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“No mundo nanométrico, algumas forcas que
sdo importantes para 0 mundo macroscopico
sd0 minimizadas. Como, por exemplo, o
movimento Browniano é mais significativo
que a gravidade (ZORZlI et al., 2015).”



RESUMO

Caracterizada por um distarbio hiperproliferativo, o cancer continua sendo uma das principais
causas de morte no mundo. Onde, o cancer de mama mostra-se como 0 mais comum e letal
entre a populagdo feminina em que mesmo apds o tratamento, muitos pacientes apresentam
deficiéncias no funcionamento fisico e cognitivo, efeitos colaterais que, muitas vezes, estdo
relacionados as formulagfes administradas durante o tratamento. Mostrando que as terapias
atuais combinam o tratamento com um alto grau de incerteza. A carvona é um monoterpeno
naturalmente encontrado em diversos Oleos essenciais que em estudos recentes causou
inducdo de apoptose, inibicdo da migracdo e parada do ciclo celular em células tumorais
apresentando pouca ou nenhuma toxicidade em células normais, entretanto, caracteriza-se
volatil, apresentando baixa solubilidade em &gua e biocompatibilidade inadequada na forma
de 6leo nativo necessitando, portanto, de um transportador para atingir eficientemente as
células cancerigenas. Dentre os sistemas de entrega, estdo as nanoemulsfes que sdo emulsdes
de tamanho submicrdnico sendo sistemas utilizados para entrega sistémica de agentes
biologicamente ativos. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo do
potencial anticancerigeno in vitro de R-(-)-Carvona livre e nanoencapsulada sobre cultura de
células de cancer de mama. As nanoemulsdes foram produzidas nas concentracfes de
5mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 37,5 mg/mL e 50 mg/mL utilizando o método de
emulsificacdo ultrassdnica e caracterizadas quanto aos seus aspectos fisico-quimicos, pela
determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta, além da
obtencdo da curva de calibracdo e valores de pH e condutividade. Foram realizados ainda
testes de citotoxicidade in vitro nas linhagens de fibroblasto (L929) e glandula mamaria (4T1)
mensurando a viabilidade celular por meio do ensaio de redu¢do do MTT e realizamos o
ensaio de cicatrizacdo de feridas observadas nos tempos de Oh, 24h e 72h. Os resultados
encontrados revelam nanoparticulas com tamanho médio variando entre 133nm a 183nm, ndo
proporcional a quantidade de farmaco utilizado, potencial zeta médio de -36,4mV e indice de
polidispersdo inferior a 0,240. A toxicidade do veiculo foi proximo ao grupo controle e
mostrou valores acima de 100% induzindo uma possivel proliferacdo. As emulsdes analisadas
foram citotoxicas para a linhagem de cancer de mama, onde 0 nanossistema apresentou uma
boa atividade e eficiéncia na potencializacdo dos efeitos citotoxicos quando comparados com
a R-CV livre. Os resultados de migracdo demonstram uma rapida migracdo no grupo controle
para ambas as linhagens testadas com permanéncia do potencial de migracdo com o farmaco
livre e alteracdo na adesdo célula-matriz em células cancerigenas. Portanto, alcancamos uma
formulacdo satisfatoria com efeito anticancerigeno significativo em celulas de cancer de
mama em um curto periodo de tempo, 0 que representa uma formulagdo promissora para
auxiliar aos tratamentos convencionais empregados para esta doenca.

Palavras-chaves: Nanobiotecnologia. Monoterpeno. Anticancerigeno.



ABSTRACT

Characterized by a hyperproliferative disorder, cancer remains one of the leading causes of
death worldwide. Where, breast cancer proves to be the most common and lethal among the
female population in which even after treatment, many patients have deficiencies in physical
and cognitive functioning, side effects that are often related to formulations administered
during treatment. Showing that current therapies combine treatment with a high degree of
uncertainty. Carvone is a monoterpene naturally found in several essential oils that in recent
studies caused induction of apoptosis, inhibition of migration and arrest of the cell cycle in
tumor cells presenting little or no toxicity in normal cells, however, it is characterized as
volatile, presenting low solubility in water and inadequate biocompatibility in the form of
native oil, therefore needing a transporter to efficiently reach cancer cells. Among the delivery
systems, there are nanoemulsions that are emulsions of submicron size and systems used for
systemic delivery of biologically active agents. Thus, the present study aimed to evaluate the
in vitro anti-cancer potential of R - (-) - free and nanoencapsulated carvone on breast cancer
cell culture. The nanoemulsions were produced in concentrations of 5mg / mL, 12.5 mg / mL,
25 mg / mL, 37.5 mg / mL and 50 mg / mL by the ultrasonic emulsification method and
characterized by of their physical-chemical aspects, determining the particle size,
polydispersity index and zeta potential, in addition to obtaining the calibration curve and the
pH and conductivity values. In vitro cytotoxicity tests were also performed on the fibroblast
(L929) and mammary gland (4T1) lines, measuring cell viability using the MTT reduction test
and we performed the wound healing test observed at Oh, 24h and 72h. The results found
show nanoparticles with average size varying between 133nm and 183nm, not proportional to
the amount of drug used, average zeta potential of -36.4mV and polydispersion index less
than 0.240. Vehicle toxicity was the next control group and showed values above 100%,
inducing possible proliferation. The emulsions analyzed were cytotoxic for the breast cancer
lineage, where the nanosystem shows good activity and potential for potentiation of cytotoxic
effects when compared with a free R-CV. The results shown a fast migration in the control
group, with the permanence of the migration potential with the free drug and alteration in the
adhesion of the matrix cell in cancer cells. Therefore, we achieved satisfactory formulation
with a significant anticancer effect on breast cancer cells in a short period of time, showing
represents a promising formulation to assist the conventional treatments used for this disease.

Keywords: Nanobiotechnology. Monoterpene. Anticancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca complexa, impulsionada por modificagdes no DNA, como
alteraces epigenéticas, mutacOes e rearranjos cromossomicos que resultam na ativacdo de
genes promotores de crescimento, supressdo de genes inibidores de crescimento e/ou
alteracdo em genes de estabilidade ou de manutencdo. Caracteriza-se por um disturbio
hiperproliferativo que envolve modificacdes celulares a nivel morfoldgico, desregulacdo das
vias de morte celular, potencial proliferativo ilimitado, invasdo e metastase (IENGAR, 2018;
PROVENZANO et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer continua sendo a principal
causa de morte no mundo. As projecdes sdo ainda mais preocupantes pois estimam que as
mortes causadas por cancer devem subir para 17 milhdes no ano de 2030 (HUCZYNSKI,
2012; GAO et al., 2014; INCA, 2018).

O céncer de mama é um dos canceres mais comuns e letais entre as mulheres no
mundo, classificado como a segunda causa de mortes relacionadas ao cancer na estatistica
anual, perdendo apenas para o cancer de pulmdo. Cerca de 1,3 milhdes de mulheres o
desenvolvem a cada ano (SARKAR et al., 2016; AGHAPOUR et al., 2018; BAI et al., 2018;
MOO et al., 2018).

Apbds o tratamento, muitos pacientes ainda experimentam de deficiéncias no
funcionamento fisico e cognitivo, além da reincidéncia em poucos anos apresentando alta
mortalidade a longo prazo. Nos ultimos 15 anos, a mortalidade flutuou entre 41,3% e 49,5%,
independentemente da radiacdo pos-mastectomia, mostrando que as terapias atuais combinam
o tratamento com um alto grau de incerteza (BAl et al., 2018; CHANG et al., 2019).

Embora diversas modalidades de tratamento como a imunoterapia, fototerapia e
terapia génica estejam disponiveis, a cirurgia, radiacdo e/ou quimioterapia sdo as opg¢des
terapéuticas mais utilizada no tratamento da maioria dos canceres. Mesmo muitos desses
tratamentos sendo efetivos na remocdo e no ataque as células malignas, essas intervencgdes
afetam tambem células saudaveis, apresentando diversos efeitos colaterais que, muitas vezes,
estdo associados as formulagdes, devido a distribuicdo ndo especifica, alta toxicidade,
concentragdes inadequadas de farmacos nos tumores ou ceélulas cancerigenas e
desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos (DANTAS et al., 2014; GAO et al.,
2014; AGHAPOUR et al., 2018).

Os medicamentos utilizados para o tratamento da maioria dos canceres sdo aqueles

que interferem nas vias de sinalizacéo celular, incluindo sinalizacéo de fatores de
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crescimento, ciclo celular, metastase, angiogénese, apoptose, inflamacdo e resisténcia a
multiplos farmacos. Diversos estudos vém sugerindo e demonstrando que componentes
quimicos presentes em plantas podem mediar ou modular diversos desses alvos terapéuticos
(AGGARWAL et al., 2006; MA & WANG, 2009; KUTTAN et al., 2011).

