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RESUMO

Oncocalixona A (OncoA), uma para-benzoquinona derivada da Cordia oncocalyx, apresenta
destacadas propriedades anticancerigenas, mas sua aplicacdo terapéutica ¢ limitada pelo risco
de toxicidade. Utilizando Caenorhabditis elegans como modelo in vivo, este estudo teve
como objetivo sintetizar e avaliar nanoparticulas de PIBCA contendo OncoA revestidas com
fucana (NpOnco), bem como nanoparticulas nao carregadas (NpFuc) e OncoA em sua forma
livre (Onco), visando sua eficacia e toxicidade na modulagdo da via de sinalizagdo NOTCH e
indugdo de apoptose. As nanoparticulas NpFuc apresentaram tamanho médio de 168,5 nm,
potencial zeta de -57,6 mV e PDI de 0,029, enquanto as NpOnco exibiram tamanho de 221,3
nm, potencial zeta de -56,6 mV e PDI de 0,006, demonstrando estabilidade e potencial
biocompativel. As nanoparticulas foram diluidas para as concentragdes de 6,25 ¢ 50 uM e nos
ensaios de sobrevivéncia e desenvolvimento ndo evidenciaram toxicidade para os grupos
testados. A triagem fenotipica com a cepa BS3164 mostrou que os grupos NpFuc e Onco na
concentragdo de 6,25 uM foram capazes de modular parcialmente a via de sinalizacdo
NOTCH, revertendo fendtipos mutantes. Além disso, os ensaios de apoptose utilizando a cepa
MD701 revelaram um aumento nos eventos apoptoticos, com aumento significativo entre o
grupo controle e o grupo NpFuc na maior concentragdo, com resultados de 4,3 ¢ 7,4
respectivamente. Esses dados destacam, especialmente, o grupo NpFuc como promissor na
inducdo de apoptose. Os resultados evidenciam o potencial terapéutico das nanoparticulas de
OncoA revestidas com fucana, ao combinar uma entrega direcionada com menor toxicidade.
Assim, essas nanoparticulas representam uma estratégia promissora para o desenvolvimento

de novos agentes anticancerigenos.

Palavras-chave: Nanoparticulas poliméricas, Oncocalixona A, C. elegans, liberagao

controlada, sinalizacgao celular.



ABSTRACT

Oncocalixone A (OncoA), a para-benzoquinone derived from Cordia oncocalyx, exhibits
significant anticancer properties but faces therapeutic limitations due to its potential toxicity.
Using Caenorhabditis elegans as an in vivo model, this study aimed to synthesize and
evaluate PIBCA nanoparticles loaded with OncoA and coated with fucan (NpOnco), as well
as unloaded nanoparticles (NpFuc) and free OncoA (Onco), focusing on their toxicity,
efficacy, modulation of the NOTCH signaling pathway, and induction of apoptosis. NpFuc
nanoparticles displayed an average size of 168.5 nm, a zeta potential of -57.6 mV, and a PDI
of 0.029, while NpOnco nanoparticles exhibited an average size of 221.3 nm, a zeta potential
of -56.6 mV, and a PDI of 0.006. Both systems demonstrated stability and biocompatibility,
showing no toxicity in survival and developmental assays at concentrations of 6.25 and 50
uM, including the Onco group. Phenotypic screening using the BS3164 strain indicated that
the NpFuc6 and Onco6 groups partially modulated the NOTCH signaling pathway, reversing
mutant phenotypes. Additionally, apoptosis assays using the MD701 strain revealed an
increase in apoptotic events, with average apoptotic bodies of 4.3, 7.4, 6.5, and 5.7 for the
control, NpFuc50, NpOnco50, and Onco50 groups, respectively. These findings highlight the
NpFuc50 group as particularly promising in apoptosis induction. These results underscore the
therapeutic potential of fucan-coated OncoA nanoparticles, combining targeted delivery with
reduced toxicity. This approach suggests their relevance for future development as anticancer

agents.

Keywords: Polymeric nanoparticles, oncocalixone A, Caenorhabditis elegans, NOTCH

signaling pathway
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1. Introduciao

O cancer representa um desafio complexo e multifacetado no ambito da satide humana,
caracterizado por uma miriade de aberragdes gendmicas € moleculares que culminam em um
crescimento e proliferacdo celular descontrolados. Essa replicacdo descontrolada leva ao
rapido acimulo de massa tecidual nas areas afetadas do corpo. Normalmente, as células
recebem sinais que desencadeiam a morte celular programada, sendo substituidas por novas e
saudaveis (Ciriello et al., 2024). No entanto, as células cancerosas subvertem esse processo,
utilizando o suprimento de oxigénio e nutrientes do corpo para alimentar sua expansao,
privando as células circundantes de recursos vitais e fatores de crescimento (Nejad et al.,
2021). Além disso, essas células malignas manipulam habilmente seu microambiente,
escapando da detecgdo pelo sistema imunoldgico e explorando células vizinhas para atender
as suas demandas metabolicas (Kim e Cho, 2022).

O conceito de quimioterapia, que utiliza compostos tdxicos e medicamentos para
erradicar células cancerosas, remonta a descoberta da capacidade do gas mostarda de destruir
tecidos linfaticos e medula ossea (Revita e Chu, 2008). A escolha de agentes quimioterapicos,
seja de forma isolada ou em combinagdo, ¢ predominantemente guiada pelo tipo e estigio
especifico do cancer. Esses medicamentos sdo projetados para atacar e eliminar células
cancerosas, aliviando ao mesmo tempo o estresse fisioldogico imposto pelo crescimento
tumoral. Crucialmente, a dosagem e a duragdo do tratamento devem ser cuidadosamente
calibradas para equilibrar a eficdcia com a tolerabilidade. No entanto, as doses elevadas
frequentemente necessarias podem induzir efeitos colaterais severos e prejudicar tecidos
saudaveis, representando um desafio clinico significativo (Yang et al., 2023).

Assim, ha uma necessidade urgente de investir em novas linhas de pesquisa que
explorem métodos de tratamento alternativos que sejam ndo apenas mais eficazes, mas
também econdmicos e que apresentem menos efeitos colaterais. Estudos populacionais e de
laboratério estdo acumulando evidéncias que demonstram as propriedades anticancerigenas e
antimutagénicas significativas dos fitoquimicos. Investigacdes realizadas em linhas celulares
e modelos animais t€ém revelado consistentemente a eficadcia dos fitoquimicos tanto no
tratamento quanto na prevencdo do cancer, oferecendo caminhos promissores para o
desenvolvimento terapéutico (Rudzinska et al., 2023).

Por exemplo, pesquisadores destacam os efeitos inibitorios do alho sobre o crescimento

da linha celular de carcinoma de laringe humano Hep-2, enfatizando seu potencial como


https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-020-01719-5
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-020-01719-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-020-01719-5
https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology/articles/10.3389/fphar.2022.868695/full
https://aacrjournals.org/cancerres/article/68/21/8643/541799/A-History-of-Cancer-Chemotherapy
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36529000/
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36529000/
https://www.mdpi.com/2072-6643/15/8/1896
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.mdpi.com/2072-6643/15/8/1896
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agente anticancerigeno natural (Greef et al., 2021). Da mesma forma, estudos sobre o extrato
de folhas de Hibiscus sabdariffa demonstraram sua capacidade de induzir morte celular
autofagica em melanoma humano, inibir o crescimento de tumores em modelos de
xenotransplante e induzir apoptose em varias linhas celulares de cancer (Millan et al, 2020;
Tsai et al, 2023). Investigagdes utilizando um modelo de rato revelaram os significativos
efeitos anticancerigenos de Shemamruthaa, atribuidos a sua capacidade de reduzir a
peroxidacdo lipidica, prevenir danos a membrana e restaurar a integridade da membrana
(Purushothaman et al., 2016).

Além disso, estudos sobre Viola tricolor eluidaram os potentes efeitos antitumorais de
suas fracdes de acetato de etila e n-butanol contra células de neuroblastoma N2a, refor¢cando
ainda mais o potencial terapéutico dos fitoquimicos no tratamento do cancer. Esses achados
coletivamente ressaltam o imenso potencial terapéutico dos fitoquimicos derivados de plantas
medicinais, oferecendo uma via promissora para o desenvolvimento de novos e eficazes
tratamentos contra o cancer (Sadeghnia et al.,2014).

Uma parte significativa dos dados empiricos associados a exploragao de novos produtos
farmacéuticos provém de investigagdes in vitro ou in vivo. Esses estudos abrangem processos
intrincados, como absorc¢ao, metabolismo e interacdes complexas em nivel celular, tecidual e
de orgdos em modelos animais abrangentes. No entanto, essas abordagens as vezes
apresentam limitacdes, como altos custos de manutengdo e resultados a longo prazo. Para
superar essas limitagdes e aprofundar o entendimento sobre os impactos bioldgicos, os
cientistas frequentemente utilizam Caenorhabditis elegans (C. elegans), um nematdédeo com
caracteristicas Uinicas, como um corpo transparente ¢ uma elevada correspondéncia genética
com os humanos. Estudos de protedmica comparativa revelaram que 83% do proteoma desse
organismo possui genes homologos aos humanos. Além disso, apresenta vias bioldgicas
fundamentais conservadas, semelhantes as de organismos superiores. Sua facil cultiva¢dao em
meio de agar e ciclo de vida curto também favorecem sua aplicacdo em diversos ensaios
biologicos realizados em periodos reduzidos (Henricson et al., 2024; Das et al., 2022).

Para modelar uma doenca humana no nematédeo, a manipulacao genética do genoma
do verme torna-se imperativa. Essa manipula¢do pode envolver a interrupgao da expressao do
gene homologo de C. elegans associado a doenga humana para induzir um fendtipo mutante
ou a amplificagdo da expressdo do gene humano relacionado a doenga, seja de forma ubiqua
ou em tecidos especificos, para mimetizar caracteristicas relacionadas a doenga no verme.
Assim, cepas como a BS3164, que exibem ganho de fun¢do e expressdo da via de sinalizagao

NOTCH e a cepa MD701, que apresenta fluorescéncia para corpos apoptoticos, foram


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33301861/
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33301861/
https://www.mdpi.com/2504-3900/61/1/22
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.mdpi.com/2504-3900/61/1/22
https://www.mdpi.com/2072-6643/15/18/3972
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.mdpi.com/2072-6643/15/18/3972
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26416955/
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26416955/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163403/
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163403/
https://www.mdpi.com/2076-3921/11/7/1378
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2164-5-85#citeas
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2164-5-85#citeas
https://www.mdpi.com/2076-3921/11/7/1378
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.mdpi.com/2076-3921/11/7/1378
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desenvolvidas. A disponibilidade dessas cepas, aliada a estudos in silico utilizando docking
molecular, facilita uma investigacdo mais abrangente sobre a interagdo de novos
medicamentos com vias de sinalizacdo conservadas no verme, melhorando e acelerando a
descoberta de novos tratamentos para o cancer (Markaki et al., 2020).

Assim, o principal objetivo deste estudo foi sintetizar e avaliar a toxicidade de
nanoparticulas poliméricas contendo Oncocalixona A, uma molécula com potencial
anticancerigeno. Para isso, foram utilizadas nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e nao
toxicas, compostas por materiais ja empregados na medicina. Além disso, o estudo investigou
seu potencial anticancerigeno por meio da modulacdo das vias de sinalizagido NOTCH e

apoptose em C. elegans.
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2. Referencial tedrico

2.1 Nanotecnologia e revestimento de nanoparticulas

Na industria farmacéutica, a nanociéncia tem avangado significativamente na melhoria
e otimizacdo de métodos de liberagdo de medicamentos, diagnosticos, imagem, biossensores e
mecanismos de liberacdo de farmacos. As propriedades inicas dos nanomateriais possibilitam
aumentar a biodisponibilidade dos medicamentos, melhorar a permeabilidade através de
barreiras bioldgicas e proteger contra a degradacdo quando encapsulados (Sultana et al, 2020;
Mazayen et al., 2022; Gorain et al., 2022).

O wuso da nanotecnologia, com uma diversidade em métodos de sintese,
funcionalizacdo e modelos de nanossistemas tem se destacado como uma plataforma
promissora que, ao longo das ultimas duas décadas, evoluiu de tecnologias de ponta para
aplicagdes praticas. As nanoparticulas (NP), particulas de dimensdes nanométricas, se
mostram como ferramentas versateis com amplas aplicagdes em dareas como liberagdo
controlada de farmacos, diagnosticos, cosméticos, entre outras areas bioldgicas
(Najahi-Missaoui et al., 2021).

