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Resumo

O céncer de prostata (CaP) apresenta muitas variagdes clinicas, genbmicas e
histomorfologicas, e geralmente cresce lentamente. Varios processos podem causar
a transformacédo maligna das células prostaticas, podendo comegar como uma
neoplasia prostatica intraepitelial, seguida por CaP localizado. Posteriormente, pode
evoluir para adenocarcinoma localmente invasivo, com metastase em ossos ou
linfonodos, e desenvolver um fenétipo independente de androgeno, com progndéstico
ruim. A vigilancia, prostatectomia e radioterapia sado tratamentos padrdao para
pacientes com CaP nos estagios | a lll. A ablagdo androgénica, por castragdo cirurgica
ou farmacolégica, € uma opgao para pacientes nos estagios IV e lll de alto risco. No
estagio 1V, ha uma altissima probabilidade de resisténcia a castragéo, caracterizada
por mutagdes gendmicas no receptor androgénico. Estudos tém evidenciado que o
Oleo de babacgu (Atftalea speciosa Mart. ex Spreng.) (OB) associado a oOleo-resina de
copaiba (Copaifera multijuga Hayne) (OC) pode ser uma excelente alternativa
fitoterapica para condi¢cdes patoldgicas da prostata, como a hiperplasia prostatica
benigna (HPB), embora n&o haja estudos publicados com a associagao desses 6leos
no tratamento do CaP. Neste trabalho, propomos o desenvolvimento, caracterizagao
de nanoparticulas lipidicas sélidas (NPLS) contendo OB e OC e avaliagdo do
sinergismo dessa associagdo na atividade antineoplasica em modelo de neoplasia
prostatica maligna in vitro. Utilizando o método de emulsificagdo-ultrassonicacgao,
desenvolvemos 19 NPLs (F1 a F19) em uma primeira etapa, variando as
concentracdes dos componentes e dos 6leos. As NPLs foram submetidas a uma
triagem, na qual observamos o tamanho hidrodinamico (nm) e o indice de
polidispersividade (PDI). Apds essa triagem inicial, a F5 ou NPL-OB-OC (4g de acido
estearico, 1g de OB, 1g de OC e 2,59 de Tween 80®) apresentou os melhores
resultados de tamanho e PDI (177,9 £ 1,70 e 0,245 £ 0,016), comparados com a F11
ou NPL-V (F5 sem os Odleos) (448,4 £ 9,75 e 0,238 + 0,052), avaliados 50 minutos
apos a formulacdo. Para compreender a influéncia dos componentes na F5, um
planejamento fatorial 22 com ponto central foi empregado para avaliar o impacto do
acido estearico e do Tween 80 no tamanho hidrodinamico e no indice de
polidispersidade (PDI) das NPL. Além disso, foi investigado o efeito da temperatura (8
+0,5°Ce25+1,0°C)edotempo (0, 7, 15, 30, 40 e 60 dias) nos valores de tamanho
e PDI. Medigbes do potencial Zeta (PZ) foram utilizadas para avaliar a estabilidade
das nanoparticulas, enquanto a microscopia eletrbnica de transmissdo forneceu
informagbes sobre a morfologia e as dimensdes nanométricas das NPL.
Notavelmente, antes da sintese das NPLs, a identificagcao e quantificacao de ésteres
metilicos, como acido laurico e B-cariofileno, foram realizadas por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Além disso, foi avaliada a eficiéncia
de encapsulamento de OB e OC dentro das NPLs. A atividade citotoxica in vitro das
NPLs (10 pg/mL, 30 pg/mL, 40 ug/mL e 80 ug/mL) foi avaliada utilizando o ensaio MTT
com linhas celulares de cancer de prostata PC-3 e DU-145. Os resultados
demonstraram que NPLs contendo OB e OC na proporgao de 1:1 exibiram um efeito
citotoxico promissor contra células de cancer de préstata, com uma porcentagem de
células viaveis de 68,5% para PC-3 na concentragdo de 30 ug/mL e 48% para DU-
145 a uma concentragdao de 80 pg/mL. Estas descobertas sublinham as potenciais
aplicacbes terapéuticas dos NPLs carregados com OB e OC para o tratamento do
cancer da prostata.

Palavras-chave: nanoparticula lipidica sodlida; 6leo de babacgu; oleo-resina de
copaiba; sinergismo; cancer de prostata.



Abstract

Prostate cancer (PCa) presents many clinical, genomic and histomorphological
variations, and generally grows slowly. Several processes can cause malignant
transformation of prostate cells, which may begin as prostatic intraepithelial neoplasia,
followed by localized PCa. Subsequently, it can progress to locally invasive
adenocarcinoma, with metastasis to bones or lymph nodes, and develop an androgen-
independent phenotype, with a poor prognosis. Surveillance, prostatectomy, and
radiotherapy are standard treatments for patients with stage | to Ill PCa. Androgen
ablation, by surgical or pharmacological castration, is an option for high-risk stage IV
and lll patients. In stage IV, there is a very high probability of castration resistance,
characterized by genomic mutations in the androgen receptor. Studies suggest that
the combination of babassu oil (Aftalea speciosa Mart. ex Spreng.) (BO) and copaiba
oil-resin (Copaifera multijuga Hayne) (CO) holds promise as a phytotherapeutic
alternative for prostate pathologies such as benign prostatic hyperplasia (BPH).
Nonetheless, there is a lack of published research on the combined use of these oils
in PCa treatment. In this study, we propose the development and characterization of
solid lipid nanoparticles (SLNs) containing BO and CO, evaluating the synergistic
impact on antineoplastic activity in an in vitro malignant prostate neoplasia model.
Using the emulsification-ultrasonication method, we developed 19 SLNs (F1 to F19) in
the initial phase, varying component and oil concentrations. SLNs underwent
screening for hydrodynamic size (nm) and polydispersity index (PDI). Subsequently,
F5 or SLN-BO-CO (4g stearic acid, 1g BO, 1g CO, and 2.5g Tween 80®) exhibited
optimal size and PDI results (177.9 £ 1.70 and 0.245 £ 0.016, respectively), compared
to F11 or SLNV (F5 without oils) (448.4 £ 9.75 and 0.238 £ 0.052) assessed 50 minutes
post-formulation. To understand the influence of components on F5, 22 factorial design
with a center point was employed to assess the impact of stearic acid and Tween 80
on particle hydrodynamic diameter and polydispersity index (PDI). Additionally, the
effect of temperature (8 £ 0.5 °C and 25 £ 1.0 °C) and time (0, 7, 15, 30, 40, and 60
days) on HD and PDI values was investigated. Zeta potential (ZP) measurements were
utilized to evaluate nanoparticle stability, while transmission electron microscopy
provided insights into the morphology and nanometric dimensions of the SLN. Notably,
before SLN synthesis, the identification and quan-tification of methyl esters, such as
lauric acid and B-caryophyllene, were carried out using gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS). Moreover, the encapsulation efficiency of BBS and
COPA within the SLNs was assessed. The in vitro cytotoxic activity of the SLN (10
pg/mL, 30 pg/mL, 40 uyg/mL, and 80 ug/mL) was evaluated using the MTT assay with
PC-3 and DU-145 prostate cancer cell lines. Results demon-strated that SLNs
containing BO and CO in a 1:1 ratio exhibited a promising cytotoxic effect against
prostate cancer cells, with a percentage of viable cells of 68.5% for PC-3 at a
concentration of 30 ug/mL and 48% for DU-145 at a concentration of 80 ug/mL. These
findings underscore the potential therapeutic applications of SLNs loaded with BO and
CO for prostate cancer treat-ment.

Keywords: solid lipid nanoparticle; babassu oil; copaiba oil-resin; synergy; prostate
cancer.
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1. Introdugao

O oleo de coco babagu contém uma variedade de acidos graxos, incluindo
acido laurico (40-55%), miristico (11-27%), oleico (édmega 9) (10-16%), estearico
(1,8-7,4%), acido palmitico (5—-11%), caprico (1,2—8%) e caprilico (6%) (SILVA et al.,
2020, OLIVEIRA et al., 2023). O acido laurico € um acido graxo de cadeia média com
12 atomos de carbono e possui muitas propriedades terapéuticas, incluindo
propriedades antibacterianas, antiinflamatérias e antitumorais (LAPPANO et al., 2017,
PEREIRA et al., 2020). O éleo tem sido usado como um farmaco por muitos autores,
bem como como um excipiente em varias formulagbes farmacéuticas, como
microemulséo (REIS et al., 2017, SANTOS et al., 2020). Nanossistemas contendo
oleo de babagu tém sido estudados como terapia para hiperplasia prostatica benigna
(DE SOUSA et al., 2013, AMARAL et al., 2014).

A Oleo-resina da copaiba ou 6leo de copaiba, € composta por uma parte volatil
ou sesqueterpénica, que representa 10 a 15% ou até 80% do dleo-resina de copaiba
(CARDINELLI et al., 2023). A dleo-resina da copaiba apresenta os metabdlitos -
cariofileno (hidrocarboneto biciclico), B-bisaboleno, a-humuleno, a e B-selineno, a-
bisabolol, B-elemeno, y-cadineno, a-cadinol (DIAS et al., 2012). Ja os acidos copalico,
caurenoico, hardwickiico e polialtico fazem parte dos metabdlitos n&o volatil, resinosa
ou diterpénica (CARDINELLI et al., 2023). A Oleo-resina de copaiba possui
caracteristicas anti-inflamatdrias, antibacterianas, antifungicas e antitumorais
(ALMEIDA JUNIOR et al., 2021; ABRAO et al., 2021; VARGAS et al., 2015). Mesmo
que algumas bioatividades de sesquiterpenos isolados do oleo-resina tenham sido
descritas, as diversas propriedades biolégicas sao exclusivas do 6leo intacto, onde as

substancias funcionam juntas ou sinergicamente (CARDINELLI et al., 2023).

Com a ascensdao da nanotecnologia, as nanoparticulas lipidicas (NPLs)
passaram a ser sintetizadas, se tornando uma nova estratégia inovadora na busca por
uma nova geragao de nanotransportadores (MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK,
2022). Na sintese de NPLs, varias técnicas sao usadas. Isso inclui evaporacao de
solvente, extragdo de fluido supercritico de emulsdes, emulsbées multiplas,
homogeneizagao por pulverizagao, ultrassom e homogeneizagao de alta velocidade e

ultrassom (SUBROTO; ANDOYO; INDIARTO, 2023). As particulas NPLs sao
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formadas por um nucleo sadlido lipofilico, onde podem ser incorporados medicamentos
ou outras moléculas, especialmente as que séo lipofilicas, como os 6leos (MUSIELAK;
FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022). Além de sua biocompatibilidade, capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica e variabilidade de tamanho, é um sistema de

entrega lipidico atraente para a industria farmacéutica (DUAN et al., 2020).

O cancer de prostata (CaP) € o segunda causa mais comum de cancer
masculino em todo o mundo, ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma
(HARRISON et al., 2020, SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Entre os casos de cancer
no mundo, o CaP é o quarto mais comum, resultando em mais de 1,4 milhdao de casos
novos estimados em 2020. Em 2020 ocorreram mais de 375.000 mortes por CaP no
mundo (VIEIRA et al.,, 2022). Em 2040 é estimado 2,43 milhdes de casos novos
(SUNG et al., 2021, NIU et al., 2022, INCA, 2022). Portanto, com as estimativas de
aumento do numero de mortes por CaP e a baixa resposta da quimioterapia e
radioterapia nas formas mais agressivas, novas alternativas s&o necessarias para
controlar o CaP (BASATI; GHANADI; ABBASZADEH, 2020). Devido aos seus
compostos bioativos e a sua baixa toxicidade, a tendéncia de usar produtos naturais
de fungos, plantas e animais em medicina aumentou nos ultimos anos (THOMFORD
et al., 2018, CHEON; KO, 2022). Em todo o mundo, as terapias a base de plantas
medicinais tém demonstrado grandes vantagens, principalmente por serem simples,
acessiveis e eficazes (WAHAB et al., 2020). Dessa forma, é essencial integrar a
nanotecnologia para potencializar os beneficios dos recursos do nosso bioma, como

o babacgu e a copaiba.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Desenvolver nanoparticulas lipidicas sélidas com 6leo de babagu (Attalea
speciosa) e Oleo-resina de copaiba (Copaifera multijjuga) e avaliar o sinergismo da
associagao dos 6leos nanoencapsulados em linhagens neoplasicas in vitro de cancer

de préstata.

2.2. Especificos

e Obter os 6leos de babacu e 6leo de copaiba;

¢ |dentificar os 6leos de babagu e Oleo-resina de copaiba por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS);

e Desenvolver as nanoparticulas lipidica sélidas de 6leo de babacgu e dleo-resina
de copaiba;

e Realizar o delineamento experimental;

e Caracterizar as nanoparticulas lipidicas sdlidas quanto ao tamanho, indice de
polidispersividade e potencial zeta;

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas lipidicas solidas quanto ao tamanho,
indice de polidispersividade e potencial zeta;

e Estudar a morfologia da nanoparticula contendo os dois 6leos de babacgu e
Oleo-resina de copaiba por microscopia eletrénica de transmitancia (MET);

e Determinar a eficiéncia de encapsulagéo (EE%) dos 6leos;

¢ Avaliar da citotoxicidade in vitro das nanoparticulas lipidicas sdlidas de 6leo de

babacu e 6leo-resina de copaiba.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Nanotecnologia

De acordo com o Oxford English Dictionary (OED), a forma linguistica nano
vem da palavra latina classica nanus ou de seu antigo epdnimo grego nanos (anao) e
define um bilionésimo de metro 1 nm = 10 * m (BOHOLM, 2016, NISKA et al., 2018,
KHAN et al., 2022).

Em 1959, em sua palestra intitulada “There’s plenty of room at the bottom” (“Ha
muito espacgo na parte inferior”), o fisico americano e ganhador do Prémio Nobel
Richard Feynman sugeriu que ainda ha muitas oportunidades e descobertas a serem
feitas em escalas menores ou em niveis mais fundamentais, sendo possivel construir
estruturas a niveis atdmicos e moleculares, apontando essas escalas como provaveis
campos essenciais para as futuras pesquisas cientificas, ndo se limitando a
engenharia, quimica, fisica, medicina e biologia, destacando-se como o primeiro a
introduzir o conceito de nanotecnologia (TUNDISI et al., 2023, HALEEM et al., 2023).
No entanto, foi em 1974 que o professor Norio Taniguchi cunhou o termo
nanotecnologia, definindo-a como: "a nanotecnologia consiste principalmente no
processamento de separagao, consolidagao e deformagao de materiais por um atomo
ou uma molécula" (TANIGUCHI; ARAKAWA; KOBAYASHI, 1974) em uma
conferéncia de engenharia em Téquio (BOHOLM, 2016, BARHOUM et al., 2022).

No século XXI, a nanotecnologia destaca-se entre as tecnologias mais
promissoras, pois € capaz de aplicar a teoria da nanociéncia em diversas aplicagdes
praticas, como observagao, medi¢do, manipulagao, montagem, controle e fabricagao
de materiais com dimensdes nanométricas (BAYDA et al., 2020). Portanto, a
nanociéncia, focada em estruturas e moléculas na faixa de 1 a 100 nanémetros,
estabelece conexdes entre fisica, ciéncia dos materiais e biologia, possibilitando a
manipulagéo precisa de materiais em niveis atdbmicos e moleculares (BAYDA et al.,
2020). Assim, a nanotecnologia € um campo multidisciplinar criado para projetar
materiais biolégicos, como atomos e moléculas em nanoescala, com a promessa de
enfrentar os desafios existentes, destacando-se como a tecnologia mais dominante e
inventada comercialmente nestas décadas (SICHERT et al., 2015, SAHU et al., 2021).

19



Os principios e métodos em nanoescala utilizados pela nanotecnologia tém o
propésito de compreender os biossistemas. Em conjunto com a biologia e a medicina
moderna, podem gerar uma variedade de materiais nanométricos que sao aplicaveis
em sistemas bioldgicos (DESSALE et al., 2022). Os nanomateriais diferem em suas
dimensdes, formas, tamanhos, composicdes, porosidade, fases e uniformidade.
Portanto, diversas classificagcbes tém sido utilizadas para categoriza-los, incluindo
nanomateriais de ocorréncia natural, incidentais, bioinspirados e de engenharia (MODI
etal.,, 2021, BARHOUM et al., 2022, AHIRE et al., 2022). Os nanomateriais chegaram
para revolucionaram determinados seguimentos da sociedade e da tecnologia como
computadores e eletrbnicos, engenharia, aplicagbes militares e muitos outros
(GEDARA et al., 2021).