A quimioprevencao do cancer por moléculas de origem natural, em especial as que
estdo presentes em alimentos vegetais e plantas medicinais, mostra-se promissora. Os
produtos naturais tém sido utilizados em medicamentos ha milhares de anos e vém
desempenhado papel importante como agentes quimioterapicos. Pesquisadores estdo
continuamente em busca de terapias alternativas que possam agir seletivamente em células
tumorais com efeitos colaterais minimos em tecidos normais (RAPHAEL & KUTTAN, 2003;
FORMARIZ et al., 2005; KUTTAN et al., 2011; HUCZYNSKI, 2012; GAO et al., 2014;
AMALRAJ et al., 2017; AGHAPOUR et al., 2018).

Os terpenos sdo metabdlicos secundarios de origem vegetal formados a partir de
unidades de isopreno com cinco carbonos e representam uma classe de produtos naturais
onipresentes em nossa dieta e por isso sdo considerados relativamente nao-toxicos para 0s
seres humanos. Essas moléculas podem atuar como antioxidantes, estimular o sistema
imunoldgico, inibir acbes hormonais e vias metabolicas associadas ao desenvolvimento do
cancer. Varios fitoquimicos podem impossibilitar o desenvolvimento de tumores, enquanto
farmacos livres (ZHENG & KENNEY & LAM, 1992; CRAIG, 1999; AKIHISA,
YASUKAWA & TOKUDA, 2003; PADUCH et al., 2016).

A carvona é um monoterpeno naturalmente encontrado em muitos 0leos essenciais,
sendo mais abundante em 6leos de sementes de Carum carvi e na Mentha spicata. E bastante
explorada pela industria de alimentos e aromas (HAYES, STAVANJA & LAWRENCE,
2006; DE CARVALHO & DA FONSECA, 2006; MORCIA et al., 2016). Em estudos
recentes, a carvona causou inducdo de apoptose, inibicdo da migracdo e parada do ciclo
celular em células tumorais apresentando pouca ou nenhuma toxicidade em células normais
(PATEL & THAKKAR, 2014; MONTERO-VILLEGAS et al.,, 2018). Entretanto, pela
caracteristica de um o6leo essencial, € volatil, apresenta baixa solubilidade em &gua e
biocompatibilidade inadequada na forma de Oleo nativo necessitando, portanto, de um
transportador para atingir eficientemente as células cancerigenas (TUBTIMSRI et al., 2018).

A nanotecnologia tem sido utilizada para desenvolver sistemas de entrega de farmacos
direcionados que podem carrear com seguranga drogas terapéuticas melhorando a vetorizag&o,
absorcdo e cinética de liberagdo, podendo aumentar o tempo de acdo do farmaco e como

consequéncia favorecer o seu efeito clinico, aumentando a estabilidade do farmaco e
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colaborando na diminuicédo dos efeitos colaterais. Além disso, 0s nanossistemas podem ter sua
superficie alterada de modo a direcionar o0 nanocarreador especificamente para células
cancerosas, com mecanismo de acdo baseado nas moléculas expressas na superficie celular do
tumor (SALTAO & VEIGA, 2001; FORMARIZ et al., 2005; GAO et al., 2014; VIEIRA,
2016; GONG & CHEN, 2016; AGHAPOUR et al., 2018).

Dentre os sistemas de entrega, estdo as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas). Um nanocarreador de drogas possui um didmetro
compreendido entre 10nm a 1000nm (SCHAFFAZICK et al., 2003; VAUTHIER &
BOUCHEMAL, 2009; SHAH, BHALODIA & SHELAT, 2010; GONG & CHEN, 2016;
AGHAPOUR et al., 2018).

A industria da nanotecnologia, em 2013, alcancou US$1,6 trilhGes, tendo a
nanobiotecnologia como setor mais expressivo e este devendo ultrapassar a marca de US$125
bilhdes, em 2024, no mercado global, mostrando a tendéncia para a veiculacdo de produtos
em escala nanométrica bem como o impacto econémico dessa tecnologia (DE MENEZES
ALENCAR, BOCHNER & DIAS, 2014; RESEARCH & MARKETS, 2018).

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo do potencial anticancerigeno in

vitro de R-(-)-Carvona livre e nanoencapsulada sobre cultura de células de cancer de mama.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer caracteriza-se por um grande problema de saude publica mundial. E a
denominacdo dada a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento
celular desordenado além da presenca das caracteristicas mostradas na Figura 1 (DANTAS et
al., 2014; REDDY, ODHAV & BHOOLA, 2003; INCA, 2019).

Figura 1 — Caracteristicas em comum de células cancerosas.

AUTO-SUFICIENCIA INSENSIBILIDADE A
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CRESCIMENTO ANTICRESCIMENTO
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MEDIADORES

.L ’ INFLAMATORIOS

INDUCAO DE INVASAO DE LOCAIS
ANGIOGENSE SECUNDARIOS E
METATASE

INSTABILIDAD
GENOMICA

Fonte: HANAHAN (2019, com adaptacoes).

Atribui-se carcinoma, quando é iniciado em tecidos epiteliais, ou sarcoma, caso sua
origem seja em tecidos conjuntivos. O processo de transformacéo de uma célula saudavel em
uma célula cancerigena é chamado de carcinogénese e, geralmente, ocorre lentamente, onde
uma célula cancerosa pode levar anos para tornar-se um tumor perceptivel (INCA, 2019).

As origens das malignizacfes celulares sdo mudltiplas, podendo ser provocada pela
predisposicdo genética, dieta e fatores ambientais. A sua causa esta relacionada & manutencéo
dos sinais de proliferacdo, desregulando assim o processo homeostatico, garantidos em células
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normais (REDDY, ODHAV & BHOOLA, 2003; HANAHAN & WEINBERG, 2011,
WANG, et al., 2012).

2.1.1 Cancer de mama

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais prevalente entre a populacdo feminina
americana, 70% das mortes ocorrem em mulheres de paises de média e baixa renda, tendo a
incidéncia de 115.000 casos por ano na América Latina. No Brasil ha cerca de 50.000 novos
casos por ano, onde é doenca mais comum depois do cancer de pele ndo melanoma,
apresentando o percentual de 29%. Na populacdo masculina representa 1% dos casos totais da
doenca (LEE et al., 2012; BLUMEN, FITCH & POLKUS, 2016; BRAY et al., 2018; INCA,
2019).

Na Figura 2, podemos observar os canceres que se espera diagnosticar em homens e
mulheres para o ano de 2019. Prdstata, pulmdo e cancer colorretal representando 42% de
todos os casos esperados em homens. Os trés tipos mais comuns, para as mulheres, sdo cancer
de mama, pulméo e colo e reto, representando 50% de todos os novos diagnosticos, onde,
sozinho, o cancer de mama é responsavel por 30% (SIEGEL, MILLER & JEMAL, 2019).

Figura 2 — Incidéncia dos dez principais tipos de cancer estimados por sexo nos Estados Unidos, 2019.

Homens Mulheres

Prostata 174,650 20% Mama 268,600 30%

Pulmao e brénquios 116,440 13% Pulm&o e brénquios 111,710 13%
Célon e reto 78,500 9% Codlon e reto 67,100 8%

Bexiga urinaria 61,700 7% Utero 61,880 %
Melanoma 57,220 7% Melanoma 39,260 4%

Pélvis renal e renal 44,120 5% Tirdide 37,810 4%
Linfoma nao Hodgkin 41,090 5% Linfoma nao Hodgkin 33,110 4%
Cavidade oral e faringe 38,140 4% Pélvis renal e renal 29,700 3%
Leucemia 35,920 4% Pancreas 26,830 3%

Pancreas 29,940 3% Leucemia 25,860 3%

Total 870,970 100% Total 891,480 100%

Fonte: SIEGEL, MILLER & JEMAL (2019, com adaptagdes).

Este tipo de cancer pode se apresentar por massa axilar palpavel, assimetria mamaria,
eritema cutdneo, inversdo mamilar e secre¢cdo mamilar. Mais de 50% dos casos sdo
diagnosticados por mamografia e apenas um terco por massa mamaria palpdvel. Na

histologia, o tipo mais comum é o carcinoma ductal invasivo representando 62,5% dos casos,
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em média, seguido por carcinoma lobular invasivo. O tipo luminal é o tipo molecular mais
comum no Brasil (DILLON et al., 2014; MORROW et al., 2014; CAUGHRAN et al., 2018;
SIMON et al., 2019).

