacdo de hemoglobina apos exposicdo a diferentes concentracdes (330, 160, 80,
40, 20 e 10 puM) de NP-Fuc em sangue humano.

Os resultados obtidos (Figura 24) sugerem que as NP-Fuc sdo compativeis com o
sangue humano mesmo em concentragdes altas, uma vez que a taxa de hemolise foi de 0%.
Segundo a literatura, taxas de hemdlise variando de 0 a 2% sdo consideradas seguras
(BRANDAL,; YAO; NAVEED, 2015). Ao observar os resultados da analise macroscopica das
amostras (Figura 24B), é perceptivel a visualizacdo do precipitado referente a presenca de
hemécias ndo hemolisadas, quando comparados ao controle positivo, com a presenca de

hemoglobina diluida na dgua destilada.

Figura 24 — Potencial hemolitico da NP-Fuc em amostra de sangue humano. (A) Taxa de
hemolise; (B) Aspectos macroscdpicos. **** p-valor (<0.0001)
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5.10 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DE OncoA-NP-Fuc
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A atividade das OncoA-NP-Fuc como também das NP-Fuc e OncoA frente a células
de cancer de mama (MDA-MB-231) foram avaliadas através da técnica de MTT. Apos 24
horas de contato com as células, as OncoA-NP-Fuc (Figura 25A) apresentaram atividade
antiproliferativa significativa frente as celulas MDA-MB-231, com resultado de viabilidade
celular de 39 e 42% nas concentracdes de 50 e 25 UM, respectivamente. Quando livre, a
OncoA (Figura 25B) ndo demonstra ter atividade, com valores de viabilidade celular de 86%
na concentracdo mais alta (50 puM), enquanto que a formulacdo NP-Fuc (Figura 25C) apesar
de apresentar atividade antiproliferativa, € inferior as OncoA-NP-Fuc, com taxa de viabilidade
celular em 71% na concentragao de 50 puM.

Figura 25 — Viabilidade das células MDA-MB-231 expostas a OncoA-NP-Fuc (A), OncoA
(B) e NP-Fuc (C) ap6s 24 horas. * p-valor (<0.05) ** p-valor (<0.003) **** p-valor

(<0.0001)
A B C
200 200 200
& 150 ey FEER ® 150 T ® 150
= T = =
g 8 g ;
- 100 . = 100- - 100
o *n o o b= e x0T
© e @ © tx
n . o by
= 50+ L— = 50+ = 50+
ol o ol
> . > >
0- T T T 0- T T T 0- T T T
00(\ 9@ v N q;:." "b-\ [N GO'C‘ ¥ N Q;:l" n;\ \‘? 00(\ 92 Vv Nl q;:." "‘J:\ N

Quando comparamos os resultados ap6s 48 horas de contato, a formulacdo OncoA-
NP-Fuc (Figura 26A) parece manter sua atividade antiproliferativa, com valor de 1Cso de
10,5+0,74 uM (3,17+0,22 g/mL), enquanto que a OncoA (Figura 26B) comeca a evidenciar a
sua atividade antiproliferativa em concentracdes altas (50 e 25 uM), com valor de 1Cso de
20,8£1,36 puM (6,28+0,41 pg/mL). As NP-Fuc (Figura 26C) mantém sua atividade
antiproliferativa com valor de 1Cso de 13,24+0,78 uM (4,0£0,53 pg/mL).
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Figura 26 — Viabilidade das células MDA-MB-231 expostas a OncoA-NP-Fuc (A), OncoA
(B) e NP-Fuc (C) ap06s 48 horas. * p-valor (<0.03) ** p-valor (<0.003) **** p-valor
(<0.0001)
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Os resultados com 72 horas de contato demonstram a atividade antiproliferativa das
OncoA-NP-Fuc (Figura 27A), com perfil citotoxico superior aos resultados de exposicdo a 24
e 48 horas, evidenciando possivel liberacdo controlada, com atividade antiproliferativa
mesmo em concentragdes baixas (6,25 e 3,13 uM), com taxa de viabilidade celular de 33 e
38% respectivamente. A OncoA (Figura 27B) também apresentou perfil citotéxico superior
guando comparado com os resultados nos tempos de 24 e 48 horas, sendo em concentracdes
mais altas (50 e 25 pM) com taxa de viabilidade celular de 33 e 36% respectivamente, como
também a NP-Fuc (Figura 27C) com taxa de viabilidade celular de 40 e 46% nas
concentragdes de 6,25 e 3,13 pM.