Como ilustrado na figura 1, os nanossistemas podem ser desenvolvidos em diversas
formas, como lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoemulsdes, micelas e
nanoparticulas de polimeros biodegraddveis, entre outras. Essas estruturas sao projetadas para
encapsular farmacos com propriedades hidrofilicas e hidrofobicas, garantindo uma liberagao
controlada e eficaz dos medicamentos. Os materiais utilizados na criacao desses sistemas de
liberagdo, como lipidios e polimeros, devem ser cuidadosamente escolhidos para garantir
compatibilidade com o farmaco a ser encapsulado, além de serem biodegraddveis e
biocompativeis, assegurando seguranga e eficacia no tratamento escolhido (Mei et al., 2013;

Alexander et al., 2016).
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Figura 1: Tipos de nanossistemas carregados com ativo.
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Fonte: A autora (2024).

Entre os diversos tipos de nanossistemas existentes, os nanocarreadores, por sua vez,
desempenham um papel crucial na protecdo dos farmacos contra a degradagdo, permitindo,
além disso, uma liberacdo sustentada e controlada dos mesmos (Dos Santos et al., 2021;
Vieira et al., 2016). Esses sistemas também tém a capacidade de reduzir a eliminagdo rapida
dos medicamentos pelo organismo e de melhorar sua acumulagdo em tecidos doentes, o que
pode aumentar a eficacia terapé€utica e diminuir os efeitos colaterais indesejados (Ferrari et
al., 2010).

As NP podem ser projetadas com propriedades fisico-quimicas especificas, como
tamanho, carga superficial, hidrofobicidade/hidrofilicidade e geometria, dependendo de sua
aplicacdo. Essas caracteristicas sdo fundamentais para garantir uma entrega mais eficaz dos
agentes terapéuticos nos locais de acdo desejados. No entanto, apesar das inlimeras vantagens
oferecidas pelas NP, ¢ essencial avaliar cuidadosamente seu potencial toxico e desenvolver
testes de seguranca capazes de prever com precisdo os riscos associados ao seu uso (Barua et

al.,2013; Hu et al., 2018; Rizvi e Saleh, 2018).
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2.1.1 Uso de nanoparticulas poliméricas revestidas

O uso de polimeros, especialmente os biodegradaveis, oferece varias vantagens. Estas
incluem maior estabilidade para agentes farmacéuticos volateis, custo-beneficio e facilidade
de producdo em larga escala, resultando em maiores concentragdes de medicamentos em
locais especificos—tornando-os candidatos ideais para terapias, vacinas, contraceptivos,
antibidticos e tratamentos mais especificos, devido a sua capacidade de modular a liberacao e
biodisponibilidade dos farmacos (Herdiana et al., 2021; Satpathy et al., 2023).

Um desses polimeros utilizados na sintese de NP’s ¢ o poli (isobutilcianoacrilato)
(PIBCA), um polimero sintetizado a partir do mondmero isobutilcianoacrilato (IBCA). O
IBCA ¢ ampliamento utilizado na area médica com cola e adesivo no tratamento dos
afinamentos e perfuragdes em cirurgias diversas (Leahey ef al., 1993). Este polimero tem se
destacado na sintese de nanoparticulas devido as suas propriedades de biodegradabilidade e
biocompatibilidade. A sintese dessas nanoparticulas geralmente ocorre por meio da
polimerizacdo em emulsdo, o que permite um controle preciso do tamanho das particulas,
além de garantir sua estabilidade ao longo do tempo (Covreur et al., 1982; Reis et al., 2006;
Vandervoot e Ludwig, 2002)

Entre as principais vantagens do PIBCA, destaca-se sua capacidade de ser degradado
de maneira eficiente no organismo, o que possibilita a liberacdo controlada de agentes
terapéuticos. Além disso, sua alta compatibilidade bioldgica reduz o risco de reacdes
imunologicas adversas. Outro aspecto relevante ¢ a facilidade de funcionalizagao do polimero,
0 que permite a incorporacdo de uma ampla gama de fdrmacos, tanto hidrofilicos quanto
hidrofébicos, ampliando seu potencial de aplicacdo em diferentes tratamentos. A estabilidade
das nanoparticulas em circulacdo sanguinea também oferece uma prote¢ao adicional aos
farmacos encapsulados, prevenindo a degradacdo prematura e aumentando a eficacia
terapéutica (Kucuk et al., 2023)

O revestimento das NP’s exerce uma fungdo essencial na otimiza¢do de suas
propriedades funcionais (figura 2). A aplicagdo de revestimentos permite a modificacdo da
superficie das particulas, o que pode resultar em maior biocompatibilidade, estabilidade
aprimorada e funcionalidade aumentada. No campo da biomedicina, por exemplo, o
revestimento de nanoparticulas pode potencializar a eficiéncia de sistemas de liberacdo de
medicamentos, possibilitando um controle mais preciso sobre a liberacdo do firmaco e um
direcionamento mais eficaz ao local desejado. Esse processo € viabilizado pela modificacao

da superficie das nanoparticulas com agentes especificos que interagem seletivamente com
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certos tipos de células ou tecidos, o que, consequentemente, aumenta a eficicia terapéutica e
minimiza os efeitos colaterais. Além disso, o revestimento pode proteger o farmaco contra a
degradacao prematura ou a eliminacao pelo organismo antes que ele atinja o alvo pretendido

(Comanescu et al., 2023; Yusuf et al., 2023).

Figura 2: Nanoparticulas poliméricas com e sem revestimento.
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Como um dos materiais utilizados como revestimento tem-se a fucana, um
polissacarideo sulfatado presente em algas marrons como Fucus vesiculosus e
pepinos-do-mar, amplamente reconhecida por suas promissoras propriedades
anticancerigenas. Com uma composi¢do complexa, incluindo 44,1% de fucose, 26,3% de
sulfato e 31,1% de cinzas, além de tragos de aminoglicose, a fucana extraida de F. vesiculosus
estd comercialmente disponivel. Estudos indicam que fucoidanos dessa espécie inibem
fortemente a adesdo de células de carcinoma mamario MDA-MB-231 a plaquetas, um efeito
que pode ser crucial na prevencdo de metastases tumorais (Cumashi et al., 2007; Li et al.,
2008)

Além disso, a fucana demonstra variacdes estruturais significativas entre espécies,
influenciando sua eficicia bioldgica. Pesquisas também destacam o desenvolvimento de
nanoparticulas a base de fucana para terapias direcionadas, ampliando suas aplicagdes no
tratamento de cancer. A capacidade de interagir com moléculas como a P-selectina em células
tumorais metastaticas reforca seu papel potencial na oncologia, especialmente como agente

anti-metastatico (Yu et al., 2024; Xing et al., 2023; Zhou et al., 2024)


https://www.mdpi.com/2079-6412/13/10/1772
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.mdpi.com/2079-6412/13/10/1772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10096782/pdf/polymers-15-01596.pdf
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10096782/pdf/polymers-15-01596.pdf
https://doi.org/10.1093/glycob/cwm014
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://doi.org/10.1093/glycob/cwm014
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6245444/#:~:text=Fucoidans%2C%20polysaccharides%20containing%20substantial%20percentages,between%20their%20structures%20and%20bioactivity.
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6245444/#:~:text=Fucoidans%2C%20polysaccharides%20containing%20substantial%20percentages,between%20their%20structures%20and%20bioactivity.
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6245444/#:~:text=Fucoidans%2C%20polysaccharides%20containing%20substantial%20percentages,between%20their%20structures%20and%20bioactivity.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861723010202
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861723010202
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2022.120470
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2022.120470
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(24)10347-7
https://aacrjournals.org/cancerdiscovery/article/14/1/36/732528/Cancer-Evolution-A-Multifaceted-AffairCancer
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(24)10347-7

23

Ainda no campo da nanotecnologia, as NP’s de PIBCA tém atraido atencdo devido a
sua eficiéncia na encapsulagao de compostos bioativos. Além de melhorar pardmetros como
solubilidade e distribuigdo, elas também reduzem os potenciais efeitos toxicos por meio da
liberagdo prolongada, protegendo-os de fatores ambientais, como umidade e calor. Além
disso, o PIBCA ¢ classificado como um polimero ndo toxico e biodegradavel, sendo

considerado um biomaterial seguro (Machtakova et al., 2022)

2.2 Produtos naturais como fonte de descoberta de novos farmacos

Historicamente, compostos naturais e seus analogos estruturais desempenham um
papel importante na farmacoterapia, especialmente no tratamento de doencas infecciosas.
Além das moléculas bioativas originadas de plantas que sdo utilizadas diretamente como
medicamentos, outros compostos naturais se mostraram eficazes como "leads" ou modelos
para a sintese ou semi sintese de novos farmacos (Balandrin ef al., 1993; Bahar et al., 2007).
Recentemente, avangos cientificos e tecnologicos, tém superado desafios e criado novas
oportunidades na pesquisa de medicamentos a base de plantas. Esses avancos se refletem na
complexidade dos bioensaios utilizados no desenvolvimento de farmacos de origem vegetal,
permitindo que informagdes sobre o mecanismo de acdo em nivel molecular sejam obtidas de
forma réapida e precisa (Chaachouay and Zidane, 2023).

Pesquisadores de diversas areas, como etnobotanica, farmacognosia, quimica
medicinal, biologia molecular, microbiologia e ecologia vegetal, se empenham em descobrir
novos componentes quimicos oriundos de espécies vegetais (Jones et al., 2006). A grande
diversidade quimica de moléculas encontradas em plantas ¢ uma caracteristica notavel, com
uma variedade de metabolitos secundarios, como alcaloides, flavonoides, terpendides e
compostos fendlicos, que t€m inspirado o desenvolvimento de novos farmacos. Muitos desses
compostos foram utilizados na medicina tradicional ao longo de séculos e agora estdo sendo
investigados por seu potencial terapéutico (Lautie ef al., 2020).

Vérios produtos naturais de importancia médica, anteriormente obtidos de fontes
vegetais, agora sdo produzidos por sintese, como atropina, cocaina, efedrina, colchicina,
cafeina, entre outros. A classe de medicamentos derivados de atropina, por exemplo, ¢ uma
das mais amplas, com muitos farmacos aprovados tendo como base essa substancia natural.
Outro exemplo ¢ a artemisinina, que deu origem a derivados semissintéticos usados no
tratamento da maléaria. Além disso, o 4acido salicilico, precursor da aspirina, teve seu

desenvolvimento facilitado por métodos de produgdo simples (Grynkiewicz et al., 2008).
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Desta forma, a importancia dos produtos naturais derivados de plantas na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos ¢ inegéavel, devido a sua diversidade quimica, adaptagdes
evolutivas e riqueza de conhecimento tradicional. Essas moléculas continuam a ser uma fonte
vital de solu¢des inovadoras para uma ampla gama de problemas de satide, demonstrando

como a natureza e a ciéncia podem colaborar para o avango da satde humana.

2.3 Derivados quinoides: definicio, estrutura quimica, classificacio e atividades

biologicas.

As quinonas sdo compostos organicos ciclicos que possuem duas carbonilas
conjugadas em um sistema de anéis aromdticos. Essa estrutura Unica confere a elas
propriedades redox, ou seja, a capacidade de ganhar ou perder elétrons, alternando entre as
formas de quinona (oxidada) e quinol (reduzida). Como demonstrado na tabela 1, esses
compostos podem ser classificados em trés principais categorias: benzoquinonas,

naftoquinonas e antraquinonas (Chan-Zapata et al., 2023).