A idade média para o diagndstico em mulheres é de 54 anos, para os tipos mais
comuns, apresentando uma taxa de sobrevida de aproximadamente 5 anos, para 0S casos
detectados em estagio | (SIMON et al., 2019).

No Brasil, normalmente, h4 uma detec¢do tardia da doenca, que reforcam as questdes
sobre 0 modelo de financiamento da oncologia no pais, dificultando o acesso a novas
tecnologias e até mesmo aos medicamentos demandando uma melhora necessaria no suporte a
esta doenca (DUVA et al, 2019; MEDEIROS, THULER & BERGMANN, 2019).

2.1.1.1 Terapias convencionais do tratamento de cancer de mama

H& muitos avancos para o tratamento desta patologia, porém a eficacia do tratamento
esta diretamente relacionada a fase a qual o paciente se encontra. Para o cancer de mama o
tratamento pode ser dividido em tratamento local e sistémico. Nos estagios iniciais,
recomenda-se a retirada apenas do tumor ou mastectomia parcial ou total com posterior
tratamento complementar, podendo ser a radioterapia. No estagio Ill, para tumores maiores
que 5cm, mas ainda localizados, a quimioterapia € normalmente empregada com posterior
cirurgia. No quarto estagio, ja em fase metastatica € fundamental buscar o equilibrio entre o
controle da doenca e a possibilidade da melhoria da qualidade de vida, uma vez que este
estagio é responsavel por quase 41.000 mortes por ano e em sua maioria grande parte dos
canceres encontrados neste estagio ndo apresentam possibilidade cirargica (MARIOTTO et
al., 2017; MARTIN et al., 2017; INCA, 2019).

A recorréncia do cancer nestes pacientes € um problema angustiante, ao
experimentarem preocupacOes persistentes sobre o tratamento e a sobrevida. A maioria dos
sobreviventes sofrem com os efeitos latentes ou a longo prazo referentes a forma de
tratamento empregada. Os mais comuns séo linfedema, fadiga, neuropatia, cardiotoxicidade,
disfuncéo cognitiva e infertilidade, além de problemas de satde mental. Isto dar-se devido aos
quimioterapicos, que em sua maioria, agem tanto em células normais quanto tumorais
causando uma toxicidade sistémica e diversos efeitos adversos (BRANNON-PEPPAS e
BLANCHETTE, 2004; GEGECHKORI, HAINES & LIN, 2017; LOGAN et al.,, 2019;
STANKOVA et al., 2019; TAUBER et al., 2019).
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Podemos encontrar diversas terapias alternativas para o tratamento do cancer que
surgiram nos ultimos anos, a imunoterapia e a terapia génica mostram-se promissoras, porém
a complexidade torna-se um fator limitante para sua aplicacdo. Ha ainda a fototerapia, como
tratamento alternativo, porém atualmente aplicada apenas para pacientes com cancer de
pulméo (FERREIRA et al., 2018; ABBOTT & USTOYEV, 2019; KINOSHITA et al., 2019;
MIRZA & KARIM, 2019).

Convencionalmente, as modalidades terapéuticas empregadas para o cancer de mama,
séo ineficazes para os estagios mais avancados da doenca. Além disso, os efeitos indesejaveis
sdo principalmente causados pela formulagdo e farmacocinética das drogas, dependendo de
uma liberacdo controlada e alvo especifica para uma abordagem mais segura e eficiente
(FENG, 2004; PENG et al, 2008; DHANKHAR et al, 2010).

2.2 Oleos essenciais

O Brasil, considerado como um dos 17 paises megadiversos do planeta, possui 25% da
flora mundial. E esta riqueza é uma fonte de substancias bioativas, podendo demonstrar uma
acdo terapéutica contra doencas, através da extracdo de Oleos essenciais obtidos da flora
nativa. Junto com esta diversidade o pais apresenta amplo conhecimento acumulado pela
populacdo que faz uso dos recursos locais para tratamentos caseiros (MONTANARI &
BOLZANI, 2001; CASTILHO, MURATA & PARDI, 2007; BARREIRO & BOLZANI,
2009; MAIA & ANDRADE, 2009; SCARANO, GUIMARAES & DA SILVA 2012).

A utilizacdo dos produtos naturais tem sido amplamente empregada e se mostrado
capaz de controlar processo moleculares, podendo atuar na inibicao da proliferacdo e nas vias
de sinalizacdo celular (NEERGHEEN, et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas estdo relacionados a fatores
ambientais oriundos de processos ecoldgicos, como defesa, interacbes com membros de
mesma ou outras espécies do mesmo reino e até atragdo de polinizadores (KAUR, KAPOOR
& KAUR, 2011; BODAS, et al., 2012).

Os oleos essenciais sdo explorados a mais de 3.000 anos pela humanidade.
Caracterizam-se por liquidos volateis possuindo aroma forte e caracteristico, normalmente
agradavel. Sdo amplamente utilizados na perfumaria e cosméticos, mostrando bastante
significativa a sua atuacdo também na industria alimenticia. Em geral sua composi¢do é um
equilibrio entre diversos compostos 0s quais, em sua maioria, Sa0 monoterpenos,

sesquiterpenos e derivados oxigenados, sendo o primeiro responsavel por 90% da constituicdo
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quimica de um oleo essencial (KNOBLOCK et al., 2003; KUMAR, et al., 2008; BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014; RAVINDRA & KULKARNI, 2015; WORSFOLD et al, 2019).

Na industria farmacéutica brasileira, podemos encontrar alguns 6leos essenciais
empregados como medicamentos, o Acheflan®, anti-inflamatorio, oriundo da Cordia
verbenacea, além do 6leo do cravo (Syzygium aromaticum), amplamente utilizado nos
tratamentos odontoldgicos como antisséptico (VICTORIA et al., 2012). Diversas atividades
farmacoldgicas tém sido descritas como: antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria e
anticancerigena (VANDEBROEK et al., 2004; WATTANAPITAYAKUL et al., 2005;
KOCH, et al., 2008; SALAZAR et al., 2011; BOSTANCIOGLU et al., 2012; DIAO et al.,
2014; DO ROSARIO MARTINS et al., 2014).

2.2.1 Terpenos

Sdo constituintes majoritarios dos 6leos essenciais. Podem ser quimicamente definidos
como alcenos naturais, por apresentar uma ligagdo dupla carbono-carbono sendo um
hidrocarboneto insaturado. S&o constituidas por unidades basicas de isoprenos e normalmente
contém de 10 a 30 4tomos de carbono. Estes podem apresentar diferentes fungdes quimicas,
quando contém um oxigénio, tais como: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou
epoxidos terpénicos. Estes compostos também podem ser produzidos por animais e micro-
organismos, além das plantas (VIEGAS JUNIOR, 2003; PADUCH et al., 2007; CORREIA et
al., 2008; MCMURRY, 2011; DVORA & KOFFAS, 2013; LUTFI & ROQUE, 2014; DE
MARTINO et al., 2015).

2.2.1.1 Carvona

E uma cetona terpendide liquida e oleosa encontrada em diversos 6leos essenciais. E 0
monoterpeno mais abundante em 6leos de sementes de Carum carvi e na Mentha spicata. E
bastante explorada pela industria de alimentos e aromas, devido a sua acentuada volatilidade
conferindo importancia para os produtos naturais (KNOBLOCK et al., 2003; HAYES,
STAVANJA & LAWRENCE, 2006; DE CARVALHO & DA FONSECA, 2006; FARKAS &
MOHACSI-FARKAS, 2014; MORCIA et al., 2016). Em estudos recentes, a carvona causou
inducdo de apoptose, inibicdo da migracdo e parada do ciclo celular em células tumorais
apresentando pouca ou nenhuma toxicidade em células normais (PATEL & THAKKAR,
2014; MONTERO-VILLEGAS et al., 2018). Entretanto, pela caracteristica de um oéleo
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essencial, é volatil, apresenta baixa solubilidade em agua e biocompatibilidade inadequada na
forma de 6leo nativo necessitando, portanto, de um transportador para atingir eficientemente
as células cancerigenas (TUBTIMSRI et al., 2018).

Figura 3 — Estrutura quimica da R- e S- Carvona

() (S)

Adicionalmente, apesar da quiralidade desta molécula influénciar em diferentes
desencadeamentos de respostas nos sistemas biologicos, evidéncias, principalmente
anticancer de mama por meio de veiculacdo nanoestruturada, ndo existem até o presente
momento. Teve-se como opcao de escolha para o desenvolvimento do trabalho a R-Carvona
ja avaliada em estudos anteriores onde mostra-se ndo toxicas em linhagens normais
(GONGALVES, 2008).

