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RESUMO

NANOCAPSULAS DE OLEO DE TUCUMA (Astrocaryum vulgare MART):
PREPARACAO, CARACTERIZACAO, AVALIACAO DA SEGURANCA IN VITRO E
IN VIVO E EFICACIA ANTITUMORAL IN VITRO

AUTOR: KATIA NASCIMENTO
ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE EDSON PAZ DA SILVA
COORIENTADORA: PROF?. DR?. MICHELE RORATO SAGRILLO

O céncer de mama é uma doenca de grande complexidade molecular e sua incidéncia cresce a
cada ano. Para 2019 sdo esperados aproximadamente sessenta mil novos casos no Brasil, dado
que gera preocupacdo principalmente as mulheres. Em vista disso, estudos visam a novas
formas e substancias para o tratamento desta doenca as quais tenham propriedades
moduladoras do processo tumoral atraves de sua matriz quimica, como por exemplo, o fruto
tucumd, do Bioma Amazobnia. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo,
desenvolver nanocapsulas inéditas do 6leo de tucumd@ (Astrocaryum vulgare Mart.), assim
como, avaliar seu efeito antitumoral em células de adenocarcinoma de mama e a toxicidade
em modelo in vitro e in vivo. Em sua caracterizacdo, o 6leo de tucuma apresentou esqualeno,
[B-sistosterol, all-trans-p-caroteno e os acidos graxos oleico e palmitico majoritariamente.
Além de atividade antioxidante nos ensaios DPPH e ABTS. As nanocépsulas preparadas
apresentaram tamanho de particula adequado, aproximadamente 213 nm, confirmado por
microscopia de forca atbmica. Assim como estabilidade quanto ao tamanho de particula, pH,
indice de polidispersdo e potencial zeta. Além disso, verificou-se que a formulacdo mais
adequada para o dleo de tucuma foi a otimizada, com menor concentracdo de tensoativo Span
60® e 6leo. Quanto ao efeito antiproliferativo na linhagem celular MCF-7, as nanocépsulas de
tucumad apresentaram ICso de 50 pug/mL enquanto que o 6leo livre de 130 pg/mL. Quanto aos
ensaios de toxicidade, tanto in vitro quanto in vivo, as nanocépsulas e o éleo livre ndo foram
toxicos. Contudo, as nanocépsulas brancas e os surfactantes aumentaram os niveis de espécies
reativas de oxigénio nos peixes. Assim, pode-se concluir que as nanocapsulas sdo promissoras
para o transporte do Oleo de tucuma e também foi evidenciado o promissor efeito
antiproliferativo destas sobre células de adenocarcinoma de mama, fornecendo subsidios para
uma futura aplicacao antitumoral.

Palavras-chave: tucuma, 6leo, nanocépsulas, cancer de mama, toxicidade.



ABSTRACT

NANOCAPSULES OF THE TUCUMA OIL (Astrocaryum vulgare MART):
PREPARATION, CHARACTERIZATION, SAFETY EVALUATION IN VITRO AND IN
VIVO AND ANTITUMORAL EFFECTIVENESS IN VITRO

AUTHOR: KATIA NASCIMENTO
ADVISER: DR. JOSE EDSON PAZ DA SILVA
COADVISER: DR MICHELE RORATO SAGRILLO

Breast cancer is a disease of great molecular complexity and its incidence grows every year.
By 2019 approximately sixty thousand new cases are expected in Brazil, as it generates
concern mainly for women. In view of this, studies are aimed at new forms and substances for
the treatment of this disease which have modulating properties of the tumor process through
its chemical matrix, such as the tucumé fruit of the Amazonian Biome. In this sense, the
present work aimed to develop novel nanocapsules of tucuma oil (Astrocaryum vulgare
Mart.), as well as to evaluate its antitumor effect on breast adenocarcinoma cells and toxicity
in vitro and in vivo model. In its characterization, the tucuma oil presented squalene, [3-
sistosterol, all-trans-p-carotene and oleic and palmitic fatty acids mainly. In addition to
antioxidant activity in the DPPH and ABTS assays. The prepared nanocapsules had an
appropriate particle size, approximately 213 nm, confirmed by atomic force microscopy. As
well as stability in particle size, pH, polydispersion index and zeta potential. In addition, it
was found that the most suitable formulation for tucuma oil was optimized, with lower
concentration of Span 60® surfactant and oil. As for the antiproliferative effect on MCF-7 cell
line, the tucum& nanocapsules presented ICso of 50 pg/mL while the free oil of 130 pg/mL.
As for toxicity assays, both in vitro and in vivo, nanocapsules and free oil were not toxic.
However, white nanocapsules and surfactants increased the levels of reactive oxygen species
in fish. Thus, it can be concluded that nanocapsules are promising for the transport of tucuma
oil and their promising antiproliferative effect on breast adenocarcinoma cells was also
evidenced, providing subsidies for future antitumor application.

Keywords: tucumad, oil, nanocapsules, breast cancer, toxicity.
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APRESENTACAO

A presente tese foi redigida em conformidade com as normas vigentes no Manual de

Dissertacdes e Teses (MDT de 2015) e no Regulamento do Programa de P6s-Graduacdo em

Ciéncias Farmacéuticas desta Universidade. A tese foi organizada da seguinte forma:

Introducdo, Revisdo Bibliografica, Objetivos, Manuscritos, Duscussdo Geral, Concluséo,

Perspectivas, Referéncias e Anexos.

>

Na se¢do Introducdo € apresentado 0 embasamento tedrico abrangendo uma revisdo

de literatura bem como a justificativa para o desenvolvimento deste estudo.

Na secdo Revisdo Bibliogréafica € apresentado o embasamento tedrico dos temas que

permeiam esta tese.

A secdo Obijetivos apresenta o principal objetivo e objetivos especificos os quais

visam responder a hipotese de estudo desta tese.

Quanto aos resultados, estdo apresentados sob duas formas:

)i No corpo da tese, 0s quais se encontram no item Experimentos
Independentes, com resultados que ndo compdem 0s manuscritos;

1)) Na forma de manuscritos (Manuscritos | e 1I), 0s quais se econtram no item
Manuscritos.

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias especificas

encontram-se compondo cada manuscrito.

As secgdes Discussdo Geral e Concluséo, encontradas ao final desta tese, apresentam

apontamentos e interpretac@es gerais sobre 0s resultados apresentados nos manuscritos

e nos experimentos independentes, 0s quais ndo compdem 0S manuscritos.

A secdo Perspectivas aborda os demais estudos que poderdo ser realizados para dar

continuidade e elucidagdo dos dados j& encontrados.

Na secdo Referéncias, sdo listadas apenas as citagfes utilizadas nos itens Introducao,

Revisédo Bibliografica e Discussao.

O Anexo A contém a carta de aceite do Manuscrito I.

O Anexo B contém a carta de submisséo do Manuscrito I1.
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1 INTRODUCAO

Entre tantas doencas que acometem a populagdo, o cancer ainda permanece com a
maior morbimortalidade em todo o mundo apesar dos investimentos em novas formas
terapéuticas. Atualmente em torno de 32 milhGes de pessoas possuem a doenca no mundo e o
namero de casos segue em ascensdo (Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 2017).

Segundo informacges do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2018), estimou-se para
0 Brasil entre 2018-2019, aproximadamente 640 mil novos casos de cancer. Entre 0os mais
incidentes, prostata, pulmao, mama feminina, célon e reto. Sendo sessenta mil novos casos de
cancer e mama.

O cancer de mama faz parte de um grupo heterogéneo de doengas, possuindo variadas
manifestacBes clinicas, morfoldgicas e genéticas tendo como consequéncia diferentes
respostas terapéuticas. Quanto as anormalidades proliferativas nos l6bulos e ductos da mama
incluem hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in situ e invasivo. Dentre esses ultimos, o
carcinoma ductal infiltrante é o tipo histol6gico mais comum e compreende entre 80 e 90% do
total de casos (CHAES e ROMIEU, 2014; INCA, 2016).

Neste contexto, um dado que chama a atencdo é o baixo indice desta neoplasia em
Maues, municipio brasileiro no interior do estado do Amazonas, no qual existe uma baixa
prevaléncia de algumas comorbidades como obesidade, hipertensdo arterial, doencas
coronarianas, Diabetes Melittus tipo 2 e neoplasias, demonstrando como principal hipétese, o
papel relevante da dieta, ja que esta populacdo possui habitos alimentares baseados no
consumo de alimentos de origem natural, como os frutos por exemplo (SAGRILLO, et al.,
2015; ZHANG et al., 2017). Desta forma, a predominancia no consumo de alimentos de
origem vegetal estd associada a uma reducdo no risco de doencas crénicas como
arteriosclerose e cancer e estes efeitos tém sido particularmente atribuidos as substancias que
possuem atividade antioxidante, capazes de neutralizar os radicais livres (RLs) (NISHINO et
al., 2005).

Estudo recente sugeriu que o extrato hidroalcoolico da casca e polpa de um fruto tipico
desta regido, o tucuma da espécie Astrocaryum aculeatum, possui elevada capacidade
antioxidante e acdo na modulacdo da producdo de RLs em sangue saudavel exposto ao
peréxido de hidrogénio (H20>). Estes resultados indicaram que o tucuma poderia apresentar
um potencial citoprotetor (SAGRILLO et al., 2015).

Conforme ja mencionado, existem substancias quimiopreventivas as quais exercem

acdo especifica contra o desenvolvimento do cancer, como por exemplo, o (-caroteno,

encontrado na matriz quimica do tucuma. Neste contexto, os compostos naturais tém sido
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estudados como uma fonte de substancias bioativas de diferentes classes com diversas
atividades. Entre elas, muitos fitoquimicos da dieta tém sido estudados quanto aos seus
efeitos citotoxicos ou apoptdticos em modelos celulares tumorais com vista a explicar a sua
capacidade antineoplasica, como também, vislumbrando uma alternativa terapéutica de
fontes naturais (KUCUK, 2002; DORAI e AGGARWALLLI, 2004).

Como visto, sdo complexos os processos relacionados a carcinogénese e o tratamento
de tumores como, por exemplo, 0 de mama o qual € agressivo e possui inimeros efeitos
adversos. Sendo assim, substancias de origem natural atraem a atencdo dos pesquisadores, e
também a insercdo de novos carreadores destas, a exemplo dos nanocarreadores, 0s quais
visam aprimorar a entrega e tempo da substancia ativa no organismo, ndo necessitando de
doses elevadas e com janela terapéutica mais ampla. A nanotecnologia, neste caso, visa a
diminuicdo dos efeitos adversos, resisténcia das células tumorais frente aos quimioterapicos,
como também controlar a liberacdo destas substancias com alto poder antioxidante, pois em
altas concentracfes, prejudicam sua atividade quimioterapéutica, tornando-a uma molécula
pré-oxidante (HEATH e DAVIS, 2008).

Neste contexto, é necessario estudar substancias pertencentes a matriz quimica de
plantas e frutos que visem a prevencdo, atraso ou até mesmo a reversao do fenétipo maligno
destas células. Assim, devido a resisténcia de células tumorais aos tratamentos convencionais
de quimioterapia, é necessario o desenvolvimento de novas formas de tratamento. Os
produtos naturais, como frutas, sementes e 6leos vém ganhando destaque devido as
propriedades moduladoras de doencas como o cancer (PATEL e GOGNA, 2015).

A associacdo de areas como a nanotecnologia no desenvolvimento de novas
formulagdes com o intuito de selecionar moléculas e células especificas no tratamento do
cancer torna-se uma alternativa promissora. Sagrillo e colaboradores (2015) evidenciaram as
propriedades quimioterapéuticas com o0s extratos de tucumd, assim, seu encapsulamento em
escala nanométrica poderia aumentar o potencial de interacdo, atuando de maneira controlada
e sustentada devido as propriedades fisico-quimicas das nanocapsulas (NCs), podendo tornar-
se uma alternativa de tratamento em doengas como o cancer.

Em virtude de tais aspectos, o objetivo deste trabalho foi desenvolver NCs contendo o
Oleo de tucumé (Astrocaryum vulgare Mart), bem como, avaliar a segurancga farmacoldgica
destes nanocarreadores in vitro, e em modelo de toxicidade in vivo, peixes Rhamdia quelen
(jundias), para posterior analise do efeito antitumoral em linhagem celular de adenocarcinoma

de mama.
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2 REVISAO DE LITERALTURA

2.1 CANCER

Denomina-se cancer o conjunto de mais de 100 doencas as quais possuem O
crescimento desordenado de células capazes de invadirem tecidos e 6rgdos (INCA, 2014).
Portanto, é caracterizado pela proliferacao descontrolada de células levando a formacao de um
tumor (neoplasia). Um tumor maligno é uma doenca genética e as mutagdes sdo fundamentais
para sua etiologia e progressao. O desgaste das células em conjunto com o desequilibrio da
proliferacdo das mesmas pode desencadear o processo de oncogénese, isto €, desenvolvimento
do céncer.

Uma vez iniciado, o cancer progride através do acumulo de danos genéticos
(mutagOes) em genes que realizam a manutencdo da integridade celular e que s&o
responsaveis pelo reparo do Desoxyribonucleic Acid (DNA) (FREITA et al., 2005). Neste
sentido, o processo de carcinogénese € dividido em trés etapas: iniciacdo, promoc¢do e
progressdo (YEH e HU, 2003). No primeiro estagio, iniciacdo, as células sofrem acéo de
agentes carcinogénicos, incluindo espécies reativas de oxigénio (EROs), gerando estresse
oxidativo o qual induz alteracdes no DNA e modificacGes no padrdo de metilacdo de genes
e/ou proteinas histonas. Estes processos silenciam genes de supressao tumoral e ativam
oncogenes (ZIECH et al., 2012). Existem enzimas polimerases responsaveis pelo reparo do
DNA, as quais removem a maioria das mutagfes. No entanto, quando ndo reparado,
desencadeiam-se danos oxidativos tanto no DNA nuclear quanto mitocondrial que se
acumulam com a idade aumentando a suscetibilidade as neoplasias. Além do sistema de
reparo, células danificadas podem ser eliminadas pelo sistema imunolégico (AZIZ et al.,
2012).

No segundo estagio, promocdo, a célula alterada continua a se dividir gerando
instabilidade genética e assim novas mutacfes. Os genes oncopromotores Sao 0S responsaveis
por levar a célula a uma transformagdo maligna, assim como o estresse oxidativo que também
é considerado um agente oncopromotor nesta fase (AZIZ et al., 2012).

No terceiro e ultimo estagio, a progressao, ocorre o descontrole da proliferacao celular
de forma irreversivel, a célula se torna indiferenciada, perdendo sua morfologia e funcéo
original. Também ocorre a indugdo da angiogénese e resisténcia a apoptose. Além de
alteracfes em proteinas celulares adesivas levando a liberagdo do tecido e a migragdo para

outras regides corporais onde séo formados tumores secundarios, as metastases.
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2.1.1 Céncer de mama

O cancer de mama constitui 0o tumor maligno mais comum entre as mulheres,
raramente acomete homens, cerca de 1% (INCA, 2015). Considerado raro antes dos 35 anos,
acima desta idade, sua incidéncia cresce progressivamente, especialmente apds os 50 anos.
Estatisticas indicam o aumento da sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
em desenvolvimento. Entre os tipos de cancer de mama, alguns evoluem de forma répida,
contudo, a maioria dos casos tem bom prognostico. No ano de 2013, 14.388 pessoas vieram a
Obito por esta enfermidade, sendo 181 homens e 14.207 mulheres (LEITE et al., 2010; INCA,
2016).