Tabela 1: Estruturas e Propriedades Redox de Quinonas

Classificacao Principais atividades Estrutura Referéncias
Naftoquinonas Antitumoral, o Alcides et al., 2009
antimaldrico, Pereyra et al., 2019
antibacteriano,
antifungico, |
anti-inflamatorio
Antraquinonas Laxante, 0 Choi et al., 1990
antibacteriano, “ Singh et al., 2004
antiviral, antifingico | Breimer et al., 2008
=
Benzoquinonas Antioxidante, 0 Dandawate et al.,
neuroprotetor 2010

Cores et al., 2023

Fonte: A autora (2024)
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As naftoquinonas sdo compostos organicos derivados da naftalina, caracterizados por
um anel quinona ligado a um sistema biciclico de anéis aromaticos. Sua estrutura basica inclui
dois grupos cetona em posicao orto (1,2) ou para (1,4) em relacao ao anel naftaleno, o que
confere propriedades quimicas e bioldgicas importantes. Esses compostos atuam como
agentes pro-oxidantes em sistemas bioldgicos, capazes de gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs), contribuindo para atividades biologicas, como efeitos antimicrobianos,
anticancerigenos e anti-inflamatérios. Como exemplos, possuimos o Lapachol, com atividade
antifingica e anticancer e a plumbagina (Pereyra et al., 2019; Epifano ef al., 2014; Jamal et
al., 2014).

Ja as antraquinonas, s3o compostos aromaticos com uma estrutura central formada
por um anel de antraceno com dois grupos cetona nas posi¢des 9 e 10. Essa estrutura confere
a elas propriedades redox, tornando-as importantes em processos bioldgicos e sintéticos. Elas
sdo encontradas em plantas, fungos e insetos, com papéis como pigmentos naturais ou
metabolitos secundarios. Suas propriedades incluem efeitos laxativos, antimicrobianos,
anticancerigeno além de aplicagdes industriais, como corantes. Fazem parte deste grupo a
Aloe-emodina, com acdo laxativa e anticancerigena, ¢ a Emodina, com propriedades
antiinflamatdrias e antivirais (Li ef al., 2020; Wang, 2021; Prateeksha et al., 2019)

Por ultimo, as benzoquinonas s3o compostos organicos ciclicos, derivados do
benzeno. A estrutura € caracterizada por um anel benzeno com dois grupos cetona em
posigdes orto ou para, tornando-as reativas em processos de oxidagao-redugdo. Elas sdo
conhecidas por sua capacidade de atuar como agentes oxidantes e por desempenharem papeis
bioldgicos em sistemas celulares, incluindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Com esta classificacao, possuimos a Ubiquinona (ou Coenzima Q10), com atividade
amplamente conhecida no transporte de elétrons nas mitocondrias, crucial para a produgado de
energia celular, e o Tocofersolan, que ¢ uma versao sintética da vitamina E mais soliivel em
agua e com propriedades antioxidantes significativas (Palotti et al., 2022; Wang et al., 2010;

Dandawate et al., 2010)

2.4 Cordia oncocalyx allemdo

O género Cordia pertence a familia Boraginaceae e compreende mais de 300 espécies
amplamente distribuidas em varias regides tropicais do mundo. Dentre estas, 58 espécies
ocorrem no Brasil, sendo 30 consideradas endémicas (Jardim Botanico do Rio de Janeiro,
2024). Com base em levantamentos etnobotanicos, alguns representantes desse género, como

Cordia myxa L., Cordia platythyrsa Bak., Cordia dichotoma G. Forst. ¢ Cordia africana
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Lam., sao amplamente utilizados na medicina tradicional para o tratamento de inflamagdes e
doengas infecciosas causadas por microrganismos patogénicos (Hosseini ef al., 2021; Wandji
et al., 2022; Hussain et al., 2023; Dubale ef al., 2023).

A espécie Cordia oncocalyx Allemdo (sindonimo: Auxemma oncocalyx Taub.),
conhecida popularmente como "louro-branco", "pau-branco", "freijé" ou "pau-branco-preto"
na regido Nordeste do Brasil, tem suas partes aéreas utilizadas popularmente. Preparadas na
forma de infusdo ou decoccgdo, essas partes sao tradicionalmente utilizadas no tratamento de
ulceras externas e na cicatrizacao de feridas (Agra ef al., 2018).

O pau-branco ¢ uma espécie da familia Boraginaceae, endémica do Brasil, presente na
vegetacdo da Caatinga nos estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte
(Cordia et al., 2018), e também registrada em Minas Gerais ¢ Mato Grosso (Paiva et al.,
2002). Estudos anteriores relatam que produtos naturais obtidos de espécies do género Cordia
apresentam um potencial farmacoldgico promissor, com destaque para suas atividades

antifungicas, antibacterianas e antiparasitarias (Andrade et al., 2022).

2.5 Oncocalixona A

A oncocalixona A (OncoA) ¢ uma para-benzoquinona isolada do caule da planta
Cordia oncocalyx allemdo, sendo o principal composto nos extratos etandlicos,
correspondendo a cerca de 80% da fragdo hidrossoluvel (Ferreira et al., 2023; Souza et al.,
2021). A OncoA possui diversos efeitos biologicos ja documentados, incluindo atividades
antioxidante, antiplaquetaria, analgésica, anti-inflamatdria e citotdxica contra certas linhagens
de células cancerigenas (Cavalcanti et al., 2021; Silva et al., 2020). Sua estrutura quimica ¢é
semelhante a da doxorrubicina, um farmaco amplamente utilizado no tratamento do cancer, e
foi relatada sua agdo antiproliferativa contra cancer de pulmao, ovario, reto, glioblastoma,
prostata, colon, além de sarcomas e leucemias (Cavalcanti ef al., 2021; Sousa et al., 2021).

A reatividade da OncoA em relacdo ao DNA se deve principalmente a presenca de
grupos carbonilicos eletrofilicos a,B-insaturados, que podem interagir com bases nucleofilicas
e atuar como aceptores de Michael em meio prético. Além disso, sua estrutura policiclica,
com um anel aromatico plano, permite que a OncoA funcione como agente intercalante de
DNA, o que inibe o crescimento celular. Essa caracteristica desperta grande interesse nas
pesquisas para o tratamento do cancer (Cavalcanti et al., 2021; Costa et al., 2012; Ferreira et
al., 2023).

Com base na atividade antitumoral demonstrada e considerando o uso de Cordia

oncocalyx na medicina popular, os efeitos genotdxicos da Onco A em comparagdo com sua
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atividade citotoxica também foram analisados por meio de ensaios in vitro em linfocitos
humanos (Pessoa et al., 2003). As células foram tratadas com 0,5 pg/mL de OncoA nas fases
G1, GI/S e S do ciclo celular. Os resultados, obtidos por meio da analise do indice mitotico
(nimero de células em divisao), mostraram uma citotoxicidade semelhante ao controle
utilizado, com um efeito toxico leve na fase S. Com esses resultados, os autores sugeriram
uma inibicdo da sintese de DNA, especialmente na fase de transicdo G1/S. Além disso, a
OncoA ndo induziu aberragdes cromossomicas significativas na linhagem celular testada,
demonstrando auséncia de genotoxicidade.

Entretanto, evidéncias recentes relatam toxicidade pulmonar, renal e cardiaca,
atribuidas a Onco A (Silva et al., 2021). Desta forma, o uso de nanossistemas para o
transporte e liberagdo controlada de OncoA surge como uma rota promissora para tratamentos
direcionados a diversas linhagens de cancer, além de superar algumas limitagdes relacionadas
aos potenciais efeitos toxicos que esse agente bioativo pode causar em 6rgaos como pulmoes,
rins e coragdo (Cavalcanti et al., 2021; Sousa et al., 2021).

Estudos recentes apontam a toxicidade de nanoparticulas de PIBCA contendo OncoA
e revestidas com fucana em linhagens celulares de cancer. A andlise da migragdo celular da
linhagem MDA-MB-231, exposta a OncoA livre e encapsulada nas nanoparticulas em
concentragdes de 1,55 a 50 uM, revelou uma redugdo significativa na viabilidade celular a

partir de 6,25 uM, atingindo seu pico na concentragao de 50 uM (Cavalcanti et al., 2021).

2.6 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ¢ um nematoide terrestre pertencente ao filo
Nematoda e a familia Rhabditidae. Trata-se de um pequeno verme livre de parasitas, que
mede aproximadamente 1 mm de comprimento, encontrado predominantemente em solos
temperados ao redor do mundo (Ma, 2018). Este organismo foi o primeiro animal a ter seu
genoma totalmente sequenciado e, em 1963, foi proposto por Sydney Brenner como modelo
para estudos genéticos (Garcia-Sancho et al., 2012).

Entre as diversas vantagens que C. elegans oferece em relagdo a outros modelos
animais, destaca-se seu tamanho reduzido e a transparéncia do corpo, que permite a
visualizacdo de diferentes tipos celulares em todas as fases de desenvolvimento. Além disso,
sua capacidade de auto-fertilizacdo possibilita a producdo de aproximadamente 300 ovos,
contribuindo para um ciclo de vida curto e uma rapida geracdo de descendentes (Shen et al.,
2018). Essas caracteristicas tornam o C. elegans um modelo acessivel e amplamente utilizado

em pesquisas cientificas (Zheng e Greenway, 2012).
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Também, o nematoide apresenta duas formas sexuais: hermafroditas que se
auto-fertilizam e machos. Os machos surgem em uma frequéncia bem menor na populagdo
total (Haque et al., 2020) e sdo ligeiramente menores que os hermafroditas. Eles possuem
dois ovarios, ovidutos € uma cavidade para armazenar esperma chamada espermateca durante
o estagio L4, além de utero (L'Hernault et al., 2009). A presenga de uma cauda distintiva nos
machos, que abriga um aparelho copulatorio, os diferencia dos hermafroditas.

Uma hermafrodita pode gerar cerca de 300 descendentes, com 99,9% sendo
hermafroditas, enquanto os machos, ao copular, contribuem com 50% da prole, embora
apenas 0,1 a 0,2% deles consigam fertilizar hermafroditas (Giles e Rankin, 2009). A estrutura
corporal dos hermafroditas ¢ composta por 959 células somaticas, enquanto os machos
possuem 1.031 células somaticas. O sistema nervoso de C. elegans ¢ simples, composto por
302 neurdnios na fase adulta, cada um com uma posi¢ao especifica (Kim et al., 2016).

A expectativa de vida normal desse organismo ¢ de cerca de trés semanas, dependendo
da temperatura e da concentracdo de alimentos (Klass et al., 1977). Seu ciclo de vida inclui
uma fase de embriogénese (aproximadamente 12 horas), quatro estagios larvais (L1-L4, cerca
de trés dias) e a fase adulta (15 a 20 dias) (Kimble e Crittenden, 2005; Ward e Carrel, 1979).
Importante ressaltar que o C. elegans ndo possui sistema respiratdrio ou circulatorio. Estudos
mostram que 60 a 80% dos genes humanos possuem ortdlogos no genoma de C. elegans, €
38% dos genes relacionados a doengas humanas também apresentam ortdélogos neste modelo
(Culetto e Sattelle, 2000). Além disso, muitos caminhos metabdlicos e de sinalizagao celular
essenciais sdo conservados entre C. elegans e mamiferos, incluindo as vias de sinalizacdo da
insulina, o que torna este organismo util para estudos in vivo de doencas diversas (Shaye e
Greenwald, 2011).

A exemplo da cepa BS3164, ha a preservacdo da via de sinalizacio NOTCH,
semelhante a humana. Esta via ¢ um mecanismo crucial de comunica¢do entre células,
responsavel por regular o desenvolvimento e a diferenciacdo celular, tanto em C. elegans
quanto em humanos. No nematoide, essa via envolve dois receptores principais, glp-1 e
lin-12, que permitem as células vizinhas interagirem para determinar seu destino, como se
devem se especializar ou permanecer em estado indiferenciado (Greenwald et al., 2005;
Priess et al., 1987)..

O receptor glp-1 ¢ fundamental para a manutencdo das células-tronco na linha
germinativa € no desenvolvimento embrionario, enquanto lin-12 desempenha um papel
importante na diferenciacdo de células durante o desenvolvimento de tecidos e do sistema

nervoso. Apos a ativagao desses receptores, o fator de transcri¢do lag-1 € acionado, regulando
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a expressdao de genes que controlam o destino celular (Greenwald et al., 2005; Priess et al.,
1987).

Em humanos, a via Notch opera de maneira semelhante, regulando a diferenciagao e o
desenvolvimento de diversos tecidos, como pele, vasos sanguineos, sistema nervoso e
c€lulas-tronco. Os receptores Notch humanos (NOTCHI1, NOTCH2, entre outros) sdo
essenciais para manter o equilibrio entre a proliferacio e¢ a diferenciagdo das células.
Alteragdes nessa via podem estar associadas a varias doencas, incluindo diferentes tipos de
cancer, como leucemia e tumores so6lidos (Koapan et al., 2009).