2.3 Nanoemulsbes como sistema de entrega de drogas

A nanobiotecnologia tem sido utilizada para desenvolver sistemas de entrega de
farmacos direcionados que podem carrear com seguranga drogas terapéuticas melhorando a
vetorizacdo, absorgdo e cinética de liberagdo, podendo aumentar o tempo de acdo do farmaco
e como consequéncia favorecer o seu efeito clinico, aumentando a estabilidade do farmaco e
colaborando na diminuicéo dos efeitos colaterais. Além disso, as nanoparticulas podem ter
sua superficie alterada, como mostrado na Figura 4, de modo a direcionar o nanocarreador
especificamente para células cancerosas, com mecanismo de acdo baseado nas moléculas
expressas na superficie celular do tumor (SALTAO & VEIGA, 2001; FORMARIZ et al.,
2005; GAO et al., 2014; VIEIRA, 2016; GONG & CHEN, 2016; AGHAPOUR et al., 2018;
MIRZA & KARIM, 2019).
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Dentre os sistemas de entrega, estdo as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas). Um nanocarreador de drogas possui um didmetro
compreendido entre 10nm a 1000nm. As nanoemulsdes sdo emulsbes de tamanho
submicrénico e sdo os sistemas nanoparticulados mais utilizados devido sua simplicidade
metodoldgica e baixo custo visando a entrega sistémica de agentes biologicamente ativos
(SCHAFFAZICK et al., 2003; VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2009; SHAH, BHALODIA &
SHELAT, 2010; GONG & CHEN, 2016; AGHAPOUR et al., 2018).

Figura 4 — Representacdo de modificacdo superficial de nanoparticulas (a) e conjugacédo de ligantes especificos

para cancer (b).
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Fonte: PAVITRA et al. (2019, com adaptacdes)

2.3.1 Nanoemulsdes

Consistem em sistemas heterogéneos, isotrépico, termodinamicamente estavel no qual
dois liquidos imisciveis (agua e 6leo) sdo misturados para formar uma fase Unica estabilizada
por meio de surfactantes, como mostra a Figura 5. Possuem particulas de tamanho variavel
de 20-200 nm. As nanoemulsdes (NES) mostram-se como uma grande promessa para o futuro
de cosmeéticos, diagndsticos, terapias medicamentosas e biotecnologias. Sdo consideradas
como sistemas de administracdo de drogas que se concentram na regulacdo da dindmica in

vivo (absorcdo, distribuicdo, biodisponibilidade, metabolismo) prevendo a melhora na
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seguranca da entrega de farmacos e eficacia. Atualmente o uso de NEs em medicamentos
comerciais € limitado, porém avancos vém sendo notados neste campo, principalmente como
nanocarreadores objetivando a entrega de farmacos com baixa solubilidade em &gua (SHAH,
BHALODIA & SHELAT, 2010; HORMANN & ZIMMER, 2016).

Figura 5 — Representacdo de uma nanoemulsdo 6leo/agua.
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Fonte: HARWANSH, DESHMUKH & RAHMAN (2019, com adaptacGes)

Superando a baixa solubilidade em &gua, ZHAO (2008), demonstrou a capacidade de
nanoestruturacdo da Queliensisina A, um bioativo natural direcionado para o tratamento
anticancer, aplicando a metodologia onde foi utilizado triglicerideos de cadeia média, os quais
foram dissolvidos o ativo, além de dleo de soja e vitamina E. Quando testada a formulacéo
apresentou uma IC50 no minimo trés vezes mais potente quando comparada com o farmaco
livre.

Estudos demonstram, também, uma formulacédo alternativa de Docetaxel possuindo a
mesma eficiéncia anticancerigena com menor toxicidade que a formulacdo padrdo, onde
utiliza-se etanol e Tween 80. As nanoemulsdes utilizadas em teste in vivo em ratos a fim de
investigar o acumulo do corante no cérebro, mostrou que devido a flexibilidade das goticulas
de Oleo, quando comparado com outros nanotransportadores, conseguiram mais
eficientemente superar a barreira sanguinea cerebral. Ainda, visando a necessidade frequente
de colesterol para construcdo de membranas celulares, devido a velocidade de crescimento de

células tumorais, demonstrou-se uma absorcéo suficiente de 1,12-dicarba-closo-
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dodecaborano-1-carboxilato de colesteril para a terapia do cancer com o minimo de absorcéo
em células de glioma de rato (L1 et al., 2011; WEN et al., 2011; SHAWER et al., 2002).

O que mostra a versatilidade de seu uso, maleabilidade e compatibilidade, podendo ser
facilmente direcionada para o tratamento de diversos tipos de cancer, como o cancer de
mama.

Figura 6 — Caracteristicas especificas das nanoemulsGes como sistema de administracdo de drogas.

=

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

2.4 Citotoxicidade

Muiltiplos ensaios que envolvem a biologia celular e entre outros aspectos a avaliagcdo
da viabilidade celular devem ser essenciais. Ensaio de citotoxicidade in vitro vém crescendo
ao longo dos anos como procedimento de triagem para avaliar agentes terapéuticos, incluindo
drogas anticancer, reduzindo a experimentagdo em animais e possibilitando uma avaliacdo
ampla em um curto tempo (CINGI, et al.,, 1991; DE SOUZA, 2019; ELISABETSKY &
SHANLEY, 1994; GLOECKNER, JONULEIT & LEMKE, 2001; SUGGITT & BIBBY,
2005).

O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos, possui um programa de triagem
capaz de testar 10.000 novas substancias por ano. Os testes s@o realizados em duas etapas,
onde na primeira ¢ realizado um “screening” que testa a substancia em 60 linhagens celulares
distintas em uma Unica concentracdo. Na segunda etapa seleciona as drogas com 1C50

significativos e é realizado uma avaliagdo com cinco concentracdes diferentes do mesmo
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composto. Através deste instituto surgiram algumas importantes drogas com efeito
anticancerigeno que sdo atualmente utilizadas na terapia contra esta doenca, tais como:
paclitaxel (Taxus brevifolia Nutt.), camptotecina (Camptotheca acuminata Decne) e
podofilotoxina/etoposideo (semi-sintético obtido da Podophyllum peltatum L.) (DE SOUZA,
2019; YOUNES, VARELLA & SUFFREDINI, 2007).

Vale atentar-se para o fato de que nem sempre os efeitos toxicos causam morte celular
imediata, as células podem sofrer alteracbes metabdlicas e/ou modificacdes no ciclo celular
sem gue seja percebido reducéo da viabilidade independente de tempo (FRESHNEY,2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo do potencial anticancerigeno in vitro da R-(-)-Carvona enquanto farmaco

livre e nanoencapsulado sobre cultura de células de cancer de mama

3.1.1 Objetivos especificos

e Produzir nanoemulsdes contendo 5 mg/mL; 12,5 mg/mL; 25 mg/mL; 37,5
mg/mL e 50 mg/mL de R-CV;

e Caracterizar o sistema nanotecnoldgico quanto a: tamanho de particula;
potencial Zeta e eficiéncia de encapsulacéo;

e Verificar a toxicidade do veiculo;

e Avaliar o potencial citotoxico da R-CV livre e nanoencapsulada nas linhagens
L929 e 4T1;

e Determinar o valor da 1C50;

e Verificar a migragéo celular sob influéncia da R-CV livre e nanoencapsulada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenvolvimento das nanoemulsdes contendo R-CV

A preparacdo das nanoemulses foi realizada pelo o método de alta energia, utilizando
a emulsificagdo ultrassonica. A fase oleosa foi constituida por diferentes concentracfes de R-
(-)-Carvona (Sigma-Aldrich, USA) e miglyol 812 totalizando 5% (0,5g) da formulagéo, 0,129
de Span80 e 0,12g de Tween80 e a fase aquosa foi constituida por 9,3g de agua ultrapura. As
emulsdes foram realizadas no Sonicador (Ultrassonico Ultronique ; Mod : QR500) em 4
ciclos de 1 minuto, intercalados por 1 minuto no banho de ultrassom (Eco-Sonics). As
formulacbes foram obtidas nas concentragbes de 5 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 37,5
mg/mL e 50 mg/mL, além da branca onde ndo continha o farmaco, no Laboratdrio de Sintese

e Vetorizacao de Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica das goticulas

4.2.1 Determinacdo do tamanho de goticulas, potencial zeta e indice de polidisperséo

A determinacdo do tamanho das goticulas, distribuicdo e indice de polidispersdo foram
obtidas no equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern), do Laboratério de Sistemas Dispersos
(LASID) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal-RN, utilizando a técnica de
espalhamento de luz dindmica. As emulsdes foram diluidas em &gua deionizada (1:1000 v/v).
A andlise foi realizada em triplicata possuindo o angulo de dispersdo de 90° a 25°C. Os
resultados foram apresentados como média + desvio padréo.