As taxas de sobrevivéncia do cancer de mama variam, de 80% ou mais na América do
Norte, Suécia e Japdo para cerca de 60% em paises de renda média e abaixo de 40% em
paises de baixa renda. Os paises menos desenvolvidos acabam sendo mais afetados, pois ha
falta de programas de deteccdo precoce, resultando em uma alta propor¢édo de mulheres que
apresentam doenca em estagio tardio, e ainda, pela falta de diagndstico adequado e tratamento
(PARAZZINI et al., 2015; INCA, 2016).

Quanto a distribuicdo da doenca no Brasil (INCA 2018), as maiores taxas de
incidéncia ocorrem na regido sul. A taxa bruta € a medida utilizada para quantificar este
indicador, o qual corresponde ao nimero de casos para cada 100 mil mulheres. Sendo assim,
na regido sul esta taxa € de 73,07 casos/100 mil mulheres; regido sudeste 69,50/100 mil
mulheres; regido centro-oeste 51,96/100 mil mulheres; regido nordeste 40,36/100 mil
mulheres e regido norte 19,21/100 mil mulheres, com a menor taxa de incidéncia.

Estas diferengas podem decorrer conforme o nivel de desenvolvimento da regido,
notando-se uma maior incidéncia, refletindo uma sociedade mais industrializada com
consumo progressivo de uma alimentacdo inadequada, excesso de peso e estresse (INCA,
2016). Quanto aos baixos indices na regido norte do pais, este fator pode estar associado a
dieta a qual é rica em frutos, sementes entre outros produtos naturais no Bioma Amazonia
(SAGRILLO et al., 2015).

A etiologia do cancer de mama é constituida de uma série de fatores, entre eles,
primeira menarca inferior aos 12 anos de idade, menospausa ap0s 0s 55 anos, primeira
gravidez ap0s os 30 anos, uso de anticoncepcionais, terapias de reposocdo hormonal na
menopausa, exposicdo a radiagcdo ionizante, consumo de bebidas alcodlicas, dietas
hipercaloricas, sedentarismo e predisposicdo genética (principalmente mutacfes em genes
como BRCAL1 e 2 - breast cancer) (INCA, 2018; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
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O céncer de mama pode surgir com o aparecimento de um nodulo, geralmente indolor,
duro e irregular, este pode possuir consisténcia branda, globosa e bem definida. Outros sinais
sdo edema cutdneo semelhante a “casca de laranja”, retracdo cutanea, dor, inversdo do
mamilo, hiperemia, descamacdo ou ulceracdo do mamilo e secrecdo papilar. A secrecdo
associada ao cancer geralmente € transparente, podendo ser rosada ou avermelhada devido a
presenca de eritrocitos. Podem também surgir linfonodos palpédveis na axila (ADAMI,
HUNTER e TRICHOPAULOQOS, 2008).

Quanto aos fatores genéticos e epigenéticos, estd relacionado ao desenvolvimento de
mutacOes em genes supressores herdados como BRCAL e 2 (breast cancer), TP53, PTEN,
CDH1, STK1 e ATM (POLYAK, 2007). A histéria familiar da doenca (heranga de mutacGes
genéticas) é um fator epidemioldgico de risco bem estabelecido, entre 5 e 10% de todos 0s
casos, tendo como caracteristica o diagnostico da doenca em mulheres jovens (AMENDOLA
e VIEIRA 2005; INCA, 2016).

O primeiro gene mapeado do cancer de mama e por isso denominado BRCA1, esta
localizado no braco longo do cromossomo 17(17¢21). E composto por 24 éxons, dos quais
22 codificam uma proteina com 1863 aminoacidos. Ja o segundo gene mapeado, 0 BRCA2,
estd localizado no brago curto do cromossomo 13(13ql2) e sua estrutura é ainda mais
complexa, sendo composto por 27 éxons, dos quais 26 sdo codificantes (MIKI et al., 1994).
As proteinas BRCA desempenham funcgdes de ativacao e regulacdo da transcricdo, reparo do
DNA, controle da proliferacdo, diferenciacdo e do ciclo celular (VENKITARAMAN, 2002).

As mulheres com mutacdo nos genes BRCAL e 2 representam o0 grupo de maior
importancia epidemioldgica na hereditariedade desta doenca, pois, apresentam risco de 50 a
80% de desenvolvé-la ao longo da vida, além de risco cumulativo de cancer de ovéario, em
torno de 15 a 40% dos casos (GOMES et al., 2011). Quando a mutacdo é em BRCA1, o cancer
é caracterizado como de alto grau, com expressao negativa de receptores de estrogénio e
progesterona, possuindo maior probabilidade de metastases viscerais e ésseas, sendo o pior
prognostico (SOTIRIOU, PHIL e PUZSTAI, 2009). Ja as mulheres que expressam mutagdes
conjuntas em BRCAL e 2 desenvolvem neoplasias do tipo carcinoma ductal invasivo ou
infiltrativo (BARROS, 2010).

2.1.1.1 Carcinogénese do tumor de mama
Assim como outros tumores malignos de uma forma geral, o cancer de mama tem sua

origem a partir de uma mutacdo genética e epigenética, a qual afeta uma célula-tronco
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localizada no ducto tubular da mama. A partir do momento que a mesma foi afetada, ela
desenvolve um clone celular também alterado que prolifera com as caracteristicas fenotipicas
que adquiriu quando foi exposta e originou novos danos ao DNA, instabilidade gendmica e
perda da integridade dos mecanismos de reparo (POLYAK, 2007; HARTWIG et al., 2014).

Estima-se que aproximadamente 20% dos canceres sdo vinculados a doengas
inflamatorias (PARKIN e BRAY, 2006). As células inflamatérias ativadas induzem a
producdo excessiva de EROs. A formacdo destas no tecido inflamado bem como a continua
exposicdo promove o dano oxidativo e o aparecimento de mutacdes genéticas no DNA
(ROESSNER et al., 2008). Quando as espécies reativas (ERs) atingem o DNA, oxidam as
bases puricas e pirimidicas quebrando uma das fitas de forma simples chamada de Single
Strand Break (SSB) ou quebras duplas, Double Strand Break (DSB). Durante o processo de
replicacdo celular, as SSB podem desencadear as DSB (YOU e JONES, 2012).

Neste sentido, quando uma célula entra em desequilibrio provocando o estresse
oxidativo, pode levéa-la a um processo de carcinogénese, pois as EROs ao reagirem com 0
DNA podem alterar sua estrutura genética formando mutacbes e instabilidades
desencadeando novas mutacdes que tem por consequéncia a inducdo da multiplicacdo
desordenada e a imortalizagdo celular (resisténcia a apoptose) (HALLIWELL, 1994,
BARROS et al., 2010).

Quando a célula-tronco foi geneticamente modificada, pode evoluir para linhagens
neoplasicas mamarias de duas formas: células epiteliais luminais (expressam receptores
hormonais ou estrogénicos) e células basais mioepiteliais (sem expressdo de receptores
hormonais). A medida que outras mutacdes vao ocorrendo no clone celular alterado, o tumor
se diferencia em subtipos de acordo com a expressdo de diferentes genes e moléculas
(PRESEGUE-BOSCH e VAQUERO, 2011).

Assim, de acordo com a expressdo de Receptores de Estrogénio (RE), receptores de
progesterona (RP) e expressdo de proteinas HER-2 (proteinas receptoras trans-membrana da
familia tirosina-quinase) nas células tumorais, sdo classificados em cinco subtipos
moleculares de cancer de mama: basal-like, luminal A, luminal B, HER2+/ER, e normal
breast-like. As caracteristicas moleculares citadas constituem diferentes fenétipos malignos e
consequentemente condutas clinicas e progndsticos distintos, requerendo estratégias
terapéuticas especificas (SOTIRIOU, PHIL e PUZSTAI, 2009).
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2.1.1.2 Tratamento do céancer de mama

A compreensdo do amplo espectro de alteragdes genéticas e epigenéticas que atuam na
carcinogénese mamaria bem como da complexidade das células envolvidas, mudou a maneira
e a logica de desenvolvimento de novos farmacos alvo-especificos (SARTORI e FRAZZON,
2015). Os quimioterapicos dividem-se em classes com base no mecanismo que interferem na
divisdo celular. Eles podem ser combinados para ter maior eficicia, porém essa combinacao
gera maior toxicidade (WILLIS e WIANS, 2003).

Atualmente a terapia direcionada é utilizada no conjunto de farmacos antitumorais,
entre eles, o trastuzumab (Herceptin®) o qual foi o primeiro desses novos farmacos a ser
aplicado com sucesso no cancer de mama, primeiramente no cancer mamario metastatico e
hoje, também em estagios iniciais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Trata-se de um
anticorpo monoclonal humano, com acdo no sitio extracelular do receptor para o fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2, do inglés, Human Epidermal Receptor-type 2 (HER-
2, também denominado HER-2/neu ou c-erbB2). E aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para pacientes com cancer de mama invasivo que superexpressam o
HER-2 (HADDAD, 2010). Além deste, existem outros anticorpos monoclonais utilizados no
tratamento do céncer de mama, entre eles: pertuzumab (Perjeta®) e Ado-trastuzumab
emtansina (Kadcyla®) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Entre os tratamentos disponiveis, esta a utilizacdo de agentes quimiopreventivos. Entre
esses farmacos, encontra-se o tamoxifeno (OLIVEIRA, ALDRIGHI e RINALDI, 2006). Esse
medicamento age como bloqueador do estrogénio nas células de cancer de mama. Mas atua
modulando o estrogénio em outros tecidos, como Utero e 0ssos, e por isso, pode ser benéfico,
prevenindo a desmineralizacdo dssea em mulheres ap6s a menopausa, ou maléfico,
aumentando o risco de cancer de endométrio e causando fendmenos tromboembolicos
(RIGGS e HARTMANN, 2003).

Alem das implicacbes acima, destacam-se como efeitos colaterais ao uso do
tamoxifeno: retencdo hidrica, amenorreia, alteragdo do ciclo menstrual, corrimento e
sangramento vaginal, cancer do colo de Utero, nausea, perda de peso, mudanca de humor,
depresséo, fraqueza e faringite (LEAL, CUBERO e GIGLIO, 2010).

Além disso, um dos maiores problemas encontrados hoje nos farmacos antineoplasicos
é a resisténcia das células frente a quimioterapia, fenbmeno chamado de resisténcia a
multiplas drogas, do inglés, Multiple Drug Resistance (MDR), pois ao sofrerem mutacdo
genética, estas células sdo estimuladas a desenvolver tipos celulares resistentes aos farmacos

através da ativagdo de genes de resisténcia como MDR-1 conhecido como a glicoproteina P
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(Pgp). Esta proteina funciona como uma bomba de efluxo dependente de energia, capaz de
transportar farmacos para o exterior da célula, diminuindo a concentracéo intracelular a niveis
subletais (GOTTESMAN e PASTAN, 1993).

Neste sentido, apesar do avanco da terapia enddcrina para o0 cancer de mama receptor
hormonal positivo, do inglés, Hormonal Receptor (HR"), o desafio que ainda continua é que
cerca de 50% dos tumores tem resisténcia a terapia hormonal (JI et al., 2019). No cancer de
mama, a proteina de resisténcia ao cancer de mama, Breast Cancer Resistance Protein
(BCRP), também conhecida como BCRP/MXR/ABCP, faz parte da familia ABC dos
hemitransportadores, identificada em linhagens celulares (cancer de mama e cdlon) resistentes
a mitoxantrona, que exibem resisténcia a maltiplas drogas sem expressdo de Pgp ou MRP
(LEE et al., 1997). Sendo assim, ainda buscam-se alterativas que visem responder a estas
terapias, e muitas vezes utilizando agentes combinados, bem como, diversos esforcos tem sido
voltados ao desenvolvimento de novos agentes antitumorais com base em produtos de origem
natual (L1U et al., 2017).

2.1.2 Produtos naturais no tratamento do cancer

Os produtos naturais tém sido utilizados a muito tempo de forma empirica para o
tratamento de doencas. Dados da OMS relatam que, mais de 80% da populacdo mundial
utiliza medicamentos de origem botanica (EKOR, 2014). Neste sentido, o estudo dos
componentes biologicamente ativos de produtos naturais derivados de plantas, animais e
microrganismos levaram a varios avancos na farmacoterapia (ZHANG et al., 2017).
Receberam maior atencdo devido estudos que relatam sua atividade antitumoral, onde 74,9%
dos medicamentos contra o cancer (excluindo vacinas e bioldgicos) desenvolvidos entre 0s
anos 40 e 2010 s&o de origem natural (NEWMAN e CRAGG, 2012). Os componentes ativos
de compostos naturais, como alcaloides, taxanos e flavonoides, foram utilizados no
desenvolvimento de medicamentos quimioterapéuticos para tratar varios tipos de cancer entre
eles, leucemias, mama, ovario e prostata (KRONENBERG, MINDES e JACOBSON, 2005;
GORDALIZA, 2007; ALl et al., 2012).

Dentre estes produtos, destacam-se 0s 0leos essenciais, que sao misturas de compostos
complexos, com aroma e muitas vezes volateis (NAKATA et al., 2013; PATEL e GONGA,
2015). Além destes, também sdo utilizados os 6leos virgens de frutas os quais contém maiores
guantidades de componentes nutricionais, como antioxidantes, acidos graxos essenciais,
fosfolipideos, fitoesterois e outros fenolicos bioativos (HERNANDEZ, 2016).
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Desta forma as substancias bioativas que compdem estes 6leos marcam sua utilizagéo
na cura de doengas, com funcdes antioxidantes, anti-inflamatoria, antimicrobiana, analgésica,
anti-Ulcerativa, anti-diabética, ansiolitica, anti-convulsivante, neuro-protetora e ainda,
antitumoral (BURT, 2004; DE SOUSA, 2011; AMORATI et al., 2013; DE CASSIA et al.,
2014; QUINTAS et al., 2015).

2.1.2.1 Tucuma (Astrocaryum vulgare MART)

O Brasil é o pais com a maior diversidade de espécies vegetais do mundo, tendo em
torno de 43.020 espécies vegetais conhecidas (Ministério do Meio Ambiente). Dentre 0s
biomas brasileiros, 0 amazbnico é o com maior abundancia de espécies nativas de plantas
frutiferas as quais despertam o interesse dos pesquisadores nas areas alimenticia, farmacéutica
e cosmeética (CLEMENT, LLERAS e VAN LEEUWEN, 2005). Dentre estas plantas, esta o
tucumd, um fruto tipico da Amazonia pertencente ao género Astrocaryum e que apresenta
diversas espécies: Astrocaryum vulgare Mart., A. aculeatum Meyer., A. segregatum Dr., A.
princeps Bard., A. giganteum Bar., A. tucuma Mart., A. acaule Mart., A cantensis, A. chonta
Mart., A. leisphota Bard., A. undata Mart (VILLACHICA, 1996).

O tucumanzeiro é uma palmeira espinhosa, com caules em nimero variavel, de dois a
seis. Atinge até 10 metros de altura e com 10 a 20 cm de didmetro, cobertos com espinhos
pretos com cerca de 20 cm de comprimento. Os cachos com cerca de 1 metro, 150 frutos
elipsoides verdes que adquirem cor amarelo alaranjada quando maduros (FERREIRA et al.,

2008) conforme imagem a seguir (Figura 1).
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Figura 1 - Fruto e 6leo de tucuma — espécie Astrocaryum vulgare Mart.