A conservacdo da via Notch entre C. elegans e humanos permite que estudos
realizados com esse nematoide sirvam de base para entender como as células se comunicam e
decidem seus destinos em organismos mais complexos. Isso também facilita a investigacao de
doencas humanas e potenciais tratamentos, ja que os processos biologicos fundamentais sdo
semelhantes em ambos os sistemas (Siebel et al., 2017).

A via de apoptose na cepa MD701 de C. elegans serve como um modelo de
investigacdo da morte celular programada de maneira controlada. No verme, a proteina
EGL-1 inicia a apoptose ao se ligar e inibir a CED-9, que desempenha um papel protetor ao
evitar a morte celular (sendo equivalente a proteina Bcl-2 em humanos). Com a inativagao de
CED-9, as proteinas CED-4 sdo liberadas e ativam a caspase CED-3, responsavel por executar
a destruicdo controlada da célula. Nos humanos, o mecanismo ¢ semelhante, com as proteinas
da familia Bcl-2 também regulando a ativagdo das caspases, que desencadeiam a apoptose,
evidenciando a conservacdo desse processo entre espécies (Ellis e Horvitz, 1986; Takeda et
al., 2008; Riddle et al., 1997)

A cepa MD701 sofreu modificagdes genéticas para expressar marcadores
fluorescentes nas células que estdo em processo de apoptose, o que permite acompanhar o

fendomeno e analisar os fatores que influenciam esse processo.

2.6.1 Uso do nematoide Caenorhabditis elegans como modelo in vivo

A crescente demanda por estudos de novas moléculas para o tratamento de doengas
emergentes € ja existentes, assim como a investigacdo de seus efeitos adversos, tem se
tornado cada vez mais evidente. Nos ultimos anos, o C. elegans tem se destacado como um
modelo eficaz, apresentando diversas vantagens, como sua facilidade de cultivo, ciclo de vida
curto, tamanho reduzido, corpo transparente e genoma bem mapeado. Ensaios bioldgicos com

o animal permitem a andlise e avaliacio de multiplos efeitos toxicos sobre esse
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organismo-modelo, enquanto tecnologias emergentes proporcionam uma compreensao mais
detalhada das alteracdes moleculares que resultam nos fendtipos observados (Long et al.,
2023).

Além de serem ndo patogénicos, quando adulto possui aproximadamente 1 mm de
comprimento, sendo visiveis a olho nu. Os vermes podem ser manipulados em culturas
liquidas ou solidas e apesar de sua simplicidade, eles possuem tecidos especializados que
funcionam de maneira semelhante aos 6rgaos dos vertebrados. Diversas vias envolvidas no
desenvolvimento do organismo e na fun¢do neuronal sdo bem conservadas entre vermes e
humanos (Hunt ef al., 2020).

Multiplos estudos demonstraram uma correlag@o entre o ranking de toxicidade em C.
elegans e mamiferos, indicando que esse modelo tem potencial para ser utilizado em
avaliagdes preditivas de seguranca de substincias diversas. Em contraste com os sistemas
celulares atuais, o animal possui um sistema digestivo metabolicamente ativo, trato
reprodutivo bilateral, sinalizagdo endocrina e um sistema neuronal completamente mapeado,
que compartilha vérias caracteristicas com os mamiferos, podendo ser usado para avaliar
efeitos toxicos complexos em diferentes tecidos interconectados (Hunt et al., 2020).

Na area da nanotecnologia, estudos de toxicidade demonstraram que a exposi¢do a
certas concentragdes de nanoparticulas (NPs) causa diversos efeitos adversos em diferentes
sistemas biologicos, ativando multiplas vias de toxicidade. Nesse contexto, C. elegans
tornou-se um modelo bioldgico amplamente empregado para avaliar a toxicidade de
nanomateriais e investigar seus possiveis mecanismos de acdo (Gonzalez-Moragas et al.,

2017).

2.6.2 Overview de publicacdes relacionadas as analises in vivo de nanoparticulas

revestidas utilizando c. elegans

Uma revisdao abrangente da literatura foi realizada em trés bases de dados, utilizando
os seguintes termos de busca: “Coated”, “Nanoparticles” e “C elegans”. Essa busca resultou
em um total de 108 artigos no ScienceDirect, 50 no Web of Science (WOS) e 50 no
Medline/Pubmed. Os critérios de inclusdo envolveram artigos de pesquisa que desenvolveram
nanoparticulas com revestimentos, demonstrando suas potenciais aplicagdes no campo da
saude, realizando testes in vivo com essas nanoparticulas em C. elegans. Foram incluidos
artigos experimentais com livre acesso, sem restricdo de pais, publicados até 1° de Setembro

de 2024. Foram excluidos da revisdo artigos categorizados como revisdes, capitulos de livros,
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https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2468202020300127
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2468202020300127
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enciclopédias, resumos de conferéncias, mini-revisdes, comunicagdes curtas e aqueles que se
desviaram do tema central do estudo.

ApoOs a remogao de entradas duplicadas e a filtragem de estudos que ndo atendiam aos
critérios de inclusdo, um total de 49 artigos foram selecionados para fornecer uma revisao
detalhada da literatura, conforme a tabela 2. Foram excluidos da revisdo artigos categorizados
como revisdes, capitulos de livros, enciclopédias, resumos de conferéncias, mini-revisoes,

comunicagoes curtas e aqueles que se desviaram do tema central do estudo.

Tabela 2: Overview de publicagdes relacionadas as analises in vivo de nanoparticulas
revestidas utilizando C. elegans como modelo in vivo.

N ticul
Autor anopa‘r feula/ Revestimento Testes realizados
Nanosistema
- .. Letalidade
Agarrayua et al Variagdo de combinagoes Tamanho da ninhada
garrayua et at., PCL de Polissorbato 80, PEG, .
2023 EUD e CS Comprimento corporal
Expressdo da SOD-3::GFP
Acoteearay ef al Biodistribui¢do
g i 0 2(})] v SPIONs Beta-ciclodextrina Motilidade

Tamanho da ninhada

Sobrevivéncia
Ahn et al., 2014 Prata PVP Bstresse oxidativo

Toxicidade mitocondrial
Dano ao DNA
Sobrevivéncia
Ingesta
Acido polimaleico Bioacumulagdo
Amigoni et al., 2021 SPIONs conjugado com Longevidade
dodecilamina Produgdo de EROs

Batimento faringeo
Tamanho da ninhada

Arndt et al., 2017

Oxido de cério

Dietilaminoetil dextrano
cationico;
Carboximetil dextrana
anionica;
Dextrana ndo i6nica

Mortalidade
Tamanho de ninhada
Expressao de proteinas
Oxidagdo de proteinas

Desenvolvimento
. Reproducao
Ayech ., 202 P A Fl
yech et al., 2020 rata cticoat Flex 3 Fertilidade
Produgdo de EROs
G abica; .
Bone et al., 2015 Prata offa atabiea; Comprimento corporal

PVP
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Charan et al., 2010 Prata

Nile red

Bioimagem

QDs de dissulfeto de
cobre e indio;

O-carboximetil

Imagem confocal,;

Chen et al., 2015 Ds de dissulfeto d . ;
enetat QDs de ssutieto de quitosana Anélise XANES
cobre ¢ indio com
sulfeto de zinco
Collin et al., 2014 Oxido de cério Iv) Dextrana Sobrevivéncia
Produc¢do de EROs
Galdiero et al., Longevidade
t t Pepti H62
2020. Quantum dots eptideo gH625 Tamanho da ninhada
Atividade da CAT/SOD
. L. Bioacumulagdo
Gonzalez- Albumina sérica ..
Moraas ef al.. 2015 SPIONs bovina Sobrevivéncia
gas et at, v Tamanho da ninhada
Citrato;
Gonzalez-Moragas e O’, . gPCR
SPIONs Albumina sérica o e
etal., 2017 . Oxidagao lipidica
bovina
PVP;
PEG; C . ¢ |
omprimento corpora
Hanna et al., 2018 Ouro Citrato; p A rp
, Sobrevivéncia
Dendrimeros;
bPEI
Bioimagem
Locomogao
Acido Comprimento c.orporal
Huetal., 2018 Ouro . Tamanho da ninhada
11-mercaptoundecandico A
Sobrevivéncia
MTT
Microarray de DNA
Citrato;
PEG;
Hunt et al., 2014 Prata G; Desenvolvimento
PVP;
BPEI
Inchaurraga et al., Zein Conjugado de Ingesta
2020 poli(anidrido)-tiamina Teor de gordura
Oxido oo . ~
Kattel et al., 2012 L. Acido d-glicurdnico Marcacao fluorescente
de eurodpio
. . Sobrevivéncia
Kim et al., 2012 Prata Citrato ..
Reprotoxicidade
Konnova et al., 2015 Prata Polieletrolito cationico Bioimagem
lexo Li tei Mi i i t
Kuo et al., 2013 Diamante Complexo Lipoproteico 1crosc0p1a de 1magemAde. empo
de Yolk de vida de fluorescéncia
Tamanho da ninhada

Lay et al., 2019

a-NaYF4:Yb,Er@Na

Acido oleico
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LuF4 Postura de ovos
Tamanho da ninhada
Tamanho da populacao
Luo et al., 2016 Prata PVP Longevidade
Morte de células germinativas
Bioacumulagdo
Luo et al., 2022 Prata PVP Bioacumulagdo
Li ]
Maheswari et al., 1possomas Acido hialurdénico e ..
carregadas . Bioimagem
2023 . quitosana
com berberina
Ingesta
Quantificagdo dos niveis de glicose
] , ) covalent binding of PEG Quantificagdo dos niveis de SOD
Martinez-Lopez et Zeina carregada .
1., 2021 (a) com insulina 2000 to the anhydride Teor de gordura
al.
’ groups of GantrezAN Produgdo de EROs
Longevidade
PCR
Teor de gordura
Martinez-Lopez et Zeina carregada Conjugado de Gantrez® Batimento faringeo
al., 2021 (b) com insulina AN-PEG Tamanho do corpo
Desenvolvimento
. Sobrevivéncia
Maurer et al., 2016 Prata Citrato .
Comprimento corporal
PVP; D lviment
Meyer et al., 2010 Prata L esenvoivimento
Citrato Ingesta
Sobrevivéncia
PCL d
Moraes et al., 2016 carrega.l a Polissorbato Postura de ovos
com clozapina .
Longevidade
Albumina carregada . T .
Integridad telial intestinal
Pangua et al., 2024 com PEG com DS ou DOCU fiegricade ep1.eA1a .m estna
. Sobrevivéncia
Bevacizumab
R t al. . . .
Amasamy et at., Ouro Silica Sobrevivéncia
2017
Reboredo et al. Zei d
eboredo erar, ena (.:arrega a PEG Teor de gordura
2021 com insulina
Sl | Locomosio
stresse oxidativo
Romano et al., 2022 carregada com PDA .
SPIONs Fertilidade
Viabilidade embrionaria
Schultz et al., 2018. Prata PVP Tamanho da ninhada
Tsyusko et al., 2012 Ouro Citrato Expressao génica (QRT-PCR)
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Dose letal
Policaprolactona Sobrevivéncia
Velasques et al., carregada . Tamanho de ninhada
. Polissorbato .
2018 com curcumina e Longevidade
quinina Ingesta
Bioacumulagdo
Materiais maenéticos Degeneracdo oxidativa lipidica
Wang et al., 2017 . & Fosfatidilcolina Cromatografia gasosa
diversos
PCR
Letalidade
Desenvolvimento
Tamanho da ninhada
. L a
Wuetal., 2012 Oxido de ferro (II1) DMSA 0ComOoGao

Batimento faringeo
Ciclo de Defecagao
Autofluorescéncia intestinal
Producdo de EROs

Wu et al., 2020

Quantum dots de
Telureto de cadmio

Sulfeto de Zinco

Longevidade
Locomogao
ROS
Ingesta

Xuetal, 2012

Gadolinio-6xido

Acido lactobidnico

Imagem por ressonancia

de europio magnética fluorescente
Yang et al., 2014 Prata Citrato Sobrevivéncia
. Curvatu 1
Yang et al., 2017 Prata Citrato u'rva ra corpora
Batimento da cabeca
Yuetal, 2016 SPIONs Albumina Internalizac¢do das nanoparticulas
Sobrevivéncia
Longevidade
Headthrash
Curvatura corporal
Zhang et al., 2021 Prata PVP Batimento faringeo

Ciclo de defecacao
Quimiotaxia
Termotaxia
Analise de neurdnios

Zhao et al., 2015

Quantum dots de
Telureto de cadmio

Sulfeto de zinco

Ensaio de comportamento de
forrageamento
Tamanho de ninhada
Ciclo de defecacao

PCR
Estresse oxidativo
Zheng et al., 2015 Sulfeto de bismuto Silica Sobrevivéncia
Comprimento corporal
Zou et al.,2018. Ouro Grafeno Bioimagem
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Bioacumulagao
Desenvolvimento
Tamanho da ninhada
Longevidade

Zou et al., 2024 Oxido de Ferro PG

Fonte: A autora (2024)

Conforme ilustrado na na figura 3, houve um aumento significativo nos ultimos 10
anos de artigos publicados sobre o tema. Algumas razdes para o aumento nas publicacdes,
principalmente a partir do ano de 2014, incluem os avancos notiveis em tecnologia e
metodologia, bem como o crescente interesse em materiais sustentaveis e utilizacdo de

modelos alternativos e mais baratos para testes in vivo.