O potencial zeta foi avaliado visando responder a probabilidade de aglutinacdo a partir
da mobilidade eletroforética sob um campo elétrico. As amostras foram diluidas com KCL
0,1mM e adicionadas em células eletroforética onde um potencial de + 150mV foi aplicado.

Todas as medicdes foram apresentadas como meédia + desvio padréo de leituras em triplicata.
4.2.2 Determinagéo da condutividade das nanoemulsdes contendo R-CV
Foi determinada a temperatura ambiente (25+3°C) utilizando-se condutivimetro

(Gehaka, CG1800) inserindo o eletrodo diretamente nas amostras. O teste foi realizado em

triplicata.
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4.2.3 Determinacédo do pH das nanoemulsdes contendo R-CV

Foi determinada a temperatura ambiente (25+3°C) utilizando-se o phmetro (QUIMIS,

Q400AS) inserindo o eletrodo diretamente nas amostras. O teste foi realizado em triplicata.

4.3 Obtencéo da curva de calibracdo

Uma solugéo estoque contendo 220 pg/mL de R-CV em metanol foi preparada e a
partir desta, diferentes dilui¢cbes foram realizadas, nas concentracdes de 1 pg/mL; 2 pg/mL; 5
pg/mL; 10 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL e 100 pg/mL, em triplicata. As amostras foram
analisadas em espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific ; Mod : Genesys) (LSVM-
UEPB), no comprimento de onda 254 nm (valor obtido por varredura). A equacdo da curva e

o valor do r2 foram obtidos utilizando o software Microsoft Excel 2016®.

4.4 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo das nanoemulsdes de R-CV

A quantidade de R-CV incorporada nas nanoemulsdes foi determinada utilizando-se a
equacdo da reta da curva de calibracdo, ap6s a leituras das diferentes formulacdes em
espectrofotdbmetro  UV-VIS (Thermo Scientific; Mod.: Genesys) (LSVM-UEPB), no

comprimento de onda 254 nm, diluidas em metanol.

4.5 Modelos biologicos experimentais in vitro

4.5.1 Cultivo celular

Foram utilizadas as linhagens L929, fibroblasto normal da espécie Mus musculus, do
Banco de Células do Rio de Janeiro (codigo: 0188) e a linhagem 4T1, glandula mamaria da
espécie Mus musculus, esta linhagem é um modelo animal para o cancer de mama humano em
estagio IV e foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (cddigo: 0022). Utilizou-se
Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - HiMedia™) com adigdo de 1,5g de
bicarbonato de sédio (Synth), 4,5g de glicose d-anidra (Neon), 0,5846g de I-glutamina
(Synth), 0,11004g de piruvato para a linhagem de fibroblasto e o Meio Essencial Minimo
(MEM - HiMedia™) com adi¢ao de 2,2g de bicarbonato de sodio (Synth) para a linhagem de
mama. Os meios foram suplementados com soro bovino fetal (10%, SBF - Cripton) e
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acrescido 1% de antibioticos (Penicilina-Estreptomicina — LAC. Ref. BR30110-01) o cultivo
realizado em frascos estéreis (25cm? - KASVI) mantendo em estufa de células a uma
atmosfera imida com 5% de CO. e 37°C. O crescimento celular foi monitorado, diariamente,
em microscopio optico invertido (TAIMIN, XS201, BR). A troca do meio de cultura foi
efetuada a cada dois dias realizando subculturas ou armazenamento apds atingirem 90% de
confluéncia. Cultivo realizado no Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular (LBCM) da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

Todos os procedimentos para o cultivo celular foram executados em capela de fluxo
laminar (PACHANE, BR) seguindo os protocolos para assegurar a auséncia de contaminagao
para as culturas e materiais. Antes da execucdo dos experimentos, as células foram contadas
utilizando um hemocitémetro corando-as com o reagente Azul de Tripan (1% em PBS) o qual
penetra nas células cuja membrana encontra-se danificada corando de azul as células
invidveis. Os experimentos foram realizados quando as células, em anélise, atingiram uma

viabilidade superior a 95%.

Figura 7 — Microfotografia da linhagem L929, em microscépio Optico invertido com distancia focal de 35mm.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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Figura 8 — Microfotografia da linhagem 4T1, em microscépio éptico invertido com distancia focal de 35mm.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

4.5.2 Viabilidade celular

4.5.2.1 Redugéo do MTT

O MTT (brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium) é um ensaio
colorimétrico utilizado para mensurar de forma indireta a citotoxicidade, a proliferacdo ou
viabilidade celular. O MTT permite avaliar a capacidade metabodlica das células que conferem
a conversdo do sal de tetrazolio, amarelo e soltvel em agua, em cristais de formazan, parpuras
e insollveis em &gua, cuja quantidade € mensurada por absorbancia em leitor de microplacas
(BIOTEK; EI800), no comprimento de onda de 570 nm, mensurando assim a viabilidade
celular. Esta reacdo de reducdo € intermediada pelo produto das desidrogenasses
mitocondriais (NADH e NADPH) e por algumas enzimas lisossomais. O valor da absorbancia
do formazan guarda proporgdo com o numero de células viaveis. Algumas adapta¢fes foram

realizadas devido a natureza volatil dos compostos testados enquanto farmacos livres.
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Metodologia de experimentacdo

Utilizou-se uma adaptacdo do método de Monsmann (1983), em que, uma
concentragéo de 3 x10°, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, utilizando-se o
meio de cultura conforme a especificidade de cada célula. As substancias livres e
nanoencapsuladas foram adicionadas em concentrac@es de 0,625mM, 1,25mM, 2,5mM, 5mM
e 10mM. Utilizamos 200l de celula em meio por poco. Ainda, foram testados em placa o
controle negativo, sendo apenas o veiculo, o controle positivo, 5-fluororacil e o branco, sendo
composto apenas pelo solvente. Apds a adigdo do tratamento, as células foram incubadas em
estufa a 5% de CO2 a 37°C por 24h ou 72h. Posteriormente retirou-se 110pl do sobrenadante
com adicdo subsequente de 10upl de MTT. Apos decorrido 3 horas e meia, foi adicionado
100p! de SDS para solubilizar os cristais formados, onde manteve-se sob agitagcdo overnight.
Os dados foram normalizados em relacdo ao grupo nao tratado (controle — apenas 0 meio) e
os valores foram expressos em porcentagem da absorbancia, apos subtracdo do valor referente
ao branco.

Os dados foram comparados por anélise de variancia de uma via (ANOVA) seguido
do pds-teste de bonferrone no software GraphPad Prism 5, sendo considerado significativo

guando houvesse diferenca inferior a p<0,05.

4.5.3 Ensaio de cicatrizacéo de feridas

Este ensaio é utilizado para estudar a migracao direcional de células in vitro. Por este
método podemos observar a migracdo celular durante o processo de cicatrizacdo de feridas in
vivo. Apés o cultivo celular em placas de 6 pocos (KASVI) e com o estabelecimento de 100%
de confluéncia foi realizado duas ranhuras verticais paralelas na monocamada celular
(LECOMTE et al., 2011; FUJISAWA et al., 2012; POULIOT et al., 2013). As imagens foram
obtidas pelo microscopio invertido (ZEISS; HAL100), nos tempos de 00h, 24h e 72h durante
0 processo de migragdo celular. As imagens foram comparadas a fim de quantificar a taxa de

migracéo celular sendo observado também a interagdo célula-matriz e célula-célula.

Metodologia de experimentacdo

As células foram plaqueadas em uma concentragio de 10° por pogo em placas de 6
pogos utilizando-se 0 meio de cultura conforme a especificidade de cada célula, aguardando o
tempo de aderéncia apds tripsinizacdo (24h). Antes da adigdo do tratamento foram realizadas

as ranhuras verticais, com a ponta de uma ponteira de 10uL, rompendo a monocamada celular
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permitindo a visualizagdo macroscépica de uma ranhura, logo apos retirou-se todo 0 meio e 0
poco foi lavado com tampéo fosfato-salino (PBS). As substancias livres ou nanoencapsuladas,
solubilizadas em meio correspondente foram suplementadas com 1% de SBF para suprir as
necessidades de suplementacdo sem que houvesse proliferacdo celular, foram adicionadas, em
volume final de 2mL, em 2 concentragcdes sendo 0,625mM e 1,25mM, concentracfes abaixo
do IC50, para que pudesse ser observado migracdo e ndo morte celular. Utilizou-se a auséncia
de tratamento como controle padrdo, onde as células foram mantidas nas condigdes de cultivo.
Ap0s a adicdo do tratamento, as células foram incubadas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. A
taxa de migracdo celular foi aferida por fotografias obtidas pelo microscépio invertido. Os

dados foram quantificados no programa analisador de imagens ImageJ®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5. 1 Nanoemulsdes contendo R-(-)-Carvona

As nanoemulsdes foram produzidas com sucesso de acordo com a metodologia
descrita, onde foram obtidos 10mL da formulacédo final que continha um aspecto leitoso e de

cor branca em todas as formulacdes.