Do ponto de vista comercial e econdbmico o mercado global de nanomateriais
foi estimado em 7,1 bilhdes de dolares em 2020 (durante a epidemia de COVID-19),
e podera chegar a 12,1 bilhdes de dolares até 2026, com uma taxa composta de
crescimento anual de 9,7% (BARHOUM et al., 2022). Dessa forma, varios estudiosos
afirmam que a nanotecnologia sustentarda a proxima onda de desenvolvimento
econdmico mundial (LINTON; WALSH, 2008; MANGEMATIN; WALSH, 2012;
MASARA et al., 2022).

No cenario atual, a nanomedicina se destaca como uma das principais
aplicagbes da nanotecnologia, comprometendo-se em criar ferramentas medicinais
em nanoescala para fornecer varios beneficios potenciais na area da saude (SAHU et
al., 2021). Embora considerada uma area nova, a pesquisa em nanomedicina
apresentou impactos significativos por meio de uma variedade de aplicagdes,
trazendo beneficios importantes para a saude, especialmente no que diz respeito a
nanotecnologia voltada para o céncer (detecgdo, diagnostico, imagem e terapia,
reduzindo a toxicidade associada a terapia tradicional) (MEEL et al., 2019, GEDARA
et al., 2021, QU et al.,, 2023). Essas praticas também podem envolver op¢des de
design eficientes, conjugagado e entrega de medicamentos por meio de avangos em
nanogendmica, engenharia de tecidos e terapia genética (MALIK et al., 2023). Mas
outras doencas também s&o extensivamente pesquisadas na nanomedicina,

abrangendo desde doencgas infecciosas até cardioldogicas e ortopédicas,
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representando aproximadamente 40% dos produtos em ensaios clinicos de fase |l
(MORIGI et al., 2012, NANCE, 2019).

Em 2019, foi realizada uma pesquisa sobre ensaios clinicos, constatando que
mais de 250 ensaios clinicos em andamento estdo utilizando nanoparticulas para
intervengcao em doencgas. Estima-se que até 2025, o mercado global de nanomedicina
atingira um montante de 351 bilhées de dolares (NANCE, 2019).

3.2. Nanotecnologia no cancer

O céncer € um grande grupo de doengas que podem comecgar em qualquer
orgao ou tecido do corpo, quando as células anormais crescem descontroladamente,
ultrapassando seus limites habituais e passando a invadir partes adjacentes do corpo
e/ou se espalhando para outros 6rgdos (WHO, 2020). Portanto, o cancer € uma
proliferacdo anormal e descontrolada de células, que invadem e matam o tecido
circundante (NURMIK et al, 2020, THAMBIRAJ, VIJAYALAKSHMI, RAVI
SHANKARAN, 2021). Essa invasado se deve a metastase tumoral, onde uma célula
cancerigena do tumor primario invade o tecido circundante e depois entra na
microvasculatura da circulagdo sanguinea e nos sistemas linfaticos, seguido através
da corrente sanguinea para outros microvasos de tecidos mais afastados, com
subsequente saida da corrente sanguinea (extravasamento) e sobrevivéncia no
microambiente dos tecidos afastados, que apresentam um microambiente adequado

para o desenvolvimento de um tumor secundario (ZHANG et al., 2019).

De acordo com estimativas da Organizagao Mundial de Saude em 2019 (WHO,
2020) o cancer € a segunda principal causa de mortes em idade inferior a 70 anos em
112 de 183 paises (Figura 1). Espera-se que casos de cancer aumente nos proximos
50 anos, devido a influéncia das mudancgas demograficas, como envelhecimento e
crescimento populacional, fatores que estao relacionados as tendéncias que divergem
na incidéncia de cancer entre diferentes regides (SOERJOMATARAM; BRAY, 2021,
Ll et al., 2023).
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Figura 1- Classificacdo Nacional do Cancer como causa de morte em idades < 70
anos em 2019. O numero de paises representado em cada grupo de classificagéo

esta incluido na legenda.
Fonte: SUNG et al., 2021.

De acordo com o National Cancer Institute (NCI), foram contabilizados cerca
de 14 milhdes de casos novos e 26 milhdes de mortes, relacionadas ao cancer entre
1991 a 2016, portanto, potencialmente fatal em todo o mundo (LUO et al., 2019,
THAMBIRAJ, VIJAYALAKSHMI, RAVI SHANKARAN, 2021). Ja as estatisticas da
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, em 2020, quase 10 milhdes de
pessoas morreram por causa do cancer (Qquase uma em cada seis mortes). Estima-se
que no mundo em 2040 teremos 28,4 milhdes de casos de cancer, um aumento de
47% em relagao a 2020, ja a incidéncia de cancer prevista para 2070 dobrara em
relacdo a 2020 com base na tendéncia atual (SOERJOMATARAM; BRAY, 2021,
SUNG et al., 2021, LI et al., 2023). De acordo com SUNG et al., 2021 os canceres
(casos novos / 6bitos) que se destacam sao os de seio (mulher) (2.261,419 (11,7%) /
684.996), pulmao (2.206,771 (11,4%) / 1.796.144), préstata (1.414,259 (7,3%) /
375.304) e pele ndo melanoma (1.198,073 (6.2%) / 63.731).

No contexto do Brasil, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que
ocorrerdao 704 mil casos novos de cancer, 483 mil se excluidos os casos de cancer de

pele ndo melanoma. Este é estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos
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(31,3%), seguido pelos canceres de mama, com 74 mil (10,5%); préstata, com 72 mil
(10,2%); célon e reto, com 46 mil (6,5%); pulm&o, com 32 mil (4,6%); e estdbmago,
com 21 mil (3,1%) casos novos (INCA, 2022).

De acordo com Chen et al.,, (2022) para retarda ou prevenir a progressao
desses variados tipos de cancer, a medicina langa mao de varias estratégias de
tratamento, como cirurgia, quimioterapia (DEMARIA et al., 2017, SHEN et al., 2019)
radioterapia (KOPYRA; KELLER; BALD et al., 2014, GHAHREMANI et al., 2018) e
imunoterapia (WANG et al., 2015, SOCKOLOSKY et al., 2018).

Apesar dos grandes avangos da medicina esses tratamentos para cancer sao
dificeis e onerosos financeiramente. Dessa forma, mesmo com décadas de pesquisa,
a natureza sempre dindmica da doencga, os efeitos colaterais graves das
quimioterapias persistem (SCHIRRMACHER, 2018). Os canceres agressivos quando
reaparecem, trazem sofrimento aos pacientes, pois € necessario terapias mais
agressivas (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO,
2017). Um dos maiores desafios esta em encontrar um tratamento de cancer bem-
sucedido, que fujam dos mecanismos de resisténcia (VASAN; BASELGA; HYMAN,
2019). A heterogeneidade de diferentes células tumorais limita as respostas a
terapéutica, permitindo ainda mais resisténcia aos medicamentos (GUO et al., 2019,
HINOHARA; POLYAK, 2019). A heterogeneidade clonal afeta a biologia geral do
tumor e é conhecida por conduzir a metastase e a progressdo do cancer
(JANISZEWSKA et al., 2019). Embora novos alvos e terapias possam avangar no
tratamento do cancer, a natureza dindmica do cancer encontra uma maneira de
sobreviver (KEMP; KWON, 2021).

A exploragdo da nanotecnologia como uma excepcional alternativa para a
terapia do cancer cresceu exponencialmente nos ultimos quarenta anos, e com o
aumento do conhecimento, principalmente, do microambiente dos tumores aumentou
os esforcos dos pesquisadores para desenvolvimento de nanoparticulas como uma
nova estratégia terapéutica e diagnostica contra o cancer (ASGHARI et al., 2019,
SONG; DAS; CHEN, 2020, MOSLEH-SHIRAZI et al., 2022, BEHROOZ; TALAIE;
SYAHIR, 2022, HEGDE et al., 2023). Esses avangos fazem com que a nanomedicina

tenha potencial para melhorar a terapia anticancerigena (MEEL et al., 2019).
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3.3. Nanossistemas de entrega de agentes terapéuticos

Os sistemas de entrega de drogas ou medicamentos (Drug Delivery Systems
(DDSs)) surgem a partir da ascenséo da nanotecnologia (WANG et al., 2022), e estéo
fundamentados em abordagens interdisciplinares que mesclam ciéncia de polimeros,
farmacéutica, quimica de bioconjugados e biologia molecular (DUAN et al., 2020). Os
DDSs estao sendo desenvolvidos com a finalidade de superar problemas relacionados
aos medicamentos, por exemplo tentativas de reduzir os efeitos fora do alvo, maior
eficacia do tratamento, melhor adesdo do paciente, baixa solubilidade ou baixa
biodisponibilidade (WANG et al.,, 2022). Esses nanossistemas de entrega devem
controlar a liberagao do farmaco com precisao, além de limitar a interacdo do farmaco
aos locais especificos, e dessa forma, reduzir os efeitos colaterais indesejaveis nos
tecidos nao-alvo (THORN et al., 2021, WANG et al., 2022, TUNDISI et al., 2023).

Os nanocarreadores sao nanoparticulas desenvolvidas para realizar o
reconhecimento das regides tumorais, utilizando as diferengas fisico-quimicas entre
células tumorais e normais para alcangar essas regides (KENCHEGOWDA et al.,
2022). Atualmente, a maioria dos nanocarreadores depende de estratégias de
direcionamento passivo, em que o0 acumulo ocorre devido ao efeito de permeabilidade
e retengdo aumentada (efeito EPR). Isso ocorre porque as anormalidades estruturais
e funcionais nos vasos sanguineos tumorais sao responsaveis pelo extravasamento
de macromoléculas e nanoparticulas no tecido tumoral sélido. Portanto, a
neovascularizagao irregular em tumores soélidos, a expressédo elevada de fatores
inflamatorios e a drenagem ineficiente dos sistemas linfaticos no tecido tumoral
resultam na retencdo das macromoléculas extravasadas naquele tecido
(YOSHIKAWA et al., 2019, WU, 2021). Assim, as fenestras nos vasos sanguineos
tumorais permitem o uso de nanoparticulas (10 - 400 nm), o que possibilita o
transporte de grandes quantidades de farmacos (KENCHEGOWDA et al., 2022).

O direcionamento ativo € uma outra estratégia para superar os casos em que
o efeito EPR é insuficiente, essa estratégia tem como base na modificagdo da
superficie de nanoparticulas com peptideos, polissacarideos, hormdnios ou proteinas
para aumentar sua afinidade com o alvo (GESSNER, 2021). Sdo moléculas ligadas

covalentemente na superficie da nanoparticula, que sao reconhecidas por receptores
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ou transportadores expressos na membrana celular das células-alvo (tumor)
(ROSENBLUM et al., 2018, YEO et al., 2022).

As plataformas de entrega de nanomedicamentos fornecem novas alternativas
para a terapia anticancerigena com potencial de melhorias nas distribui¢bées in vivo,
comportamentos e desempenhos de agentes terapéuticos (MEE et al., 2019, SINGLA
et al.,, 2021). Isso se deve a capacidade de direcionamento passivo de nanoparticulas
que esta diretamente ligado as suas propriedades, como liberacdo dos agentes
terapéuticos dependente de pH e biologia tumoral, por exemplo, efeito EPR,
melhoraram o impacto das terapias anticancerigenas (SANATI et al., 2023). Esses
agentes terapéuticos ao serem incorporados em nanoparticulas, tem a capacidade de
alcangar uma liberagéo sustentada e altas concentragdes de drogas no plasma (TIAN
et al., 2023). As caracteristicas singulares das nanoparticulas, como facilidade de
manuseio, biocompatibilidade e grande area de superficie, as tornam transportadoras
eficazes nas tecnologias voltadas a terapéutica contra o cancer (NARMANI; JAFARI
2021, TIAN et al., 2023).

As nanoparticulas com seus tamanhos nanométricos sdo excelentes como
transportadoras de drogas, ou substancias terapéuticas em compartimentos
especificos do corpo. E importante destacar que seus tamanhos, que estdo na faixa
dos nandmetros, e sua forte afinidade com a membrana celular e o espaco intracelular,
permitem que eles permeiem com sucesso as células, o que promove 0 avango e a

fortalecimento do campo da terapia génica (POURMADADI et al., 2023).

A classificagdo das nanoparticulas usadas para transportar e entregar agentes
terapéuticos podem ser divididas em duas categorias de nanoparticulas, as organicas
e as inorganicas (SAHU et al., 2021, POURMADADI et al., 2023).

As nanoparticulas organicas sdo compostas por uma variedade de classes,
incluindo nanoesferas poliméricas (ZHANG et al, 2018, YU et al., 2021),
nanocapsulas poliméricas (MASSOUMI et al., 2020), nanocapsulas de hidrogel
(BRYAN et al., 2019), dendrimeros (ABBASI et al., 2014), micelas de copolimeros
(GASPAR et al, 2015), lipossomas (ISTENI¢; KOROLEC; ULRIH, 2016),
nanoparticulas lipidicas sélidas (GANESAN et al., 2018, HANAFY et al., 2021) e
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nanocarreadores lipidicos (KRAMBECK et al., 2021). Ja o uso de diferentes tipos de
nanoparticulas inorganicas ou a base carbono (JAGARAN; SINGH, 2022), como
transportadores ou carreadores de farmacos tem sido bastante relatado na literatura.
As nanoparticulas inorganicas mais frequentemente pesquisadas incluem:
nanoparticulas metalicas (SENGUL; ASMATULU, 2020), fulerenos (GAUR et al,,
2021), nanotubos de carbono (JAMPILEK; KRALOVA, 2021) e nanoparticulas
ceramicas (SUBHAPRADHA et al., 2018).

3.4. Nanoparticulas lipidicas solidas

Os lipossomas, considerados modelos classicos de transportadores, utilizados
desde a década de 1960, passardo a ser associados a falhas ligadas a degradagéao
do polimero, falta de tecnologia de produg¢ao em larga escala, fusdo e extravasamento
da droga, degradagdo da matriz polimérica e citotoxicidade, degradagdo de
fosfolipideos, altos custos de produgao e problemas de esterilizagdo (MISHRA et al.,
2018, MADKHALI, 2022). Dessa forma, no inicio dos anos 90 (WESTESEN;
SIEKMANN; KOCH, 1993) as nanoparticulas lipidicas (NPLs) foram sintetizadas pela
primeira vez, e sua sintese, considerada inovadora na busca por uma nova geragao
de nanotransportadores (MULLER; MADER; GOHLA, 2000, MUSIELAK; FELICZAK-
GUZIK; NOWAK, 2022). As NPLs s&o particulas coloidais constituidas por um nucleo
lipofilico soélido, onde podem ser incorporados farmaco ou outras moléculas,
particularmente de carater lipofilicas, entre as cadeias de acidos graxos (MUSIELAK;
FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022).

Recentemente, com a pandemia COVID-19, as NPLs mostraram resultados
promissores e ganharam mais popularidade, agora como veiculo de entrega de mRNA
na vacina COVID-19. Em estudos in vivo os lipidios foram capazes de proteger o
MmRNA, e mantendo sua estabilidade na corrente sanguinea antes de serem
absorvidos pelas células fagociticas via endocitose. Dessa forma, as NPLs
funcionaram como um adjuvante imunolégico para induzir respostas imunes contra as
proteinas spike do virus (GREGORIADIS, 2021, JAGARAN; SINGH, 2022).

O grupo de NPLs mais conhecido € o das nanoparticulas lipidicas sélidas

(NPLSSs), sintetizado pela primeira vez em 1991, é a primeira geragdo de NPLs, com
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seu tamanho variando de 40 nm a 1000 nm (Figura 2) (SHAZLY, 2017, MISHRA et
al., 2018, MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022). As NPLS ganharam
atencao, por possuirem muitas propriedades como biocompatibilidade, capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica, variabilidade de tamanho de particula e,
principalmente, custo-beneficio, e tornando-se um sistema de entrega lipidico

bastante atraente (DUAN et al., 2020).

Tensoativos

40-1000 nm

Figura 2 - Estrutura de uma nanoparticula lipidica sélida (NPLS) e carreador lipidico
nanoestruturado (CLN), compostos por uma matriz lipidica sdlida estabilizada por um

invélucro externo de tensoativos.
Fonte: Adaptado de Basso et al., (2022).