Figura 3: Grafico com o niimero de artigos publicados por ano sobre nanoparticulas
revestidas e ensaios em C. elegans, apos aplicacdo dos critérios de inclusao.

fmlnl -Iﬂlﬂ

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

N° de artigos publicados

Ano

Ao analisar as nanoparticulas mais relatadas, observa-se a predominancia das
nanoparticulas de prata, seguidas pelas de ouro, pelas nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro (SPIONs) e pelos quantum dots, como pode ser observado na figura 4. Essa
preferéncia pelas nanoparticulas metalicas pode ser atribuida ao amplo conhecimento
disponivel sobre seus métodos de sintese, que geralmente sdo rapidos, de baixo custo e
relativamente simples. Além disso, a facilidade de acesso aos materiais necessarios para sua
producdo reforca a sua popularidade no campo cientifico. Nao foram identificados estudos

com nanoparticulas poliméricas de PIBCA com C. elegans.
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Figura 4: Grafico com os tipos de nanoparticulas identificados na revisao.
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Fonte: A autora (2024)

Ao analisar os materiais de revestimento utilizados, observa-se que o PVP, seguido do
citrato, PEG e dextrana, sdo os mais comuns, como ilustrado na figura 5. Esses materiais
compartilham caracteristicas semelhantes, como solubilidade em agua e biocompatibilidade, o
que os torna amplamente utilizados na estabiliza¢do de nanoparticulas. Além disso, ndo foram
encontrados relatos sobre o uso de fucana como revestimento em nanoparticulas,

especialmente em testes in vivo utilizando C. elegans.
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Figura 5: Grafico com os tipos de revestimentos utilizados identificados na revisao.
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Fonte: A autora (2024)

Sendo assim, é evidente o crescimento € a diversidade de testes realizados com uma
ampla gama de nanoparticulas e revestimentos, utilizando C. elegans como modelo animal
para diversas analises. Esse modelo tem se mostrado um excelente indicador para avaliar as
possiveis atividades bioldgicas de nanomateriais, fornecendo informagdes valiosas sobre seus

efeitos e potenciais aplicagoes.
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3. Objetivos

3.1 Geral
Sintetizar nanoparticulas poliméricas de poli-isobutilcianoacrilato (PIBCA) revestidas
com fucana contendo Oncocalixona A encapsulada e avaliar toxicidade utilizando

Caenorhabditis elegans como modelo in vivo.

3.2 Especificos

e C(Caracterizar as nanoparticulas, avaliando seu tamanho, carga de superficie e indice de
polidispersao;

e Realizar estudos de docking molecular da Oncocalixona A e da fucana, visando
identificar seus receptores em vias cancerigenas;

e Avaliar a toxicidade das nanoparticulas e da OncoA livre utilizando a cepa selvagem
N2;

e Verificar a ingestdo das nanoparticulas por meio de microscopia de fluorescéncia;

e Avaliar a capacidade de reversdo fenotipica em resposta a cepa BS 3164, relacionada a
via de sinalizagdo NOTCH;

e Examinar a capacidade antiapoptotica das nanoparticulas na cepa MD701.
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4. Materiais e métodos

4.1 Reagentes

A Oncocalixona A foi isolada do cerne da Cordia oncocalyx, conforme relatado
anteriormente por Pessoa (1995) onde a sua coleta e purificagdo foi realizada no laboratorio
da Profa. Dra. Otilia Pessoa da Universidade Federal do Ceara. A fucana proveniente da alga
marinha Fucus vesiculosus foi obtida da Sigma-Aldrich EUA (F8190-500mg). O
cianoacrilato de isobutila foi adquirido da Henkel Biomedical (Dublin, Irlanda), ¢ o solvente

HCI foi comprado da Sigma-Aldrich (EUA).

4.2 Preparo das nanoparticulas

O esquema de preparo esta devidamente ilustrado na figura 8. Brevemente, as
nanoparticulas utilizadas foram obtidas por meio do método de polimerizacdo em emulsdo
anidnica (AEP), previamente descrito por Cavalcanti et al., 2021. Resumidamente, para
preparar as nanoparticulas revestidas com fucana (NpFuc), uma solucdo de 50mg de fucana
diluida em 5 mL de agua ultrapura (Milli Q®) teve seu pH corrigido para 2,5 com uma
solucdo de HCI 1 molar.

Sob agitagdo vigorosa, 50 microlitros de IBCA foram adicionados a solucdo e
mantidos sob agitacdo vigorosa por trés horas. Para preparar as nanoparticulas contendo
Oncocalixona A e revestidas com fucana (NpOnco), cinco minutos apos a adicdo de IBCA,
500 pL de uma solucdo de Oncocalixona A em acetonitrila foi incorporada, na propor¢ao de
1:1 v/v, em uma concentragdo de 5 mg/mL. A agitacdo foi mantida por 3 horas a temperatura
ambiente, sem vedacdo, para evaporar a acetonitrila. A Oncocalixona em sua forma livre
(Onco) foi obtida pela adicdo do composto em agua ultrapura e sonicagdao até a diluigdo

completa, utilizando o banho ultrassénico 7Lab, modelo SSBu 3,8L, por 20 minutos.

Apds o processo obteve-se entdo uma solu¢do na concentra¢do de 3,3112 mmol. L.
Essa solugdo foi armazenada em eppendorfs, na geladeira, cobertos com papel aluminio até o
momento da diluicdo. Em seguida, para a exposicdo dos grupos nas placas, as particulas
foram diluidos com agua ultrapura para obtencao das concentracdes de 50 e 6,5 uM.

Figura 8: Método de sintese das nanoparticulas pelo método AEP.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/003194229500397P
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Fonte: A autora (2024).

4.3 Caracterizacio das nanoparticulas

4.3.1. Avaliacao do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

O diametro médio das nanoparticulas, bem como seu indice de polidispersidade foram
avaliados a 25 °C com angulo fixo de 90 utilizando a técnica de espalhamento de luz no
equipamento Zetasizer ZS90 (Malvern Instrument, EUA). As formulagdes foram diluidas
(1:20) em agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, EUA). O indice de polidispersdao (PDI) foi
avaliado para verificar a homogeneidade das nanoparticulas dispersas, onde valores proximos
de zero indicam uma dispersdo homogénea. O potencial zeta foi medido utilizando o Zetasizer
7590 (Malvern Instrument, EUA) e para esta analise as nanoparticulas foram diluidas (1:20)

com NaCl 1 mM.

Figura 9: Imagens das dilui¢cdes de 50 uM dos grupos A) Onco; B) NpFuc e C)
NpOnco
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Fonte: A autora (2024).

4.4 Cultivo e manutenc¢io das cepas

Os nematoides selvagens (N2, variante Bristol) e as cepas BS3164 (unc-31(e189)
glp-1(ar202)I1I) e MD701(bcls39[Plim-7::ced-1::GFP; lin-15(+)]V) foram adquiridas no
Centro de Genética de Caenorhabditis (CGC - Universidade de Minnesota). Os vermes foram
mantidos em meio de crescimento para nematoides (NGM: 3 g.L'' de NaCl; 17 g.L* de agar;
2,5 g L'! de peptona; 1 mM de CaCls; 5 mg.L™! de colesterol; 1 mM de MgSOq; 25 mM de
KPO+?*), em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio na temperatura adequada e

alimentados com Escherichia coli OP50.

4.5 Método de sincronizacio por filtragem

O método de sincronizagdo por filtracdo representa uma abordagem rapida, simples e
pratica para obter larvas L1 de C. elegans. Os métodos convencionais de sincronizagdo com
hipoclorito em meio alcalino, apesar da lavagem rigorosa, podem reter residuos de hipoclorito
de sodio, ja que o parametro de avaliagdo depende da percepgdo olfativa, que ¢ subjetiva e
varia entre individuos. Além disso, esse tipo de sincronizagao pode resultar em eclosao tardia
de ovos nas placas, o que afeta as andlises devido a presenca de vermes em diferentes estagios
larvais. Consequentemente, foi utilizado o método de sincronizagao por filtragao, que envolve
a lavagem das placas e a filtracdo, visando especificamente os vermes L1. Esse processo
utilizou dois tubos conicos, duas tampas perfuradas, adesivo de cianoacrilato, cola quente,
malha de filtracdo, uma bomba de vacuo e ponteiras de pipeta.

Como demonstrado na figura 6, para preparar o aparelho de filtracdo, as tampas de
dois tubos Falcon foram perfuradas e um pequeno orificio foi feito na lateral do tubo 1, na

marca de 12 mL. Em seguida, dois pedagos da malha foram cortados no tamanho de 4x2 e
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fixados na superficie externa de cada tampa. As partes externas de ambas as tampas foram

entdo coladas com cola quente para garantir um sistema de vedagao.

Figura 6: Esquema de producdo dos tubos para sincronizagao. 1- Utilizado dois tubos
de ensaio para o procedimento, sendo um dos tubos furado no volume 12; 2- Retirar as duas

tampas dos tubos (A) e retirar a parte interna (B) para colar a malha (C) e posterior vedagao

com cola quente (D); 3- Acoplar os tubos nas tampas.
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Fonte: A autora (2024).

Conforme ilustrado na figura 7, o primeiro passo envolveu a lavagem de placas com
grande concentracdo de vermes L1 com agua destilada, transferindo o liquido para o tubo
Falcon sem o orificio lateral (tubo 2). Em seguida, foi realizada a centrifugacao por 3 minutos
a 3500 RPM (ou 1000 g), e o sobrenadante foi aspirado até 4 mL, com cuidado para nio
perturbar o sedimento. O tubo foi preenchido novamente com agua destilada e centrifugado
por mais 3 minutos na mesma velocidade, por mais duas vezes, para remover excesso de agar.
Na ultima lavagem, foi removido o sobrenadante até 5 mL e evitando perturbar o sedimento.

O passo seguinte envolveu a remog¢do da tampa do tubo 2, a fixacdo do aparato
montado com as tampas perfuradas e a malha, e a colocagdo no tubo contendo o liquido.
Posteriormente, o tubo 1 foi fixado a parte superior, e, com cuidado para ndo perturbar o

sedimento, o liquido do tubo 2 foi suavemente vertido. Em seguida, a ponta da bomba de
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vacuo foi conectada, e a sucgdo foi aplicada gradualmente, removendo e recolocando a ponta
intermitentemente para evitar pressao excessiva € a passagem de vermes de outros estagios
larvais.

Ap6s a filtragdo, os vermes foram transferidos para outro tubo Falcon e centrifugados
por mais 3 minutos na velocidade mencionada, utilizando agua destilada autoclavada. O
sobrenadante foi removido até 2 mL, e a contagem dos vermes foi realizada utilizando 3 gotas

de 2 uL de liquido para obter a média do nimero de vermes obtidos.

Figura 7: Método de sincronizagdo por filtragdo. 1) Selecione uma placa com alta
concentragdo de vermes L1 e lave-a com agua destilada; 2) Transfira o material de lavagem
para um tubo de ensaio; 3) Centrifugar o tubo por 3 minutos; 4)Descarte o sobrenadante e
realize mais duas etapas de lavagem, repetindo o processo; 5) Sem perturbar o sedimento,
acople uma tampa previamente preparada ao tubo contendo os vermes e a outro tubo furado,
vertendo o conteudo cuidadosamente; 6) Conecte uma ponteira a uma bomba a vacuo e aspire

lentamente o material a ser filtrado.