Figura 9 — Nanoemul¢des contendo 5 mg/mL; 12,5 mg/mL; 25 mg/mL; 37,5 mg/mL e 50 mg/mL de R-Carvona.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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Na figura 9 podemos observar uma caracteristica classica de sistema
nanoparticulados, estes sistemas apresentam uma colocacdo branca e/ou transparente,
homogénea a olho ni (SHAH, BHALODIA & SHELAT, 2010).

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica das goticulas

5.2.1 Tamanho de goticula, potencial zeta e indice de polidispersao

O tamanho dos sistemas nanoparticulados tornam-se importantes de acordo com o
direcionamento selecionado para a sua aplicacdo, 0s menores vasos do corpo humano
possuem um tamanho variando entre 5 e 10um, a utilizacdo de um sistema de vetorizacéo
intravenoso deve-se levar em consideracdo esta caracteristica, uma vez que este vetor ira
interagir ndo s6 com o alvo especifico, mas também com outras moléculas, principalmente do

sistema imune.
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Tabela 1 - Caracterizac¢do do sistema nanoparticulado + desvio padréo

,Quantidade de Tamanho (d.nm) Potencial Zeta ir]dice de~
farmaco (mg/mL) (mV) Polidispersédo
Sembioativo 431 4 068 294071 0,178
(Veiculo)

5 149 +102,8 -32,6 £5,75 0,209

12,5 183,8 + 80,68 -35,2 + 3,87 0,164

25 133,5 + 45,47 -35,8 £ 7,05 0,074

37,5 182,4 + 120 -43,2+ 7,51 0,237

50 134,2 £ 67,65 -42,6 + 8,54 0,183

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

A produgdo de nanossistemas com tamanhos abaixo de 200nm fez-se possivel devido a
técnica empregada, onde as moléculas de 6leo se dispersaram mais formando nanoemulsdes
de aglomerados lipofilicos menores. Podemos observar também que ndo ha uma relacdo entre
a quantidade do 6leo encapsulado com o tamanho de particula, diretamente.

O potencial zeta refere-se ao potencial de superficie presente nas goticulas de
nanoemulsdes, sendo medido pela diferenca com o potencial presente no meio, podendo ser
utilizado agua ou uma solucdo de KCL para o estabelecimento de seu valor. Este potencial
pode ser influenciado por mudancas na interface com o meio dispersante variando assim de
acordo com a forma administracdo (SCHAFFAZICK et al. 2003).

Estes resultados demonstram-se bastante importantes devido ao alto valor do potencial
zeta, indicando que as goticulas dos nanossistemas possuem uma forte repulsdo, dessa forma
apresentando pouca tendéncia a aglutinacdo, caracteristica bastante comum em nanoemulsdes.
Onde observamos que as forcas de repulsdo sdo suficientes para manter a estabilidade das
emulsdes impedindo sua coalescéncia (ROLAND et al., 2003).

A presenca dos valores negativos neste potencial pode ser devido a presenca do
tensoativo ndo ibnico utilizado, resultantes da adsorcdo de ions hidroxilas na interface
6leo/agua oriundos das ligagbes de hidrogénio da agua interagindo com os agrupamentos
quimicos presentes no Tween80 (LIU et al., 2006).

Na Tabela 1 podemos observar caracteristicas de tamanho, potencial zeta e o indice de
polidispersdo das suspensdes coloidais preparadas na presenga ou auséncia do bioativo com
quantidades distintas. O didmetro médio das nanoemuls6es variou entre 133nm a 183nm, nédo
relacionando-se com a quantidade de composto utilizado. Observando o indice de

polidispersdo, que nos informa sobre a homogeneidade na distribui¢do dos tamanhos, foi
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inferior a 0,3 para todas as concentragdes testadas, indicando a formacéo de sistemas
monodispersos (NEMEN & LEMOS-SENNA, 2011).

5.2.2 pH e Condutividade

A obtencdo dos valores de pH sdo fundamentais para o acompanhamento da
estabilidade dos sistemas nanoparticulados, uma vez que as alteragOes criticas neste parametro
podem indicar a presenca de reagdes quimicas, que por sua vez, iriam interferir e afetar a
qualidade do produto final. Da mesma forma a condutividade elétrica mostra-se importante,
fornecendo informacdes sobre a passagem de corrente elétrica, presente no sistema, sendo
assim considerando, também, um indicativo para a avaliagdo da estabilidade dos
nanossistemas (ANVISA, 2004; MASMOUDI et al.,2005; BERNARDI et al., 2011).

Tabela 2 — Valores de condutividade para as formulagdes contendo R-Carvona + erro padrdo

Quantidade
de farmaco 5 12,5 25 37,5 50
(mg/mL)
uS/cm 0,78 + 0,003 0,74 £ 0,003 0,70 + 0,005 0,76 + 0,003 0,84 + 0,000

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Tabela 3 — Valores de pH para as formulac¢Ges contendo R-Carvona * erro padrao

Quantidade
de farmaco 5 12,5 25 37,5 50
(mg/mL)
pH 5,54 £ 0,003 5,04 £ 0,002 4,94 + 0,003 5,07 £ 0,012 5,43 £ 0,005

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Informamos aqui estes valores referentes as leituras no primeiro dia de formulacéo.
Com homogeneidade nos resultados. Onde, posteriormente pode ser passivel de comparagéo,
tanto com emuls@es futuras quanto com valores referidos em literatura, a fim de produzir
informacdes para uma melhor caracterizacdo de nanoemulsfes, uma vez que € provavel a
ocorréncia de hidrélise nos componentes presentes, principalmente, devido a natureza de 6leo
essencial, como demonstrado em estudos anteriores (MORAIS, 2006; SANTOS, 2006).
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5.3 Curva de calibragéo

Foi realizada a curva de calibracdo objetivando a obtencdo da equacdo do grafico,
onde, por meio deste, seria determinado os valores referentes a eficiéncia de encapsulagéo,
buscando otimizar a metodologia de formulacdo e a concentracdo ideal para obter melhor
encapsulamento. Os resultados mostraram uma eficiéncia superior a 93% para todas as
concentragdes testadas, comprovando a alta encapsulagdo do composto pelo sistema

nanoparticulado no método empregado.

Figura 10 — Curva de calibracdo da R-Carvona, onde o eixo X representa a concentragdo das
diluicdes e o eixo y o valor de absorbancia, + desvio padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Na industria, é observada uma dificuldade associada a inclusdo de principios ativos
lipofilicos em matrizes alimentares, sendo um dos principais problemas enfrentados pelos
fabricantes relativos ao desenvolvimento de alimentos. A veiculagdo de algumas moléculas
testadas, em literatura, com esta finalidade mostrou-se promissora. Utiliza-se a eficiéncia de
encapsulagdo como um padrdo de qualidade para estes nanossistemas (FARHANG, 2007,
WEISS et al., 2008; TRIPLETT & RATHAMN, 2009).
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5.4 Modelos bioldgicos experimentais in vitro

5.4.1 Avaliacao do efeito citotoxico da R-Carvona livre

A caracteristica ja conhecida de volatilidade dos monoterpenos dificultou a execucgéo
das experimentacdes in vitro. Além de caracteristicas intrinsecas, como a baixa solubilidade
em agua e biocompatibilidade inadequada enquanto 6leo (TUBTIMSRI et al., 2018).
Podemos observar na figura abaixo o padrdo de volatilidade dependendo da concentracdo a
qual foi administrada como tratamento em cada pogo, “contaminando” assim 0s pocos
adjacentes de modo a formar um padrdo diagonal inviabilizando as células dos pogos
vizinhos. Tornando inviavel a realizacdo de um experimento em triplicata para mais de uma

concentracdo em mesma placa.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

A fim de minimizar este efeito, utilizamos um filme selante de placas para manter os
pocos selados durante o desenvolvimento dos experimentos, uma modificacdo no modelo
padrdo proposto por Mosmann, 1983. Objetivando avaliar a influéncia do filme selante, foi
avaliado a viabilidade das células na presenca e auséncia do selador de placas para observar se
haveria reducgéo significante da viabilidade celular, uma vez que a disponibilizacdo de CO2 e
umidade, estabelecidos como padrdes, pudessem sofrer alteragdes.
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Figura 12 - Efeito da adicdo do filme selante de placas na viabilidade em células L929 e 4T1 + erro padrdo em
72h. Dados de um experimento, realizado em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao controle.
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Observa-se que ndo houve redugédo significativa na viabilidade celular pela presenca
do selador de placas, onde, pela concluséo dos resultados, foi utilizada na realizacdo dos testes
subsequentes.