A

Fonte: Adaptado de AmazonQil®. A) Tucumanzeiro (palmeira do fruto tucuma — Astrocaryum vulgare); B) Fruto
tucumé@ em cachos; C) Fruto tucuma partido ao meio evidenciando sua polpa (branca) e D) Oleo de tucuma -
Astrocaryum vulgare.

Da améndoa €é extraido o 6leo o qual é comestivel e possui caracteristicas
organolépticas e nutricionais que atraem seu consumo pela industria de alimentos e cosmética.
Quanto a sua utilizagdo popular, o tucuma, também denominado ‘‘manteiga de tucuma’’
possui muitas utilidades: o caroco é utilizado no artesanato, as folhas fornecem uma fibra
resistente e a polpa é consumida in natura ou em forma de uma bebida, 0 “vinho de tucuma”
(macerada com agua). Além disso, pode-se fazer o biscoito, a barra de ceral e a farinha de
tucuma (BORA et al., 2001).

A polpa contém elevada concentracdo de pro-vitamina A, o f-caroteno, valor sé
igualavel a polpa do buriti (Mauritia flexuosa). Chaves e Pechnik (1947) constataram que 0
fruto é capaz de suprir trés vezes as necessidades diarias de vitamina A de uma crianca e
representa a dose diaria recomendada para um adulto que é de 800 RE/100 g. Desta forma,
100 gramas da polpa equivalem a 52.000 unidades de vitamina A.

O mesocarpo, epicarpo ¢ o 6leo de tucuma mostraram altos teores de [(-caroteno,
sugerindo possibilidades de aplicagdes como ingredientes visando & suplementacdo de pro-
vitamina A em produtos alimenticios ou em formulacbes especificas (FERREIRA et al.,
2008). O dleo possui 6megas 3, 6 e 9, comportando-se como excelente emoliente com
elevado poder de espalhabilidade e por isso, utilizado em produtos cosméticos (MORAES e
GUTJAHR, 2009).
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Em 1983, a EMBRAPA criou um projeto com o objetivo de coletar e avaliar plantas
de cultura ou de exploracdo pré-colombiana, estando entre as espécies prioritarias para o
inicio dos trabalhos o tucuma (Astrocaryum vulgare). Os pesquisadores evidenciaram as
potencialidades do 6leo devido aos relatos do alto teor de f-caroteno.

Santos e colaboradores (2015) realizaram estudo com a finalidade de avaliar os niveis
de substancias bioativas e a capacidade antioxidante total de frutos de palmeiras amazonicas
nativas, visando identificar seus componentes funcionais e assim valorizar seu consumo.
Foram encontrados predominantemente vitamina C, flavonoides e carotenoides, 19, 31 e 7,2
mg/100 g respectivamente.

Rocha e colaboradores (2014), na Reserva Extrativista Marinha de Soure no Estado do
Pard, correlacionaram as indicacdes terapéuticas dos moradores da reserva com a composi¢ao
qguimica do 6leo de tucuma. Segundo os moradores, 0 6leo € utilizado para tratamento de
aproximadamente 13 doencas, entre elas infeciosas e parasitarias, de pele e do tecido
subcutaneo, transtornos do sistema nervoso, digestivo, mio-osteoarticular e geniturinario. A
inflamacéo foi a enfermidade mais mencionada nas trés comunidades.

Outros estudos também relatam as potencialidades deste 6leo: cicatrizacdo de feridas e
tratamentos anti-inflamatérios (MONTEIRO et al., 2011), tratamento do reumatismo
(PIMENTEL, 1994; COELHO-FERREIRA, 2009) e tratamento de luxacdes e contusdes
(SHANLEY e MEDINA, 2005). O 6leo pode ser utilizado puro ou associado a outras
espécies, como a arruda (Ruta graveolens), pirarucu (Kalanchoe pinnata) e o desinflama
(Kalanchoe sp.) (ROCHA et al., 2014).

Assim, o0 6leo de tucum@ apresenta versatilidade na utilizacdo terapéutica para os
moradores das comunidades, com destaque para 0 emprego em processos inflamatérios e a
presenca de substancias inibidoras de mediadores pro-inflamatorios. Havendo uma
concordancia com as indica¢fes das comunidades, tendo em vista que a tradicdo de uso do

6leo de bicho acompanha as familias por geracdes (ROCHA et al., 2014).

2.1.3 Nanotecnologia no tratamento do cancer

Um dos maiores desafios no desenvolvimento e utilizagdo de medicamentos para
combater o cancer é direciona-los aos tecidos comprometidos sem que outros 6rgdos sejam
afetados. Assim, a nanotecnologia e nanociéncia visam a sintese e caracterizacdo de materiais
na escala nanométrica (10°) (FERNANDES e FILGUEIRAS, 2008).

Neste sentido, estudos demonstram a capacidade de diferentes nanocarreadores como,

por exemplo, as NCs para melhorar a entrega de medicamentos contra o cancer (LI et al.,
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2014; WAUTHOZ et al., 2015).0 farmaco antitumoral associado a um nanocarreador pode
melhorar a eficacia terapéutica quando comparado aos medicamentos em sua forma livre
(RYAN, KAMINSKAS e PORTER, 2014; BORRAJO et al., 2016).

Em vista disso, o maior potencial de aplicacdo nanotecnoldgica é o sistema de
carreamento e liberagdo de farmacos no organismo (DURAN e AZEVEDO, 2002), pois 0
tamanho da nanoparticula (NP) lhe confere propriedades especiais que determinam seu
movimento no interior do organismo. Em tumor sélido, por exemplo, 0s vasos sanguineos
possuem paredes crivadas de poros, por onde as NPs escapam para 0s tecidos que o
envolvem. Como resultado acumula-se, enquanto minimizam outras partes do corpo, evitam
os efeitos colaterais provocados pelos quimioterapicos (SAHOO, PARVEEN e PANDA,
2006).

Quando um medicamento penetra em uma célula tumoral, proteinas podem ejeta-lo
antes que ela comece a agir, sendo um mecanismo natural de resisténcia. As NPs penetram na
célula por endocitose, processo natural o qual cria-se uma bolsa na membrana celular em
torno da particula, levando-a para o interior da célula (JAMES, PHELPS e HOOD, 2003).

O lipossoma peguilado de doxorrubicina € um exemplo de composto quimioterapico
tradicional, dentro de uma cépsula lipidica utilizada no tratamento dos canceres de ovario,
mieloma multiplo e mama. A versdo deste farmaco em lipossomas apresenta menor
toxicidade para o coracdo que a doxorrubicina convencional, embora um novo efeito colateral
tenha sido observado, a toxicidade da pele (JAMES, PHELPS e HOOD, 2003; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

Neste sentido, as NPs poliméricas, NCs e nanoesferas (NEs), efetuam uma liberacao
gradual e constante do farmaco, devido ao seu tamanho. Sdo protegidas do sistema
imunoldgico e da degradacdo por outras substancias que modificam sua distribuicéo,
aumentando sua atividade farmacoldgica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Esses sistemas apresentam a capacidade de modificar a circulagdo intracelular dos
farmacos através Controlled Drug Delivery Systems em que modulam a velocidade de
liberagdo do medicamento no organismo mantendo sua concentragdo por maior tempo na
circulacdo sanguinea e assim reduzindo o nimero de admisntracdes (DURAN, MATTOSO e
MORAES, 2006).
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2.2 SEGURANCA FARMACOLOGICA DE NPs PARA APLICAC;AO ANTITUMORAL

Embora a toxicidade dos nanomateriais seja uma realidade, os farmacos utilizados no
tratamento do céncer também podem ser toxicos contudo, nanocarreadores com farmacos
direcionados as células tumorais, podem reduzir a toxicidade nos tecidos saudaveis
(DROBNE, 2007).

Neste sentido, estudos vem sendo desenvolvidos com o intuito de minimizar os efeitos
toxicos destes quimioterapicos, como por exemplo, Tiwari e colaboradores (2012) que
produziram imunolipossomas contendo anticorpos HER-2 (anti-HER-2) e doxorrubicina os
quais contornam a toxicidade associada a este farmaco. Kshirasagar e colaboradores (1997)
utilizaram um croméforo como excipiente para a veiculagdo do paclitaxel (Taxol®) com baixa
solubilidade em &gua e efeitos colaterais toxicos. Este quimioterapico é utilizado para
tratamento dos canceres de ovario, mama, pulmao e sarcoma de Kaposi. Um novo sistema que
utiliza lipossomas termossensiveis ao Taxol® encapsulado foi utilizado e provou ser mais
eficiente na entrega do medicamento, reduzindo o tamanho do tumor e produzindo menos
toxicidade. Estes sdo exemplos em que a citotoxicidade dos nanomateriais muitas vezes €
menor do que os farmacos que transportam, sugerindo beneficios de sua utilizacdo como
sistema de entrega.

Estudos de toxicologia convencional estdo sendo adaptados para avaliar os efeitos dos
nanomateriais. Entre as caracteristicas fisico-quimicas necessarias para avaliagdo estdo o
tamanho, carga superficial, morfologia, composicdo quimica, solubilidade e aglomeracéo,
como formacdo de corona proteica por exemplo. Os métodos podem incluir ensaios de
viabilidade e proliferacdo celular, citometria de fluxo, fragmentacdo do material genético,
ciclo celular, histologia, biodisponibilidade e biodispersdo (DOKTOROVOVA et al., 2014).

A analise, in vivo e in vitro é a mais utilizada, no entanto, sdo encontrados dados
imprecisos sobre toxicidade, em funcdo de protocolos ainda ndo padronizados para o estudo
acerca do efeito do biomaterial em modelos celulares ou animais. Além disso, a compreensao
das interacdes bioquimicas é importante visto da perspectiva da seguranca e desenvolvimento
pré-clinico de sistemas baseados em nanotecnologia para entrega de medicamentos (FAN,
ALEXEEFF and KHAN, 2015).

As interacgOes entre NPs e sistemas biologicos, incluindo células, tecidos e organismos,
constituem processos dinamicos, influenciados pelas propriedades do nanossistema, como
tamanho, area de superficie, forma, angulo de curvatura, porosidade, cristalinidade
superficial, hidrofobicidade, hidrofilicidade, funcionalidade quimica, carga de superficie e
composicao (KONG et al., 2011).
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Por outro lado, os constituintes das NPs também podem influenciar a composicao dos
sistemas bioldgicos (proteinas, membranas, fosfolipidos, organelas, vesiculas endociticas,
DNA e fluidos biologicos) com consequente diminuigéo da viabilidade celular nos ensaios de
citotoxicidade (VERMA e STELLACCI, 2010).

Diferentes tipos de sistemas nanoestruturados projetados para entrega de
medicamentos tém sido amplamente investigados nas Ultimas décadas. Visando uma
abordagem voltada a avaliacdo do desempenho dos sistemas de entrega de farmacos
nanoparticulados em comparagdo ao farmaco ndo nanoestruturado. A maioria destes estudos
utiliza ensaios de citotoxicidade como principal ferramenta de analise para estabelecer a
interacdo da NP com um sistema biolégico (AFSHARI, DERAKHSHANDEH e
HOSSEINZADEH, 2014).

Os ensaios de citotoxicidade in vitro sdo amplamente utilizados, as vezes como 0
principal objetivo do experimento, na investigagcdo preliminar da toxicidade de um
nanomaterial. Um exemplo é a utilizacdo de linfécitos humanos, 0s quais circulam por todo o
organismo, bem como sdo capazes de refletir possiveis danos recentes (HILLEGASS et al.,
2010; ELSAESSER e HOWARD, 2012). A finalidade desses ensaios é prever um estudo
toxicoldgico in vivo, complementando a sensibilidade e especificidade de estudos em animais
(HANSEL, ENRIGHT e LEUSCHNER, 2007).

2.2.1 Avaliacdo de seguranca farmacoldgica em modelos de peixes (Rhamdia quelen)

A avaliacdo da toxicidade de uma substancia é realizada com o objetivo de predizer os
efeitos nocivos que podera desencadear quando exposta as diversas vias de administracdo.
Para cumprir este proposito, 0 modelo animal é o mais utilizado nos estudos toxicoldgicos,
entretanto, sua utilizacdo na pesquisa tem sido razdo de diversas discussdes em virtude do
namero de animais necessario e sofrimento causado, principalmente em estudos de toxicidade
aguda (SCHECHTMAN, 2002).

Existe uma tendéncia mundial para reavaliar a utilizacdo de animais nos experimentos,
concretizada a partir de um programa denominado 3Rs: Substituicdo (replacement: visa
susbtituir experimentos que utilizam animais por um método alternativo; Reducéo
(reduction): reducdo do numero de animais; e Refinamento (refinement): visa a diminuicao
da severidade dos processos. Essas técnicas compreendem a utilizagdo de organismos como:
bactérias, fungos, algas, peixes e crustdceos (SCHECHTMAN, 2002).

Neste contexto, 0 jundid Rhamdia quelen, também conhecido por peixe-gato (classe:
Osteichthyes, infraclasse: Teleostei, ordem: Siluriformes, familia: Heptapteridae), & um peixe


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0165
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233314002707#b0035
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de agua doce, habitando lagos e rios. Prefere ambientes de agua mais calma e possui
importancia econémica no Rio Grande do Sul, sendo uma espécie nativa bem adaptada em
viveiros de piscicultura e consumida pela populacdo. Podem ser encontrados desde o centro
da Argentina até o sul do México (GOMES et al., 2000).

Os peixes séo bons bioindicadores em bioensaios e biomonitoramentos, assim como
mamiferos, pois podem sofrer bioacumulacdo. Respondem a agentes mutagénicos e séo
capazes de ativar o sistema enzimatico do citocromo P450, o qual desempenha papel
fundamental no metabolismo de substancias xenobiodticas e compostos enddgenos
(GOKSOYR et al.,1991).

Rhamdia quelen é um tipo de peixe amplamente estudado em varios aspectos, como a
sua ecologia (GOMIERO, SOUZA e BRAGA, 2007), fisiologia (HIGUCHI et al., 2011) e sua
resposta a exposicdo a xenobidticos (MELA et al., 2013), metais (PEREIRA et al., 2016) e
farmacos (GHELFI et al., 2016). Dado o seu longo periodo de vida, o peixe apresenta efeitos
como a falha reprodutiva e a mortalidade em diferentes classes etarias em consequéncia de
estressores ambientais (MELA et al., 2013). A partir do desequilibrio no meio, ocorre declinio
das defesas antioxidantes, formando espécies reativas de nitrogénio (ERNs), EROs ou ambas.
Estas podem reagir com biomoléculas e induzir a peroxidacdo lipidica, quebras no DNA e
oxidagdo de proteinas, levando potencialmente ao estresse oxidativo e consequentemente a
processos patoldgicos (CONSTANTINI, 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317300623#bib46
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de 6leo de tucuma (Astrocaryum vulgare),

avaliar a toxicidade in vitro e in vivo e o efeito antitumoral in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizacao da matriz quimica do 6leo de tucuma (Astrocaryum vulgare):

v
v
v

Quanto ao teor de fitosterois;
Concentracédo de beta-caroteno;

Constitui¢do de &cidos graxos.

b) Analise da atividade antioxidante do 6leo de tucuma:

v
v

O
~

AR NERNEEN

Ensaio 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyil (DPPH);
Ensaio 2,29-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS).