Fonte: A autora (2024).
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4.6 Exposiciio dos vermes as nanoparticulas

Um esquema do método de exposicao € mostrado na figura 10. Resumidamente,
utilizando placas de 35 mm contendo 3 mL de meio NGM, 150 uL de bactérias OP50 foram
adicionados centralmente e deixados na estufa a 37 °C overnight para promover um
crescimento bacteriano mais significativo. Apds esse periodo, as bactérias foram inativadas
por exposic¢ao a luz UV por 15 minutos, com o objetivo de eliminar qualquer interacao entre a
Oncocalixona A e a OP50, evitando possiveis alteragdes no comportamento do verme. Apos a
sintese, as nanoparticulas, inicialmente a uma concentragdo de 3,3112 mmol-L™, foram
imediatamente diluidas em 4agua Milli-Q para obter concentragdes finais de 6,25 ¢ 50 uM na
placa. Em seguida, 150 puL da solugdo de cada concentracao foi pipetada em cada placa. Apds
a secagem as placas foram mantidas na geladeira por 24 horas para permitir a adaptacdo do
composto ao meio. Apds o tempo estabelecido e verificado que ndo houveram quaisquer
alteracdes na cor, odor e aspecto das placas, foram adicionados 20-30 vermes no estagio L1 e,
no caso da cepa N2 e MD701, as placas foram mantidas na temperatura de manuten¢ao de 20

°C, e a 15°C com a cepa BS3164.

Figura 10: Método de exposi¢do dos vermes as nanoparticulas. 1) Preparar uma placa de 35
mm com a bactéria OP50; 2)Inativar a bactéria usando luz UV; 3) Adicionar 150 pL da
diluicao na placa, ajustando a concentracao conforme o grupo experimental desejado, e deixar
incubado por 24 horas; 4) Expor os vermes no estdgio L1 ao tratamento; 5) Realizar os

ensaios apos a exposi¢ao.
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24 horas de ambientagdo

Sobrevivéncia
Desenvolvimento
Batimento faringeo
Tamanho do corpo =Xy —_—
Ciclo de defecacdo
Producdo de ovos

Fonte: A autora (2024).

4.7 Ensaios toxicologicos

Os ensaios de toxicidade foram realizados exclusivamente com a cepa N2 para
analisar eventuais efeitos desencadeados pelas nanoparticulas no organismo C. elegans. Para
tanto, foram realizados estudos de sobrevivéncia, desenvolvimento e comportamento. Cada
experimento foi realizado em triplicata, com trés placas por grupo, e repetido duas vezes,

garantindo duplicata experimental em dias diferentes, & 22°C.

4.7.1 Sobrevivéncia e desenvolvimento

Apos a sincronizacao, na fase larval L1, elas foram colocadas na placa para exposi¢ao
as particulas, para avaliar a sobrevivéncia apds a exposi¢do as nanoparticulas e solucdo de
OncoA, vermes selvagens da cepa N2 foram colocados em placas de 35 mm com NGM,
inoculadas com E. coli OP50 inativada por UV. Diferentes concentragdes dos grupos foram
adicionadas, e as placas incubadas por 24 horas. O grupo controle recebeu agua Milli-Q.
sendo observando a presenga de vermes mortos intervalo de tempos 0, 24, 44 e 72 horas,
verificando a sobrevivéncia dos vermes através da presenca de movimento ou batimento

faringeo (Amrit ef al., 2014) Posteriormente, o progresso dos estagios larvais foi registrado


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202314001467?via%3Dihub#f0005
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diariamente até o periodo de 72 horas apds a exposi¢do as nanoparticulas (Gubert et al.,

2013).

4.7.2 Ciclo de defecacao

Momentos antes de defecar, o verme promove uma contracdo do seu intestino,
correspondendo a um ciclo completo. A contra¢ao da cauda foi utilizada como referéncia para
definir o término de um ciclo e o inicio de outro. Com base nisso, foram medidos os
intervalos entre essas contragdes na regido posterior do verme. Foram utilizados vermes em
L4, com aproximadamente 44h de exposi¢ao. Utilizando um microscopio binocular com uma
objetiva de 40x (Nikon SMZ800), o tempo de trés ciclos de defecacdo foi registrado durante
os intervalos entre as contragdes intestinais, cronometrado manualmente. Cada intervalo
representou um ciclo de defecacdao, e a média de trés ciclos foi calculada como resultado.
Contando trés ciclos por verme e observando oito vermes por grupo, obteve-se uma média,

em segundos, do tempo necessario para um ciclo completo de defecagdo (Gubert ef al., 2013).

4.7.3 Batimento faringeo

Quando os vermes atingiram o estdgio larval L4, com aproximadamente 44 h para
cepa N2 e 48 h para a cepa BS3164, o teste foi realizado contando os batimentos da faringe do
verme durante 10 segundos trés vezes, utilizando observagdao visual com um microscopio
optico binocular (Nikon SMZ800; 40x). Os vermes nos estagios de L1 a L4 foram mantidos
na temperatura de manutengdo e expostos aos grupos nas concentragdes de 6,25 e 50 uM. A
atividade faringea foi registrada manualmente, contando uma média de batimentos por minuto
por verme ao final, utilizando oito vermes por grupo (Calahorro et al., 2021).

Com a cepa BS3164, os vermes foram mantidos na temperatura de manutengdo de
15°C até 44 h e depois, feito a troca para 25°C. As andlises foram feitas com vermes L4

adultos com 48 h de exposi¢ao.

4.7.4 Producao de ovos

Apds 72 horas de exposi¢ao, foi realizada a analise da quantidade de ovos produzidos
pelos vermes. Para isso, 5 uL da solugdo de bleaching (NaClO 2% + NaOH 10 mol.L"' + Agua
destilada autoclavada) foram pipetados para uma tampa da placa de Petri. O verme foi
pescado da placa de exposi¢do e inserido na gota até que sua cuticula estivesse totalmente

rompida, e os ovos foram liberados no meio para posterior processamento. Contagem usando


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0161813X18301116?via%3Dihub
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um microscopio com ampliagdo de 15X. Foram analisados dez vermes por grupo de

exposicao.

4.7.5 Comprimento de corpo

Uma camada de 2% de agarose foi preparada em laminas de vidro, onde foram
adicionados 10 vermes no estagio larval L4, com 48 horas de exposi¢do. Em seguida, 10 pL.
de azida de s6dio a 1 M foi aplicado para promover a paralisia dos animais, € uma laminula
foi colocada sobre a lamina. As fotos foram tiradas com o microscopio Zeiss Axio
(Imager.M2m, objetiva de 20%, N.A.=0,80), e as andlises foram realizadas utilizando o

programa Imagel.

4.8 Analise da ingesta das nanoparticulas

Como relatado por Cavalcanti (2022), a Oncocalixona A possui fluorescéncia
intrinseca. Os métodos adotados para a analise, foram semelhantes aos realizados pelo autor.

Brevemente, os vermes tratados do grupo NpOnco na sua maior concentracao (50 uM)
foram analisados. Inicialmente, preparou-se uma lamina com agarose a 2%. Os vermes, apos
72 horas de tratamento, foram lavados com M9 para soltura, transferidos para microtubos
identificados e decantados por 20 minutos, com remoc¢do do sobrenadante, repetindo-se o
processo trés vezes para eliminar bactérias e progénie. O volume final nos microtubos foi
ajustado para cerca de 250 pL.

Para aplicacdo na lamina, foram pipetados 10 pL de vermes e 10 pL de azida sddica
(0,1 M), seguido do posicionamento da laminula. Ap6s 10 minutos de paralisa¢do, os vermes
foram analisados no microscopio de fluorescéncia Carl Zeiss (Axio Imager M2m) com
camera AxioCam HRc.

Os vermes foram analisados sob fluorescéncia verde Alexa488 (excitacdo de 470/40

nm e emissdo de 525/50 nm).

4.9 Teste de fenétipo - cepa BS3164

Para realizar o teste de fenotipo com a cepa BS3164, foram utilizadas duas BODs,
uma a 15°C (temperatura de manutencdo) e outra a 25°C (temperatura de expressdo do
fendtipo). Foi utilizado o método descrito por Medina (2021), com algumas modificacdes.
Brevemente, ap6s o cultivo em placas de NGM a 15°C, os vermes foram sincronizados
utilizando o método de filtragao. Cerca de 30 vermes foram transferidos para uma placa de 35

mm contendo a bactéria E. coli OP50 inativada por luz UV e mantidos a 15°C até atingirem o
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estagio larval L4, com aproximadamente 44 horas. Em seguida, foram transferidos para uma
BOD a 25°C até chegarem ao estagio adulto, quando foi analisada a produgdo de ovos

(Medina et al., 2021).

4.10 Teste de apoptose - cepa MD701

A visualizacdo da apoptose usando ferramentas fluorescentes ¢ bastante direta em C.
elegans. A cepa MD701 possui marcador CED-1::GFP sendo uma ferramenta para quantificar
a apoptose, marcando a borda das células da linhagem germinativa em apoptose.

Desta forma, de inicio foi preparado a lamina com tapete de agarose 2%. As placas de
tratamento com vermes expostos por 72h foram lavados com M9 para soltura dos vermes,
que foram posteriormente transferidos para microtubos, previamente identificados com os
nomes de cada grupo e/ou concentragdes.

Apo6s a lavagem das placas e a transferéncia para os microtubos, os vermes foram
deixados em repouso por aproximadamente 10 minutos para decantarem no fundo dos tubos.
Em seguida, o sobrenadante foi removido, € uma nova aliquota de solugao M9 foi adicionada.
Esse procedimento foi repetido trés vezes para garantir a remogao completa das bactérias e de
vermes em outros estagios larvais. Apds as lavagens, foi reduzido o volume dos microtubos
para aproximadamente 250pL.

Para a inser¢dao dos vermes na lamina previamente preparada, foram pipetados 10uL
de vermes e 10uL da solucdo de azida soédica (0,1 M), e a laminula foi posicionada em
seguida. Foi esperado o tempo de 10 minutos para que houvesse total paralisacdo dos vermes.
Logo em seguida, com utilizando o microscopio de fluorescéncia Carl Zeiss (Axio Imager
M2m), equipado com a camera AxioCam HRc (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), foi observado
e quantificado o niamero de corpos apoptoticos formados na linhagem germinativa do verme,
em cada gonada utilizando a fluorescéncia de cor verde.

De inicio, foi utilizado a lente de aumento de 10x para identificar o verme na lamina.
Em seguida, ap6s focar no verme desejado, a lente foi aumentada para 40x e focada na
linhagem germinativa. Para uma melhor visualizagao, foi fechado a fonte de luz fluorescente
entre as imagens para minimizar o fotobranqueamento. Manusear o foco do microscopio para
visualizagdo de todos os corpos apoptoticos. Foi utilizado 7 vermes por grupo, com contagem
de corpos apoptoticos individualmente, apenas do grupo de maior concentragao (50 puM)

(Zhang et al., 2021)
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4.10 Docking molecular

Com o objetivo de analisar o potencial de liga¢do e as interacdes da Oncocalixona A
com receptores de diferentes cepas, de forma a apoiar experimentos subsequentes, foi
realizada a técnica de docking molecular dos receptores GLP-1, LAG-1 E LIN-12. Esses

receptores estdo associados a diversas funcionalidades em C. elegans.

As estruturas proteicas utilizadas para o docking foram primeiramente pesquisadas no
Banco de Dados de Proteinas (PDB) (https://www.rcsb.org/), de onde foi adquirida a estrutura
de lag-1 (PDB: 3brd). A ferramenta CASTp 3.0 (http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html)
foi empregada para selecionar os sitios de ligacao das proteinas modeladas (Tian et al., 2018).
A preparacdo dessas proteinas foi realizada através do ProteinPrepare PlayMolecule, onde o

estado de protonacao de todos os residuos foi ajustado.

Utilizando o software GOLD, o docking molecular da Oncocalixona A e Fucana foi
realizado para glp-1, lin-12, sel-12 e lag-1, empregando ChemPLP como fung¢ao de pontuacio
de ligacdo e ASP para reavaliacdo dos escores (Jones et al., 1997). Caso ndo houvesse

cristalizacdes disponiveis dessas proteinas, elas seriam construidas utilizando o AlphaFold 2.