Os lipidios que compreendem a matriz das NPLs estdo na forma sodlida a
temperatura ambiente e corporal; sdo biodegradaveis e possuem alto ponto de fuséo,
por exemplo triglicerideos, glicerideos parciais, acidos graxos, alcoois graxos e ceras
(DUAN et al.,, 2020, CHUTOPRAPAT; KOPONGPANICH; CHAN, 2022). A matriz
sélida das NPLSs pode incorporar compostos ou substancias bioativas, que tenham
caracteristicas lipofilicas ou hidrofilicas, e assim, oferecer protegcdo contra a
degradacao quimica e ambiental (MOHAMMADI-SAMANI; GHASEMIYEH, 2018,
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PANDEY et al., 2022). Ja os tensoativos ou surfactantes atuam diminuindo a tensao
superficial, aumento de estabilidade, reducdo do tamanho da NPLS e maior
capacidade de transporte (MISHRA et al., 2018, SMITH et al., 2020). No entanto,
concentracdes de tensoativos superiores a 5% podem causar toxicidade; portanto, o
ideal € manter-se em uma faixa de concentracao entre 0,5% e 5% (SMITH et al., 2020,
CHUTOPRAPAT; KOPONGPANICH; CHAN, 2022). Dessa forma, o desenvolvimento
(sintese/fabricacdo) das NPLs visa otimizar a mistura de lipidios com os
tensoativos/surfactantes e outros materiais, de modo que a mistura resultante possa
formar uma microemulsdo termodinamicamente estavel (DUONG et al., 2020,
MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022).

Os métodos usados na sintese/fabricacdo das NPLs sao variados, e podem ser
homogeneizagao de alta velocidade e ultrassom, ultrassom, homogeneizagao de alta
pressao em altas ou baixas temperaturas, evaporacao de solvente, extracao de fluido
supercritico de emulsdes, emulsdes multiplas e secagem por pulverizagao (NASERI;
VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015, SUBROTO; ANDOYO; INDIARTO, 2023).
Assim, o método de producado das NPLSs deve ser adequado as caracteristicas do
principio ativo a ser encapsulado, para que a utilizagcdo do método seja adequada aos
objetivos a serem alcangados (DUONG et al., 2020, ASSALLI; ZAID, 2022, SUBROTO;
ANDOYO; INDIARTO, 2023).

Portanto, NPLSs possuem excelentes vantagens. Os mais notaveis incluem
seus materiais biocompativeis, n&do imunogénicos, baratos e métodos de produgéo
faceis de escalar para a escala industrial. Devido a isso, o desenvolvimento de
nanossistemas baseados em NPLSs que possam ser transferidos da bancada para a
clinica é de extrema importancia (GERMAN-CORTES et al., 2023).

3.5. Babacgu

Babacu (Figura 3) € o nome genérico dado as palmeiras oleaginosas
pertencentes a familia Arecaceae ou pelo nome obsoleto de Palmae e integrantes dos
géneros Attalea, cientificamente conhecida como Attalea speciosa mart. Ex spreng,

sinbnimo Orbignya paleratha e Orbignya oleifera, € uma das mais importantes

28



representantes das palmeiras brasileiras (ARARUNA et al., 2020, TEIXEIRA; IBANEZ;
BLOCK, 2022).

Os babacuais crescem na porc¢ao ocidental da América do Sul, e se destaca
como a espécie mais abundante e de maior importancia econémica (GONZALEZ-
PEREZ et al., 2012, MELO et al., 2019). Possui mais 2.500 espécies distribuidas em
240 géneros, 38 das quais ocorrem no Brasil (MATA et al., 2022). A regido amazoénica
se destaca por possuir a maior diversidade de palmeiras, conta com 195 espécies e
35 géneros (SANTOS et al., 2017a).

Figura 3 — (A) Palmeira do babacgu (Attalea speciosa mart. Ex spreng); fruto (B); fruto

cortado transversalmente (C); améndoas (D) e oOleo extraido das améndoas (E).

Localizagdo: Penalva — MA, Brasil.

Fonte: Proprio autor.

O babacu € uma espécie nativa de florestas densas e umidas que se distribuem
em aproximadamente 200.000 km? de florestas no Brasil (SANTOS et al., 2017a),

especialmente na parte leste da Amazénia, nas zonas de transicdo entre o bioma da
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floresta tropical e o semi-arido do nordeste do Brasil (ARAUJO et al., 2016). E
naturalmente abundante nos estados do norte e nordeste do Brasil, especialmente
nos estados do Maranhdo, Piaui e Tocantins (15 milhdes de hectares), onde as
florestas contém cerca de 25 bilhdes de arvores (ARARUNA et al., 2020, MATA et al.,
2022).

A améndoa do fruto da palmeira babacu € um dos principais produtos
extrativistas do Brasil, com uma produgédo que chegou ha 32.074 toneladas em 2021
(CONAB, 2022). E um produto de grande relevancia econémica do extrativismo
vegetal no Pais, e social para as populagbes de algumas regides do nordeste,
principalmente o estado do Maranhdo (GONZALEZ-PEREZ et al., 2012; ARAUJO
JUNIOR; DMITRUK; MOURA, 2014). A colheita dos frutos do babacgu € uma atividade
predominantemente feminina, as quais sdo conhecidas como “quebradeiras de coco”
(ALMEIDA et al., 2016, REIS et al., 2017). E a principal fonte de renda de mais de
300.000 pessoas no Nordeste do Brasil, principalmente no estado do Maranhao (REIS

et al., 2017, SANTOS et al., 2020, GEHRING et al., 2020).

A estrutura do fruto do babagu é composta por quatro partes. As porcentagens
meédias de cada um de seus componentes séo 11% epicarpo fibroso, 23% mesocarpo,
59% endocarpo, uma camada de madeira dura e améndoa 7% (ARARUNA et al,,
2020). As améndoas que sdo compostas por mais de 60% a 65% de 6leo (VINHAL;
LIMA; BARBOSA, 2014, DA PONTE et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2023).

Os estudos tém demonstrado que o babagu apresenta acdo antitumoral
(NASCIMENTO et al., 2006), propriedades anti-inflamatérias (SILVA; PARENTE,
2001, REIS et al., 2017, BARBOSA et al., 2012) e antimicrobiana (CANTARINI et al.,
2015, HOVORKOVA et al., 2018, NOBRE et al., 2018).

A extragao do 6leo das améndoas de coco babacu pode ser feita de forma
artesanal, onde as améndoas sao trituradas e posteriormente cozidas. Além disso, a
extracdo do 6leo pode ocorrer por pressdo mecanica ou por solvente. No entanto, a
prensagem a frio se destaca como um método seguro para os consumidores, pois nao
envolve calor nem extragao quimica, resultando em éleos de alta qualidade (MELO et
al., 2019).
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O dleo de coco babagu possui uma variedade de acidos graxos, com destaque
para o acido laurico (40-55%), miristico (11-27%), oleico (6émega 9) (10-16%),
estearico (1,8 —7,4%) acidos palmitico (5—-11%), caprico (1,2—8%) e caprilico (6%)
(URIOSTE et al., 2008, SANTOS et al., 2013, SANTOS et al., 2017b, SILVA et al.,
2020, OLIVEIRA et al., 2023). O acido laurico € um acido graxo de cadeia média com
12 atomos de carbono e possui varias propriedades terapéuticas, com destaque para
as atividades antibacteriana, antiinflamatoria e antitumoral (DAYRIT, 2014, LAPPANO
et al., 2017, PEREIRA et al., 2020).

Muitos autores tém relatado o uso do 6leo como farmaco, e o empregando
como excipiente em diferentes formulagbes farmacéuticas como microemulséo
(HONORIO-FRANCA et al., 2014, REIS et al., 2017, SANTOS et al., 2020). As
microemulsdes, mostram resultados na melhora a fungdo do sistema imunolégico
(HONORIO-FRANCA et al.,, 2014, MELO et al., 2019) e atividade anti-inflamatéria
(HONORIO-FRANCA et al, 2014). Sistemas nanoestruturados contendo 6leo,
também, tém sido estudados como terapia para hiperplasia prostatica benigna
(SOUZA et al., 2011, DE SOUSA et al., 2013, AMARAL et al., 2014).

A utilizacao de extratos isolados ou combinagdes de extratos de duas ou mais plantas
tem demonstrado uma melhora significativa nas propriedades do organismo. Além
disso, essas combinagdes frequentemente apresentam efeitos sinérgicos, auxiliando
no tratamento de algumas doencgas, como a hiperplasia prostatica benigna (HPB)
(ABREU et al., 2018, FURTADO et al., 2021).

3.6. Copaiba

A publicacdo marcante sobre copaiba foi escrita 127 anos apdés o
descobrimento do Brasil por Vicente Rodrigues Palha, conhecido como Bispo Frei
Vicente do Salvador. Ele dedicou dois capitulos de seu livro “Historia do Brasil” para
descrever as arvores e ervas medicinais encontradas no Brasil. Frei Vicente relatou
inumeras arvores maravilhosas e fortes que eram grossas, altas e retas e, quando
golpeadas ou perfuradas, pingavam 6leo precioso (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002,
PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009, TOBOUTI et al., 2017). A origem do nome dessas

arvores veio da linguagem indigena “tupi”, que eram chamadas de “cupa-yba”, a
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arvore de depdsito, ou que tem jazidas, por causa da oleo-resina do seu tronco
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002, ARRUDA et al., 2019).

As arvores de copaiba (Figura 4) pertencem ao género Copaifera, familia
Fabaceae e subfamilia Caesalpinoideae. Esse género foi descrito pela primeira vez
por Marcgraf e Piso em 1638, que empregaram o nome “Copaiba” sem designar a
espécie (TOBOUTI et al., 2017, TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). Foi em 1760 que
Nicolaus Joseph Von Jacquin descreveu a espécie Copaiva officinalis na obra
Enumeratio Systematica Plantarum (JACQUIN, 1762). Mas foi no ano de 1764 que
Carl von Linné fez um estudo mais detalhado do género na obra Species Plantarum
(LINNE; WILLDENOW, 1797) na qual descreveu a espécie Copaifera officinalis (Jacq.)
(TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018, MENEZES et al., 2022).

Figura 4 - Arvores de copaiba (Copaifera sp.) (A), extragdo da 6leo-resina (B) e 6leo-
resina (C).
Fonte: PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009 (A e B); préprio autor (C).

Esta arvore é nativa da América Central e do Sul, india Ocidental e Africa
Ocidental (LEANDRO et al., 2012, ARRUDA et al., 2019). No Brasil, as arvores sao
encontradas nas regibes Sudeste, Centro-Oeste e Amazobnia (PIERI; MUSSI,
MOREIRA, 2009, TOBOUTI et al., 2017). Sado 72 espécies das quais 16 sao
encontradas exclusivamente no Brasil, onde existem mais de 20 espécies dessa
planta. As mais comuns incluem C. officinalis L., C. guyanensis Desf., C. reticulata
Ducke, C. multijiuga Hayne, C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart. e C. cearenses

Huber ex Ducke (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002, LEANDRO et al., 2012, TOBOUTI et
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al., 2017, ARRUDA et al., 2019). Algumas arvores podem chegar até 400 anos, com
altura variando entre 25 e 40 m (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009, GEBARA et al.,
2016), madeira pesada, folhagem densa, flores pequenas, frutos secos e sementes
pretas e ovoides. A casca € marrom-escura, com superficie rugosa e aromatica,

enquanto o tamanho do tronco pode chegar a 80 centimetros (TOBOUTI et al., 2017).

A Oleo-resina exsudada da copaiba, conhecida como 6leo de copaiba, é
constituida por uma parte volatil ou sesqueterpénica, que corresponde 10 -15% ou até
80% do dleo-resina de copaiba (CARDINELLI et al., 2023), com destaque ao [3-
cariofileno (hidrocarboneto biciclico), B-bisaboleno, a-humuleno, a e B-selineno, a-
bisabolol, B-elemeno, y-cadineno, a-cadinol (DIAS et al., 2012). Ja a parte ndo volatil,
resinosa ou diterpénica, se destacam os acidos caurendico, hardwickiico, polialtico e
copalico (TOBOUTI et al., 2017, CARDINELLI et al., 2023).

O rendimento médio de 6leo-resina € de 0,3 a 3 litros por arvore em cada coleta,
no entanto, existem arvores que podem produzir ocasionalmente cerca de 30 litros em
uma coleta (GEBARA et al., 2016, EMBRAPA, 2023). A produgao de oOleo-resina de
copaiba foi de 165 toneladas em 2018, o ultimo ano da analise. Em 2018, a produgao
atingiu um valor de R$ 3.876.000,00 (IBGE, 2018, STEVAUX; ALVES, 2020).

A Oleo-resina € um liquido com viscosidade e cor variaveis, variando do
amarelo ao marrom claro, e demonstrou ter propriedades anti-inflamatérias (GOMES
et al., 2010, LUCCA et al., 2017, ALMEIDA JUNIOR et al., 2021), antibacteriano
(BARDAJI et al., 2016, DIEFENBACH et al., 2018, ABRAO et al., 2021), antifangico
(DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011, ZIMMERMAM-FRANCO et al., 2013, SILVA et al.,
2019) e propriedades antitumorais (LEGAULT; PICHETTE, 2010, VARGAS et al.,
2015). Mesmo que tenham sido descritas bioatividades de alguns sesquiterpenos
isolados dos 6leos de copaiba, as varias propriedades biologicas sédo atribuidas
apenas ao oleo intacto, onde as substancias atuam sinergicamente (CARDINELLI et
al., 2023).

Desta forma, o doleo-resina de copaiba, assim como o 6leo de babagu em
nanossistemas, como nanocompdsitos de silicatos lamelares, evidenciaram um
aumento da atividade farmacoldgica, com uma redugao da distribuicdo em outros

tecidos e aumento da eficacia da administracéo, visto que os nanossistemas também
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sao conhecidos por apresentarem uma capacidade de vetorizacdo de farmacos
(BORGES et al., 2016).

3.7. Anatomia e fisiologia da prostata

O termo “préstata” vem da palavra grega prohistani, que significa "glandula em
frente a bexiga". Herdfilus da Calceddnia, um anatomista grego considerado o pai da
anatomia, usou este termo pela primeira vez em 335 a.C. (BAY; BAY, 2010). J4 em
1543, Andreas Vesalius descreveu a prostata como um unico 6rgao do sistema
urogenital masculino (DAUGE et al., 1999).

A préstata € um érgao exocrino do sistema reprodutor masculino localizado na
cavidade pélvica (FRANZ et al., 2013, FRANCIS; SWAIN, 2018). Os fluidos
secretados pela prostata sao ricos em proteinas, enzimas, lipidios, amilases, acido
citrico, fosfatase acida, fibrinolisina, zinco e antigeno especifico da prostata (PSA)
(KIERSZENBAUM, 2008, LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011). O fluido
prostatico € levemente acido (pH de ~ 6,4) e responsavel por 15 e 30% do volume
total do fluido seminal (FRANZ et al., 2013, SAUER et al., 2020). A prostata € um
conjunto de 30 a 50 glandulas tubulo-alveolares ramificadas, sendo que os seus
ductos desembocam na porgao da uretra, denominada uretra prostatica. As glandulas
tubulo-alveolares ramificadas sdo compostas por epitélio cubdide ou pseudo-
estratificado colunar e cercadas por estroma fibromuscular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

O desenvolvimento, crescimento, manutencao estrutural e funcional da
prostata se da em resposta aos horménios androgénicos, estimuladores da
diferenciacao e do crescimento do epitélio e do estroma prostaticos (MARKER et al.,
2003; FUJIKAWA et al., 2005; LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011). Por
volta da décima semana de gestagao, da inicio a seu desenvolvimento em resposta
ao estimulo da di-hidrotestosterona (DHT), horménio proveniente da converséo
metabdlica da testosterona através da agao da enzima 5a-redutase, localizada no seio
urogenital (BERMAN; RODRIGUEZ; VELTRI, 2012).
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A préstata pesa cerca de 20 g no homem adulto, possui uma constituigdo
fibromuscular de 30 a 50% e glandular de 50 a 70%, sendo localizada no interior da
cavidade pélvica, logo abaixo do colo da bexiga e atravessada pela uretra (Figura 5)
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).
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Figura 5 - Bexiga urinaria, ducto deferente, glandulas seminais, uretra e prostata.
Fonte: SOBOTTA, 2000.
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De acordo com McNeal (1978) a prostata humana pode ser dividida em 4
regidbes ou zonas anatOmicas: periférica, transigdo, central e anterior que seriam
diferentes bioldgica e histologicamente (Figura 6). A zona periférica compde até 70%
do volume normal da prostata e nessa regiao se origina cerca de 80% das neoplasias
malignas da prostata (MCNEAL et al, 1988, LEE; AKIN-OLUGBADE;
KIRSCHENBAUM, 2011, PALMERI et al., 2014, PENG et al., 2015, SAUER et al.,
2020). A zona de transicéo representa de 5 a 10% do volume normal da prostata e
envolve a uretra, sendo essa a regido que ocorre a maior incidéncia de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (MCNEAL et al., 1988, SROUGI; DALL'OGLIO; ANTUNES,
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2010, YAN et al., 2022). Em aproximadamente 70% das bidpsias, aproximadamente
10 a 20% das neoplasias malignas da préstata podem ter origem na zona de transigao
(MCNEAL et al., 1988, RO, GRIGNON; AYALA, 1997; SALDANHA, CAVALCANTI,
ARAP, 2000, SROUGI; DALL’OGLIO; ANTUNES, 2010, NELLES; HU; PRINS, 2011).
Quando isto ocorre, a zona de transigao pode ocupar quase todo o volume da préstata
(RO, GRIGNON; AYALA, 1997). A zona central foi descrita como uma cunha vertical
de tecido glandular lateral a cada ducto ejaculatorio com sua base cefalica na capsula
da glandula (SELMAN, 2011). Constitui de 20 a 25% do volume normal da préstata e
€ a regiao que envolve os ductos ejaculatorios, sendo o local de origem de cerca de
5% das neoplasias benignas da préstata (RO, GRIGNON; AYALA, 1997, VARGAS et
al., 2012). A zona anterior ou fibromuscular, representa 5% do volume normal da
prostata e é composta apenas de tecido muscular e fibroso (SAMPAIO, 1992, LANG;
HASHITAN, 2017).