Estudos de pré-formulacdo com as nanocapsulas de tucuma (NT):

Ensaio de inchamento do polimero;

Desenvolvimento das NT pela metodologia de Fessi e colaboradores (1989);
Desenvolvimento das NT pela metodologia de Venturini e colaboradores (2011);
Estudo de estabilidade das NT,;

Ensaios biologicos com as NT, nanocapsulas brancas (NB) e 6leo de tucuma livre
(TL):

Ensaio corona proteica;

Atividade hemolitica;

Células mononucleadas de sangue periférico: 3-(4,5) dimetiltialzolil -2,5
difeniltetrazolio (MTT), Diclofluoresceina Diacetato (DCFH-DA), PicoGreen® e
Oxido Nitrico (NO);

Células de adenocarcinoma de mama (MCF-7): MTT,;

Peixes Rhamdia quelen: DCFH-DA, PicoGreen®, ON e doseamento das

transaminases hepaticas.
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4 EXPERIMENTOS INDEPENDENTES

4.1 MATERIAIS E METODOS
Precipitacdo do polimero pré-formado pela metodologia de Fessi e colaboradores (1989)

Os constituintes das suspensdes de NCs foram adicionados em 2 fases como mostra a
tabela 1: uma organica e outra aquosa. A fase organica foi composta pelo polimero poli-€-
caprolactona (PCL), monoestearato de sorbitano (Span 60®), 6leo de tucuma e acetona. Ja a
fase aquosa, foi constituida por agua ultrapura milli-Q® e polissorbato 80 (Tween 80%).

Os componentes da fase aquosa e da fase orgénica foram pesados em béqueres
distintos. Os mesmos foram mantidos sob agitacdo magnética continua e moderada em banho-
maria (temperatura de 40 °C) durante 60 minutos, até sua total solubilizacdo. Em seguida, a
fase organica foi vertida lentamente sob a fase aquosa. Para as NB as mesmas proporgdes
foram utilizadas com a diferenca de que foi utilizado um 6leo inerte, o0 Crodamol GTCC.

A mistura formada foi mantida sob as mesmas condi¢Ges de temperatura e agitacao
por 30 minutos e levada ao rotaevaporador a 80 rotacBes por minuto (rpm), visando a

eliminag&o do excesso de agua e solvente.

Tabela 1: Constituintes e suas respectivas quantidades das NCs conforme Fessi e colaboaradores (1989).

Fase organica Quantidades
PCL 0,259
Span 60® 0,19¢
Oleo de tucuma 0,77 g
Acetona 66,75 mL
Fase aquosa
Tween 80° 0,19¢
Agua milli-Q® 135,25 mL

Para um volume final de 25 mL.

Estabilidade das formulagdes
As amostras foram submetidas ao estudo de estabilidade em refrigerador (2 a 8 °C),
durante 30 dias. Os parametros fisico-quimicos: pH, tamanho, indice de Polidispersdo (IPD) e

carga foram analisados nos seguintes tempos: inicial (zero), 7, 15 e 30 dias.

Efeito corona
Este ensaio teve por finalidade observar o comportamento das proteinas dos meios de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Invitrogen®) e Dulbecco Modified
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Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen®) quando em contato com as NT e NB por 24 e 72 horas
de incubagdo em estufa com 5% de CO2 a 37 °C, simulando as mesmas condigdes de cultivo
celular. Apos estes tempos foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica das NCs: pH,
tamanho, IPD e carga. O ensaio foi desenvolvido da seguinte forma: os meios de cultura
foram preparados contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen®) e 1% de
antibioticos (Streptomicina/Penicilina) (Invitrogen®).

Foram preparadas as respectivas diluicdes de NCs nas concentracdes de 100, 200, 500
e 1000 pg/mL. Em tubos cénicos foram adicionados 800 uL de tratamento e completados
com os respectivos meios de cultura para um volume final de 10 mL. Apenas 0s meios de
cultura foram utilizados como controle negativo. Para realizar a comparagdo, foram

caracterizadas as suspensdes de NB e NT. Esquema deste protocolo conforme a figural.

Figura 1: Esquema ilustrativo do ensaio corona proteica.

NCB e ~N
Meio RPMI

1000 pgimL Meio DMEM

Tempos: 24 e 72 horas

e N

Controles:RPMl e
DMEM

NC-T \. J

Hemolise

Este ensaio teve por finalidade avaliar a possivel atividade hemolitica das NT, NB e
TL. A metodologia utilizada foi conforme método descrito por Pape, Pfannenbecker e Hope
1987. Os eritrocitos foram isolados a partir de uma pungdo venosa em tubo de heparina
(Vacuette®) de voluntéarios saudaveis de amostras de descarte do Laboratério Escola de
Andlises Clinicas (LEAC) da Universidade Franciscana sob aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos da mesma sob n® (CAAE: 31211214.4.0000.5306) com
auséncia de dados de identificagdo. ApoOs a coleta, os tubos foram centrifugados por 10

minutos a 3000 rpm para retirar o plasma.
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ApoGs esta primeira etapa, foram realizadas 3 lavagens dos eritrocitos com solucéo
salina (0,9%) da seguinte forma: apds a retirada do plasma, os eritrécitos foram transferidos
para um tubo conico e nele foi adicionada solucéo salina proporcionalmente ao volume de
eritrocitos (1:1). O tubo foi homogenizado suavemente e centrifugado 10 minutos a 3000 rpm.
Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes (até obtencdo de um sobrenadante
transparente). O mesmo foi retirado e ao tubo foi adicionado (1:1) solugdo salina e
homogenizado.

As amostras foram incubadas por 10 minutos sob agitacéo rotatoria leve a temperatura
ambiente e logo centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e a
leitura realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Para a
arealizacao das leituras nas maiores concentracdes de NT e NB foi adicionado dodecil sulfato
de sodio (SDS) (1:1). Como controles foram utilizados: controle negativo (C-) (eritrécitos +
solucdo fisioldgica 0,9%); controle positivo (C+) (eritrcitos + &gua destilada); tensoativos
(TS) (mistura de tensoativos, Tween 80® + Span 60®, nas mesmas concentracdes dos
tratamentos NB, NT e TL. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle

positivo. O preparo das amostras foi realizado conforme figura 2.

Figura 2: Esquema ilustrativo do protocolo de hemolise.

Tratamentos:

j 100pgmL. ™

NC-T NCB
200 pg/mL

225 ul de suspensao de eritrecitos;

g

500 pg/mL
280 pl de tratamento;

- 890 L de solugio salina (0,9%).

1000 pgimL

O
>25pL de
suspene_ﬁo de

Cc+
>25pL de
suspens;io de

exitrocitos, eritrocitos;

> 975 L de

solucao salina
(0.9%).

- 975 plL de agua
desfilada.
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4.2 RESULTADOS
Estabilidade das formulagdes

As caracteristicas fisico-quimicas como pH, tamanho de particula, IPD e potencial
zeta, da formulacdo de Fessi e colaboradores (1989) durante 30 dias estdo apresentadas na
figura 3. Houve diferenca significativa em comparagdo ao tempo inicial, em 7 dias, em que a
NB apresentou aumento no tamanho de particula. Além disso, a NB em 30 dias apresentou
aumento do potencial zeta. Quanto aos outros parametros, todos permaneceram iguais ao

tempo inicial.

Figura 3: Estabilidade das formulacfes de Fessi e colaboradores (1989): NB e NT no tempo de 30 dias a
temperatura entre 2 a 8 °C.

Formulagao (F)
A B

8 400

300

pH
IS

200

100

Tamanho de particula (nm)

0 7 15 30 0 7 715 30 0 7 15 30 0

Tempo (dias) Tempo (dias)

NB NT NB NT

IPD

Potencial zeta (mV)

0 7 15 30 0 7715 30

Tempo (dias) Tempo (dias)

NB NT NB NT

(F): Formulagdo com base na metodologia de Fessi e colaboradores (1989). Pardmetros analisados: pH, tamanho

de particula em nandmetros (nm), indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta em milivolts (mV). Tempos
analisados: 0 (inicial), 7, 15 e 30 dias. Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As andlises foram
realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando os dias referentes a cada
NC com o seu respectivo tempo inicial. Os dados demonstrados sdo referentes a trés lotes independentes. Os
valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Quanto as formulagdes de Venturini e colaboradores (2011), a figura 4 apresenta seu
estudo de estabilidade no tempo maximo de 30 dias. Nenhum parametro foi alterado durante

0s 30 dias analisados em comparagéo ao tempo inicial.
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Figura 4: Estabilidade das formulacGes de Venturini e colaboradores (2011): NB e NT no tempo de 30 dias a
temperatura entre 2 a 8 °C.

Formulagao (V)
A B
400
300-
200

100-

Tamanho de particula (nm)

0 7
Tempo (dias) Tempo (dias)

NB NT NB NT

IPD

Potencial zeta (mV)

0o 7
Tempo (dias)

0 7 15 30 0

Tempo (dias)
T NBT NT

NB NT

(V): Formulacdo com base na metodologia de Venturini e colaboradores (2011). Pardmetros analisados: pH,
tamanho de particula em nanémetros (nm), indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta em milivolts (mV).
Tempos analisados: 0 (inicial), 7, 15 e 30 dias. Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As analises
foram realizadas por varidncia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando os dias referentes
a cada NC com o seu respectivo tempo inicial. Os dados demonstrados sdo referentes a trés lotes independentes.
Os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Efeito Corona

Para o efeito corona, foram analisados os parametros fisico-quimicos da caracterizagdo
das NCs nos tempos de 24 e 72 horas: pH, tamanho de particula, IPD e potencial zeta. Abaixo
estd apresentada a figura 5 com a analise das NB em 24 horas. O pH das NB ficou em torno
de 7,0 ap6s o contato com os meios de cultura. Houve aumento do tamanho de particula nos
dois meios de cultura: RPMI (100 e 1000 pg/mL) e DMEM (100 e 200 pg/mL). Assim como
o IPD, que aumentou em: RPMI (100, 200 e 1000 pg/mL) e DMEM (100, 200 e 500 pg/mL).
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Figura 5: Ensaio efeito corona. NB expostas por 24 horas aos meios RPMI e DMEM nas concentragfes de 100,
200, 500 e 1000 pg/mL.
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Parametros analisados: pH, tamanho de particula em nanémetros (nm), indice de polidispersdo (IPD) e potencial
zeta em milivolts (mV). Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As analises foram realizadas por
variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando com as NB sem o contato com 0s
meios de cultura. Os dados demonstrados séo referentes a trés lotes independentes. Os valores com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

A seguir esta apresentada a figura 6, com a anélise das NB em 72 horas. O pH das NB
passou a 7,0 quando em contato com os meios de cultura. Houve aumento no tamanho de

particula e IPD nas concentracdes 100 e 1000 pg/mL dos meios de cultura.



Figura 6: Ensaio efeito corona.
200, 500 e 1000 pg/mL.
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NB expostas por 72 horas aos meios RPMI e DMEM nas concentracdes de 100,
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Parametros analisados: pH, tamanho de particula em nanémetros (nm), indice de polidispersédo (IPD) e potencial
zeta em milivolts (mV). Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As analises foram realizadas por
variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando com as NB sem o contato com 0s
meios de cultura. Os dados demonstrados séo referentes a trés lotes independentes. Os valores com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

Abaixo esta apresentada a figura 7 com a andlise das NT em 24 horas de exposicao aos

meios de cultura. Houve aumento do tamanho de particula nos dois meios de cultura: RPMI
(100 pg/mL) e DMEM (100 e 200 pg/mL). Assim como o IPD, que aumentou em: RPMI
(100 e 200 pg/mL) e DMEM (100, 200 e 500 pg/mL). Quanto ao potencial zeta, em ambos 0s

meios de cultura, aumentou na concentragdo 100 pg/mL e diminuiu em 1000 pg/mL.
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Figura 7: Ensaio efeito corona. NT expostas por 24 horas aos meios RPMI e DMEM nas concentragdes de 100,
200, 500 e 1000 pg/mL.
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Pardmetros analisados: pH, tamanho de particula em nanémetros (nm), indice de polidispersdo (IPD) e potencial
zeta em milivolts (mV). Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As analises foram realizadas por
variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando com as NB sem o contato com 0s
meios de cultura. Os dados demonstrados sdo referentes a trés lotes independentes. Os valores com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

A seguir, a figura 8, com a analise das NT em 72 horas de exposi¢cdo aos meios de
cultura. Houve aumento do tamanho de particula nos dois meios na concentracdo de 100
pg/mL. Assim como o IPD, que aumentou em todas as concentragfes expostas e DMEM

(100, 200 e 500 pg/mL). O potencial zeta teve aumento em RPMI (500 pg/mL) e DMEM
(1000 pg/mL).
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Figura 8: Ensaio efeito corona. NT expostas por 72 horas aos meios RPMI e DMEM nas concentragdes de 100,
200, 500 e 1000 pg/mL.
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Parametros analisados: pH, tamanho de particula em nanémetros (nm), indice de polidispersdo (IPD) e potencial
zeta em milivolts (mV). Dados expressos com média + desvio padrdo (D.P). As analises foram realizadas por
variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, comparando com as NB sem o contato com 0s
meios de cultura. Os dados demonstrados sdo referentes a trés lotes independentes. Os valores com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Hemolise
Na figura 9 esté apresentado o resultado do ensaio de hemolise nos eritrécitos, onde as
concentracOes testadas, NB, NT, TL e TS ndo apresentaram atividade hemolitica sendo

diferentes controle positivo do ensaio, o qual apreenta este efeito.
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Figura 9: Ensaio hemolise.
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Controle negativo (C-): eritrdcitos em solucdo salina. Controle positivo (C+): eritrécitos em é&gua destilada.
Resultados expressos em porcentagem do controle positivo. Dados expressos por média + desvio padrédo (DP).
As analises foram seguidas por Anova de uma via, seguida de teste post hoc de Dunnett. Valores com p <0.05
foram considerados estatisticamente significativos.
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5 MANUSCRITOS

A continuacgdo dos resultados desta tese esta apresentada sob a forma de manuscritos.
Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias especificas, encontram-se
compondo 0s manuscritos, 0s quais estdo estruturados de acordo com as normas das revistas
que foram submetidos, sendo: Natural Product Research (Manuscrito 1) e Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology (Manuscrito I1).

Manuscrito I: Phytochemical analysis and evaluation of the antioxidant and antiproliferative
effects of Tucuma oil nanocapsules in breast adenocarcinoma cells (MCF-7).

Manuscrito I1: Evaluation of the in vivo safety of tucumé oil nanocapsules in experimental

model of silver catfish Rhamdia quelen.
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Abstract

In this work was to develop an inedited nanocapsule with tucuma oil (Astrocaryum vulgare).
The oil presents of phytosterols (squalene and B-sitosterol), all-trans-beta-carotene, acids
oleic and palmitic. Antioxidant activity showed a good performance in DPPH and ABTS
assays. The nanocapsules were prepared and demonstrated in their characterization particle
size (206+£0.69 nm). The cytogenotoxicity evaluation was performed using the MTT,
dichlorofluorescein, nitric oxide and dsDNA PicoGreen® assays. Antitumor efficacy assays in
MCF-7 cells demonstrated that free oil and tucum& nanocapsules had ICso of 130 and 50
ug/mL respectively. Thus, previous studies of toxicity are relevant, as they generate future
subsidies, aiming at the potential application of nanostructures and in addition, the promising
effect of NCs of tucuma oil on the antiproliferative effect in breast adenocarcinoma cells was

evidenced.