E notdrio uma redugdo, ndo significativa, nos valores, quando comparados com o0
controle, utilizamos entdo a ordenagdo ndo métrica para verificar a aparicdo destes valores,
muitas vezes tidos como outliers estatisticos. A ordenacdo faz uso do ‘rank’ das distancias
para construir a distancia em um ensaio utilizando placas 96 pocos, podemos observar o
“efeito de borda” que pode ser oriundo do gradiente termodindmico em incubacdo, onde

observamos que ha uma variacdo entre os resultados ndo provenientes da técnica empregada.

Tabela 4 — Ordenagdo ndo métrica de dados brutos de absorbancia em 570nm em células 4T1 em 72h. Realizado
em triplicata onde 0 = x<1; 1 =x>1<1.2; 2 =x>1.2<1.3; 3 =x>1.3<1.4; 4 = x>1.4<1.5.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Os ésteres de glicerol purificados com cadeia de acidos graxos, sdo amplamente explorados,

tanto pela industria farmacéutica quanto pela indudstria de cosméticos. Os 6leos de origem
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vegetais sdo, normalmente, estaveis, de odor agradavel e cor clara. O Miglyol ® 812 atua
como um ingrediente ativo ou carreador inerte de viscosidade relativamente baixa quando
comparada com outros 6leos vegetais, bastante utilizado com o dispersante de farmaco.
Embora diversos estudos tenham sido feitos utilizando o mesmo para fins de veiculagéo,
testamos a viabilidade celular na presenca deste composto em diferentes concentracdes para
assegurarmos de que a possivel toxicidade ndo era advinda dele (SHESKEY et al., 2006;
SASOL, 2009).

Figura 13 - Efeito citotdxico dos compostos livres em células normais (L929) + erro padrdo em 24h. Dados de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pés-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao controle.

Mygliol Livre 24h Mygliol Livre 72h

150- 1501

1004 ** *%

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

Onde, observamos que apOs 24h de tratamento ndo houve nenhuma reducdo
significativa nos valores de viabilidade celular, para nenhuma das concentragdes testadas,
demostrando que a toxicidade oriunda nos resultados posteriores se refere a acdo do principio
ativo e ndo o Gleo principal o qual o composto encontrou-se emulsionado.

Percebemos ainda que mesmo com a presenca de diferenca significativa, ap6s o
tratamento em 72h, o limiar de IC50 ndo é mensuravel, mesmo apresentando uma redugéo
significativa que pode ser atribuida a sua caracteristica oleosa e ndo compatibilidade biologica

enquanto 6leo nativo.

Posteriormente, avaliamos o efeito citotdxico da R-CV livre empregando linhagens
cancerigenas e ndo cancerigenas, utilizando-se do ensaio de reducdo do MTT, que visa avaliar

a atividade metabolica inferindo, assim, a viabilidade celular.
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Figura 14 - Efeito citotoxico da R-Carvona livre em células L929 + erro padrdo em 24h e 72h. Dados de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 15 - Efeito citotoxico da R-Carvona livre em células L929 + erro padrdo em 24h e 72h. Dados de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.
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A principio, avaliamos o efeito citotoxico da R-CV livre na linhagem ndo cancerigena,
L-929, por um periodo de 24h e 72h. As Figuras 14 e 15 mostram a representacao grafica da
viabilidade celular pela concentragdo utilizada, em milimolar.

Em 24h j& na menor concentracédo testada, 0,625mM de R-CV livre, ha a reducéo da
viabilidade celular demonstrando uma tendéncia dose-dependente para atuagdo da redugédo
significativa da viabilidade, onde o IC50 foi de 3,106mM e nota-se que posterior a esta
concentragdo ha uma queda brusca na viabilidade chegando a quase 0 na maior concentracao,



41

10mM de carvona livre. Apos 72h de experimento, os resultados tendem a manter 0 mesmo
perfil apresentado em 24h, com o IC50 bem proximo (mostrado na tabela 5) o que nos
adiciona que em 24h a molécula j& tem seu efeito significativo total na linhagem testada.
Partindo para as linhagens cancerigenas, os resultados mostram com nitidez um efeito
dependente se dose, onde quanto maior a concentracdo testada maior o efeito significativo na
reducdo a viabilidade celular. Apds 24h de experimentacdo em 4T1, a R-CV livre, apresenta
reducdo significativa da viabilidade celular ap6s a segunda concentracdo testada, 1,25mM,

onde ap6s 72h ja na minima concentracao testada observamos seu efeito significativo.

Tabela 5 — Valores de 1C50 (mM) obtidos pelo ensaio de MTT, ap6s incubagdo das células normais ou
cancerigenas com R-Carvona por 24 horas e 72 horas. Os dados sdo expressos como média de trés experimentos

realizados em triplicada e foram obtidos usando curva de regressdo néo linear, + erro padrao.

Linhagem | 24h 72h

Composto L929 4T1 L929 4T1

R-Carvona Livre | 3,206mM + 1,1639 | 2,789mM + 1,254 | 3,224mM + 1,3 2,889mM =+ 1,586

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Ao obtermos os valores referentes a concentracdo minima capaz de expressar 50% do
efeito méximo da molécula testada em sua forma livre, podemos observar que os valores para
as células cancerigenas ja se mostram menores quando comparados com os valores referentes

a linhagem normal, porém com uma baixa distancia nos valores.
5.4.2 Avaliacao do efeito citotoxico da R-CV nanoencapsulada
A atividade citotoxica das diferentes nanoemulsées contendo R-CV foi avaliada e os

dados de IC50 tanto para as células normais (L-929) quanto as cacerigenas (4T1), foram
expressos na Tabela 6, para o periodo de 24h e 72h.
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Tabela 6 — Valores de 1C50 (mM) obtidos pelo ensaio de MTT, ap6s incubacdo das células normais ou

cancerigenas com as nanoemulsdes (NE) por 24 horas e 72 horas. Os dados sdo expressos como média + erro

padrdo, de trés experimentos realizados em triplicada e foram obtidos usando curva de regressdo néo linear.

Linhagem | 24h 72h
NE(mg/mD) L929 4T1 L929 4T1
5 1,697mM £ 1,153 | 1,661mM + 1,000 | 1,709mM + 0,998 | 1,489mM + 1,212
12,5 ~2,296mM 1,482mM £ 1,095 | 1,630mM £ 1,122 | 1,712mM + 1,010
25 ~2.329mM 2,285mM + 1,135 | 1,641mM = 1,077 | 1,149mM = 1,200
37,5 2,634mM = 0,985 | 2,104mM £ 1,055 | 2,315mM = 1,160 | 3,302mM = 1,180
50 1,537mM £ 1,134 | 2,050mM + 1,200 | 1,610mM + 1,140 | 2,995mM + 1,120

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019

Os valores de 1C50 para as nanoemulsdes com diferentes concentragdes de R-Carvona

incorporada, percebemos uma reducdo significativa no IC50 de 4T1 em 72h quando

comparado com o de L929 nos mesmos padrées. Ndo notamos padrdes de IC50 referentes ao

tempo de tratamento. A linhagem 4T1 foi mais sensivel a nanoemulsdo contendo 125mg de