a Zona central

b Zona anterior ou fibromuscula

€ Zona de transicdao
d Zona periférica

Ducto ejaculatério e Regido da glandula periuretral

Figura 6 - A: Estrutura anatdbmica da prostata humana evidenciando as zonas,
dispostas concentricamente em torno da uretra. B: Modelo tridimensional da anatomia
da préstata, vista lateral. Os cortes sagitais (areas alinhadas) removeram o lado
proximo do estroma fibromuscular (F), colo vesical (B), zona central (C), zona
periférica (P), zona de transicéo (T), esfincter (S) e uretra com verumontanum (V)
vistos por completo. Os ductos periuretrais estdo escondidos atras da zona de
transicdo. Os ductos ejaculatérios (area pontilhada) atravessam o centro da zona
central.
Fonte: Adaptado de MARZO et al., (2007) (A); SELMAN (2011) (B).
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3.8. Cancer de prostata

O céancer de prostata (CaP) € um tumor maligno e uma das principais causas
de morte por cancer em homens em todo o mundo (SIEGEL et al., 2020, REBELLO
etal., 2021). Aincidéncia de CaP aumenta fortemente com a idade, a principio, a partir
dos 55 anos de idade, atingindo o pico aos 70 ou 74 anos de idade, apds esse periodo
o risco diminui ligeiramente (SUI et al.,, 2021). Os fatores de risco relacionados ao
cancer de prostata incluem fatores genéticos (heranga familiar), etnia, idade,
obesidade e outros fatores ambientais (NELLES; HU; PRINS, 2011, SEKHOACHA et
al., 2022). Ha evidéncias do aumento incidéncia de CaP, também, em adolescentes
mais velhos e homens adultos jovens (BLEYER; SPREAFICO; BARR, 2019).
Segundo os autores a obesidade, sedentarismo, infecgédo por papilomavirus humano
(HPV) e exposigao a substancias e agentes cancerigenos no ambiente podem ser as

causas disso.

O CaP geralmente tem crescimento lento (HARRISON et al., 2020), e possui
uma natureza genémica, histomorfolégica e clinica variada (HAFFNER et al., 2020,
GEORGE et al.,, 2022, SEKHOACHA et al., 2022). A transformagao maligna das
células prostaticas pode ocorrer por varios processos. Ela pode comegar como uma
neoplasia intraepitelial prostatica, seguida de CaP localizado e, em seguida, progredir
para adenocarcinoma localmente invasivo, metastase em locais distantes,
principalmente em linfonodos ou ossos, e finalmente desenvolver um fendtipo
independente de androgeno (WAHAB et al., 2020).

A maioria dos casos de CaP é classificada como adenocarcinoma com
formacao glandular e diferenciagédo luminal, incluindo expressdo do receptor
androgénico (RA) e do antigeno especifico da préstata (PSA) (CHENG et al., 2022).
De forma geral CaP é classificado em CaP em estagio inicial, CaP familiar, CaP
resistente a castragdo e CaP metastatico resistente a castracédo (CENTENERA et al.,
2018, ALANAZI et al., 2019). Embora a base para o tratamento CaP seja regulagéo
hormonal, estudada por mais de 75 anos, com énfase na agéo androgénica (NELLES;
HU; PRINS, 2011, HU et al.,, 2012), novos estudos tém mostrado que além dos

androgenos, os estrogénios desempenham papel importante na etiologia e
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progressao do CaP (NELLES; HU; PRINS, 2011, HU et al., 2012, DOBBS et al., 2018,
ZAZZ0 et al., 2019).

No cenario atual, as abordagens de tratamento do CaP evoluiram
significativamente e os pacientes agora tém muitas opg¢des de tratamento, como
terapia hormonal, quimioterapia, imunoterapia e terapia direcionada (YAMADA;
BELTRAN, 2021). Além de remocg&o cirurgica, radiagdao e, nos ultimos anos, a
imunoterapia como método alternativo ganhou crescente interesse (SUI et al., 2021).
No entanto, a terapia de privagao androgénica (TPA), que suprime farmacolégica ou
cirurgicamente a atividade androgénica (inibicdo da sinalizagcdo do receptor RA)
permanece sendo o padrado ouro no tratamento do CaP (LIM et al., 2020, GILBERT et
al., 2022, CHAN et al., 2023).

Mesmo com uma resposta inicial favoravel, com o tempo, a inibicdo do RA leva
a resisténcia do CaP na maioria dos homens, e geralmente leva ao estagio de CaP
resistente a castragdo (CPRC), também chamado de CaP independente de
androgenos (WATSON; ARORA; SAWYERS, 2015, LIM et al, 2020). E com o
aumento crescente do CPRC, a deple¢ao hormonal ndo se faz mais necessaria neste
estagio, pois essas ceélulas cancerigenas passam a ser insensiveis a agao dos
horménios, e podem crescer independente de androgenos, passando a ser agressivas
e causando metastase (WAHAB et al., 2020). O CaP metastatico continua sendo
associado a uma sobrevida global significativamente baixa, apesar dos avangos nas
terapias (ACHARD et al., 2021, LIU et al., 2023).

Os estudos com linhagens celulares independem de andrégenos, como PC-3
e DU-145 sao fundamentais para entender desenvolvimento e progressao dos CPRC
(ALIMIRAH et al., 2006, MATSUMURA et al., 2008, LOMBARDI; VICENTE; PORTO,
2020). Assim, a melhora da qualidade da medicina voltada para o tratamento sera
possivel, pois tem sido um desafio, principalmente devido ao conhecimento limitado
da biologia do CaP em pacientes de diferentes populagbes (MIYAHIRA et al., 2022).
A exemplo as populagcdes de ascendéncia africana, com taxas de incidéncia e
mortalidade sendo as mais altas do mundo (NELLES; HU; PRINS, 2011, TAITT, 2018,
MIYAHIRA et al., 2022).

38



O PSA ou calicreina-3, € uma glicoproteina produzida pela prostata, descoberta
na década de 1970 por Richard Ablin, tem a funcao de liquefazer o soro, promover a
motilidade do esperma e dissolver o muco cervical (PEZARO; WOO; DAVIS, 2014).
No final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990, a analise do PSA tem sido amplamente
utilizada na detecgéo precoce do CaP (SHORE et al., 2020, LUNDGREN et al., 2021).
Como a maioria dos homens CaP ndo apresenta sintomas ou sinais clinicos da
doenca, o PSA elevado € a anormalidade laboratorial inicial mais comum na detecgao
do CaP, sendo um exame de triagem que detecta os estagios iniciais de uma condi¢c&o
patolégica e permite uma intervencao precoce (SHORE et al., 2020). Embora o seu
uso para o rastreamento do CaP € um tanto controverso (alta sensibilidade e baixa
especificidade), ndo ha duvida quanto a sua utilidade no grande aumento no
diagnostico de CaP na maioria dos paises industrializados, somado a um declinio na
mortalidade, em parte devido a melhora no tratamento e provavelmente, a triagem
generalizada do PSA (WAGASKAR et al., 2021, OLA et al., 2022). Varios estudos tém
mostrado que a relagdo PSA livre/total (PSA L/T), principalmente na "zona cinza" do
PSA-T (faixa de PSA-T sérico de 4,0 a 10,0 ng/mL) pode ser um marcador util para o
diagndstico diferencial do CaP, pois apresenta boa acuracia e especificidade (FARIA
et al.,, 2012, CHANG et al., 2015, SUN et al., 2015, NIU et al., 2022). Assim, quanto

menor a relagdo PSA L/T, maior a probabilidade de ser diagnosticado com CaP.

O CaP é o segundo causa mais comum de cancer masculino em todo o mundo,
ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma (HARRISON et al., 2020,
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Entre os casos de cancer no mundo, o CaP é o
quarto mais comum, e responsavel por aproximadamente 7,3% dos novos
diagndsticos de cancer, resultando em mais de 1,4 milhdo de casos novos estimados
em 2020, o que representa 15,2% de todos os tipos de cancer entre homens. Esse
valor corresponde a um risco estimado de 31,50 casos a cada 100 mil homens. Ja
para 2040 é esperado 2,43 milhdes de casos novos (SUNG et al., 2021, NIU et al,,
2022, INCA, 2022). Em 2020 ocorreram mais de 375.000 mortes por CaP no mundo
(VIEIRA et al., 2022). As maiores taxas de incidéncia de cancer de proéstata foram
observadas no Norte da Europa, na Europa Ocidental, no Caribe e na Oceania (INCA,
2022).
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No Brasil, com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, o CaP ocupa a
segunda posicao entre os tipos mais frequentes (30%). Com uma mortalidade de
15.841 pessoas mortas de CaP em 2020, o que equivale a um risco de 15,30 mortes
a cada 100 mil homens. O numero estimado de casos novos de CaP no Brasil para o
triénio de 2023 a 2025 é de 71.730, correspondendo a um risco de 67,86 casos novos
a cada 100 mil homens (Tabela 1) (INCA, 2022, SANTOS et al., 2023).

Tabela 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2023 a 2025 em homens, exceto pele nao melanoma.

Localizagao Primaria Casos %
Prostata 71.730 30
Coélon e reto 21.970 9,2
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7,5
Estébmago 13.340 5,6
Cavidade oral 10.900 4.6
Esbéfago 8.200 3,4
Bexiga 7.870 3,3
Laringe 6.570 2,7
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7
Figado 6.390 2,7

Fonte: INCA, 2022.

3.9. Farmacologia no cancer de préstata

Como ja contextualizado anteriormente, a maioria dos homens diagnosticados
com CaP passa por uma terapia curativa, geralmente radiagdo ou cirurgia. Embora a
taxa de sobrevida em 5 anos para o CaP localizado seja de 100%, cerca de 30%
desses pacientes terdo uma recorréncia bioquimica (niveis altos de PSA sem sinais
clinicos ou radiolégicos de recidiva) (VAN DIE et al., 2017, NAEEM et al., 2020). A
capacidade de estratificacdo dos pacientes por grupo de risco, permite aos meédicos
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proporem terapias com base no prognéstico, e na preferéncia do paciente, como
vigilancia, prostatectomia e radioterapia (tratamentos padrdes para pacientes CaP em
estagio I-lll). A ablagdo androgénica por castragao cirurgica (orquiectomia, a retirada
dos testiculos) ou farmacoldgica pode trazer remiss&o duradoura em quase todos os
pacientes em estagio IV e em estagio Ill de alto risco. Nesse caso, antiandrogénicos
de primeira geragcado, como flutamida e bicalutamida, podem inibir seletivamente a
atividade androgénica com menos efeitos adversos. No entanto, no estagio IV, ha
altissima probabilidade de ocorrer CPRC, caracterizada por mutagdes genémicas no
RA, com progndstico ruim (LIMA et al., 2019, SINGLA et al., 2021, SEKHOACHA et
al., 2022).

O manejo do cancer de prostata metastatico sensivel a horménios (CPmSH)
mudou radicalmente nos ultimos anos. Os dados apontam para um beneficio de
sobrevida, a partir da adicdo de quatro farmacos direcionados a privacao de
androgenos em pacientes com CPmSH, o docetaxel, acetato de abiraterona,
enzalutamida e apalutamida, ndo havendo diferenca aparente quanto a eficacia
dessas drogas, no entanto, com diferencas em seus perfis de toxicidade, além de
diferengas notaveis no custo (CATTRINI et al., 2019, HALL et al., 2020, SUI et al.,
2021).

Os tratamentos disponiveis CPRC apds TPA incluem quimioterapia com
docetaxel, drogas bloqueadoras de andrégenos/receptores de andrégenos de ultima
geracgao, sipuleucel-T (imunoterapia autdloga) e radio-223 (NAEEM et al., 2020). Para
cancer de prostata metastatico resistente a castracdo (CPmRC), os tratamentos
aprovados sao o inibidor do CYP17 abiraterona, o antagonista do receptor de
androgénio (RA) enzalutamida, o taxano cabazitaxel, a imunoterapia sipuleucel-T, e 0
emissor alfa radio-223 para homens com metastases 0sseas. Até o inicio de 2010, o
docetaxel (classe dos taxanos) era o unico farmaco usado para prolongar a vida dos
pacientes com CPmRC (NUHN et al., 2019).

3.10. Fitoterapia no cancer de prostata

Com as estimativas de aumento da incidéncia de mortes por CaP e a baixa

resposta da quimioterapia e radioterapia nas formas mais agressivas, novas
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alternativas sao necessarias para controlar o CaP (BASATI; GHANADI;
ABBASZADEH, 2020). Ao longo dos ultimos anos, ha uma tendéncia emergente de
usar produtos naturais de fungos, plantas e animais, na medicina, principalmente
devido aos seus compostos bioativos, bem como a sua baixa toxicidade (THOMFORD
et al., 2018, CHEON; KO, 2022). Terapias a base de plantas medicinais tém
demonstrado grandes vantagens, principalmente, por serem simples, de baixo custo
e boa eficacia, e € uma tendéncia em todo mundo (WAHAB et al., 2020). E como o
desenvolvimento do uso de farmacos sintéticos € demorado, cresce ainda mais o
interesse no uso de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020, HUANG; LU; DING,
2021).

Fitoquimicos, vitaminas e alguns minerais que sao encontrados em plantas
comestiveis, como vitamina A, isoflavonas (por exemplo, genisteina e daidzeina),
vitamina E, licopeno, selénio podem minimizar o risco de recorréncia subsequente do

cancer, progressado ou morte devido ao PCa (WAHAB et al., 2020).

Uma das saponinas mais importantes encontradas nos tomates, a alfa-
tomatina, mostrou efeitos antitumorais em células cancerigenas da prostata humana
(LEE et al., 2013). Um flavonoide encontrado em muitas plantas, como frutas, vegetais
e graos, chamado quercetina, demonstrou ser capaz de impedir o crescimento de
varios tipos de cancer. Zhang et al., (2020) estudaram se a quercetina melhora o efeito
do paclitaxel nas células de cancer de prostata PC-3 e descobriram que a quercetina
inibiu a proliferagao celular, aumentou a apoptose, interrompeu o ciclo celular e inibiu
a migracédo celular. Kai et al., (2010) descobriram que o resveratrol e o acido
suberoilanilida hidroxamico (SAHA) atuaram sinergicamente na taxa de morte celular
de células DU-145 e LNCaP. Ja capsaicina, responsavel pelo sabor picante das
pimentas malaguetas, tem efeitos anticancerigenos. Sanchez et al., (2019) estudaram
se a capsaicina melhorou a acdo do docetaxel nas células LNCaP e PC-3, e
descobriram que a capsaicina impediu o crescimento e a viabilidade celular do tumor.
Os fitoestrogénios € outro metabdlito muito estudado na terapia do CaP. Sao
metabalitos secundarios de plantas, sdo semelhantes aos estrogénios de mamiferos
em estrutura e funcdo e tém demonstrado varias vantagens para a saude humana. As
trés principais categorias dos bioativos dos fitoestrogenos sao isoflavonas,

coumestans e lignanas. Seu mecanismo mostra que interagem com as isoformas do
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receptor de estrogénio nuclear REa e RE, produzindo efeitos estrogénicos agonistas
e antagonistas (PATRA et al., 2023).