Keywords: Cytotoxicity, breast cancer, nanocapsules,tucuma, oil.
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Introduction

Diet in human health has been debated and epidemiological studies have indicated that
high vegetable and fruit intake is associated with reduced risk of chronic diseases such as
arteriosclerosis, diabetes and cancer. These effects have been attributed to substances with
antioxidant activity, able to deactivate free radicals (Nishino et al. 2005). In this context, the
Amazon biome, northern region of Brazil, has been contributing to research on the properties
of its fruits, in particular the tucuma. However, there are some fruits that present high
carotenoids concentrations that the potential anticancer activities were not studied. This is the
case of tucumd (Astrocaryum aculeatum) an Amazonian palm fruit that is one of the
traditional components of the regional breakfast (Shanley et al. 2010).

In addition to this, Astrocaryum vulgare Mart (Villachica 1996), arouses interest
because its oil is described as having healing and anti-inflammatory properties (Monteiro et
al. 2011), besides the high content of p-carotene, intense orange, being photosensitive and
with high oxidation capacity. It is a source of fatty acids which makes it dense, making
solubility difficult. Thus, the best alternative for applicability of this oil would be its
nanocapsules production, making it soluble and protected from light.

In view of these aspects, the main objective of the present study was to perform the
phytochemical characterization of tucuma oil, to verify its antioxidant activity, to produce and
characterize a nanocapsule, as well as to evaluate its cytogenotoxic profiles in mononuclear

and antiproliferative cells against breast adenocarcinoma cells MCF-7.

Experimental
Characterization tucuma oil (Astrocaryum vulgare Mart)
Extraction and physical composition of the oil

Virgin tucumd@ oil (Astrocaryum vulgare) was obtained commercially from
AmazonQil® Industry, located in Ananindeua — PA, Brazil. Fruits were collected from the
Amazon Forest and the oil was obtained from the pulp by cold pressing with no use of
preservatives or solvents for its extraction. Product code: 032; Lot: AMO 032-001/ 0317,
Number of analysis: 020/2017.

Phytosterols determination

Phytosterols were determined according to Meinhart et al. (2017) methodology with
some modifications. Was utilized a gas chromatograph equipped with flame ionization
detector (GC-FID) - Varian, Star model 3400CX (CA, USA) and automatic sampler - Varian,
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model 4200 (CA, USA) and separated in a capillary column BPX-5 (SGE; Australia - 25 m x
0.22 mm x 0.25 pum). The quantification was performed by the external standardization
method, comparing the areas obtained from solutions of known concentrations of the standard
containing phytosterols squalene, B-sitosterol and a-tocopherol, with the areas obtained from

the samples by means of a standard curve.

Carotenoids determination

The carotenoids extraction was performed by the method of Mandelli et al. (2012).
Carotenoids were analyzed by HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped to quaternary
pump (model LC-20AD). Carotenoids separation was performed on a column C30 YMC (5
um, 250 x 4.6 mm) (Waters, Wilmington-DE, USA). HPLC-PDA parameters were defined as
described by De Rosso and Mercadante (2007). Total carotenoid content was calculated as the

sum of the contents of each individual carotenoid separated in column C30.

Fatty acids composition

For fatty acids analysis, the derivatization of the oil was performed according to
Hartman and Lago (1973). Results were calculated and expressed as milligram of fatty
acid/gram of oil (Visentainer 2012).

Antioxidant activity of tucuma oil (Astrocaryum vulgare Mart)
DPPH assay

Antioxidant activity of oil was analyzed by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
assay, by Brand-Williams et al. (1995), updated by Roesler et al. (2007). A concentration
curve between 1 and 150 pg/mL was construted and DPPH the was negative control. The
concentration of tucuma oil capable of inhibiting the DPPH radical by 50% was calculated by
ICso.

ABTS assay

The assay with the 2,29-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)
radical was performed according to Re et al. (1999). A curve was constructed with the vitamin
E analog, trolox, at the concentrations of 10, 25, 50 and 75 pg/mL. Results expressed in umol

trolox/mg.
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Tucuma oil nanocapsules
Polymer swelling assay

The purpose of this experiment was to evaluate the interaction of poly-€-caprolactone
(PCL) polymer with tucuma oil over 90 days. A polymer film was produced (concentration of
0.5 g/mL) and contacted with tucuma oil and after, it was weighed at 0, 7, 15, 30, 60 and 90

days in a calibrated balance.

Nanocapsules development

Tucum@ oil NCs (TN) were prepared by precipitation of preformed polymer,
according Venturini et al. (2011) (Table S1). The constituents of the NCs suspension were
added in two phases, one organic and one aqueous. The organic phase was composed of the
polymer PCL, sorbitan monostearate (Span 60®), tucumi oil and acetone. Already the
aqueous phase, by ultrapure water milli-Q® and polysorbate 80 (Tween 80®). The aqueous
and organic phase components were weighed and kept at 35-40 °C under moderate and
continuous magnetic stirring for 60 minutes until complete solubilization of the constituents.
Then, the organic phase was slowly poured under the aqueous phase, observing the Tyndall
effect. The mixture formed was maintained under the same temperature and stirring
conditions for 30 minutes and rotated at 80 rotations per minute (rpm) to remove excess water
and solvent.

TABLE S1

Nanocapsules physicochemical characterization
Suspension refractive index

TN refractive index was performed by bench refractometer directly in suspensions.

pH
pH analyse was performed by calibrated potentiometer directly in suspensions. The

results were expressed as the average of three determinations.

Size and polydispersion index
TN mean diameter and polydispersion index (PDI) determination was performed
through the dynamic light scattering (Zetasizer®Nanoseries, Malvern Instruments). Two

volumetric flasks for 10 mL were prepared, one for each suspension, and was added ultrapure
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filtered water. Then 20 pL of each suspension was added and then transferred to a cuvette for

reading. The results were determined through the average of three analyzes.

Zeta potential

NCs charge was performed through by electrophoresis (Zetasizer® Nanoseries,
Malvern Instruments). Two volumetric flasks for 10 mL were prepared, one for each
suspension, and was added sodium chloride (NaCl - 0.9 mM) filtered. Then 20 uL of each
suspension was added and then transferred to a cuvette for reading. The results were

determined through the average of three analyzes.

In vitro cytogenotoxicity effect and antiproliferative
PBMC'’s treatments

The safety evaluation of TN and free tucuma oil (FT) at the concentrations of 100,
200, 500 and 1000 pg/mL was analyzed in cytogenotoxicity marker cells, PBMC’s. Samples
were isolated from a venous puncture in a heparin tube (Vacuette®) of healthy volunteers
under the approval of the Ethics Committee on Human Research under No. (CAAE:
31211214.4.0000.5306) with absence of identification data. To obtain PBMC, Histopaque®
reagent was used, which separates the cells by density gradient.

A concentration of 2x10° cells/mL was seeded, which were treated and as controls:
negative control: C- (cells in culture medium) and positive control: C+ (hydrogen peroxide -

H202: 100 uM). After treatments the plates were incubated in CO2 oven at 37 °C for 24 hours.

MCF-7 treatments

The antiproliferative activity of TN and FT was evaluated in the breast
adenocarcinoma MCF-7 lineage, purchased from the American Tissue Culture Collection
(ATCC) (Rockville, MD). Cells were maintained in culture bottles in Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen®) and
100 U/mL streptomycin (Invitrogen®). Were maintained in a humid atmosphere containing
5% carbon dioxide (CO>).

MCEF-7 cells are adherent, thus, after obtaining a confluency, 2x10° cells/mL were first
seeded in 96 well plates 24 hours prior to the treatments, for adherence to the culture plate.
After 24 hours the TN and FT treatments were started. Cells were exposed to treatments for
72 hours in an oven containing 5% CO.. A concentration curve was stipulated: 1, 5, 10, 20,
50, 70, 100, 130, 150, 170 and 200 pug/mL. The controls consisted of negative control (C-):
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cells in culture medium and positive control (C+): all-trans-retinoic acid (ATRA)
chemotherapy at 1 pM concentration. The ATRA control was used because, international
protocols already make use of it in the treatment of breast cancer due to its inhibitory activity

of the cellular growth.

MTT assay

The method was performed as described by Mossman (1983). The cell viability was
determined using the formula: Viability % = (optical density of sample/optical density of
control) x 100. The 50% inhibition proliferative concentrations (ICso) values of tucuma oil
and NT was also calculated.

2.6.4 Nitric oxide assay

This assay detects the presence of organic nitrite in the sample which is analyzed by
the formation of a pink color when the Griess reagent is added to the sample containing nitric
oxide (NO?%), according to Choi et al. (2012). The results were expressed as a percentage of

the negative control.

Dichlorofluorescein assay

2,7-dichloro-fluorescein-diacetate (DCFH-DA) fluorimetric assay of was aimed at
analyzing the content of reactive oxygen species (ROS) (more sensitive to H2O2) directly
proportional to the fluorescence intensity, providing an indirect measure of the total ROS rate,
according to Esposti et al. (2002). The results were expressed as a percentage of the negative

control.

Quant-iT™ dsDNA PicoGreen® assay
This technique can be used DNA quantification released in the medium due to cellular
apoptosis, according to methodology of Ha et al. (2011). The results were expressed as a

percentage of the negative control.

Statistical
Statistical program GraphPad Prism® (version 6.0) was used to perform the statistical
analyzes. Data were expressed as mean + standard deviation (SD). All experiments were

conducted in triplicate and Anova was used for one route followed by Dunnet's post hoc test.
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Values with p <0.05 were considered statistically significant. Where, * p <0.05, ** p <0.01,
*** p <0.001 and **** p <0.0001.

Results and discussion
Tucuma oil caracterization
Oil extraction and physical composition

According to certificate analysis of the manufacturer AmazonQil®, the density of
tucuma oil was 0.975 g/cm?; refractive index (40 °C): 1.43 Zeiss; acidity index: 15.25 mg
NaOH/g oil; peroxide index: 5 meg/1000 g, iodine index: 5 gl»/100 g; saponification index:
181.4 mg KOH/g. Total bacteria, fungi and yeasts: absent.

Phytosterols determination
Figure S1 shows the chromatogram for content of phytosterols present in tucuma oil,
where squalene and B-sitosterol were found. Phytosterols are essential substances to animal
and plant cell membranes, having antioxidant, anti-inflammatory properties (Lomenick et al.
2015), analgesic and cholesterol lowering (Maguire et al. 2004).
FIGURE S1

Carotenoids determination

Table S2 shows the carotenoid profile from tucuma oil, the major compound was all-
trans-p-carotene (212.69+0.4 pgeg—1).This data is in agreement with other studies, which
emphasize high content of [3-carotene in the fruit of tucuma (Ferreira et al. 2008; Sagrillo et
al. 2015). This carotenoid is a precursor of vitamin A, a chemopreventive, antioxidant
compound, capable of regulating cell growth and differentiation by controlling ROS
production (Lomenick et al. 2015) and lipid peroxidation (Elliott 2005).

TABLE S2

Fatty acids composition
Fatty acids (FA) content of tucuma oil is shown in table S3. Oil was characterized with
high amounts of oleic acid (unsaturated) with 368.7 mg FA/g (omega 9 family, »-9), as well
as palmitic acid (saturated) with 198.23 mg FA/g, being in accordance with the literature
(Ferreira et al. 2008). Diets rich in oleic acid raise levels of High Density Lipoprotein (HDL),
reducing Low Density Lipoprotein (LDL) levels (Mozaffarian et al. 2005).
TABLE S3
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Tucuma oil antioxidant activity
DPPH and ABST assays

The DPPH assay had ICsp of 8.59 pg/mL and the ABST TEAC = 2.99 umol
trolox/mg. The ABTS assay it is a capturing method ABTS radical cation which, express of
the antioxidant capacity of trolox equivalent, or TEAC (Sanches-Moreno 2002). In a study
conducted by Sagrillo et al. (2015), the antioxidant activity of pulp and bark extract of tucumé
of the species Astrocaryum aculeatum was analyzed, where the ICso were 11.24 and 8.98
ug/mL, respectively. In a study conducted by Kollen et al. (2013) with buriti fruit, which is
also a palm native to the Amazon Biome, presented in the DPPH assay an ICso of 12.28
mg/mL.

Tucuma oil nanocapsules
Polymer swelling assay

Through 90 days of analysis, no increase in polymer mass in contact with tucuma oil
was observed compared to the initial time (Figure S2). The swelling test of the polymer was
performed in order to verify if the polymer selected for composition of the wall of the NCs
would be dissolved by the components of the oily core. The PCL appears to maintain its
stability after the addition of tucumaé oil. This methodology was proposed by Guterres et al.
(1995) in order to determine the swelling of the polymer by the oily core components, there
by assessing the suitability of the raw materials (polymers and oils) for the formulation of
NCs. Thus, when the masses of the polymers remain constant at certain time intervals, there is
an indication that their integrity is being maintained.

FIGURE S2

Nanocapsules physicochemical characterization

Refractive index of TN suspension was 1.61+0.005. This is important for analysis of
size, PDI and zeta potential. pH, size, PDI and charge values of the NCs are showed table S4.
TN had size, PDI, charge and pH values according to the literature. pH of TN suspension, was
6.43 = 0.03 for both. Mora-Huertas, Fessi and Elaissari (2010), consider that the pH values of
NC suspensions are between 3.0 and 7.5 when applying nanoprecipitation, emulsion-diffusion
or layer-by-layer methods. In this study, the method was the precipitation of the preformed
polymer.

TN size was 206+£0.69 nm. The average diameters of NCs prepared from preformed

polymers are between 250 and 500 nm. Diameters smaller than 500 nm as well as the use of
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biocompatible materials are important characteristics for the biological application of NPs
(Bender et al., 2012). PDI of TN was 0.14 = 0.007. PDI represents the uniformity of
suspended particles in which values between 0.1 and 0.25 indicate a narrow size distribution
and values greater than 0.5 indicate wide distribution (Wu et al. 2011).

The charge was measured through the zeta potential of TN was -15.4 + 0.70 mV. The
zeta potential provides the surface charge of the NP, which determines its stability in the
suspension. This parameter depends mainly on the chemical nature of the polymer and the
stabilizing agents (Mora-Huertas, Fessi and Elaissari, 2010). TN were prepared with PCL,
which has a negative charge. The zeta potential is a physical property and corresponds to the
electric potential of the NPs influenced by the composition of the NC and the medium in
which they are dispersed (Wu et al., 2011; Lobato et al., 2013). This parameter is widely used
to indicate suspension stability in colloidal dispersions, where values greater than 30 mV and
less than 30 mV promote high stability preventing particle aggregation (Mohanraj and Chen,
2006).

TABLE S4

In vitro cytogenotoxicity effect and antiproliferative
PBMC'’s

Figure S3 shows the results of the cytogenotoxicity assays after 24 hours of treatment.
In MTT assay (A), NT at concentrations of 100, 200 and 500 pg/mL slightly decrease in cell
viability (10%). Kong et al. (2009) classified the reduction of cell viability in categories,
being considered slightly cytotoxic when it is between 60 to 90%. Genotoxicity assay (B), no
increase of DNA in cell supernatant in any of the treatments. In the DCFH-DA (C) assay only
FT (200 pg/mL) increased ROS. B-carotene can prevent cell damage and prevent the
production of ROS (Bestwick and Milne 1999). NO levels (D) increased in all contractions of
TN and 200 pg/mL of the FT. Macrophages after 24 hours exposure to lipid NPs also
increased NO (Le Roux et al. 2017). NPs greater than 100 nm can be internalized into
macrophage precursor cells by increasing NO levels (Yu et al. 2012).