Figura 27 — Viabilidade das células MDA-MB-231 expostas a OncoA-NP-Fuc (A), OncoA
(B) e NP-Fuc (C) ap6s 72 horas. *** p-valor (0.0001) **** p-valor (<0.0001)
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Os estudos de SBARDELOTTO (2013), PESSOA e colaboradores (2004) e LEYVA e
colaboradores (2000) comprovaram a acdo da OncoA frente a células cancerigenas com
citotoxicidade em células leucémicas (CEM) e de cancer de pulmao (SW1573), com valores
de ICso de 1,4+0,5 pM e 4,915 pg/mL apos incubagdo de 72 horas. A inibigdo na
proliferagéo celular das MDA-MB-231 pela OncoA pode estar relacionada a sensibilidade das
células cancerigenas ao estresse oxidativo, ja& que estudos demonstram que compostos
quinoides inibem a proliferacdo das células cancerigenas através da inibi¢cdo do complexo das
topoisomerases, induzindo a célula a apoptose (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003;
GLORIEUX; CALDERON, 2019).

Com relacéo as nanoparticulas NP-Fuc, a atividade apresentada pode estar relacionada
a presenca da fucana. Segundo ZHANG e colaboradores (2011), a fucana apresenta atividade
citotoxica frente a células MDA-MB-231 e MCF-7, ambas linhagens de cancer de mama.
Além disso, a fucana atua em sinergismo com agentes quimioterapicos devido a inibicdo do
crescimento celular através da indugdo da apoptose e parada do ciclo celular (ZHANG et al.,
2013; LU et al., 2017). A potencializacdo do efeito citotoxico da OncoA-NP-Fuc parece estar
relacionado com a presenca da fucana e possivel internalizacdo das nanoparticulas, fazendo

com que a OncoA seja liberada intracelularmente.

5.11 ESTUDO DE MIGRACAO CELULAR

O ensaio de migracdo celular permite a observacao da migracdo celular bidimensional
em culturas de células com monocamada confluentes (FRANCO et al., 2019). A escolha das
celulas MDA-MB-231 foi devido a sua capacidade de metastase e a répida proliferagdo.
Avaliamos a proliferacdo celular em trés tempos (24, 48 e 72 horas), utilizando as amostras
OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc nas concentracdes baixas (3,13 uM) (Figura 28) e altas (25
uM) (Figura 29) da ICso.

Os resultados obtidos sugerem que as formulagc6es inibem a migracéo celular nas duas
concentragfes apos 24 horas. Apos contato de 48 horas e 72 horas parece ndo haver inibicao
da migracdo, em que as células continuam a se proliferar. Apenas nas OncoA-NP-Fuc que
mesmo em concentracGes mais baixas (Figura 28) parece inibir a proliferacdo celular, estando

de acordo com os resultados apresentados no estudo de citotoxicidade.
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Figura 28 — Fotografias das células MDA-MB-231, em microscopio Optico com objetiva 10X,

expostas as amostras OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc na concentracdo de 3,13 uM
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Os resultados obtidos na concentragéo de 25 uM (Figura 29) sdo mais evidentes, por

tratar-se de uma concentragdo acima do 1Cso (10,5+0,74 pM), sendo evidenciado a morte
celular principalmente apds contato das células com as formulagdes por 48 horas. A OncoA
apresenta um perfil de morte e crescimento celular reduzido em comparagdo com as
formulacbes (NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc), estando os resultados coerentes com os resultados

obtidos da citotoxicidade. Apesar das NP-Fuc apresentar inibicdo celular por conta da

presenca da fucana, quando associada a OncoA na formulacdo OncoA-NP-Fuc, ocorre

potencializacdo do efeito, provavelmente causado pela liberacdo intracelular da OncoA (LU et

al., 2017).
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Figura 29 - Fotografias das células MDA-MB-231, em microscépio 6ptico com objetiva 10X,

expostas as amostras OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-Fuc na concentragéo de 25 pM
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512 ESTUDO DE VISUALIZACAO MICROSCOPICA DE INTERNALIZACAO

CELULAR DAS NANOPARTICULAS EM CELULAS MDA-MB-231

5.12.1 Espectroscopia de fluorescéncia da OncoA

De acordo com os resultados obtidos a partir do espectro de fluorescéncia verificamos

que a OncoA (Figura 30) apresentou perfil de fluorescéncia mais intenso que o DAPI (Figura

31) nos parametros avaliados. Ambas as substancias emitem fluorescéncia no azul, em que o

DAPI apresentou comprimento de onda em 392 nm enquanto a OncoA em baixa concentracéo

apresentou comprimento de onda em 393 nm, tendo um perfil semelhante ao DAPI. Com o

aumento da concentra¢do da OncoA o pico se deslocou para a luz visivel com comprimento

de onda de 430 nm.
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Figura 30 — Perfil de fluorescéncia da OncoA
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Figura 31 — Perfil de fluorescéncia do DAPI
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O DAPI é um corante fluorescente muito utilizado em citometria de fluxo,
microscopia de fluorescéncia, coloragcdo cromossdmica, visualizagdo e quantificacdo de DNA,
por se ligar fortemente ao DNA e emitir fluorescéncia na cor azul (FARAHAT et al., 2017).
Apesar dos resultados do DAPI terem sido inferiores ao da OncoA quanto a intensidade,
muitos estudos associam a fluorescéncia do DAPI ao se intercalar ao DNA (WILSON et al.,
1990; KAPUSCINSKI, 1995; FARAHAT et al., 2017; HAROONE et al., 2019), justificando
com isso a baixa intensidade por nesse estudo utilizarmos apenas agua ultrapura no preparo

das diluicbes, ja que o nosso foco foi apenas ter um produto de comparagdo com a OncoA.
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5.12.2 Visualizacao microscopica de internalizagéo celular