O acido 3-acetoxicopalico presente no 6leo-resina de copaibamostrou atividade
contra proteinas chaperonas a-cristalina e inibidores de Hsp27 diminuindo o nivel do
transdutor de sinal da proteina Hsp27 e do ativador da transcri¢gao 3 (Stat3) nas células
PC-3 de CaP (LAMA et al., 2014). Ja Idippily et al., (2017) mostrou que acido copalico,
um dos acidos diterpendides do 6leo-resina de copaiba ao inibir a chaperona foi capaz
de regular negativamente o receptor de andrégeno, responsavel pelo

desenvolvimento e progressado do cancer de préstata.

4. Materiais e métodos

4.1. Materiais

Seguem relacionados os principais materiais utilizados na elaboragao desta

Tese:

e Acido Estearico (Exodo Cientifica®), como matriz lipidica;

e Tween 80 (TEDIA®), como tensoativo nao-iénico;

e Oleo-resina de copaibafoi adquirido da Cooperativa Mista dos Povos e
Comunidades Tradicionais da Calha Norte (Coopaflora);

e Oleo de coco babacu, foram adquiridos na Cooperativa Quilombola das
Quebradeiras de Coco Babagu (COOPERQUILOMBOLA) na cidade de
Penalva-MA;

e Marcador B-cariofileno (80%) (Sigma Aldrich, EUA);

e Marcador acido dodecanoico ou acido laurico (Sigma Aldrich, EUA);

e Pentadecanoato de metila (Fluka®)
Principais equipamentos e acessorios utilizados na elaboragéo desta Tese:

e Cromatografo Gasoso Acoplada a Espectrémetro de Massa — CGEM -
QP2010SE (Shimadzu). Equipamento localizado na Central Analitica, Centro
de Ciéncias da Saude da UFRJ;
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e Analisador de tamanho de particulas, Equipamento Zetasizer Nano® S90
(Malvern Instruments®, UK). Equipamentos localizados no Laboratério de
Desenvolvimento Galénico (LADEG), Faculdade de Farmacia da UFRJ;

e Balanga digital, modelo PE 3600, Mettler. Equipamentos localizados no
Laboratério de Desenvolvimento Galénico (LADEG), Faculdade de Farmacia
da UFRJ;

e Processador Ultrassonico UP100H (Hielscher). Equipamentos localizados no
Laboratério de Desenvolvimento Galénico (LADEG), Faculdade de Farmacia
da UFRJ;

e Agitador magnético com aquecimento (IKA® C-MAG HS 7). Equipamentos
localizados no Laboratério de Desenvolvimento Galénico (LADEG), Faculdade
de Farmacia da UFRJ.

4.2. Métodos

4.2.1. Descricao dos locais de coleta dos 6leos de babacgu e 6leo de copaiba

Os nanossistemas foram preparados utilizando-se 6leo de babagu (Attalea speciosa)
(OB). O OB foi comprado a partir da Cooperativa Quilombola das Quebradeiras de
Coco Babacu (Cooperquilombola), situada na cidade de Penalva, Estado do
Maranhao, Brasil (Figura 7). A técnica de prensagem a frio foi empregada para extrair
0 Oleo a partir da améndoa e um exemplar representativo do lote de améndoas
utilizadas foi catalogado e depositado no Herbario Atico Seabra da Universidade
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Federal do Maranhdo (Brasil), identificado sob o numero de registro 01371.
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Figura 7- Localizagao da cidade de Penalva, Estado do Maranh&o, Brasil (Latitude:
03° 17' 39" S e Longitude: 45° 10' 25" W).
Fonte: Silva et al., (2021).

A Oleo-resina de copaiba (OC), foi comprada a partir comunidade tradicional
localizada no distrito de Alto Trombetas da cidade de Oriximina, estado do Para, Brasil
(Figura 8). Um exemplar representativo da espécie de copaiba, também foi catalogado
e encontra-se arquivado no Herbario Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Brasil),

identificado sob o numero de registro 10938.
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—— 1: Centro urbano de Onximing; 2- lgarapé ."\-"lf;-|gcu;n; 3: garape
0] 300 G000 km ¥ Jatuarana; 4: lgorapé Canal Grande; 5: Rio Trombetas.
1
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Figura 8 - Localizag&o do lago do Iripixi e seus principais igarapés no Municipio de
Oriximina, Estado do Para, Brasil (coordenadas do centro administrativo: Latidude:
1°46'00"S; Longitude: 55°51'30"0O) e 0 macrozoneamento local, presente no plano

diretor municipal.
Fonte: Adaptado de Silva et al., (2014).

A Figura 9 (A) mostra o 6leo de babacgu e a Figura 9 (B) o éleo-resina de

copaiba.
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Figura 9 - (A): Oleo de coco babacu (OB). Local de coleta: Penalva-MA; (B): Oleo-
resina de copaiba (OC). Local de coleta: povoado Alto Trombetas, cidade de Oriximina

- PA.

Fonte: Préprio autor.

4.2.2. ldentificagcao dos 6leos de babacgu e 6leo de copaiba

A identificagdo do 6leo de babagu foi realizada em cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectrémetro de massas (CG-EM) QP2010 Ultra (Shimadzu) (Figura 10) equipado
com detector quadrupolo e coluna capilar de 5% de difenil: 95% de dimetil polisiloxano
(RXi-5ms; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um Df; Restek, Bellefonte, PA, EUA). Foi utilizado
um modo de injegao sem divisao (1 yL), com hélio como gas de arraste a 1,8 mL/min.
A programacao da temperatura foi de 30 °C, mantendo por 1 minuto; 30 °C — 150 °C
(20 °C/min), mantendo por 3 minutos; e 150 °C — 310 °C (25 °C/min), mantendo por 5
minutos. A temperatura da fonte de ions era de 230 °C. O detector quadrupolo foi
operado em um modo de ionizagao de elétrons, com uma faixa de massa coletada de
30 a 300 m/z. As amostras foram dissolvidas em diclorometano (5 mg/mL), e 1 yL da
amostra foi injetado com divisao de fluxo na razdo de 1:200 (SPLIT).
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Figura 10 - Cromatdgrafo gasoso acoplada a espectrometro de massa — CG-EM -
QP2010SE (Shimadzu).

Fonte: Proprio autor.

Os espectros de massas foram obtidos através da varredura linear e do
monitoramento seletivo dos ions para determinacdo das amostras. A avaliagéo
qualitativa dos picos foi realizada através da comparagao entre a similaridade dos
espectros de massa dos picos em relagdo ao banco de dados da biblioteca de
espectros (NIST11).

Para a identificagdo dos acidos graxos do 6leo de babagu, foi realizado o
processo de derivatizagao, pois esses acidos graxos presentes no 6leo ndo sao
volateis. Sendo assim, foi utilizada a técnica de esterificagdo para produzir ésteres
metilicos a partir dos acidos graxos, e assim ser possivel realizar as analise por CG-
EM (FERREIRA; FAZA; HYARIC, 2012, ABREU et al., 2018).

Para o preparo a derivatizagao, foi utilizado reagente de saponificagéao,
preparado a partir de 2,8 g de hidréxido de potassio (KOH) em 100 mL de metanol
(CHsOH) e agitados até completa solubilizagdo do KOH. O reagente de esterificacéo
foi preparado pesando 5 g de cloreto de aménio (NH4Cl) em 150 mL de CH3OH e 7,5
mL de acido sulfurico (H2SO4) e adicionado lentamente enquanto o reagente estava
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agitando. Solugao saturada de cloreto de sodio (NaCl) e éter de petrdleo também

foram utilizados na técnica de derivatizacao das amostras.

As amostras de 6leo de babacgu (50 mg) foram transferidas para balées vazios
previamente pesados e identificados e depois foram secas em rotaevaporador (100
rom a 50°C), sendo anotado o peso do baldo. A seguir adicionou-se 4 mL do reagente
de saponificagdo e barra magnética (peixinho) no baldo com a amostra acoplando-o
em um condensador de refluxo e deixou-se em refluxo por 5 minutos. Removeu-se o
aquecimento e o condensador e adicionou-se, 5 mL do reagente de esterificacédo e
deixou-se o baldao em refluxo por 5 minutos. Retirou-se o aquecimento e o
condensador e adicionou-se 4 mL da solu¢do saturada de NaCl (reagente Brine) e 5
mL de éter de petrdleo. Transferiu-se a amostra do baldo para um funil de separacéo,
no qual foi adicionado diclorometano; esta etapa foi repetida mais duas vezes. A fase
organica foi transferida para um erlenmeyer e adicionou-se sulfato de sédio anidro
com posterior filtragdo da amostra em papel de filtro; essa amostra volta para um balao
identificado seu peso. O baldo com a amostra derivatizada foi rota evaporado e depois
pesado para descontar o peso do baldo. Apds derivatizagdo, a amostra foi transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL e completada com acetato de etila (diluicdo de
10000 vezes). E por fim, 1 mL da amostra diluida foi adicionado 25 pL de
pentadecanoato de metila. O pentadecanoato de metila foi utilizado como padrao

interno e o acido laurico como marcador do 6leo de babagu (ABREU et al., 2018).

A identificacdo da amostra de dleo de copaiba, também foi realizado em CG-
EM, de acordo com os parametros ja descritos. Para o preparo da amostra, 50 mg de
Oleo-resina de copaibafoi transferido para um baldo de 10 mL e completado com
diclorometano. Essa solugdo 5mg/mL foi entdo diluida 50 vezes com diclorometano,
passando para uma concentracdo de 1mg/mL. Uma aliquota, foi injetada no CG-MS.
O [B-cariofileno foi usado como marcador do 6leo de copaiba. Os picos
cromatograficos correspondentes ao marcador B-cariofileno nas amostras foram
identificados por comparagao dos tempos de retencdo com o marcador de referéncia

(B-cariofileno) e através da verificagdo de pico.

Os parametros usados no equipamento GC-MS para analise, foram:

temperatura do injetor: 290°C; modo de injecao: split; modo de controle do fluxo:
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Pressao; fluxo da coluna: 1,83 mL/min; razdo de split: 1:200. Ja o gradiente de
temperatura foram: 30°C por 1 minuto (0 a 1 minuto de analise); aquecimento de 30 a
150°C a uma taxa de 20°C por minuto (1 a 7 minutos de analise); mantido 150°C por
3 minutos (7 a 10 minutos de analise); aquecimento de 150 a 300°C a uma taxa de
25°C por minuto (10 a 16 minutos de analise); mantido a 300°C por 5 minutos (16 a

21 minutos de analise); tempo total de analise: 21 minutos.

Os parémetros Massas (MS) foram: temperatura da fonte (240 °C); temperatura
da interface (250 °C); periodo de andlise (3 a 21 min.). Modo de aquisigdo: scan;
tempo do evento em segundos (0,3). O detector quadrupolo foi operado em um modo

de ionizacdo de elétrons com uma faixa de massa analisada de 50-300 m/z.

4.2.3. Desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas sélidas de o6leo de

babacgu e éleo-resina de copaiba

As nanoparticulas lipidicas soélidas de 6leo de babacgu e 6leo-resina de copaiba,
denominada NPL-OB-OC, foram produzidas usando o método de emulsificagao-
ultrasonicacao (YAGOUBI et al., 2017, PRADO et al., 2020, SANTOS et al., 2022,
FILIPPO et al., 2022) com algumas modifica¢des.

Na fase oleosa (FO), acido estearico (4 mg) foi aquecido e fundido a +80 °C
usando um agitador magnético com aquecimento (IKA® C-MAG HS 7).
Separadamente, preparou-se a fase aquosa (FA), onde uma solugao de polissorbato
80 (Tween 80%) (2,5 g) em agua foi aquecida a +80 °C. Momentos antes de verter a
FA sobre FO, os ativos 6leo de babacu (OB) (1 g) e dleo-resina de copaiba (OC) (19)
foram dissolvidos no acido estearico fundido para formar o complexo acido estearico
— Oleos (babagu e copaiba). Apds verter FA sobre FO, a solugéo foi mantida a uma
temperatura de 80 °C por 5 min sob agitacdo magnética. A mistura resultante foi
levada ao Processador ultrassénico (UP100H, Hielscher®) de 100 W e 30 kHz com
amplitude 100% e ciclo 1 por 10 min, seguido por resfriamento em banho de gelo por
50 min. A Figura 11 ilustra o procedimento usado para desenvolver as nanoparticulas

lipidicas sélidas.
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Fase oleosa (FO): Acido estedrico
mais oleos de babacgu e dleo -
resina de copaiba;

Fase oleosa e fase
aquosa definida por
delineamento
experimental usando
o Statistica 10

oes|nw3

Aquecimento de FA e FO (ambas até Homogeneizac&o por 5
+80°C) sob agita¢do constante min.,a t80°C e 6 rpm v

Nanoparticula Lipidica Sélida Banho de gelo sob Sonicador por 10 min.,
agita¢ao por 50 min. ciclo 1 e amplitude 100%

Figura 11 - Fluxograma do preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NPLSs).

Fonte: Proprio autor.

Para o desenvolvimento das NPL-OB-OC, foram conduzidas tentativas iniciais
(forma aleatéria), onde foram testadas variadas proporg¢des dos componentes (lipideo,
tensoativos e co-tensoativos). Todos os ingredientes utilizados foram adquiridos
comercialmente e atendem aos padrdes farmacéuticos de segurancga. Lipidios e
tensoativos empregados no desenvolvimento dos NPLs devem estar de acordo com
as diretrizes da GRAS (Generally Recognized as Safe), além de serem reconhecidos
pela FDA (Food and Drug Administration) (CHAUDHURI et al., 2022). A composi¢ao

detalhada das NPLSs estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao das nanoparticulas lipidicas sélidas desenvolvidas.

NPLS LIPIDIO ATIVO TENSOATIVOS Co-Tensoativo Agua (gsp)
AE OB OoC T80 T20 S80 DMAB QTZ1%

F1 4 2 5 100
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F2 4 1 1 1,25 1,25 100
F3 4 1,25 1,25 100
F4 8 1 1 1,25 1,25 100
F5 4 1 1 2,50 100
F6 4 1 1 1,23 1,27 100
F7 4 1 1 2,23 0,3 100
F8 4 1 1 5 100
F9 2 1 1 2,10 0,4 100
F10 2 2,10 0,4 100
F11 4 2,50 100
F12 4 1 1 0,8 1,7 100
F13 4 1 1 2,50 0,1 100
F14 4 1 1 2,5 100
F15 4 1 1 2,50 0,02 100
F16 4 1 1 2,50 1 100
F17 4 1 1 2,50 1 100
F18 4 1 1 2,5 10 100
F19 4 1 1 2,5 3 100

NPLS — Nanoparticula Lipidica Sdélida; DMAB - Didodecyldimethylammonium Bromide; QTZ -
Quitosana; gsp — quantidade suficiente para; AE: Acido estearico; T20:Tween 20®; T80: Tween 80%;
$80: Span 80%; 'NPL vazia da F5; F15 e F16 = F5 + DMAB; F17, F18 e F19 = F5 + QTZ.

Fonte: Proprio autor.

O preparo de NPL-OB, NPL-OC e NPL-V seguiram o mesmo procedimento
utilizado para preparar NPL-OB-OC, levando em consideragao a proporcéo de OB e
OC mostrada na Tabela 3. As NPL-OB e NPL-OC foram destinadas exclusivamente
aos estudos da avaliagao do referido efeito sinérgico da associacédo OB e OC. NPL-V

foi empregada como controle nos estudos de caracterizag&o e citotoxicidade.

Tabela 3 - Nomenclatura das nanoparticulas lipidicas sdélidas quanto a presencga dos

Oleos de babacu e copaiba e a propor¢ao de cada 6leo nanoencapsulado.

Tipos de NPL Oleos Massa (g)
NPL-OB-OC Babacu + copaiba 1:1
NPL-OB Babacu 1:0
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NPL-OC Copaiba 0:1
NPL-V Sem odleos 0:0

4.2.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental ou Design of Experiment (DoE), € uma técnica
estatistica usada na triagem e otimizagao de variaveis (RAMPADO; PEER, 2023), e
tem como finalidade obter conhecimento suficiente sobre o processo de producio de
nanossistemas de entrega e, assim, conceber produtos de alta qualidade (LUIZ et al.,
2021).

A partir da melhor nanoparticula (Tabela 2) na fase de triagem, foi realizado o
planejamento fatorial do tipo 22 com ponto central foi elaborado para estudar o efeito
da concentragdo de acido estearico e Tween 80® no tamanho hidrodinamico e no
indice de polidispersdo (PDI) das NPLs. As variaveis independentes foram a
concentragdo de acido estearico (%) e a concentragdo de Tween 80® (%) enquanto
os valores experimentais de tamanho e PDI das NPLs no dia zero foram as variaveis
resposta. A analise de variancia (ANOVA) foi usada para determinar a significancia
estatistica das variaveis independentes em relacdo a tamanho e PDI, com um nivel
de confianga de 95%. Os modelos matematicos linear e quadratico foram ajustados
aos dados experimentais para verificar qual deles é mais representativo e preditivo.
Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e analise foi realizada no
software Statistica 10. Tabela 4 mostra os valores decodificados das variaveis

independentes.