FIGURE S3

MCF-7
Figure S4 shows the MTT assay in MCF-7 cells after 72 hours exposure to TN and
FT. The ICso of TNs was 50 ug/mL, whereas that of TF, 130 pg/mL. The physical-chemical

properties of TN, which due to the smaller size, increase the permeability by the cellular
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membrane and cell retention, potentializing the action of the oil. By maintaining it stable and
released gradually with a stable antiproliferative effect when compared to FT, which only
maintains it in higher concentrations. There is evidence that B-sitosterol presents antitumor
action against prostate, colon and breast cancer according to studies carried out by Awad
(2007). B-carotene can regulate the expression of genes responsible for cell proliferation and
differentiation and apoptosis of tumor cells (Kucuk 2004).

FIGURE S4

Conclusion

The results of this report indicate that tucuma oil has antioxidant activities, no
cytotoxicity and genotoxicity, either in free or nanoencapsulated form and TN has
antiproliferative potential of against MCF-7. The anticancer activity of the TN may be related
to the presence of [B-sitosterol, squalene (phytosterols), all-trans-B-carotene, oleic acid,
antioxidant capacity, as well as for better permeability and retention in the tumor cell. This

study is the first to report the biological potentials of a tucuma oil nanocapsule of this species.
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TABLES

Constituents Quantities

PCL 0.25¢g

Span 60® 0.09¢g

Tucumd oil 0.40¢g
Acetone 67.50 mL

Aqueous phase

Tween 80® 0.19g

milli-Q® water 132.50 mL

Table 1. Constituents and their respective quantities of tucuma oil nanocapsules. To a final volum 25 mL.
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Peak Carotenoid UV-vis characteristics
trR3(min) Carotenoid content
Amad (NM) HINE(%)  ABMY%)  (ng-g~ dry wt)
19 5,8-epoxy- B-carotene 23.9 402,426, 451 50 0 24.12 +0.2
29 13-cis-p-carotene 25.0 337, 420, 443, 469 20 140 39.63 +0.3
3¢ all-trans -a-carotene 28.2 420, 443,471 33 ndf 16.78 +0.1
49 all-trans-p-carotene 32.2 425, 450, 479 25 0 212.69+0.4
59 9-cis-p-carotene 34.3 421, 445, 470 20 ndf 51.60 £0.2
Total carotenoids 344.82 +0.6

Table 2. Table S2. atR: Retention time on the Cszp column. bLinear gradient Methanol: MTBE. CSpectral fine
structure: Ratio of the height of the longest wavelength absorption peak (111) and that of the middle absorption

peak (II). dRatio of the cis peak (As) and the middle absorption peak (11)..n = 3 (drywt).'Not detected.
9Tentatively identified.
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Fatty acid mg of fatty acid/g sample
Oleic (C18:1n9c) 368.7
Palmitic (C16:0) 198.23
Estearic (C18:0) 26.9
Linoleic (C18:2n6c¢) 25.3
Tricosanoic (C23:0) 14.43
a-linolenic (C18:3n3) 10.74
Miristic (C14:0) 3.62
Lauric (C12:0) 3.56
Arachidic (C20:0) 1.86
Gondoic (C20:1) 1.59
Docosadyenoic (C22:2) 1.49
Margaric (C17:0) 0.78
Palmitoleic (C16:1) 0.77
Lignoceric (C24:0) 0.7
Behenic (C22:0) 0.4
cis-10-heptadecanoic (C17:1) 0.3
Pentadecanoic (C15:0) 0.2
Capric (C10:0) 0.13
Caprilic (C8:0) 0.09
Caproic (C6:0) 0.03

Table 3. Descending order of fatty acid (FA) composition of tucuma oil in milligrams of FA per gram of sample.
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NC pH Size (nm) PDI

Charge (mV)

TN 6.43+0.03 206+ 0.69 0.14+ 0.007

-15.4+ 0.70

Table 4. Physicochemical characterization of tucuma oil nanocapsules (TN).
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FIGURES:
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Figure 1. Chromatographic profile tucuma oil in phytosterols determination. Blue standard: B-sitosterol; red
standard: tocopherol; green standard: squalene; tucuma oil (in black).
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Figure 2. Swelling of poli-e-caprolactone (PCL) polymer in tucuma oil.
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Figure 3. (A)MTT; (B) dsDNA PicoGreen®; (C) DCFH-DA and (D) NO in PBMC’s with 24 hours incubation.
Results expressed as percentage of the negative control (100%). Data were expressed as mean + standard
deviation (SD). Analyzes were performed by 1-way ANOVA followed by Dunnet's post hoc test. Values with p
<0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001 and **** p<
0,0001.
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Figure 4. MTT assay in MCF-7 cells after 72 hours of incubation. (A) Cells treated with TN (1 to 200 pg/mL);
(B) FT-treated cells (1 to 200 pg/mL). Results expressed as percentage of the negative control (100%). Data
were expressed as mean + standard deviation (SD). Analyzes were performed by 1-way ANOVA followed by
Dunnet's post hoc test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01
and *** p <0.001 and **** p< 0,0001.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the toxicity of nanocapsules of the oil of tucuma, a
typical fruit of the Amazon Region, to silver catfish, Rhamdia quelen. Fish were exposed to
water treated with different concentrations of tucuma nanocapsules, white nanocapsules,
solubilized oil and surfactant vehicles. After three days of exposure, fish were euthanized and
liver, gills and brain removed for analysis of the dichlorofluorescein, nitric oxide and
PicoGreen® assays. Plasma was collected for assay of hepatic transaminases. The
nanocapsules had a diameter of 221+1.27 nm, confirmed by atomic force microscopy. The oil
nanocapsules were not toxic to this species of fish, but white nanocapsules and surfactant
increased the levels of reactive oxygen species. Thus, nanocapsules are promising for the
transport of tucuma oil. In view of the anti-inflammatory and anti-inflammatory properties of
this oil, it is possible to envisage its application in skin diseases for example, since they

present essentially inflammatory conditions.

Keywords: nanotoxicology, fish, tucuma oil, natural products.
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Introduction

Substances of natural origin such as plant oils and extracts have often been used
empirically in diseases treatments. According to the World Health Organization (WHO), 80%
of the world's population uses natural products or synthetic drugs based on them to treat
diseases. Natural products have a significant role in drug discovery and development (Ekor,
2014; Newman and Cragg, 2016). In this context, the consumption of virgin fruit oils,
nutritional components, essential fatty acids, phospholipids, phytosterols and other bioactive
phenolics has been gaining attention due to their potential therapeutic applications
(Hernandez, 2016) asanti-inflammatory, antimicrobial, analgesic, and anti-ulcerative (De
Céssia et al., 2014; Quintas et al., 2015). Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart) is an edible
orange-yellow Amazon fruit (Villachica, 1996; Ferreira et al., 2008) and extensively
consumed in North Brazil (Bora et al., 2001). Recently, several evidences have reported the
beneficial effects of A. vulgare oil as hepatoprotector in a model of alloxan-induced diabetes
(Baldissera et al., 2018) and anti-inflammatory in a model of pulmonary infection (Bony et
al., 2012), making this food an interest source of antioxidant compounds due to its high -
carotene content. However, some concerns are associated with consumption of A. vulgare oil
as: photosensitivity of B-carotene, and difficult solubility related to its higher content of fatty
acids. Thus, an alternative for the applicability of this oil would be its nanoencapsulation,
making it soluble and protected light. When nanotechnology is applied to improve the
characteristics of a product, it is important to analyze the potential deleterious effects on the
organism, as toxicity depends on the administration route, material type and nanocarrier size
(Doktorovova, Souto and Silva, 2014).

Toxicology studies are being adapted to assess nanomaterials effects. The
physicochemical characteristics required include size, surface charge, morphology, chemical
composition, solubility and agglomeration, such as formation of a corona protein, for
example. In addition, understanding of biochemical interactions is important, from the
perspective of safety and preclinical development of nanostructured systems for drug
delivery. In this study, we used the silver catfish Rhamdia quelen as an experimental model, a
fish extensively used as experimental modelin studies linked toecology, physiology (Brito et
al., 2017), response to exposure to xenobiotics (Mela et al., 2013), metals (Pereira et al., 2016)
and drugs (Ghelfi et al., 2016), being considered a suitable bioindicator for bioassays and

biomonitoring (Brito et al., 2017).
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Thus, the aim of this study was to produce and characterize tucumaé oil nanocapsules,
as well as determine whether exposure to tucuma oil nanocapsules exerts toxic effects in

brain, gills and liver of silver catfish.

Material and methods
Chemicals

Tucuma oil (A.vulgare) was obtained commercially from AmazonQil® Industry,
located in Ananindeua — Paré state, Brazil. Product code: 032; Lot: AMO 032-001 / 0317;
Number of analysis: 020/2017. The fruit was collected from the Amazon forest and the oil
was obtained from the pulp by cold pressing with no use of preservatives or solvents for its
extraction. According to the analysis certificate of the manufacturer AmazonQil®, the density
of tucuma oil was 0.974 g/cm?; acidity index: 17.39%; peroxide index: 2.17 meqO2/kg; iodine
index: 80 gl2/100 g; saponification index: 190 mg KOH/g. Total bacteria, fungi and yeasts:
absent. Oleic acid (68%) of the fatty acid composition. Total carotenoids: 345 pg/g™;
carotenoid: all-trans-p-carotene (213 pg/g).

Poli-e-caprolactone (PCL), sorbitan monostearate (Span 60%), polysorbate 80 (Tween
80®), penicillin/streptomicyn, dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) were purchased from
Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI), fetal
bovine serum (FBS), amphotericin B, Quant-iT™ dsDNA PicoGreen® kit were obtained from
Invitrogen® (Eugene, OR, USA). All other chemicals and solvents used were of analytical or

pharmaceutical grade.

Tucuma oil nanocapsules development
Tucumd@ NCs (TN) and white NCs (WN) were prepared by precipitation of preformed
polymer, according to Venturini et al. (2011) (table 1). WN were prepared with the same
proportions, but an inert oil (Crodamol GTCC) was used as the core of the nanocapsule.
Tablel

Nanocapsules physicochemical characterization
pH
The pH was analyzed by calibrated potentiometer directly in suspensions. The results

were expressed as the mean of three determinations.
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Size and polydispersity index (PDI)

NCs medium diameter and PDI determination were performed through the dynamic
light scattering (Zetasizer® Nanoseries, Malvern Instruments).Two volumetric flasks for 10
mL were prepared, one for each suspension, and ultrapure filtered water was added. Then 20
uL of each suspension was added and the mixture transferred to a cuvette for reading. The
results were determined through the mean of three analyzes.

Zeta potential

The NCs charge was performed through by electrophoresis (Zetasizer® Nanoseries,
Malvern Instruments). Two volumetric flasks for 10 mL were prepared, one for each
suspension, and filtered sodium chloride (NaCl) (0.9 mM) was added. Then 20 pL of each
suspension was added and then transferred to a cuvette for reading. The results were

determined through the mean of three analyzes.

Atomic force microscopy

The NCs suspensions were first diluted (1:10) in milli-Q® water and after, one 50 pL
added to mica blade and dried at room temperature. TN and WN morphologies were analyzed
by atomic force microscopy (AFN) using the Agilent Technologies 5500 equipment. The
images were obtained at room temperature using non-contact mode with high resolution tips
SSS-NCL (Nanosensors, 48 N/m force constant, resonance frequency 154 kHz). Images were
captured using PicoView software 1.14.4 (Molecular Imaging Corporation®) and analyzed by

Picolmage 5.1.

Evaluation of toxicity parameters in silver catfish R. quelen
Silver catfish maintenance

This study was conducted after approval in Committee of Ethics and Use of Animals
under protocol number 074/2014. Juveniles (36.6 = 15.9 g; 15.8 + 3.0 cm) were bought from a
local fish farm and transferred to the Fish Physiology Laboratory of the Federal University of
Santa Maria. In the laboratory, animals were acclimated for seven days in aerated 250 L tanks
with controlled temperature (20.9 £ 0.03 °C), pH (6.7 £ 0.03) and dissolved oxygen levels
(5.88 + 0.42 mg/L). The fish were given commercial pellets to satiation once a day and

feeding continued through the experimental period.
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Agquariums treatments

One hundred and two juvenile silver catfish were randomly divided into seventeen
groups with 6 fish, as follows: free tucuma oil (FT), tucuma oil nanocapsules (TN), white
NCs containing inert oil (WN), and surfactants which served as vehicles for tucuma oil and
which were also used in the NCs (TS), each compound at the concentrations of 100, 200, 500
and 1000 pug/mL. There was also a control group without treatment. All groups were exposed
to the water containing their respective treatments for two hours daily for three days, and after

it was exchanged for clean water (without treatment).

Organs removal and preparation

After four days of treatment, fish were euthanized through spinal cord sectioning, as
any anesthetic could generate some interference in the later trials since this study aimed at
toxicity. Blood samples were collected using heparinized syringes, and were centrifuged at
1000 x g for 15 min at 4 °C to obtain plasma, that was stored at -20 °C until utilization. The
gills, liver and brain were removed and immediately transferred to tubes containing culture
medium (RPMI 1640 enriched with 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin and 1%
Amphotericin B) under refrigeration. The methodology described by Pathak and Khandelwal
(2006), with some modifications, was used for the dsDNA PicoGreen®, NO (nitric oxide) and
DCFH-DA assays in these organs. After removal, organs were individually transferred to petri
plates and carefully macerated, filtered and centrifuged for 5 min at 1000 rpm. After further

washing in culture medium, the supernatant was removed for the tests.

NO assay

According to Choi et al. (2012), 50 uL of the Griess reagent (1% solution | -
Sulfanilamide + solution Il - (N-1-naphthyl-ethylene-diamine-bichloro-bichlorate 0.1%), ratio
1: 1was added to the supernatant. After first step, the plate was incubated for 15 minutes at
room temperature and absorbance was measured spectrophotometrically at the wavelength of

540 nm. The results were expressed as a percentage of the negative control.

DCFH-DA assay
According to Esposti et al. (2002), 130 pL of Tris-HCI (10 mM, pH = 7.4) and 20 pL
of DCFH-DA (1 mM) was added to the supernatant. The plate was incubated for 60 minutes

at room temperature (under light) and the reading was performed in fluorimeter (SpectraMax®
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i13x — Molecular Devices) at 525 nm of emission and 488 nm of excitation. The results were
expressed as a percentage of the negative control.

Quant-iT™ dsDNAPicoGreen® assay

To the supernatant was added 80 uL of 1x tris-EDTA (TE) buffer (10 mM Tris HCI
and 1 mM EDTA pH = 7.5) and 5 pL of the PicoGreen® reagent. The plate was incubated for
5 min at room temperature (in the dark) and the reading was performed on a fluorimeter
(SpectraMax® i3x - Molecular Devices) at 520 nm emission and 480 nm excitation. The

results were expressed as a percentage of the negative control (Ha et al., 2011).

Plasma AST e ALT measurements

Plasma AST and ALT enzymes were measured by UV-IFCC kinetic method using a
kit (Labtest® Diagndstica, Brazil) and read in semi-automated biochemical apparatus (Bioplus
2000).