R-CV, em 24h e a com 250mg, em 72h, porém busca-se o equilibrio entre toxicidades de

forma a manter uma seletividade toxica para as células cancerigenas elegendo as formulagdes

com 50mg e 250mg como as mais promissoras.
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Figura 16 - Efeito citotoxico da R-Carvona nanoemulsionada em células L929 + erro padrdo em 24h. Dados de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle. Controle (CL) onde houve
auséncia do tratamento, Branco (BR) relativo a nanoformulagdo com auséncia da R-Carvona. Nanoemulc¢Ges
(NE) contendo 5 mg/mL (a); 12,5 mg/mL (b); 25 mg/mL (c); 37,5 mg/mL (d) e 50 mg/mL (e) de R-Carvona.
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Figura 17 - Efeito citotoxico da R-Carvona nanoemulsionada em células L929 + erro padrdo em 72h. Dados de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle. Controle (CL) onde houve
auséncia do tratamento, Branco (BR) relativo a nanoformulagdo com auséncia da R-Carvona. Nanoemulc@es
(NE) contendo 5 mg/mL (a); 12,5 mg/mL (b); 25 mg/mL (c); 37,5 mg/mL (d) e 50 mg/mL (e) de R-Carvona.
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Figura 18 - Efeito citotdxico da R-Carvona nanoemulsionada em células 4T1 + erro padrdo em 24h. Dados de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por poOs-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao controle. Controle (CL) onde houve
auséncia do tratamento, Branco (BR) relativo a nanoformulagdo com auséncia da R-Carvona. NanoemulgGes
(NE) contendo 5 mg/mL (a); 12,5 mg/mL (b); 25 mg/mL (c); 37,5 mg/mL (d) e 50 mg/mL (e) de R-Carvona.
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Figura 19 - Efeito citotdxico da R-Carvona nanoemulsionada em células 4T1 + erro padrdo em 72h. Dados de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por poOs-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle. Controle (CL) onde houve
auséncia do tratamento, Branco (BR) relativo a nanoformulagdo com auséncia da R-Carvona. NanoemulgGes
(NE) contendo 5 mg/mL (a); 12,5 mg/mL (b); 25 mg/mL (c); 37,5 mg/mL (d) e 50 mg/mL (e) de R-Carvona.
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Em L-929, podemos observar um aumento significativo, indicando proliferacao pelo
aumento na conversdao do MTT resultando em um maior valor de absorbéncia, para todos os
dados referentes ao Branco (BR), onde houve adigdo apenas do veiculo nanoestruturado sem a
presenca da molécula em teste, o que mostra que mesmo testada no mesmo volumo da maior
concentracdo utilizada, 10mM, o nanocarreador ndo demonstra presenca de citotoxicidade
celular. Por meio destes dados também é possivel notar um efeito significativo da presenca de
R-CV nanoveiculada na reducgéo da viabilidade celular.

Observando as diferentes formulacGes testadas, a nanoemulsdo (NE) contendo
5mg/mL de carvona, apds 24h apresenta uma reducdo bastante significativa quando
comparada com o grupo controle, o qual ndo tem a presenca do veiculo nem da molécula
testada e com auséncia do selante de placas, mostrando um caimento acentuado a partir da
concentragdo de 2,5mM, um perfil que se repete para as demais formulacgdes.

Apds 72 horas de tratamento, Figura 17, os resultados mantém o mesmo perfil, com
uma leve potencializacdo do efeito citotoxico, mostrando ainda diferengas significativas do
controle (CL) e do BR em relacdo as concentracdes testadas.

Onde, posteriormente, foi possivel, ao compararmos o IC50 dos resultados,
determinarmos a formulacdo mais adequada para prosseguir com os testes subsequentes.

Quando partimos para 0s resultados em células cancerigenas, Figural8 e 19,
percebemos que na maioria dos dados a presenca do nanocarreador, apenas, nao apresenta
toxicidade significativa atribuindo o efeito citotdéxico as formulacdes contendo o bioativo,
apos 24h. Em 72h ha uma pequena reducdo na viabilidade o que pode ser atribuido a presenca
dos agentes emulsificantes devido a estabilidade no meio o qual a emulséo foi diluida.

Apoés 24 horas, o perfil nas células cancerigenas tende a ser proximo aos resultados
expressados em células normais, porém com um efeito potencializado, mais significativo,
apresentado nas concentracdes de 5 e 10mM. Quando partimos para os resultados em 72 horas
observamos uma variacao distinta nos graficos, onde na primeira formulacéo testada, a NE
com 5 mg/mL vemos que partindo de 2,5mM ja demonstra um efeito quase maximo na
reducdo da viabilidade celular, na segunda formulacdo testada de NE 12,5mg/mL vimos
reducdo significativa em todas as concentragdes testadas, incluindo na do veiculador. Partindo
para as formulagdes com 25mg/mL os resultados tendem se apresentarem da mesma forma
gue na maioria das concentracdes da R-CV, nas NE que continham 37,5 e 50mg/mL notamos
que ndo houve diferenca significativa entre 0 BR as trés primeiras concentragdes da
nanoemulsdo testada, mas houve uma diferenga significativa de todas as concentragoes

testadas quando comparadas com controle.
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5.4.3 Ensaio de cicatrizacéo de feridas

O ensaio de cicatrizacdo de feridas é utilizada para observar a migracdo celular
coletiva ou individual em duas dimensfes. Aqui, hotamos uma area livre de células criada na
monocamada confluente por excluséo fisica onde podemos observar a migracdo. Constatamos
que as células permanecem em contato durante 0 movimento unidirecional. Este modo de
migracdo é conhecido como migracdo em folhas por manter suas jungdes intercelulares. Este
modo de migracdo ocorre em diversos processos, como exemplo na metastase do cancer
(LECOMTE et al., 2011; FUJISAWA et al., 2012; POULIOT et al., 2013)

Constatamos uma réapida migracdo no grupo controle de ambas as linhagens e uma
permanéncia do potencial de migragdo para o tratamento com as drogas livres, porém ao tratar
com a nanoemulsdo com 50mg de carvona, mesmo na maior concentracdo, a celular normal
(L929) manteve o potencial migratorio chegando a 97,6%, em média, na concentracdo de
0,6mM. J&d em 4T1, ao tratar as células com as nanoemulsdes, em concentra¢@es inferiores ao
IC50, as mesmas, sofreram interferéncia na adesdo célula-matriz, impossibilitando mensurar

os valores de migracéo.
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Figura 20 - Efeito da R-Carvona livre e nanoencapsulada na migragao celular pelo processo de cicatrizagdo de
feridas em L929. Controle: auséncia de carvona no tratamento; DL1,2mM: tratamento com droga livre em
concentracdo de 1,2mM; DLO,6mM de carvona: tratamento com droga livre em concentracdo de 0,6mM de
carvona; NE1,2mM: tratamento com droga nanoencapsulada em concentracdo de 1,2mM de carvona e
NEO,6mM: tratamento com droga nanoencapsulada em concetracdo de 0,6mM. Imagens representativas das
triplicadas.

oh 24h ~ 72h

NE 0,6mM NE 1,2mM DL 0,6mM DL 1,2mM Controle
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Figura 21 - Efeito da R-Carvona livre e nanoencapsulada na migragdo celular pelo processo de cicatrizagdo de
feridas em 4T1. Controle: auséncia de carvona no tratamento; DL1,2mM: tratamento com droga livre em
concentracdo de 1,2mM; DL0,6mM de carvona: tratamento com droga livre em concentracdo de 0,6mM de
carvona; NE1,2mM: tratamento com droga nanoencapsulada em concentracdo de 1,2mM de carvona e
NEO,6mM: tratamento com droga nanoencapsulada em concetracdo de 0,6mM. Imagens representativas das
triplicadas.

NE 0,6mM NE 1,2mM DL 0,6mM DL 1,2mM Controle
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6 CONCLUSOES

As nanoemulsdes contendo R-Carvona foram desenvolvidas com sucesso através do
método utilizado, a emulsificacdo ultrassénica, onde obtivemos 10mL de cada formulacdo nas
concentragdes de 5 mg/mL; 12,5 mg/mL; 25 mg/mL; 37,5 mg/mL e 50 mg/mL.

Os sistemas nanoparticulados apresentaram boa caracterizagdo fisico-quimica, com o
tamanho variando de 133nm a 183nm ndo proporcional a quantidade de farmaco utilizado,
potencial zeta médio de -36,4mV e indice de polidisperséo inferior a 0,240.

A toxicidade do veiculo mostrou-se varidvel, proximo ao grupo controle e por diversas
vezes mostrando valores acima do mesmo induzindo uma possivel proliferacéo.

As emulsdes analisadas foram citotoxicas para a linhagem de cancer de mama. Os
resultados aqui apresentados demonstram que os sistemas nanoencapsulados apresentam uma
boa atividade e eficiéncia na potencializacdo dos efeitos citotoxicos quando comparados com
a R-CV livre.

Os valores do IC50 foram obtidos e comparados para o farmaco livre e
nanoencapsulado onde na linhagem de cancer de mama obtivemos uma reducdo de 2,889mM
para 1,489mM na menor concentracdo da nanoemulsdo onde continha 5mg/mL.

Os resultados de migracdo demonstram uma rapida migragcdo no grupo controle para
ambas as linhagens testadas com permanéncia do potencial de migracdo ao testar o farmaco
livre. Com o0s nanossistemas a linhagem normal manteve suas condi¢fes semelhantes ao
grupo controle com o potencial migratério acima de 90%, porém na linhagem cancerigena
constatou-se interferéncia na adesdo célula-matriz.

Assim, as nanoemulsdes contendo o 6leo essencial (R-Carvona), podem ser

considerados aptos para estudos in vivo visando os tratamentos para o cancer de mama.
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