Tabela 4 - Delineamento experimental 22 com ponto central.

Fatores independentes Nivel minimo Ponto central Nivel maximo
Acido estearico (% em peso) 2 4 6
Tween 80® (% em peso) 0 2,5 5

Fonte: Proprio autor.
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4.2.5. Caracterizagao das nanoparticulas particulas lipidicas

Os valores de tamanho de particula e PDI foram medidos com auxilio da técnica
de espalhamento de luz dindmico (Malvern Instruments®, Zetasizer Nano® S90)
(Figura 12). Para isto, a melhor NPL do delineamento experimental foi selecionada
para os estudos de caracterizacdao. Assim, NPL-OB-OC e NPL-V foram diluidas em
uma proporgao de 1:100 em agua destilada. As medigdes foram conduzidas em um
intervalo de 1h durante 0, 7, 15, 30, 40 e 60 dias sob duas condi¢des de temperaturas:
temperatura ambiente (25 £ 1.0°C) e temperatura de geladeira (8 + 0.5°C), TA e TG,
respectivamente. A nomenclatura utilizada para todas as nanoparticulas investigadas

neste trabalho estao listadas na Tabela 5.

Figura 12 - Equipamento Zetasizer Nano® S90 (Malvern Instruments®) para

determinacdo do tamanho médio e o indice de polidispersividade (PDI).

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 5 - Nomenclatura, temperatura e tempo analise das nanoparticulas lipidicas

so6lidas usadas durante o estudo de estabilidade.

Nanoparticulas Temperatura TEMPO
NPL-OB-OC-Ta +25°C
NPL-OB-OC-Tg +8°C
60 dias
NPL-V-Ta +25°C
NPL-V-Te +8°C

O potencial zeta (PZ) das NPLs foi avaliado por meio do equipamento
ZetaPALS® da Brookhaven. Antes da analise, as formulagdes foram devidamente
diluidas na proporgéao de 1:16 (ou seja, 100 uL da formulagéo para 1.5 mL de agua
destilada) com o objetivo de minimizar a opacidade das amostras. Utilizou-se 1.5 mL
da solugao diluida, que foi inserida em cubetas de poliestireno com quatro faces

polidas e lidas.
4.2.51. Microscopia Eletrénica de Transmitancia

As caracteristicas morfolégicas da NPLs foram avaliadas por microscopia
eletrébnica de transmissdo (MET) na Unidade de Microscopia Avangada do Centro
Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO/UFRJ). Para o preparo das
amostras, um volume de 330pl (1:30) de formulagéo foi colocado em uma grade de
cobre com malha 300 e coberta com Formvar/filme de carbono (regido fosca) por 2
min. Em seguida, o excesso de formulacao foi removido com auxilio de um papel de
filtro. Para o contraste de fundo, 10ul de uma solugdo de acetato de uranila na
concentragao de 5% (p/v) foi colocada nessa grade por 2 min. Em seguida, o excesso
dessa solugéao foi removido com auxilio de um papel de filtro. Apds o preparo, a grade

foi observada em MET pelo equipamento FeiTecnai® Spirit.
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4.2.6. Eficiéncia de encapsulagao
4.2.6.1. Curva Padrao

As NPLs contendo a associagao de OB e OC foram desintegradas em metanol
de pureza analitica (PA), permitindo a exposicao de OB e OC. Este procedimento
envolveu a dissolugao de 2.5 mL de NPLs em 30 mL de metanol, seguida pela
aplicagdo de rotaevaporador para a remocdo do metanol. Apds a completa
evaporacgao do metanol, deu-se inicio a etapa de derivatizagdo da amostra resultante,

contendo OB e OC seguindo o preconizado por Abreu et al., (2018).

Posteriormente, a amostra foi diluida em acetato de etila em uma raz&o de
10.000 vezes e adicionada de pentadecanoato de metila (Sigma Aldrich, EUA) como
padrao interno, conforme descrito por Ribani et al., (2004). Duas curvas de calibragao
foram geradas a partir da solugédo com a mistura de marcadores, acido laurico (Sigma
Aldrich, EUA) foi utilizado para OB e B-cariofileno (Sigma Aldrich, EUA) para OC com
concentragao de 4509 yg/mL, diluida em 7 concentragdes (50, 150, 200, 300, 400,
500 e 650 pg/mL), todas preparadas em triplicata.

Com base nas areas dos picos obtidas das concentracdes mencionadas, foram
desenvolvidas duas curvas de calibragdo, cada uma com sua equacio linear
correspondente. A primeira equacao (Equacéao 1) refere-se ao acido laurico, enquanto
a segunda equacao (Equacao 2) esta associada ao B-cariofileno. A obtencéo dessas
equacdes foi realizada por meio de uma regresséo linear, estabelecendo a relagéo
entre as areas dos picos e as concentragdes dos marcadores dos 6leos.

Y1=0.0011x + 0.0061, onde R*=0.9919 Equacéo 1

Y2 =0.00003x + 0.0007, onde R? = 0.9947 Equagéo 2

Onde, Y1 € concentragcdo de acido laurico; e Y2 € a concentracdo de [3-

cariofileno.

Para determinar a EE% dos oleos de OB e OC com base em seus respectivos
marcadores, foi utilizada a Equacgéo 3:

56



EE (%) = [CDM/CTM] x 100  Equacéo 3

Onde EE representa a eficiéncia de encapsulacdo dos oleos, CDM ¢é a
concentracdo determinada do marcador encontrado na nanoparticula lipidica, e CTM

€ a concentragao tedrica do marcador na nanoparticula lipidica.
4.2.7. Cultivo celular

As linhagens celulares DU-145 (BCRJ-0078) e PC-3 (BCRJ-0269) foram
empregadas no teste in vitro. Ambas as linhagens DU-145 e PC-3 foram adquiridas
do banco de células do Rio de Janeiro (Brazil). As células de céncer de prostata
humano DU-145 foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de estreptomicina e
anfotericina. Por sua vez, as células PC-3 foram mantidas em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) suplementado com 10% de SFB. As culturas foram
incubadas em estufa umidificada com uma atmosfera de 95% de ar e 5% de CO2. A
escolha dessas linhagens se baseou em sua representatividade dos principais
aspectos do cancer de prostata humano independente de androgénio e sua
progresséo (CEVIK et al., 2019).

Os ensaios envolvendo as células da linhagem DU-145 e PC-3 foram
realizados no Laboratério de Cultura Celular (LabCel) vinculado ao Laboratério de
Tecnologia Industrial Farmacéutica (LabTIF) do Departamento de Farmacos e

Medicamentos (Faculdade de Farmacia - UFRJ).
4.2.8. Preparo da NPL-OB-OC para os estudos de citotoxicidade

A NPL que se destacou nos estudos de caracterizacao, foi preparado um lote
para os estudos de citotoxicidade. Assim, preparou-se NPL com 6leo de babacgu e
oleo-resina de copaiba (NPL-OB-OC), nanoparticula lipidica solida de 6leo de babagu
(NPL-OB), nanoparticula lipidica sdélida de Oleo-resina de copaiba (NPL-OC) e

nanoparticula lipidica sélida vazia (NPL-V).
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4.2.8.1. Avaliacao da citotoxicidade in vitro

A determinagdo da citotoxicidade foi realizada pela avaliagdo da viabilidade
celular pelo ensaio de redugdo de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolio] (MTT). Nesse método, a viabilidade celular foi determinada pela capacidade
da enzima succinato desidrogenase mitocondrial reduzir o MTT, formando cristais

insoluveis de formazan em mitocéndrias de células viaveis (RISS et al., 2016).

Um volume de 200 pL de meio de cultivo de células DU-145 ou PC-3 foram
transferidas para uma placa de 96 pocos, na densidade de 3,0 x 104 células/poco. As
culturas foram mantidas em estufa umidificada, 95% ar atmosférico e 5% de CO2. Na
etapa seguinte, o meio de cultura de cada linhagem celular foi removido. As células
foram incubadas com as NPL-OB-OC, NPL-OB, NPL-OC, NPL-V e O0leos
(solubilizados em DMEM ou RPMI com 0,5% de Tween 80®, respectivamente), nas

concentragdes de 10, 30, 40, 80 yg/mL (n = 3).

A droga livre flutamida (FTM) foi preparada a partir de uma solu¢ado de DMSO
PA, em seguida foram realizadas diluicbes dessa solu¢do em meio de cultivo para
obtencao de uma solugédo de FTM 25 yM com uma concentragdo de DMSO 1%. Essa
solucéo foi utilizada como controle de acado antineoplasica, pois FTM é um farmaco
usado no tratamento de cancer de prostata (MIRSAFAEI; VARSHOSAZ, 2020).

Apos 24h de incubacdo, o meio foi substituido por 100 uyL de MTT em PBS pH
= 7,4 na concentragao de 0,5 mg/mL por pogo. A placa foi coberta com papel aluminio
e encaminhadas novamente a estufa por um periodo de 3 h. Em seguida, a solugéo
de MTT foi removida e entdo adicionou-se 100 puL de dimetilsuféxido (DMSQO) para
romper a membrana celular e solubilizar os cristais de formazan formados, gerando
uma coloragao violeta com alta ou baixa intensidade conforme o grau de viabilidade
celular. A leitura dos pocos foi realizada na Microplate Absorbance Reader iMARK, a

570 nm apds agitacéo vigorosa durante 30 segundos.

Com os valores de absorbancia obtidos, calculou-se a porcentagem de
viabilidade celular para cada amostra. Os dados foram apresentados como média %
DM.
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4.2.9. Avaliagao Estatistica

Para a comparagao entre grupos, foram realizadas analises de variéncia de
uma via (one-way ANOVA) e de duas vias (two-way ANOVA), seguidas pelo teste pos-
Tukey para avaliagbes envolvendo 3 ou mais grupos experimentais. Valores de p <
0.05, p < 0.01, p < 0.001 e p < 0.0001 foram considerados estatisticamente
significativos e foram representados nas figuras por *, **, *** e **** respectivamente.
Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad
Prism® 9 (GraphPad Software, Version 9.0.0 (121), Califérnia).
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5. Resultados e discussao
5.1. Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas dos oleos

babacu e copaiba

A triagem dos compostos majoritarios dos 6leos de copaiba e babacgu foi
realizado por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
Assim a partir dos tempos de retencéo (TR) identificados nos cromatogramas realizou-
se a confirmagdo dos o6leos. De acordo com a Figura 13 é possivel observar o
cromatograma do marcador acido laurico (TR = 10.23 min), acido graxo majoritario
presente no 6leo de babacgu, e na Figura 14, o cromatograma do 6leo de babacgu,
mostrando a presenga do acido laurico (10.21 min). O uso do acido laurico como
marcador para a triagem do 6leo de babagu ja esta bem descrito (SANTOS et al,,
2013, REIS et al., 2017, MELO et al., 2019, SILVA et al., 2020).

A Figura 15 mostra o cromatograma do marcador -cariofileno (TR = 8.98 min),
sesquiterpeno presente no 6leo-resina de copaiba (BORGES et al., 2013, LIMA et al.,
2020). Ja a Figura 16, apresenta o cromatograma da amostra do dleo-resina de
copaiba com a presenca do B-cariofileno (TR = 8.97 min), componente maijoritario do
o0leo (AMES-SIBIN et al., 2018, URASAKI et al., 2020). O trabalho conduzido por
Abreu et al., (2018), emprega CG-EM para avaliar os teores de acido graxos e
sesquiterpenos em um nanossistema contendo 6leo de babagu e copaiba. Essa
pesquisa corrobora com nossos achados, uma vez que identifica um TR semelhante
ao observado em nosso proprio estudo. Dessa forma, os resultados da triagem

reforgam a idoneidade dos 6leos.
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Figura 13 - Cromatograma do acido laurico, acido graxo, marcador quimico para a
identificacdo do 6leo de babagu. Onde, 1 é o pico do acido laurico (marcador quimico
externo) adquirido comercialmente; 2, pico do pentadecanoato de metila (padréao

interno), usado para corregao das areas dos picos.
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Figura 14 - Cromatograma do 6leo de babacu (OB). Onde, 1 € o pico do acido laurico
identificado na amostra de 6leo de babacu; 2, pico do pentadecanoato de metila

(padréao interno), usado para corregao das areas dos picos.
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Figura 15 - Cromatograma do 3 — cariofileno, sesquiterpeno, marcador quimico para

a identificacédo do 6leo-resina de copaiba. Onde 3 € o pico do 3 — cariofileno (marcador
quimico externo) usado comercialmente.
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Figura 16 - Cromatograma do o6leo-resina de copaiba. Onde 3 é o pico de B —
cariofileno, identificado na amostra 6leo-resina de copaiba.
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5.2. Desenvolvimento das nanoparticulas lipidica solidas de 6leo de babacgu e

6leo-resina de copaiba

Os resultados das desenvolvidos 19 nanoparticulas lipidicas solidas (F1 a F19)

desenvolvidas de forma aleatéria durante a fase de triagem estao descritas na Tabela

4.

Tabela 6 - Resultados do tamanho e PDI das nanoparticulas lipidicas soélidas de dleo

de babacu e copaiba desenvolvidos.

NPLS Tamanho (média * DP) (nm) PDI (média £ DP)
F1 314,8 + 13,66 0,261 + 0,038
F2 253,2 +9,35 0,340 + 0,027
F3 504,3 + 37,11 0,924 + 0,089
F4 957,5 + 56,56 0,456 + 0,083
F5 196,40 £1,15 0,265 + 0,016
F6 251,1 £ 1,06 0,242 + 0,022
F7 267,2 + 5,30 0,295 + 0,022
F8 2772+ 1,18 0,317 + 0,040
F9 157,9 + 2,88 0,242 + 0,010
F10 153,5+ 3,18 0,241 £ 0,013
F11 448,4 £ 9,75 0,238 + 0,052
F12 187,0 £ 2,17 0,366 + 0,034
F13 422,6 + 5,61 0,522 + 0,051
F14 218,7 9,14 0,415+ 0,011
F15 308,0 + 25,01 0,230 + 0,003
F16 304,9+6,8 0,233 + 0,018
F17 272,8 £ 2,08 0,210 + 0,043
F18 1722,0 + 648,4 0,985 + 0,026
F19 298,2 + 3,96 0,406 + 0,013

NPLS: Nanoparticula Lipidica Solida; 'NPL vazia da F5; Resultados sdo expressos em média + desvio

médio (xDM).

Fonte: Proprio autor.

63



O &cido estearico foi estrategicamente escolhido como lipideo sélido da matriz
lipidica para a confeccdo de todas as NPLSs. Reconhecido por suas propriedades
antioxidantes, o acido estearico € um excelente material para uso em NPLSs. E por
possuir ponto de fusdo de 69,6 °C, € uma caracteristica particularmente relevante,
uma vez que o ponto de fusdo superior a temperatura do corpo humano é uma
propriedade essencial dos lipideos solidos empregados no desenvolvimento das
NPLSs (KUMAR; RANDHAWA 2015, KHATAMIAN et al., 2023).

Os acidos graxos saturados de cadeia de 14, 16 e 18 carbonos se destacam
pelo uso farmacéutico, a exemplo o acido estearico, que compreende a maior parte
dos acidos graxos nos tecidos animais e na maioria das dietas animais (XIE et al,,
2011, SOHAIB et al., 2022). Dessa forma, a utilizagao de lipidios sodlidos proporciona
uma vantagem adicional no tamanho uniforme da particula, maior area de superficie
e carga de droga (SOHAIB et al., 2022).

O emprego de um ou mais tensoativos no desenvolvimento NPLs teve a
finalidade de reduzir a tensédo superficial e estabilizar a fase goticula durante o
processo de emulsificagdo (SHARMA et al., 2016). Assim, os tensoativos tem a fungao
de reduzir a tensao interfacial entre as fases oleosa e aquosa no sistema nano,
facilitando a formacado de NPLs estaveis (DUAN et al., 2020), como por exemplo
Tween 80®, tensoativo nio i6nico que tem sua seguranga bem estabelecida na
literatura (DOKTOROVOVA et al., 2016, BASSO et al., 2022). Normalmente as NPLs
sdo compostos por 0,1 a 30% de lipideos sdlidos e 0,5 a 30% de tensoativos ou
mistura de tensoativos (PURI et al, 2009). Segundo Samimi et al., (2019) na
estabilizacdo das NPLs, a quantidade de tensoativo utilizada pode variar de 0,5 a 5%
(p/p). Essas informacgdes corroboram com as quantidades utilizada nesse trabalho,

durante o método de preparo.