4.11 Analise estatistica

Os dados referentes aos ensaios de batimento faringeo, ciclo de defecacao,
ovoprodu¢do e tamanho corporal foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Para variaveis paramétricas, as analises estatisticas foram conduzidas pelo teste
ANOVA one-way e pos teste de Dunnett. Para variaveis nao paramétricas, foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos teste de Dunn, utilizando o software GraphPad Prism 8.
Os dados foram expressos como média + erro padrio da média (SEM) e a significancia
estatistica foi atribuida a valores de p de *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <

0,0001, baseando-se em experimentos independentes conduzidos em triplicata.
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5. Resultado e discussao

5.1 Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta das nanoparticulas.

Foi constatado que as nanoparticulas obtidas eram semelhantes as descritas por
Cavalcanti et al. (2021). As nanoparticulas do grupo NpFuc apresentaram um tamanho de
168,5 + 1,19 nm, potencial zeta de -57,6 = 0,2 mV e um indice de polidispersao (PDI) de
0,029 £+ 0,01. As nanoparticulas do grupo NpOnco tinham um tamanho de 221,3 + 2,05 nm,
potencial zeta de -56,6 + 1,02 mV e PDI de 0,006 + 0,012, conforme analisado na figura 11.
Apos as analises, que mostraram valores indicativos de boa estabilidade das formulagdes nas

escalas de tamanho desejadas, os nanomateriais foram testados in vivo em C. elegans.

Figura 11 : Gréfico da andlise de tamanho, potencial zeta e PDI das nanoparticulas vazias

(NpFuc) e contendo Onco A (NpOnco).

250= 0=
2001
—~ 20
>
A £
£ 150 w
o ©
< c -40=
< 2
] o
£ 100 e
©
- s
]
N god
50=1
0= T 80 T T
NpOnco NpFuc NpFuc NpOnco
Grupo Grupo
0.04=
8
b 0.03+
13
[
o
2
=
© 0.2
o
[
°
[
2
T -
£ 0.01
0.00- T
NpFuc NpOnco
Grupo

Fonte: A autora (2024).
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5.2 Ensaios realizados com a cepa N2
5.2.1 Sobrevivéncia e desenvolvimento larval

Na cepa N2, a taxa de sobrevivéncia dos animais expostos foi avaliada nos periodos de
24, 48 e 72 horas. Durante esse periodo, foi realizada a contagem de vermes vivos € mortos
em todas as concentragdes testadas. Observou-se que nao houve nenhum animal morto até o
tempo de 72 horas, resultando em uma taxa de sobrevivéncia de 100% em todos os grupos
analisados (figura 12). Esses resultados sugerem que as condigdes experimentais € as

concentragdes utilizadas ndo exerceram efeitos letais sobre os animais.

Figura 12: Grafico do ensaio de sobrevivéncia em C. elegans apds a exposi¢ao.
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Fonte: A autora (2024).

O estudo do desenvolvimento foi conduzido com o auxilio de microscépio,
considerando critérios morfoldgicos caracteristicos dos estadgios larvais e adultos. O estagio
L4 foi identificado pela presenca da vulva em desenvolvimento, enquanto o estagio adulto foi
determinado pela presenga de ovos. A andlise visual indicou que a exposi¢do as
nanoparticulas ndo causou efeitos toxicos perceptiveis capazes de alterar o desenvolvimento

dos animais.

Todos os vermes avaliados apresentaram estruturas internas tipicas de seus respectivos
estagios, sem discrepancias notaveis entre os grupos tratados € o controle. Esses resultados,

como ilustrado na figura 13, sugerem que as nanoparticulas ndo interferem no ciclo de vida de
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C. elegans, ndo provocando atrasos nem aceleracdes, e refor¢am a seguranca das formulagdes

testadas.

Figura 13: Grafico do ensaio de desenvolvimento em C. elegans ap0Os a exposi¢ao. A)

Porcentagem de vermes no estagio L2/L.3 apo6s 24h de exposicao; B) Porcentagem de vermes

no estagio L4 apos 44h de exposi¢do; C) Porcentagem de vermes no adulto apés 72h de
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5.2.2 Comprimento de corpo

Para avaliar possiveis impactos no desenvolvimento dos vermes, o comprimento corporal foi

utilizado como parametro adicional. Os resultados revelaram uma diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos NpFuc6 e NpFuc50, cujos comprimentos médios foram de 795

um e 826 pum, respectivamente, em comparagao ao grupo controle, que apresentou uma média

de 700 um (Figura 14).

Apesar dessa diferenga, todos os vermes permaneceram dentro da faixa de normalidade,

considerando que, no estagio larval L4, os animais apresentam comprimentos entre 700 e 800
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um, com estruturas internas bem definidas e auséncia de ovos em seu interior (Byerly et al.,
1976). Dessa forma, conclui-se que a exposi¢do ndo interferiu no desenvolvimento dos
organismos, ndo promovendo aceleracdo nem retardamento no progresso larval, refor¢ando a

auséncia de efeitos adversos nas condi¢des avaliadas (Zhang ef al., 2021).

Figura 14: Grafico do comprimento corporal dos vermes em L4 apds exposi¢do ao tratamento,
nas concentragdes de 50 e 6,5 uM. Analise feita pelo método ANOVA one-way. *Valor de
p<0.0282 e ***Valor de p<0.0003
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Fonte: A autora (2024)

5.2.3 Ciclo de defecacao

Em C. elegans, a expulsao do conteudo intestinal é controlada por um programa motor
ciclico e estereotipado que sincroniza as atividades do intestino, dos musculos e dos
neurdnios. Alteracdes no ciclo de defecagdao apods exposicao cronica indicam toxicidade no
sistema digestivo, disfuncdo metabdlica no animal e variagdes nos niveis de cdalcio no

intestino (Dal Santo et al., 1999).

Na cepa N2, o grupo controle apresentou um tempo médio de 64,95 segundos para
completar um ciclo, um valor semelhante ao da maioria dos grupos, sem diferenca
significativa (Figura 15). No entanto, o grupo Onco6 demonstrou uma redugdo significativa,

com um tempo médio de 55,88 segundos, resultando em uma diminuicao de 9,07 segundos.
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Valores como esses ndo sdo incomuns, € todos os grupos apresentaram resultados
proximos da normalidade (Liu, 1994). Isso indica a seguranga do sistema polimérico e da

Oncocalixona A em baixas concentragoes.

Figura 15: Grafico do tempo médio gasto por cada verme para completar um ciclo de
defecacdo apos 44 horas de tratamento. Analise feita pelo método Kruskal-Wallis.
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5.2.4 Batimento faringeo

No experimento de batimento faringeos por minuto, obteve-se uma média de 216.125
batimentos no grupo controle. Os grupos NpOnco6, NpOnco50 e NpFuc50 apresentaram
médias de 217.875, 216.875 e 213.25, respectivamente, ndo muito diferentes do grupo
controle. Os grupos NpFuc6, Onco6 e Onco50 promoveram um leve aumento no batimento,
com valores médios de 227, 225.375 e 223.625 batimentos por minuto (figura 16).

Quando comparados, ndo héa diferenca estatistica relevante entre os grupos que

suportem teorias de toxicidade das particulas no comportamento alimentar do verme. Esses
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resultados indicam que ndo houve alteracdo no processo de alimentagdo, visto que a

alimentagdo ocorre por meio de contragdes ritmicas da faringe.

Figura 16: Grafico das médias de batimentos faringeos por minuto ap6s 44 horas de

tratamento da cepa N2. Andlise feita pelo método ANOVA one-way.
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5.2.5 Ovoproducao

Para avaliar a seguranga reprodutiva de novos candidatos a medicamentos, ¢ realizado
um estudo de produgdo de ovos, que demonstra se um medicamento pode causar danos ou
alteracdes no comportamento reprodutivo do animal. Neste estudo, a capacidade de gerar
ovos foi avaliada de acordo com a exposi¢do a cada grupo.

Na cepa N2, ndo houve mudangas significativas na producdo de ovos do animal em
comparagdo ao controle, que apresentou uma producdo média de 12,55 ovos. Os grupos
NpFuc6, NpOnco6 e Onco6 promoveram um leve aumento no niimero de ovos, com valores
médios de 13, 13,4 e 13, respectivamente. Os grupos NpFuc50, NpOnco50 e Onco50
causaram uma redu¢do ndo significativa, com valores médios de 10,95, 11,85 e 12,1 ovos,

respectivamente (figura 17).
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Esses resultados indicam uma normalidade no comportamento reprodutivo do animal,
uma vez que um verme hermafrodita pode armazenar em seu utero, no seu primeiro dia de

vida adulta, cerca de 10 a 15 ovos de uma s6 vez (Eisenmann, 2005).

Figura 17: Grafico das médias de ovos produzidos por verme apds 72 horas de

tratamento. Analise feita pelo método ANOVA one-way.
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Fonte: A autora (2024)


http://www.wormbook.org/chapters/www_egglaying/egglaying.html#:~:text=elegans%20hermaphrodites%20are%20self%2Dfertile%2C%20producing%20first%20sperm%2C%20which,uterus%20at%20any%20given%20time.
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5.2.6 Ingestao das nanoparticulas

Para verificar a ingestdo de nanoparticulas pelo verme, foram obtidas imagens
microscopicas sob fluorescéncia verde Alexa488 (excitagdo de 470/40 nm e emissao de

525/50 nm). Como indicado pelas setas, houve ingestdo de material fluorescente pelo verme.

As imagens de fluorescéncia de nanoparticulas com Oncocalixona A (NpOnco), na
concentragdo de 50 uM. A seta indica um conteido fluorescente ingerido, indicando a
ingestdo bem-sucedida do material, quando comparadas ao grupo controle (B), onde a mesma
banda fluorescente na regido faringea nao ¢ visivel (figura 18).

Figura 18: Imagens dos vermes tratados com a NpOnco 50 uM (A) e o grupo controle
(B) sob fluorescéncia

Fonte: A autora (2024).

5.3 Ensaios realizados com a cepa BS3164

Apos a verificagdo da baixa toxicidade das nanoparticulas na cepa N2, partiu-se entdo
para os experimentos com a cepa BS3164. Foram escolhidos os testes de batimento faringeo e
ciclo de defecacdo para verificar quaisquer anomalias comportamentais relacionadas a cepa,
visto que ndo had informagdes o suficiente na literatura sobre esses comportamentos da

mesma.
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Nesta cepa, os vermes foram inicialmente mantidos a uma temperatura de 15°C até
atingirem o estagio larval L4, aproximadamente 44 horas apds o inicio do experimento. Apds
esse periodo, a temperatura foi elevada para 25°C, onde permaneceram até completar 72 horas

de exposicdo apenas para analise da expressao do fenotipo.

5.3.1 Batimento faringeo - BS3164

No periodo de 48 horas, foi realizado um estudo sobre o comportamento alimentar do
verme através da contagem do seu batimento faringeo. Observou-se que o grupo controle
apresentou uma taxa de batimentos de 208.5 por minuto, similar aos grupos NpFuc6,
NPFuc50 e Onco50, que registraram valores de 214.4, 215.5 e 219.87, respectivamente. O
valor mais elevado obtido nesse teste foi o do grupo Onco6, com 227,25 batimentos por
minuto, seguido pelo grupo NpOnco6, com 226,125, e pelo grupo NpOnco50, com 227.75
batimentos por minuto (figura 19).

Ao comparar com o grupo N2, observa-se que o grupo Onco6 promove um aumento
nos batimentos por minuto, embora esse aumento ndo seja estatisticamente significativo entre
as duas cepas. Os valores mantiveram-se semelhantes entre as cepas, nao sendo possivel
identificar diferencas comportamentais nessa andlise, tanto no grupo controle quanto nos

grupos em tratamento.

Figura 19: Grafico do batimento faringeo da cepa B3164 apos exposi¢do. Analise feita pelo

método Kruskal-Wallis.