Statistical analysis

Statistical program GraphPad Prism® (version 6.0) was used to perform the statistical
analyzes. Data were expressed as mean * standard deviation (SD). In Polymer swelling assay,
One-way Anova was used followed by the Dunnett post hoc. The remaining tests were
analysed of variance was used in a route (non-parametric tests; Kruskal-Wallis) followed by

Dunnet test. Values with p <0.05 were considered statistically significant.

Results and discussion
Nanocapsules physicochemical characterization
No significant difference was observed between groups regarding pH, particle size,
PDI, charge and conductivity between TN and WN. Atomic force microscopy analysis
revealed the morphology of TN with a size of 217 nm (Figure 1AB), while the figure 2 shows
the morphology of WN with a size of approximately 209 nm.
Figures 1 and 2

pH of TN and WN suspensions was 6.4 £ 0.03 for both. Mora-Huertas, Fessi and
Elaissari (2010) consider that the pH values of NC suspensions are between 3.0 and 7.5 when
applying nanoprecipitation, emulsion-diffusion or layer-by-layer methods. Particle sizes of
TN (221 + 1.27 nm) and WN (220 £ 1.52 nm) were within the average diameter range of NCs
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prepared from preformed polymers (250 and 500 nm). PDI represents the uniformity of
suspended particles in which values between 0.1 and 0.25 indicate a narrow size distribution
and values greater than 0.5 indicate wide distribution (Wu, Zhang and Watanabe, 2011).
Consequently, suspensions of TN and WN presented uniform particles because their PDI was
0.2+0.01.

The charge parameter depends mainly on the chemical nature of the polymer and the
stabilizing agents (Mora-Huertas, Fessi e Elaissari, 2010). TN and WN were prepared with
PCL, which has a negative charge. The zeta potential is a physical property and corresponds
to the electric potential of the NPs influenced by the composition of the NC and the medium
in which they are dispersed (Lobato et al., 2013). This parameter is widely used to indicate
suspension stability in colloidal dispersions, where values greater than -30 mV and less than
30 mV promote high stability preventing particle aggregation (Mohanraj and Chen, 2006). TN
(charge: -12,8 + 0.62 mV; conductivity: 1.3 + 0.05) and WN (charge: -12.1 + 1.23 mV;
conductivity: 1.2 £ 0.04) presented load within this range of values, therefore, according to

the literature.

Toxicological profile
Survival index

Fish survival was 100% after three days of exposure to the treatments.

Nitric oxide assay
A significant decrease in gills NO levels were observed in the TS treatment at
concentration of 500 and 1000 pg/mL compared to control group (Figure 3A). Similarly, a
significant decrease in liver NO levels were observed under TS treatment at concentration of
500 pg/mL compared to control group (Figure 3B). No significant difference was observed
between groups regarding brain NO levels (Figure 3C).
Figure 3

DCFH-DA assay

A significant increase on ROS levels was observed in gills (500 and 1000 pg/mL),
liver (100, 200 and 1000 ug/mL) and brain (100, 200 and 500 pg/mL) of silver catfish
exposed to TS treatment compared to control group. Also, ROS levels significantly increase

in the liver of fish exposed to WN in all concentrations compared to control group. Finally,
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ROS levels significantly increase in liver of silver catfish exposed to 100, 200 and 1000
ug/mL FT compared to control group (Figure 4).

The main objective of this work was to analyze the possible toxicity of the TN in
alternative animal model, silver catfish R. quelen. The TN were not cytotoxic to organs
assessed after fish exposure to treatment waters. However, WN, FT and TS increased ROS
levels, indicating an augmentation of free radical’s production. In response to certain biotic or
abiotic conditions, the level of ROS may increase in the cells and signal the activation of
different pathways of cell death or autophagy. As they are produced and eliminated in
different cell compartments, any stimulus extraneous to the cell can increase ROS production
(Zandalinas and Mittler, 2018).

In this sense, there is the possibility of influence of the constituents of the NCs which
may have acted synergistically, because lipid bilayer permeability is affected by non-ionic
surfactants. The hydrophilic and lipophilic parts may interact with polar groups of the
lipophilic tails of the lipid bilayer, resulting in plasmatic membrane rupture (Partearroyo et
al., 1990).

An increase in ROS was observed in gills, liver and brain through the DCFH-DA
assay at the TS concentrations administered. Span 60® and Tween 80® surfactants (TS group
components) are emulsifying agents that permeate membranes with ease. At cellular level, the
massive use of surfactants in detergents and cosmetic formulations with subsequent disposal
in aquatic systems requires that they be biodegradable (Steber et al., 1995).

Gills and liver are the main target organs for fish xenobiotics. In liver, disorders occur
in the metabolism of lipids and carbohydrates, indirectly affecting the function of other organs
(Shiogiri et al., 2012). Thus, metabolic and enzymatic responses act as protective mechanisms
against the absorption of toxic substances, but if these environmental conditions persist,
damage to tissues (particularly gills) may compromise overall metabolism, including
pathways involved in repair, growth, and reproduction.

The tucuma oil when nanoencapsulated did not alter the parameters of cytotoxicity,
however the FT increased ROS production. Due to the characteristics of the oil, such as
difficulty in solubility and photosensitivity (Bora et al., 2001), TN seem to be an alternative
because they have a controlled release system of the active compounds, protection against
photodegradation, oxidation and increase of solubility, considering their possible
applicability. In this context, the tucuma fruit contains high concentrations of pro-vitamin A,
[-carotene, 52.000 per 100 g, value only comparable to Mauritia flexuosa (buriti) pulp. In

addition, it has omega 3, 6 and 9, being an excellent moisturizer, raw material for body lotions



74

for example (Moraes and Gutjahr, 2009). Santos et al. (2015) evaluated the levels of bioactive
substances and the total antioxidant capacity of fruits of native Amazonian palms, in order to
identify their functional components. Vitamin C, flavonoids and carotenoids were found
predominantly, 19, 31 and 7.2 mg/100 g, respectively.

Rocha et al. (2014), through a study at the Soure Marine Extractive Reserve in the
State of Para, correlated therapeutic indications of the residents with the chemical
composition of the tucuma oil. It is used to treat approximately 13 diseases, including
infectious, parasitic, skin and subcutaneous tissue, disorders of the nervous system, digestive
system, osteoarticular and genitourinary systems.Inflammation was the most mentioned
disease in the three communities. Other studies also report the potentialities of tucuma oil:
wound healing and anti-inflammatory treatments (Monteiro et al.,, 2011), treatment of
rheumatism (Pimentel, 1994; Coelho-Ferreira, 2009), treatment of dislocations and bruises
(Shanley and Medina, 2005). Thus TN could be applied in cosmetic products, for example, in
view of skin diseases where the central mechanism is the inflammatory process.

Figure 4

Quant-iT™ dsDNA PicoGreen® assay
No significant difference was observed in double-stranded DNA in all treatments
compared to control group (Figure 5).

Figure 5

Plasma AST and ALT measurements
No significant difference was observed between groups regarding plasma AST and
ALT levels (Figure 6).
Figure 6

Conclusion

In conclusion, the NCs were promising carriers for tucuma oil, having good solubility
when added to fish water, as well as their appropriate physico-chemical characteristics, such
as size, PDI, load and pH. In addition, they were not toxic to fish when exposed to different
concentrations, and could be an alternative to the use of this oil, due to its popular use, such as

skin diseases.
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Organic phase Quantities
PCL 0.25¢g
Span 60® 0.09¢g
Tucuma oil 040¢g

Acetone 67.50 mL

Aqueous phase

Tween 80® 0.19¢g

milli-Q® water 132.50 mL

Tab. 1: Constituents and their respective quantities of NCs according to Venturini et al. (2011).
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Legends figures

Fig. 1: Morphology of tucuma nanocapsules (TN). A: isolated TN. B: TN dispersed in the
suspension.

Fig. 2: Morphology of white nanocapsules (WN) using atomic force microscopy.

Fig. 3: Nitric oxide levels in gills (a), liver (b) and brain (c) of silver catfish Rhamdia quelen
exposed during 3 days to 100, 200, 500 and 1000 pg/mL of tucuma nanocapsules (TN), white
nanocapsules (WN), free tucuma (FT) and vehicles for tucuma oil (TS).The analyzes were
performed by one-way Anova (KrusKall-Wallis non-parametric tests) followed by Dunnet's
test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p
<0.01 and *** p <0.001.

Fig. 4: DCFH-DA in gills (a), liver (b) and brain (c) of silver catfish Rhamdia quelen exposed
during 3 days to 100, 200, 500 and 1000 pg/mL of tucumad nanocapsules (TN), white
nanocapsules (WN), free tucuma (FT) and vehicles for tucuma oil (TS). The analyzes were
performed by one-way Anova (KrusKall-Wallis non-parametric tests) followed by Dunnet's
test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p
<0.01 and *** p <0.001.

Fig. 5: dsDNA PicoGreen® in gills (a), liver (b) and brain (c) of silver catfish Rhamdia quelen
exposed during 3 days to 100, 200, 500 and 1000 pg/mL of tucuma nanocapsules (TN), white
nanocapsules (WN), free tucuma (FT) and vehicles for tucuma oil (TS). The analyzes were
performed by one-way Anova (KrusKall-Wallis non-parametric tests) followed by Dunnet's
test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p
<0.01 and *** p <0.001.

Fig. 6: Plasma aspartate aminotransferase (a) and alanine aminotransferase (b) of silver
catfish Rhamdia quelen exposed during 3 days to 100, 200, 500 and 1000 pg/mL of tucuma
nanocapsules (TN), white nanocapsules (WN), free tucuma (FT) and vehicles for tucuma oil
(TS). The test was performed by one-way Anova (KrusKall-Wallis non-parametric tests)
followed by Dunnet's test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being
*p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001.
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Fig. 4
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Fig. 6
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6 DISCUSSAO GERAL

A busca por alternativas para o tratamento das neoplasias € assunto abordado e
estudado incansavelmente. A natureza vem a colaborar para estes possiveis tratamentos
através de suas plantas e frutos, a exemplo disso, pode-se incluir o fruto tucuma do bioma
Amazonia tem sido estudado quanto a sua potencial atividade antitumoral (CAVALCANTE,
1991; SOUZA FILHO et al., 2013). Do tucumd é extraido o 6leo, o qual desempenha
atividades de cura segundo a populagéo de alguns municipios do Estado do Amazonas, onde é
observado um menor indice de alguns tipos de cancer, entre eles, o0 de mama (SAGRILLO et
al., 2015; INCA, 2017).

Quanto as alternativas no melhoramento dos tratamentos antineoplasicos, estuda-se a
respeito da utilizacdo de nanocarreadores. Estes desempenham papel de direcionamento ao
tumor visando a diminuicdo dos efeitos colaterais gerados pela quimioterapia convencional
(BORRAJO et al., 2016). O presente trabalho teve por objetivo estudar o 6leo de tucuma da
espécie (Astrocaryum vulgare MART) com o intuito de desenvolver uma NC para aplicagdo
antitumoral em uma linhagem celular de adenocarcinoma de mama, utilizando células MCF-
7.

Contudo, o desenvolvimento da NC com o0leo de tucuma exigiu um estudo de
toxicidade, sendo assim, este trabalho também teve como objetivo avaliar a seguranca tanto
do Oleo em sua forma livre quanto as NT, primeiramente em células normais, as
mononucleadas de sangue periférico seguida do estudo in vivo, em peixes (R. quelen).

Quanto aos estudos de caracterizacdo do 6leo, foram analisados teores de fitosterois,
carotenoides e composicdo de acidos graxos. Foi evidenciada a presenga de [B-sitosterol e
esqualeno. Os fitosterois possuem origem vegetal, sdo esterdis e por isso, essenciais as
membranas celulares animais e vegetais (PIMENTEL, FRANCKI e GOLLUCKE, 2005).
Evitam a absorcdo intestinal do colesterol e assim podem reduzir estes niveis (IKEDA et al.,
1988; MAGUIRE et al., 2004). Também demonstram possuir propriedades anti-inflamatérias
e analgésicas (VILLASENOR et al., 2002).

Quanto & analise de carotenoides, o all-trans-p-caroteno apresentou-se como o
majoritario. Este dado esta de acordo com outros estudos, 0s quais ressaltam sua presenga no
fruto tucumd (FERREIRA et al., 2008; SAGRILLO et al., 2015). Ap0s a caracterizacdo
fisico-quimica do fruto e do Oleo extraido do tucuma, Ferreira e colaboradores (2008)
concluiram que o fruto da espécie Astrocaryum vulgare apresentou em sua polpa elevada

concentragio de B-caroteno, bem como no mesocarpo e epicarpo.
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Sabe-se que os carotenoides podem atuar como compostos quimiopreventivos
(HAEGELE et al., 2000), por exemplo, o B-caroteno, a-caroteno, luteina, zeaxantina e
licopeno (PARKER et al., 1999). O B-caroteno esta presente em frutas e vegetais coloridos,
possui acdo antioxidante e atividade de pro-vitamina A (YEH e HU, 2003; ELLIOTT , 2005).

Quanto a vitamina A, entre suas fun¢bes no organismo estdo o crescimento,
diferenciacdo de tecidos, imunidade e desenvolvimento embrionario (OLSON e MACHLIN,
1991). Encontra-se apenas em alimentos de origem animal, sob as formas: retinol, retinil,
retinal e &cido retinoico. Os vegetais fornecem pro-vitaminas A, como o a ¢ o [B-caroteno e a
B-criptoxantina, que podem ser biologicamente transformadas em vitamina A (RIBAYA-
MERCADO, 2000). Assim, o p-caroteno é o mais ativo dos carotendides pro-vitaminicos A
sendo também, o mais distribuido nos alimentos (COMBS JUNIOR, 2002).

Em torno de 70% da vitamina A da dieta provém dos carotenoides que estdo nas frutas
e vegetais, em especial o B-caroteno. Aproximadamente 60% a 70% deste é absorvido na
mucosa intestinal e convertido em retinol (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989;
PARKER, 1999). Esta conversdao também pode ocorrer em outros 6rgaos como o figado,
pulmdes e rins (WANG, 1994). Neste sentido, o retinol € um composto derivado da vitamina
A capaz de regular o crescimento e diferenciacdo celular através do controle da producéo de
EROs, diminuicdo da peroxidacdo lipidica da membrana celular (ESTERBAUER e
ZOLLNER, 1989).

Assim, os fitosterois, tocoferois, compostos fendlicos e carotenoides possuem elevada
atividade antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria. Podem atuar no organismo impedindo
ou retardando o efeito nocivo dos RLs, e ainda, no controle do colesterol e prevencdo de
doencas cardiacas (LOMENICK, HUAN e CHEN, 2015).

Quanto a composicdo de 4acidos graxos, em conformidade com a literatura
(FERREIRA et al., 2008), os dois &cidos graxos majoritarios encontrados no 6leo de tucuma,
sdo o oleico, da familia émega 9 (®-9) (monoinsaturado) seguido do palmitico (saturado).
Também foram encontrados, porém em menor concentragdo, acido estearico (saturado),
linoleico, da familia ®-6 (monoinsaturado) e a-linolénico (familia ®-3).