Ja a utilizacdo de co-tensoativos no estudo teve a finalidade de melhorar as
propriedades (tamanho e PDI) da NPL. A incluséo de co-tensoativos, pode reduzir a
quantidade de tensoativo individual, o que minimiza potenciais problemas de
toxicidade. Outro motivo é que podem reduzir ainda mais a tensao interfacial e
aumentar a estabilidade dos nanossistemas (GERMAN-CORTES et al., 2023). A

combinagao do efeito de uma mistura de tensoativos e co-tensoativos pode ser
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benéfica, pois pode alterar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
(SHARMA et al., 2016).

ApOs essa triagem inicial, F5 obteve os melhores resultados para tamanho e
PDI (196,40 nm +1,15 e 0,265 + 0,016), com F11 (vazia da F5) (448,4 nm £ 9,75 e
0,238 + 0,052), avaliados 50 min depois de formuladas. No entanto, mesmo F9
apresentando tamanho e PDI dentro de uma faixa pretendida (157,9 nm + 2,88 e 0,242
+ 0,010) e F10 (vazia da F9) (153,5 nm £ 3,18 e 0,241 + 0,013), 50 min depois de
formulada. Apds 7 (sete) dias, as NPLs ndo se mantiveram estaveis, provavelmente,
pela ocorréncia de agregacgao, verificado por um aumento do tamanho e PDI em F9
(652,2 nm £ 51,24; 0,721 + 0,018 a + 25°C e 393,5 nm £ 17,39; 0,456 + 0,044 a + 8
°C). A partir dos resultados excelentes da F5 durante a triagem, foi realizado o DoE,
estratégia que visa melhorar e otimizar com maior eficiéncia o desenvolvimento de

NPLs como sistemas de liberagao de farmacos (LUIZ et al., 2021).
5.2.1. Delineamento experimental

O controle dos valores de tamanho hidrodinamico e PDI pode evitar que as
NPLSs figuem retidas no bago, cujas aberturas entre as células variam entre 200 e
500 nm (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015). Ademais, a busca pela otimizagao
desses parametros objetiva explorar as propriedades da angiogénese manifestadas
nas células neoplasicas, as quais promovem a formacdo de vasos sanguineos
dotados de aberturas com dimensbes compreendidas entre 300 e 900 nm (JAGDALE
et al., 2023).

Os valores de PDI, por sua vez, constituem uma métrica que quantifica a
distribuicdo de tamanhos. Uma baixa dispersdo (PDI préximo de 0) indica que as
particulas exibem tamanhos mais uniformes, enquanto um valor de PDI mais elevado
sugere uma variabilidade na distribuicdo de tamanhos (TAKECHI-HARAYA et al.,
2022). A manutengdo de um baixo valor de PDI é imperativo para assegurar a
estabilidade das propriedades das nanoparticulas lipidicas solidas (DANAEI et al.,
2018). Desta forma, o efeito do acido estedrico (matriz lipidica) e do Tween® 80

(tensoativo n&o idnico) nos valores de tamanho hidrodindmico e PDI foram
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investigados a partir de NPLSs contendo OB e OC na proporg¢éao 1:1, como sugerido

pelo delineamento experimental (22 com ponto central), ver Tabela 3.

Com base nesses resultados, ao analisar as NPLS 1 e 2, torna-se claro que o
acido estearico exerce um impacto substancial nos valores de tamanho hidrodinamico
das NPLSs. Isso é evidenciado pelo aumento de sua concentragdo, que também
resultou em aumentos nos valores de tamanho hidrodinédmico (242,8 + 3,20 e 389,2 +
64,70 para as NPLS 1 e 2, respectivamente). Por outro lado, também ficou evidente
que a adicdo do Tween 80® acarretou uma diminuicdo dos valores de tamanho
hidrodinamico. Por exemplo, a NPLS 1 (sem Tween 80%®) apresentou tamanho de
particulas maior que a NPLS 3, na qual foi adicionado 5% de Tween 80%® (%). O mesmo
comportando foi observado para as NPLS 2 e 4. Postula-se que o aumento na
quantidade do tensoativo, reduz a tensao superficial na interface da fase aquosa e
oleosa. Assim, a homogeneizagao das duas fases (ou seja, fase aquosa e oleosa)

poderia facilitar a diminuigdo do tamanho das nanoparticulas (DARABI et al., 2022).

Tabela 7 - Resultados de tamanho hidrodinamico (nm) e PDI no dia DO a partir do

delineamento experimental.

NPLS esteii(;iigg (%) Twe((z/:‘) 8" TaZE?n")m PDI
1 2 0 2428+320 0,168 +0,010
2 6 0 3802+ 64,70 0,522 + 0,139
3 2 5 980+120 0,393 0,026
4 6 5 2507+ 4,40 0,285 + 0,008
5C 4 25 28104363 0,251 + 0,049
6C 4 25 33194561 0,272+ 0,026
7C 4 2,5 2839+442 0251 0,032

NPL: Nanoparticula Lipidica Sdlida; C: Ponto central; Tween 80%®: Polissorbato 80 e PDI: indice de
polidispersividade

Fonte: Proprio autor.
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Os modelos matematicos linear e quadratico foram ajustados aos dados
experimentais mostrados na Tabela 4. Os resultados destes ajustes estdo mostrados
na Tabela 8 e os ajustes mais representativos e preditivos foram escolhidos com base
em trés critérios: i) apresentar valor de p inferior a 0,05, ii) apresentar Ftest Superior a
5 (Ftest > 5) e iii) maiores valore de R? Portanto, a partir destes critérios, foi
considerando que os modelos quadraticos e linear foram os mais representativos e
preditivos para o tamanho hidrodinamico e o PDI, respectivamente. As equagdes 1 e
2 representam a dependéncia dos valores de tamanho hidrodinamico e PDI em fung&o
da quantidade de acido estearico e Tween 80®. Nestas equagdes, os coeficientes x e
y correspondem as quantidades de acido estearico e Tween 80®, respectivamente.
Todos os coeficientes foram estatisticamente significativos ao nivel de confianga de
95%.

Tabela 8 - Valores de p valor, teste F e R? e valores de p obtidos do ajuste matematico

dos modelos lineares e quadraticos para os dados experimentais da Tabela 5.

Variaveis
Modelo Matematico p valor F teste R?

resposta
Linear < 0,001 60,52 0,919

Tamanho
Quadratico < 0,001 63,14 0,922
PO Linear 0,002 16,72 0,800
Quadratico 0,012 7,08 0,630

Tamanho (x, y) = 15,075 + 139,617 *x — 12,877 * x? - 30,49 *y +
0,765*x*y+0

PDI (x, y) = 0,243 — 0,0795 * x + 0,021 * x?> + 0,091 * y — 0,0231 *
x*y+0

Equacéo 1

Equacao 2

As Figuras 17 e 18 mostram graficos de superficie de resposta 2D obtidos a
partir das equacgdes 1 e 2, respectivamente. Na Figura 17 & possivel ver que os
maiores valores de tamanho hidrodindmico (> 400 nm) foi observado para NPLSs com
maiores concentragdes de acido estearico e com concentragdes de Tween 80® iguais

ou tendendo a zero. Por outro lado, os menores valores de PDI (< 0,125) foram
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observados para nanosistemas com baixas concentragdes de acido estearico (<

3.5%) e com concentragdes de Tween 80® iguais ou tendendo a zero, ver Figura 18.

Portanto, a escolha especifica dos NPLS 5C, 6C e 7C respaldada pelo
planejamento experimental, onde a variagdo das quantidades de acido estearico e
Tween 80® permitiu identificar padroes significativos em relagdo ao tamanho
hidrodinamico e PDI, no que desrespeita a estabilidade das NPLSs. A analise dos
modelos matematicos revelou insights cruciais, indicando que essas NPLs
apresentam condigdes ideais para alcangar o tamanho desejado das particulas, ao
mesmo tempo em que mantém uma distribuicdo estavel. A combinagao especifica de
acido estearico e Tween 80® nestas NPLs destacam-se como a mais promissora para
a continuagéao dos estudos, considerando a otimizag&o conjunta do tamanho e do PDI.
Assim, a selecao do 5C, 6C e 7C nao é apenas uma escolha arbitraria, mas sim o
resultado de uma analise criteriosa dos dados obtidos através do planejamento

experimental.
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TWEEN 80 (%)

4,5 5,0

Acido estearico (%)

3,5 4,0

Bl > 400 nm
Bl <370 nm
B < 320 nm
[ <270 nm
[1<220 nm
[1<170 nm
I < 120 nm
6.5 <70 nm
B <20 nm

Figura 17 - Graficos de superficie de resposta e suas proje¢des foram obtidos a partir

do planejamento experimental para o tamanho hidrodinamico das NPLSs.
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TWEEN 80 (%)

Il >06
Bl <0,525
‘ []<0,425
[]<0,325
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6.5l < 0,225
Bl <0,125

Acido estearico (%)

Figura 18 - Graficos de superficie de resposta e suas proje¢cdes foram obtidos a partir

do planejamento experimental para indice de polidispersividade (PDI) das NPLSs.

5.3. Estudo de estabilidade
5.3.1. Determinacdo do Tamanho da Particula e indice de Polidispersividade

Os valores de tamanho hidrodinadmico foram investigados em diferentes tempos
(0, 7, 15, 30, 40 e 60 dias nomeados como t7, t1s, t3o0, t40 € teo, respectivamente) e
temperaturas (Te =+ 8°C e Ta =+ 25°C) para as NPL-OB-OC e NPL-V, ver Figura 19.
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Figura 19 - Avaliagdo do tamanho a partir do didmetro (nm) durante o estudo de
estabilidade durante 60 dias da NPL-OB-OC e NPL-V nas condi¢cbes de temperatura
ambiente (Ta) (x 25°C)) e refrigerado (Tg) (x 8°C)).

Ainda na Figura 19, foi observado uma variagao significativa (p<0,05) no
tamanho de NPL-OB-OC-Te--t7 (295,93 nm % 2,42) e NPL-OB-OC-Ta--t7 (345,5 nm %
3,38) em relagao a dia zero (to) (196,4 nm = 1,15). Provavelmente esse aumento se
deva a reorganizagao dos componentes no nucleo lipidico (matriz lipidica). Ja a partir
dos dias subsequentes (t15, tso, t40 € teo) 0 tamanho manteve um valor entre 301,47 £
7,71 nm (t15) @ 347,60 nm = 9,51 (tso) em ambiente refrigerado (+ 8°C). De forma geral,
o tamanho da NPL-OB-OC-Tg foi significativamente menor (p<0,05) que NPL-OB-OC-
Ta. Nossos achados mostram que em ambiente refrigerado as NPLs foram mais
estaveis, e corroboram com os estudos de Chaves et al., (2018) e Nardi et al., (2023).
E NPLs com tamanho >400 nm n&o seria adequado para serem direcionadas para
cancer, pois as fenestracdes na vasculatura tumoral variam em tamanho de 380-780
nm (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015), impossibilitando a entrada dessas NPLs.

O tamanho das nanoparticulas desenvolvidas em nosso estudo, também,
favorecem que nao sejam retidas pelo baco, que possui fendas intercelulares que
variam de 200-500 nm (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015), e dificulta que particulas
maiores nao consigam passar por essas fendas e, portanto, séo retidas, tornando-se
uma das principais barreiras para a nanoterapéutica. Ja NPL-OB-OC-Ta mostrou uma
faixa de tamanho adequado em t7 (345,5 nm + 3,38) e t15 (364,60 nm = 8,32), com
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posterior aumento de tamanho nas analises subsequentes: tso (609,07 nm + 26,40),
ta0 (537,90 nm £ 40,84) e teo (421,87 nm * 22,30). A recristalizacao da fase lipidica é
um fator que contribui para a diminuigao da estabilidade das dispersdes aquosas das
NPLSs a longo prazo (DUAN et al., 2020). Como resultado, o tensoativo ndo consegue
reduzir a tensao interfacial entre a fase lipidica (oleosa) e aquosa a partir de tis dias a
+ 25 °C, provavelmente, resultando na aglomeragdo e aumento do tamanho das
NPLSs. Portanto, os resultados para NPL-OB-OC-Tes corroboram com os estudos de
Peira et al., (2016) que mostram que NPLSs com tamanho de 200 a 300 nm possuem

6tima capacidade para retengao de compostos lipofilicos.

Uma variagé&o significativa (p<0,05) no tamanho foi observado na NPL-OB-OC-
Ta em relagdo a NPL-V-Ta e NPL-OB-OC-Tc em relagdo NPL-V-Tg. Essa diminuigao
da NPL-OB-OC em relagao a NPL-V, mostra que a incorporacao dos 6leos de babacgu
e copaiba na matriz lipidica da F5 exerceu influéncia na diminuicdo do tamanho. A
explicagcédo se deve a influéncia da viscosidade da fase continua (agua) na NPL, que
esta reduzida em NPL-OB-OC. Dessa forma, o Tween 80® passa atuar no aumento
da viscosidade da fase continua. Esses achados estdo de acordo com o preconizado
no trabalho Steiner; Bunjes (2021), ao afirmar que a viscosidade ou densidade da fase
continua tem um efeito significativo no tamanho resultante das particulas que
constituem as nanoparticulas. De acordo com esses autores, o tamanho da particula
€ inversamente proporcional a viscosidade ou densidade da fase continua. Assim, o
aumento da viscosidade da fase continua e, com maior tensdo de cisalhamento da

nanoparticula, menores tamanhos de nanoparticulas serdo alcangados.

Os parametros de PDI foram analisados em diversos intervalos de tempo (0, 7,
15, 30, 40 e 60 dias) e condigdes de temperatura (TA=+28 °C e T = £ 25 °C) para as
formulagées NPL-OB-OC e NPL-V, ver Figura 20.
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Figura 20 - Avaliacdo da polidispersividade (PDI) durante o estudo de estabilidade
durante 80 dias nas condigdes de temperatura ambiente (Ta) (£ 25°C)) e refrigeracéo
(Te (£ 8°C)).

Os movimento browniano das NPLs lipidicas em meio aquoso (SANTOS et al.,
2021) sao captados pela técnica Dynamic Light Scattering (DLS). Assim, amostra é
monodispersa (particulas com mesmo tamanho) se seu indice de polidispersividade
(PDI) for menor que 0,1, moderadamente polidispersa se seu PDI for de 0,1 a 0,4 e
polidispersa se seu PDI for maior que 0,4 (TAKECHI-HARAYA et al., 2022).

Para as NPL-OB-OC-Tg, o PDI variou de 0.265 £ 0,015 no to a 0.398 + 0,033
no teo, mas sem diferenga estatistica (p > 0,05). Ja NPL-OB-OC-Ta mostra a partir do
t1s um aumento significativo (p < 0,05), caracteristico de sistema polidisperso (> 0,4).
Esse resultado estd em acordo com os valores de tamanho hidrodindmico, que
aumentou a partir de t1s. E possivel observar diferenca estatisticamente significativas
(p < 0,05) do PDI entre os grupos NPL-OB-OC-Te e NPL-OB-OC-Ta ao longo do
tempo. Um valor de PDI aceitavel deve ser igual ou inferior a 0,3, pois garante a
homogénea e a distribuigdo de tamanhos das NPLs (DANAEI et al., 2018).

Ainda na Figura 20, é possivel observar NPL-V-Ta e NPL-V-Tec em uma faixa
de PDl inferior a < 0,1. No entanto, esses resultados de PDI n&o se correlacionaram
com os valores de tamanhos medidos a partir das NPL-V-Ta e NPL-V-Tg, com
destaque para o tamanho de NPL-V-Ta que supera 400 nm. E provavel que o maior
tamanho das NPL-V-Ta e NPL-V-Tg tenham influenciado o sinal do equipamento,

resultando em uma superestimagdao do tamanho hidrodinamico médio e,
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consequentemente, na diminuigdo do PDI das NPLs (TAKECHI-HARAYA et al., 2022;
CAPUTO et al., 2019). A correlagao entre os valores de tamanho hidrodinamico e PDI
(abaixo de 0,4) sdo relevantes para estratégias farmacéuticas direcionadas ao
tratamento do cancer, que exploram o efeito de permeabilidade e retengdo aumentada
em tecidos tumorais sélidos neovascularizados (GESSNER, 2021; YEO et al., 2022).
Cujo a angiogénese das células cancerigenas forma vasos sanguineos com fenestras
(300 — 900 nm), que permitem facilmente que as NPLs penetrem o tecido neoplasico,
e consequentemente estejam em contato com células cancerigenas (JAGDALE et al.,
2023, GERMAN-CORTES et al., 2023).