Com o objetivo de avaliar a internalizacéo celular das nanoparticulas e complementar
os estudos de autofluorescéncia da OncoA, realizou-se o estudo de captura celular, utilizando
a rodamina e a OncoA como marcadores fluorescente, na concentracdo de 1 uM, sendo esta
concentragdo escolhida por ser abaixo do ICso das amostras (OncoA, NP-Fuc e OncoA-NP-
Fuc), com isso evitando possiveis interferéncias do efeito toxico das nanoparticulas sobre as
celulas MDA-MB-231.

O controle foram células MDA-MB-231 que receberam apenas meio de cultura.
Verificamos, com os resultados do controle presentes nas figuras 32 e 33, que a célula MDA-
MB-231 apresenta autofluorescéncia na cor verde. A captura celular foi avaliada durante os
tempos de 15 minutos, 1 e 3 horas, a 37 °C. Podemos observar que na temperatura a 37°C
ocorre a captura celular nos primeiros 15 minutos, sendo nitida a captura apés as 3 horas de
incubacdo, devido ao aumento na intensidade da fluorescéncia, indicando um maior ndmero
de células capturadas. Também € possivel observar a fluorescéncia da OncoA na cor azul
presente nas amostras contendo apenas OncoA-NP-Fuc, esses resultados apresentam-se de
acordo com os resultados da espectroscopia de fluorescéncia que demonstra que a OncoA
emite fluorescéncia no azul. Além disso, as Rodamina-NP-Fuc apresenta o mesmo perfil de

intensidade de fluorescéncia das OncoA-NP-Fuc apresentando coeréncia em ambos os dados.
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Figura 32 — Captura celular da Rodamina-NP-Fuc a 37 °C. Coluna A: Alexa fluor; Coluna B:
DAPI; Coluna C: Rodamina
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Figura 33 — Captura celular da OncoA-NP-Fuc a 37 °C. Coluna A: Alexa fluor; Coluna B:
DAPI; Coluna C: Rodamina
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De acordo com LU e colaboradores (2017) a presenga da proteina p-selectina nas
células MDA-MB-231 pode mediar a captura celular da fucana pelas células. Com isso, a
presenca da fucana nas nanoparticulas pode facilitar a internalizacdo celular, justificando os

resultados apresentados na captura celular da NP-Fuc.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

OncoA foi encapsulada em nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana, sendo
comprovados através dos resultados obtidos da caracterizacdo com as técnicas de FT-IR,
EDX, MEV, DSC e TG, como também dos resultados obtidos quanto a taxa de encapsulacdo
de 101,5+1,4%. Além disso, as nanoparticulas apresentaram-se estaveis durante 7 meses e
guando em contato com meios bioldgicos simulados, além de serem compativeis com sangue
humano, evidenciando possivel seguranca na administracdo dessas nanoparticulas por via oral
ou injetéavel.

Os estudos de atividade antiproliferativa mostraram que as OncoA-NP-Fuc
potencializaram a atividade antiproliferativa da OncoA frente a linhagem de cancer de mama
(MDA-MB-231). Os resultados de citotoxicidade corroboram com os resultados de migracéo
celular, mostrando que as OncoA-NP-Fuc inibiram a proliferacdo celular, como também
inibiram a migracdo celular apés 24 horas em contato com as células, mesmo em
concentragfes abaixo da ICso (10,5+0,74 pM). O efeito antiproliferativo mais evidente da
OncoA encapsulada comparado ao da OncoA pode estar relacionada ao fato de que as NP-Fuc
sdo capturadas pelas células MDA-MB-231 com isso promovendo a liberagdo da OncoA
intracelular e potencializando seu efeito citotoxico. Os resultados também mostraram que
OncoA apresentou fluorescéncia intrinseca, podendo ser utilizada como marcador
fluorescente. As nanoparticulas obtidas apresentam caracteristicas promissoras na
potencializacdo da atividade antiproliferativa da OncoA, bem como na inibi¢do da migracéao

celular.

6.1 PERSPECTIVAS

Estudos sdo necessarios para otimizar a concentracdo de fucana, OncoA e polimero,
com objetivo de aumentar a concentracdo da OncoA encapsulada nas nanoparticulas. Além
disso, avaliar o perfil de liberacdo da OncoA das nanoparticulas de PIBCA in vitro e
comprovar a sua seguranga na administragdo em modelo animal, avaliando seu perfil de
toxicidade in vitro e in vivo, bem como a sua atividade antiproliferativa em outras linhagens
de cancer de mama e antitumoral in vivo, buscando complementar os resultados obtidos nesse

estudo.
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