300

1
HH
—1—

200

(Cepa BS3164)

100

Média de batimento faringeo por minuto

0= T T T
Controle NpFuc6 NpOncob Oncob NpFuc50 NpOnco50 Onco50

Grupo



59

Fonte: A autora (2024)

5.3.2 Ciclo de defecacao - BS3164

A via Notch, presente na cepa BS3164, ¢ fundamental para os processos digestivos e
as contragdes intestinais, influenciando o ciclo de defecagdo do verme. Neste presente
trabalho, observou-se que a cepa apresenta irregularidades nesse ciclo, com variagdes
marcantes nos intervalos e contragdes intensas do intestino posterior, ao contrario do
comportamento mais previsivel da cepa N2. Essas contragdes irregulares podem indicar um
efeito sistémico das alteragdes na via Notch, sugerindo uma desregulacdo que poderia facilitar
o desenvolvimento de tumores em tecidos gastrointestinais em humanos.

Nesse contexto, o grupo controle apresentou um tempo médio de 81,66 segundos para
completar um ciclo, valor proximo ao do grupo Onco50, com média de 80,20 segundos. Nos
demais grupos, embora os tempos médios tenham sido ligeiramente menores, os valores
mantiveram-se semelhantes entre si. Especificamente, o grupo NpFuc6 completou o ciclo em
72,47 segundos, o grupo NpOnco6 em 71,85 segundos e o grupo Onco6 em 75,87 segundos.
O grupo NpFuc50 registrou um tempo médio de 74,52 segundos, enquanto o menor valor foi
observado no grupo NpOnco50, com uma média de 60,41 segundos (figura 20).

Esses resultados sugerem que, apesar das variagdes no tempo do ciclo de defecagdo
entre os grupos, a introducdo das nanoparticulas pode impactar a duragdo desse processo,
especialmente no grupo NpOnco50, que apresentou um tempo consideravelmente reduzido
em comparagdo aos demais.

A redugdo significativa no tempo de ciclo do grupo NpOnco50, semelhante ao
observado no grupo controle N2, sugere que as nanoparticulas de Oncocalixona A na
concentracdo de 50 uM podem influenciar a fisiologia intestinal, alterando a dinamica do
ciclo de defecacdo. Essa resposta pode indicar adaptacdes nas vias de sinalizacdo celular que
impactam diretamente o funcionamento do intestino e, potencialmente, estdo relacionadas ao
desenvolvimento de patologias, como o cancer, em humanos, especialmente em conexao com
a via de sinalizacdo NOTCH.

A variacdo nos tempos de ciclo entre os diferentes grupos reforga a hipdtese de que as
nanoparticulas podem ter um efeito modulador sobre a atividade intestinal, merecendo

investigacao adicional para elucidar os mecanismos envolvidos.
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Figura 20: Grafico do ciclo de defecacdo da cepa B3164. Analise feita pelo método
Kruskal-Wallis. ***Valor de p < 0.0001
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Fonte: A autora (2024)

5.3.3 Teste de fenotipo - BS3164

A cepa BS3164 de C. elegans tem uma mutacao na via de sinalizagdo NOTCH, o que
faz com que ela expresse um fendtipo especifico. Quando essa via estd ativada, a linha
germinativa dos vermes desenvolve um tipo de tumor, o que acaba deixando os vermes
estéreis e inférteis. Esse fenotipo sé se manifesta quando a temperatura € ajustada para 25°C,
0 que mostra como a temperatura pode influenciar a expressdo dessa mutagdo € o
desenvolvimento da esterilidade nos vermes, conforme mostrado na figura 21 (Medina, 2020).

No teste fenotipico, os vermes foram expostos a 25°C apos 44 horas de exposigdo.
Observou-se que, ao serem submetidos a temperatura que ativa a via NOTCH, a cuticula dos
vermes apresentaram um leve enrugamento, resultando em um aspecto diferente do observado
na cepa N2. Esse enrugamento pode ser causado por estresse térmico, uma vez que a

temperatura de 25°C ¢ 10°C superior a temperatura de manutencao dos vermes.

Figura 21: Triagem fenotipica com a cepa BS3164 de C. elegans para descobrir drogas

anticancer, avaliando a reversdao do fen6tipo mutante na via de sinalizagdo NOTCH.
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Fonte: Adaptado de Medina (2020)

Apbs 72 horas, ndo foram observados ovos ou vermes no estdgio L1 na placa. Todos
0s vermes que estavam no estagio larval adulto permaneceram estéreis e inférteis, e nao foi
possivel reverter completamente o fenotipo observado. Isso sugere que o fator que causou a
esterilidade persistiu durante o periodo de observagao, mesmo apos a exposi¢ao aos grupos.

Entretanto, foi observado diferengas nas estruturais internas entre os grupos (figura
22). Nos grupos NpFuc6 e Onco6, quando comparado com os vermes do controle, foi
observado que os vermes estavam maiores, com suas estruturas internas mais desenvolvidas e
com a redugdo do tumor da linha germinativa visivel.

Embora o fenétipo ndo tenha sido totalmente revertido, os resultados indicam um
possivel caminho para o estudo mais aprofundado dos efeitos das particulas em concentragdes
diferentes. Nas menores concentragdes, tanto da nanoparticula isolada quanto da
Oncocalixona A em sua forma livre, os resultados sdo interessantes. Eles sugerem que a
nanoparticula de fucana com PIBCA, mesmo sem farmacos carregados, tém eficdcia na via de
sinalizacdo relacionada a cepa, provavelmente devido a presenga da fucana. Além disso, ¢é
possivel observar a mesma agdo da Oncocalixona A na via, mesmo em concentracdes
pequenas.

Para otimizar os resultados, seriam necessarios estudos adicionais e curvas de
concentragdo diversas para determinar qual concentracdo ideal, entre 50 e 6,5 uM, seria mais
eficaz para promover o carregamento efetivo das particulas e maximizar os efeitos na via de

sinalizagao.
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Figura 22: Comparativo dos vermes da cepa BS3164 apods tratamento de 72h.

B) NpFuc6

A) Controle

Fonte: A autora (2024).

5.4 Contagem de corpos apoptoticos na cepa MD701

As células germinativas, fundamentais para a reproducao, podem sofrer apoptose, um
processo de morte celular programada. Esse mecanismo € regulado por proteinas conhecidas
como caspases € pode ser desencadeado por duas vias principais. A primeira depende de
CEP-1/EGL-1, proteinas semelhantes a p53, que desempenham um papel crucial no reparo de
danos ao DNA. A segunda ¢ independente de CEP-1, mas ambas convergem para a ativagao
de outras proteinas (CED-9, CED-4 e CED-3), responsaveis pela execucao da apoptose
(Gartner et al., 2008; Lettre and Hengartner, 2006)

Danos ao DNA nas células germinativas podem ativar a apoptose pela via dependente
de CEP-1. Assim, agentes que prejudicam o DNA, como a radiagdo, podem aumentar a taxa
de morte celular (Gartner et al., 2000). Pesquisas ja demonstraram que a radiacdo gama eleva
significativamente a apoptose em vermes, tornando essas mortes um indicador confiavel de
danos ao DNA (Lans and Vermeulen, 2015).

A cepa MD701 (bcls39) de C. elegans ¢ uma linhagem transgénica equipada com um
marcador fluorescente, o que possibilita a visualizacdo das células germinativas durante o
processo de apoptose. Esta cepa foi geneticamente modificada para expressar uma proteina
fluorescente, como a GFP, associada a uma via de apoptose especifica nas células
germinativas. Como mostrado na figura 23, quando essas células passam por apoptose, elas
emitem fluorescéncia, permitindo o monitoramento em tempo real da morte celular
programada.

Figura 23: Cepa MD701 mostrando células germinativas em apoptose (setas).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18781708/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16493416/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276500804384
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25957488/
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Fonte: A autora (2024).

Como resultado, foi observado que todos os grupos, quando comparados com o controle,
obtiveram resultado superior. Os valores apresentados foram de 4.3, 7.4, 6.5 ¢ 5.7 para os
grupos controle, NpFuc50, NpOnco50 e Onco 50 respectivamente (figura 24).

O maior numero de corpos apoptdticos foi observado no grupo NpFuc50.
Curiosamente, esse mesmo grupo promoveu uma redu¢do no nimero de ovos produzidos pela
cepa N2. Também, os demais grupos NpOnco50 e Onco50, mesmo ndo muito drasticos,
promoveram uma queda na taxa de postura de ovos do C.elegans.

Os resultados em C. elegans sugerem que as particulas NpFuc promove apoptose e
danos a0 DNA em concentragdes mais altas. No entanto, estudos mais detalhados sdo

necessarios para esclarecer sua atuacao especifica nas vias de sinalizagao.

Figura 24: Grafico da contagem dos corpos apoptoticos na cepa MD701 apods

exposicao.
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5.5 Docking Molecular

Teoriza-se que os mecanismos anticancerigenos da Oncocalixona A e da fucana em C.
elegans tenham como alvo os componentes da via de sinalizagdo NOTCH. O receptor
transmembrana GLP-1, quando ativado, ¢ catalisado pela proteina SEL-12, que libera sua
por¢ao intramembrana. Esta por¢do se liga ao regulador transcricional LAG-1, ativando a
expressao de varios genes relacionados a via NOTCH, que esta associada a diversas doengas,
como leucemias, linfomas e canceres de mama, pancreas, pulmdo e ovario (Grant e
Greenwald, 1996; Lobry, 2014).

C. elegans possui dois receptores redundantes do tipo NOTCH, chamados LIN-12 e
GLP-1, identificados como homodlogos de NOTCH em 1988 e 1989, e aparentemente
envolvidos no desenvolvimento desse organismo (Zhou, 2022).

Portanto, componentes da via de sinalizagdio NOTCH foram testados por meio de
docking molecular para analisar se OncoA e a fucana sdo capazes de se ligar a eles e

possivelmente promover quaisquer alteracdes na via.


https://academic.oup.com/genetics/article/143/1/237/6016881?login=false
https://academic.oup.com/genetics/article/143/1/237/6016881?login=false
https://ashpublications.org/blood/article/123/16/2451/32632/Notch-signaling-switching-an-oncogene-to-a-tumor
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8948217/
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A analise do docking molecular revela que a OncoA tem maior afinidade por todos os
componentes da via de sinalizagdio NOTCH quando comparada a fucana. Os valores do Gold
score da OncoA sdo: 38,47 + 2,89 para GLP-1, 42,37 + 3,30 para SEL-12 e 38,76 &+ 1,70 para
LAG-1. Os valores do Gold score da fucana sao: 32,267 + 3,06 para GLP-1, 30,817 + 3,07
para SEL-12 e 30,653 + 2,526para GLP-1 (figura 25).

A OncoA apresentou uma afinidade superior por todos os componentes da via de
sinalizagdo NOTCH, incluindo os receptores GLP-1, SEL-12 ¢ LAG-1, quando comparada a
fucana. Embora a fucana também interaja com esses componentes, ela demonstrou uma
afinidade menor, o que sugere que, embora tenha efeitos na via, sua eficacia possa ser inferior
a da OncoA. Esses resultados destacam o potencial da OncoA como uma molécula
promissora para o desenvolvimento de terapias direcionadas a modulagdo da via NOTCH,
especialmente em doengas como leucemias e outros tipos de cancer associados a disfungdes
dessa via.

Figura 25: Graficos do resultado do docking molecular com a OncoA e a Fucana.
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4. Conclusao

O estudo demonstrou que as nanoparticulas poliméricas de PIBCA revestidas com
fucana e carregadas com Oncocalixona A apresentaram propriedades fisico-quimicas
adequadas para estabilidade e biocompatibilidade. Nos ensaios com C. elegans, as
nanoparticulas preservaram a viabilidade e o desenvolvimento do modelo, além de serem
eficientemente ingeridas pelos nematoides.

Houve indicios da capacidade das nanoparticulas de modular a via de sinalizagao
NOTCH mesmo em concentragdes baixas, enquanto os testes com a cepa MD701
evidenciaram um aumento na apoptose, reforcando seu potencial anticancerigeno. A
validagdo das interagdes moleculares por docking corroborou a eficicia direcionada do
sistema nanoparticulado.

Esses resultados destacam as nanoparticulas de OncoA revestidas com fucana como
uma abordagem promissora para o desenvolvimento de terapias anticancerigenas mais seguras
e eficazes. Sua especificidade para receptores associados a doencga e o direcionamento preciso
sugerem um potencial significativo para aplicacdes futuras, especialmente em formulagdes

orais, proporcionando um tratamento mais acessivel € com menos efeitos adversos.
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