5.3.2. Potencial zeta

Medidas de potencial zeta (PZ) foram apenas para as NPL-OB-OC-Tc nos
tempos to, t7 e tso0, ver Figura 21. Isto ocorreu porque nestes tempos, estas NPLs
apresentaram valores de tamanho e PDI recomendados para tratamentos de células
tumorais, ou seja, menores que 400 nm e 0.4 respectivamente. PZ € uma medida que
caracteriza a carga de superficie das nanoparticulas e, portanto, é critica na predigéao
da estabilidade de longo prazo de uma dispersao (CHAVES et al, 2018;
DOLATABADI et al., 2021).
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Figura 21 - Medidas de PZ obtidas a partir de NPL-OB-OC obtidas imediatamente

apos a sintese (to) e mantida sob + 8°C (Tg)) por 7 e 30 dias (17 e tso, respectivamente).

Os valores de PZ da NPL-OB-OC-Tg (Figura 21) demonstra que a superficie
das nanoparticulas é carregada negativamente, -18,82 1,96 mV no dia zero (to), -
16,40 £1,49 mV no dia sete (t7) e -16,14 £1,72 mV no dia trinta (t30). De acordo com
os resultados NPL-OB-OC-Te-t7 e NPL-OB-OC-Te-t30 tiveram um aumento
significativa (p<0,05) em relagdo ao NPL-OB-OC-Te-to. Esse valor ligeiramente
negativo das particulas, mostrando que ndo é a carga elétrica da superficie que
contribuiu para a estabilidade fisica das particulas, mas sim o impedimento
estereoquimico promovido pelo tensoativo que envolve as particulas. Esse
impedimento estereoquimico, também é observado no trabalho de Li et al., (2016). De
acordo com Zielinska et al., (2023), a linha divisoria geral entre suspensdes estaveis
e instaveis é geralmente descrita em +30 ou -30 mV. Particulas com PZ positivos (+30
mV) ou negativos (-30 mV) s&o consideradas estaveis. Para esse autor valores de PZ,
igual ao que encontramos em nossos estudos, estdo relacionados com a natureza nao
ibnica do tensoativo que forma uma camada em torno da particula, estabilizando a
superficie das nanoparticulas. Os estudos de Musielak et al., (2022) corroboram com
0s achados do nosso estudo, ao afirmar que uma reducgao lenta do PZ ao longo do
tempo, pode sim, indicar que o tensoativo n&o idnico é responsavel por formar uma

camada estavel na superficie das nanoparticulas.
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Nanoparticulas carregadas negativamente tém baixa captagao fagocitaria, o
gue aumenta o tempo de circulagdo sanguinea. Assim, as nanoparticulas carregadas
negativamente s&o capazes de reduzir a depuragdo indesejada do sistema
reticuloendotelial (SRE), como o figado, melhorando a compatibilidade com o sangue,
0 que garante a administracdo de drogas anticancer direcionadas ao local do tumor
(XIAO et al., 2011, ZAHIN et al., 2019).

Os resultados de tamanho, PDI e PZ justificam o armazenamento NPL-OB-OC

em ambiente refrigerado (x 8°C) por um periodo de 60 dias.
5.3.3. Morfologia das nanoparticulas lipidicas sélidas

A morfologia das NPL-OB-OC e NPL-V foi avaliada via imagens de Microscopia
Eletrébnica de Transmitédncia (MET), ver Figura 22A-B. MET é uma técnica bem
estabelecida, e capaz de gerar imagens de amostras com base na absor¢do de um
feixe de elétrons que passa por amostras de tamanhos e formas variadas (~<100 nm)
(ANDERSON et al., 2013, MELNYK et al., 2020). O feixe de elétrons é transmitido e
projetado em uma tela ou detector fosforescente, permitindo que objetos de tamanho

micro e nandmetro sejam visualizados (ROBSON et al., 2018).

Figura 22 - Imagens de MET obtidas a partir de NPL-OB-OC (A) e a NPL-V (B).

Como esperado, esta andlise ratificou que ambas NPLs apresentaram

dimensdes nanométricas (Figuras 22A e 22B), entretanto, o tamanho médio das NPL-
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OB-OC (~75 nm) foi seis vezes menor do que as NPL-V (~500 nm). Isso ocorre
provavelmente porque as nanoparticulas encolheram durante os processos de
secagem necessarios para a preparagédo da amostra MET (FAN et al., 2015, LIAO et
al., 2021). A NPL-OB-OC apresentou forma esférica. Ja a NPL-V apresentou maior
tamanho, com formato variado (ovalado ou bastdo). Independentemente das
diferentes vias de administragdo, a morfologia individual de cada particula afetara
significativamente o transporte e a difusdo das nanoparticulas. Chenthamara et al.,
(2019), foi demonstrou que as particulas esféricas se movem facilmente devido a sua
simetria, enquanto as nao esféricas caem com o fluxo. Isso sera mais proeminente na
filtragem de 6rgdos como o bago e o figado. Portanto, a forma e a morfologia das
NPLs influenciam sua circulagdo sanguinea e as interacbes com as células em

comparagao com contrapartes esféricas (COTY; VAUTHIER, 2018).
6. Eficiéncia de encapsulagao dos 6leos de babagu e copaiba

Para avaliar a EE dos OB e OC nas NPL conduziu-se uma analise de
linearidade para quantificacdo de seus principais marcadores quimicos majoritarios
acido laurico e B-cariofileno, respectivamente por CG-EM. A Figura 23 e Figura 24
mostra a curva de calibragdo do marcador quimico acido laurico e B-cariofileno,
respectivamente. Essas curvas foram preparadas a partir da area do pico versus a
concentragdo do marcador na mistura de marcadores quimicos (acido laurico e [3-

cariofileno).
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Figura 23 - Curva de calibragdo do marcador acido laurico, com sua respectiva
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Figura 24 - Curva de calibracdo do marcador (-cariofileno com sua respectiva

equacéo da reta e coeficiente de determinagao de regressao (R?).

As curvas analiticas obtidas a partir da mistura de padrdes foram obtidas das

triplicatas das inje¢des das solugdes da mistura, sendo sete concentragdes (50, 150,
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200, 300, 400, 500 e 600 ug/mL). Assim, foi construido uma curva para o acido laurico
(Figura 23) e outra para o B-cariofileno (Figura 24). Os valores do coeficiente de
determinagdo da regressdo (R?) obtidos, foram maiores que 99% (99,19% e 99,47%
para acido laurico e B-cariofileno, respectivamente), o que mostra a qualidade das
curvas analiticas, e, portanto, mais precisa sera a representagcao da equagao da reta,
obtida na regressédo linear da variagcdo da resposta analitica em fungdo da
concentracdo do marcador quimico. Dessa forma, a variagcdo na concentracdo acido
laurico e B-cariofileno é suficiente para explicar a variagdo na concentragcdo desses

ativos nos 6leos de babacu e copaiba nanoencapsulados.

A Figura 25 mostra o cromatograma da NPL-OB-OC e os picos bem definidos
de acido laurico (AL) e B-cariofileno (BC) presentes nos 6leos de babagu e copaiba,
respectivamente. Os tempos de retengao para o acido laurico e B-cariofileno estavam

de acordo com o0 que encontramos para os padroes na fase de triagem.
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Figura 25 - Perfil cromatografico por CG-EM dos ativos presentes na NPL-OB-OC.
Onde, BC: B-cariofileno; AL: acido laurico e PI: padrao interno (pentadecanoato de

metila).

Os resultados proporcionaram a obtencédo de uma curva especifica para o acido
laurico e outra para o B-cariofileno. As curvas sao indicativas da linearidade do método
de quantificacdo por GC-EM, fornecendo informacgdes cruciais sobre a EE dos 6leos

em questao.
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Os coeficientes de determinagcdo da regressdo (R?) alcangaram valores
superiores a 99% (99,19% para o acido laurico e 99,47% para o [B-cariofileno),
indicando a alta qualidade das curvas analiticas. Isso demonstra que as curvas sao
altamente precisas na representacao das relagdes lineares entre a resposta analitica
e a concentragao dos marcadores quimicos. Portanto, a variacdo na concentracdo do
acido laurico e B-cariofileno € capaz de explicar a variacdo na concentracdo dos
acidos graxos presentes no OB e dos sesquiterpenos em OC, quando

nanoencapsulados.

A determinacido da EE do 6leos OB e OC na NPL foi realizada utilizando o
meétodo direto descrito por (AMINI et al., 2017). Os resultados demonstraram que a
eficiéncia de encapsulagao para OB e OC na formulagao NPL-OB-OC foi de 69,96%
e 92,87%, respectivamente. Esses resultados indicam a excelente capacidade da NPL
reter na matriz lipidica OB e OC. A natureza lipofilica de OB e OC os torna facilmente
misciveis com a matriz lipidica, levando a uma retengao significativa dos mesmos.
Além disso, os sistemas de liberagcdo baseados em lipidios proporcionam protecao
aos componentes sensiveis dos 6leos, evitando sua degradagao quimica, fotoquimica
ou oxidativa, gragas a sua imobilizagao no interior dos lipidios soélidos (LAMMARI et
al., 2021).

7. Estudos de citotoxicidade

As Figuras 26 e 27 apresentam a viabilidade das células PC-3 e DU-145
quando expostas separadamente a NPL contendo diferentes proporgdes de OB e OC
(1:1, 1:0, 0:1 e 0:0), apenas o natural bioativo (OB+OC, OB e OC), flutamida (controle
positivo), RPMI (negativo) e DMEM (negativo). As concentragdes utilizadas foram 10
pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL e 80 pg/mL obtidas a partir da eficiéncia de
encapsulamento (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentracdo média e individual do OB e OC na NPL.

NPL [ 1média [ 108 [ ]1oc
10 ug/mL 8,53 ug/mL 11,47 ug/mL
OB - OC 30 pg/mL 25,58 ug/mL 34,42 ug/mL
40 pg/mL 34,11 ug/mL 45,89 ug/mL
80 pg/mL 68,21 yg/mL 91,79 pug/mL
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A Figura 26 mostra que a concentragdo de NPL foi decisiva na redugao da
porcentagem de células viaveis da linhagem PC-3. NPL-OB-OC mostrou porcentagem
de células viaveis de 68,5% a 30 yg/mL em contraste com NPL-OB, NPL-OC, NPL-V,
OB, OC e OB + OC que mostraram porcentagem de células viaveis de 76.9%, 86.1%,
95.4%, 96.7%, 94.7% e 92.4% respectivamente. Nesta concentragéo, flutamida
mostrou reducéo na porcentagem de células viaveis da linhagem PC-3 de 87,4%. Os
resultados obtidos para NPL-OB-OC atendem aos critérios estabelecidos pela
ISO:10993-5 (LI; ZHOU; XU, 2015) que considera material citotoxico quando a
porcentagem de células viaveis é inferior a 70%. A NPL na concentragcéo de 80ug/mL
apresentou porcentagem de células viaveis (<15%), mostrando o excelente
comportamento dos bioativos naturais na atividade citotoxica da linhagem PC-3. A
porcentagem de células viaveis na concentragdo 40 pg/mL e 80 ug/mL para NPL-V
(sem bioativos naturais) foram de 65.3% e 63.61%, respectivamente. Esse
comportamento € devido, provavelmente a composicao da NPL, pois sabe-se que a
composi¢cado da matriz lipidica, o tipo e concentragao do surfactante e a carga elétrica
da superficie também sao fatores determinantes para a citotoxicidade do NLS
(AZARNEZHAD et al., 2020).
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Figura 26 — Viabilidade celular da linhagem PC-3 em diferentes concentragdes de
NPL-OB-OC, NPL-OB, NPL-OC, NPL-V, OB, OC, OB + OC e droga livre (flutamida)
apos 24 h de exposicao. A linha vermelha indica 70% de viabilidade celular de acordo
com 1SO:10993-5 (LI; ZHOU; XU, 2015).
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Da mesma forma, a linhagem DU-145 apresentou redug¢ao na porcentagem de
células viaveis com o aumento da concentracdo dos bioativos naturais incorporados
na SLN ou nao incorporados (Figura 27). A flutamida apresentou porcentagem de
células viaveis inferiores aos bioativos naturais incorporados em NPL (NPL-OB-OC,
NPL-OB e NPL-OC) ou néo incorporados (OB, OC, OB + OC). No entanto, OB+OC
na concentragdo de 80 ug/mL mostrou melhor atividade citotéxica (26.2%) em relagao
a flu-tamide (42.4%). NPL-OB-OC apresentou porcentagem de células viaveis de 48%
para a linhagem DU-145 a 80 yg/mL. Além disso, em todas as concentragdes, NPL-V
apresentou porcentagem de células viaveis abaixo de 70% (10 pg/mL, 30 ug/mL, 40
pg/mL e 80 pg/mL foram 64%, 63%, 58% e 54%, respectivamente). Estes valores
estdo abaixo dos recomen-dados pela 1SO:10993-5 (LI; ZHOU; XU, 2015). Porém,
estudos anteriores mostram que surfactantes n&o iénicos, como o Tween 80, podem
apresentar algum grau de citotoxicidade, que depende da concentragao do surfactante
na formulagédo (CHUTOPRAPAT; KOPONGPANICH; CHAN, 2022; SMITH et al.,
2020).

Porém, é importante ressaltar que o NPL-OB apresentou resultados
satisfatorios, no percentual de células viaveis (< 70%) em todas as concentra¢des
testadas (10 pg/mL, 30 ug/mL, 40 pg/mL e 80 pg/mL foram 61,9 %, 58,3%, 56,2% e
48,2%, respectivamente), indicando que o OB, também, apresenta atividade citotoxica
quando utilizado isoladamente. Por outro lado, este efeito ndo foi observado para o
NLS contendo apenas OC (NPL-OC). Os resultados experimentais indicam que as
linhagens celulares PC-3 e DU-145 apresentam diferentes sensibilidades ao NPL
investigado (AZARNEZHAD et al., 2020).
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Figura 27 - Viabilidade celular da linhagem DU-145 em diferentes concentracbes de
NPL-OB-OC, NPL-OB, NPL-OC, NPL-V, OB, OC, OB + OC e droga livre (flutamida)
apos 24 h de exposigéo. A linha vermelha indica 70% de viabilidade celular de acordo
com 1S0O:10993-5 (LI; ZHOU; XU, 2015).

8. Conclusao

Nanoparticulas lipidicas sélidas a base de 6leo de babacgu e oleorresina de
copaiba foram preparadas com sucesso pela técnica de emulsificagdo-ultra-
sonicagao. Observou-se que o tamanho e o indice de polidispersidade dos NPL foram
sensiveis as concentragdes de acido estearico e Tween 80, tempo (0, 7, 15, 30,40 e
60 dias) e temperatura (x8 °C e £25 °C). Esta analise teve como objetivo obter NPL
com valores de tamanho e PDI inferiores a 400 nm e < 0,3, respectivamente. NPL
contendo OB e OC (proporcéo 1:1) e mantido a £8 °C por 0, 7, 15, 30, 40 e 60 dias
atenderam a todos esses critérios. Além disso, as imagens MET identificaram uma
morfologia esférica do NPL essencial durante a circulagdo sanguinea e as interagdes
celulares. A viabilidade das linhagens celulares de cancer de prostata PC-3 e DU-145
foi investigada quando mantidas em contato com NPL desenvolvido neste trabalho. A
formulacédo NPL-OB-OC apresentou porcentagem de células viaveis (< 70% de acordo
com ISO:10993-5) para células PC-3 e DU -145 nas concentragdes de 30 ug/mL e 80
pMg/mL, respectivamente. Estes resultados indicam que NPL contendo OB e OC
apresentou atividade citotdxica satisfatéria (< 70%) em relagéo as linhas celulares de

cancer de prostata PC-3 e DU-145.
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10 - Patente de Invencao (PI)
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

A presente invengao trata de nanopaticulas lipidicas soélidas
contendo éleo de babacu (Attalea speciosa sinominia Orbignya
phalerata) e dleo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) com
aplicagao na area da saude, mais especificamente na area de
nanosistemas carreadores com fins terapéuticos. Os presentes 6leos
babagu e copaiba por apresentar acdo antitumoral, anti-inflamatérias
e antimicrobiana, aliado ao potencial oferecido pelas nanoparticulas
lipidicas sdlidas, como excelentes vantagens na entrega direcionada,
materiais biocompativeis, ndo imunogénicos, de baixo custo e
métodos de produgéo facilmente escalaveis para escala industrial,
podem ser usados como estratégia no tratamento do cancer de
prostata. A presente invengao, também pode ser usada para
incorporar em sua matriz lipidica e carrear outras moléculas ou
biomoléculas e farmacos com finalidade terapéutica, tendo interesse
nas areas de biotecnologias, quimicas e farmacéuticas.
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