As duas classes de acidos poli-insaturados essenciais sdo o dmega 3 (®-3) e 0 dmega 6
(m-6). O ®-3 pode reduzir os niveis de colesterol e triglicerideos, auxiliar na producgédo de
mediadores inflamatorios e agregacéo plagquetaria (CALDER, 2008). Os ®-3 atuam no nucleo,
na regulacdo de genes envolvidos na lipogénese, conjuntamente com receptores nucleares e
fatores de transcricdo (SAMPATH e NTAMBI, 2005). Os &cidos graxos (AG) -3 e 6



89

apresentam efeito hipocolesterolémico e diminuem a concentragdo da fracdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) no sangue (GAROFOLO e PETRILLI, 2006).

Além disso, os AG das séries m-3 e 6, Sa0 precursores da sintese de prostaglandinas e
leucotrienos, envolvidos em processos de coagulacao e inflamagao, respectivamente. Os ®-6
participam da via inflamatoria ¢ os ®-3 ativam a via anti-inflamatéria. O acido linoleico é
convertido a araquidénico e o &cido alfa-linolénico, a eicosapentaenoico. O 4cido
araquidénico é o precursor das prostaglandinas E2 (PGE2), leucotrienos B4 (LTB4), os quais
sdo importantes eicosanoides pro-inflamatorios, e a tromboxana A2 (TXA2), potente
vasoconstritor e agregador plaquetario. Na outra via, 0 &cido eicosapentaenoico é convertido
em prostaglandinas E3 (PGE3), leucotrieno B5 (LTB5) e a tromboxana A3 (TXA3), com
acOes potencialmente anti-inflamatorias e antitrombaticas. Neste sentido, a ingestdo adequada
de ®-3 e 6, auxiliam no equilibrio necessario para o controle dos processos de coagulacdo e
inflamacdo (MOZAFFARIAN et al., 2005).

Quanto ao &cido oleico, apesar de ndo ser considerado essencial, acredita-se que em
dietas ricas neste, ocorra um aumento nos niveis de fracdo de colesterol lipoproteinas de alta
densidade (HDL), desta forma reduzindo o LDL, podendo reduzir a incidéncia de doencas
cardiacas (SAMPATH e NTAMBI, 2005).

Quanto a atividade antioxidante do 6leo de tucuma, foram realizados dois ensaios, 0
DPPH e o ABTS, onde o 6leo apresentou ICso de 8,59 pg/mL e 2,99 umol trolox/mg
respectivamente. O ensaio DPPH investiga a capacidade sequestradora de RLs que
determinada substancia possui, conhecido também como efeito scavanger (ALVES et al.,
2010). Quanto ao segundo ensaio antioxidante, o ABTS, é um método de captura do cétion
radical ABTS o qual consiste na capacidade antioxidante de equivalente Trolox, ou TEAC
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

Em estudo realizado por Sagrillo e colaboradores (2015) foi analisada a atividade
antioxidante do extrato da polpa e casca do tucuma da espécie Astrocaryum aculeatum, onde,
as ICsp foram de 11,24 e 8,98 ug/mL respectivamente. Outro exemplo, é fruto buriti (Mauritia
flexuosa), também uma palmeira nativa da floresta amazonica, que no estudo realizado por
Kollen e colaboradores (2013) apresentou no ensaio DPPH, 1Csode 12,28 mg/mL.

Os antioxidantes naturais protegem o organismo contra 0s RLs, podendo retardar o
envelhecimento, doengas cronicas e inflamatdrias. Suas propriedades bioldgicas tém sido
atribuidas aos compostos fendlicos, vitaminas, fistosterois e flavonoides presentes em sua

matriz quimica. Desta forma, o consumo regular de frutas tem sido associado a menores taxas
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de incidéncia de doengas como o cancer, por exemplo, (ZHENG e WANG, 2001; HUANG e
PRIOR, 2005; GARZON et al., 2010).

No presente trabalho também foram realizados estudos de pré-formulacdo das NT e
NB. Em um primeiro momento, o ensaio de inchamento do polimero foi realizado com o
intuito de verificar se 0 polimero selecionado para composi¢cdo da parede polimérica das NCs
seria dissolvido pelos componentes do nucleo oleoso. Foi concluido que o PCL parece manter
sua estabilidade ap6s a adicdo do 6leo de tucuma. Esta metodologia foi proposta por Guterres
e colaboradores (1995) com a finalidade de determinar o inchamento do polimero pelos
componentes do nucleo oleoso da NC, avaliando a adequabilidade das matérias-primas
(polimeros e 6leos) para a formulagdo. Entdo, quando as massas dos polimeros permanecem
constantes em determinados intervalos de tempo, geralmente 90 dias, hd uma indicacdo de
que a integridade destes componentes esta se mantendo.

Com o objetivo de propor uma metodologia otimizada para a formulacdo de NT, duas
foram analisadas, a de Fessi e colaboradores (1989) e Venturini e colaboradores (2011). O
que as diferencia sdo as composicdes de 6leo e tensoativo Span 60®, que na metodologia de
Venturini e colaboradores (2011) apresenta-se em menor concentracdo. Em Fessi e
colaboradores (1988), a concentracdo de Span 60® e dleo estd em 7,6 e 30,8 mg/mL
respectivamente. Enquanto que em Venturini e colaboradores (2011), estas concentracfes sao
de 3,6 e 16 mg/mL respectivamente. Também foi realizado o estudo de estabilidade das
formulacGes durante 30 dias em temperatura entre 2 e 8 °C, analisando parametros como pH,
tamanho de particula, IPD e potencial zeta.

O pH de ambas formulagdes ficou por volta de 5,4 durante os trinta dias de analise.
Segundo Mora-Huertas, Fessi e Elaissari (2010), os valores de pH das suspensdes de NCs
ficam entre 3,0 e 7,5 quando séo aplicados métodos de nanoprecipitacdo, emulsdo-difusdo ou
camada por camada. No presente estudo o método utilizado para o desenvolvimento das NCs
nas duas metodologias foi o de precipitacdo do polimero pré-formado.

Quanto ao tamanho das NCs, ndo houve alteracao significativa em ambas formulacdes
nos 30 dias. Apenas ressalta-se que a formulacdo Venturini e colaboradores (2011) obteve
tamanho médio de particula menor, em torno de 216 nm, enquanto que as de Fessi e
colaboradores (1989), 241 nm. O tamanho reduzido pode ser explicado devido a diminuigéo
na concentragdo do 6leo em relacdo a de Fessi e colaboradores (1989) (VENTURINI et al.,
2011). Os diametros médios de NCs preparadas a partir de polimeros pré-formados
apresentam-se entre 250 e 500 (BENDER et al., 2012).
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O potencial zeta fornece a carga de superficie que determina a estabilidade das
particulas na suspensdo. Este pardmetro depende principalmente da natureza quimica do
polimero e dos agentes de estabilizacdo (MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010).
Neste estudo, o polimero utilizado foi a PCL, o qual possui carga negativa. Venturini e
colaboradores (2011) pesquisaram a influéncia da concentracdo de polimero em NCs de
ndcleo lipidico na cinética de liberagdo do ester etilico de indometacina utilizando a hidrdlise
interfacial pré-farmaco. Com o intuito de obter formulagbes otimizadas contendo
exclusivamente NCs de ndcleo lipidico, foram preparadas diferentes suspensées com
diferentes proporcdes de Spam 60®, 6leo e polimero. Os pesquisadores concluiram que
formulacGes baseadas neste novo tipo, NCs otimizadas, tém a vantagem de encapsular
quantidades maiores de farmaco lipofilico.

As NPs poliméricas sdo formadas pela difusdo do solvente orgénico na fase aquosa,
seguida da evaporacdo do solvente (FESSI et al., 1989). Um emulsionante (ou surfactante) é
indispensavel para prevenir a coalescéncia dos coloides devido a interferéncia entre as fases
organica e aquosa. Assim, um aumento na concentracdo de emulsionante leva ao aumento da
estabilidade da formulacdo (VENTURINI et al., 2011).

Ao passo que as NT seriam expostas ao ambiente celular, preocupou-se em analisar
um possivel efeito corona quando estas interagissem com os meios de cultura das células.
Sendo assim, o comportamento com 0s meios RPMI e DMEM tanto das NT quanto das NB
foi avaliado durante 24 e 72 horas de exposicao. Foi observado leve aumento do tamanho bem
como IPD em ambas formulgdes e meios de cultura, confirmado pelo ensaio de MTT nas
CMSP, onde houve um efeito levemente citotoxico nas mesmas concentracdes onde ocorreu
esta agregacao.

Neste sentido, o efeito das proteinas sob as NCs podem influenciar no comportamento
destas no ambiente celular. Por isso a importancia deste ensaio, pois, logo ap6s o contato de
uma NP com um sistema bioldgico, por exemplo, sangue, células ou tecido, uma fina camada
de proteinas soluveis é formada na superficie destas, denominando-se corona proteica (DEL
PINO et al., 2014).

Quanto aos ensaios in vitro, de perfil preliminar de seguranca e eficacia, as NT foram
analisadas quanto: atividade hemolitica, toxicidade nas CMSP e efeito antiproliferativo nas
células MCF-7. No ensaio de hemdlise, todas as concentragcdes mostraram-se seguras quando
em contato com os eritrocitos. Este teste € importante para analise da citotoxicidade nos

eritrocitos, uma vez que as substancias permeiam pela corrente sanguinea, para tanto, este
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ensaio é fundamental em estudos de seguranca farmacoldgica (PAPE, PFANNENBECKER e
HOPE, 1987).

O ensaio MTT demonstrou que apos 24 horas em contato com as NT que as
concentragdes de 100, 200 e 500 pg/mL diminuiram ligeiramente a viabilidade dos linfocitos
e mondcitos. Contudo, Kong e colaboradores (2009) classificaram a reducdo da viabilidade
celular em categorias, sendo considerado pouco citotoxico quando estd entre 60 a 90%. Esta
reducdo de viabilidade celular pode ser explicada, pois nas mesmas concentracGes deste
ensaio, percebeu-se a formacdo de corona proteica, onde o tamanho e IPD das NT tiveram um
aumento significativo. Sendo assim, as células podem perder seus nutrientes, ocasionar
mudangas na absor¢do com impacto na resposta celular, como por exemplo, citotoxicidade
(HU etal., 2011; MONOPOLI et al., 2011; LESNIAK et al., 2012; LEE et al., 2015).

O ensaio de determinacdo de dsDNA no meio extracelular, ndo revelou citotoxicidade
em nenhuma concentragéo, tanto das NT quanto do TL. Quanto as EROs detectadas no ensaio
DCFH-DA, apenas o TL (200 ug/mL) demonstrou aumento. O B-caroteno presente no 6leo de
tucuma, pode prevenir danos as células impedindo a producdo de EROs (Bestwick e Milne,
1999). Quanto aos niveis de ON, aumentaram em todas as concentracdes de NT e TL (500
pug/mL). Segundo Le Roux e colaboradores (2017), macro6fagos ap6s 24 horas de exposicao a
NPs lipidicas também elevaram os niveis de ON. Neste sentido, NPs superiores a 100 nm
podem ser internalizadas em células precursoras de macrofagos, aumentando os niveis de ON
(YU etal. 2012).

Como ja mencionado, a eficicia antitumoral do 6leo de tucuma e das NT contra as
celulas MCF-7 foi avaliada atraves do ensaio MTT durante 72 horas de tratamento. A 1Cso das
NT foi de 50 pg/mL, enquanto a TL 130 ug/mL. A acdo do 6leo de tucumad quando
nanoencapsulado é potencializada devido as propriedades fisico-quimicas da NC, que devido
ao menor tamanho, aumentam a permeabilidade pela membrana e retencédo celular. Portanto, o
6leo é liberado gradualmente e sua estabilidade é mantida, apresentando efeito
antiproliferativo quando comparado ao TL, que apenas 0 mantém em concentracfes mais
elevadas. Existem evidéncias de que o f3-sitosterol apresenta acdo antitumoral contra o cancer
de prostata, colon e mama, segundo estudos realizados por Awad (2007). O B-caroteno pode
regular a expressao de genes responsaveis pela proliferacéo e diferenciacéo celular e apoptose
de células tumorais (KUCUK, 2002).

Conforme ja discutido, o 6leo deste estudo em sua caracterizagdo apresentou o [3-
sitosterol, neste sentido, em estudo conduzido por Berges e colaboradores (1995), 200

pacientes foram tratados com 20 mg de PB-sitosterol trés vezes ao dia, demonstrando efeito
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significativo na redugdo da hiperplasia de prostata benigna. A ingestdo de B-sitosterol por
vegetarianos, homens e mulheres de paises asiaticos, pode possuir acdo na diminuicdo da
incidéncia do cancer de prostata, colon e mama (AWAD e FINK, 2000; LOMENICK et al.,
2015).

Corroborando, este fitosterol também desempenhou inibigdo da proliferacdo de células
de cancer de mama dependentes de estrogénio em camundongos ovarectomizados tratados
com 9,8 g/kg de B-sitosterol. Além disso, teve efeito citotoxico em células leucémicas apos 72
horas de tratamento na concentracdo de 32 UM, diminuindo a viabilidade celular em 33%, e
ainda, em células de cancer de mama com 50% de diminuicdo da viabilidade na concentracao
de 16 uM (AWAD et al., 2007). O esqualeno também compde o 6leo de tucuma e ha indicios
de que ele possa inibir o cancer de pulmao e tumor de pele em roedores, podendo-se dizer que
ele possui um efeito protetor quando administrado antes e durante a terapia antitumoral, pois
pode realizar modulacdo da atividade carcinogénica e também efeito antioxidante
(CAYUELA e GARCIA, 2018).

Além destes, o B-caroteno € o constituinte majoritario deste 6leo. Este pode ser
considerado um antitumoral devido ao seu poder antioxidante independente do seu papel
precursor da vitamina A (NISHINO et al., 2002). Os retinoides tém a capacidade de regular a
expressdo génica através de diferentes receptores celulares, os quais sdo fundamentais na
inducdo da proliferacdo e diferenciacdo celular e ainda, apoptose de células tumorais
(KUCUK, 2002). Existem dois principais receptores especificos dos retinoides: RAR
(Retinoid Acid Receptors), o qual é especifico do acido retinoico; e 0 RXR (Retinoid X
Receptors), especifico dos retinoides. Além disso, os retinoides podem ligar-se diretamente a
oncogenes exercendo papel anticarcinogénico (GONG, MARISIDDAIAH e RUBIN, 2013).

Baseando-se nos resultados obtidos in vitro, para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de toxicidade, ensaios in vivo foram realizados em um modelo alternativo, o0s
peixes Rhamdia quelen, conhecidos popularmente como jundids. Quanto ao indice de
sobrevivéncia, todos os peixes se mantiveram vivos até o término dos tratamentos, ndo
evidenciando sinais de toxicidade aguda. Quanto as andlises nos oOrgdos, foi observada
significativa reducdo nos niveis de NO nas branquias no tratamento TS nas concentragdes de
500 e 1000 pug/mL. Igualmente ocorreu diminuicéo significativa nos niveis de ON no figado
com o tratamento TS na concentragdo de 500 ug/mL. No cérebro ndo houve aumento de ON.
As EROs também aumentaram com o tratamento TS nos trés érgdos analisados. Branquias
(500 e 1000 pg/mL), figado (100, 200 e 1000 pg/mL) e cérebro (100, 200 e 500 pg/mL).

Além disso, os niveis de EROs aumentam significativamente no figado em todas as
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concentragcbes de NB. E ainda, aumentam no figado nos tratamentos com TL nas
concentragdes de 100, 200 e 1000 pg/mL.

Os niveis de EROs podem ser aumentados em resposta a certas condi¢des bidticas ou
abioticas e sinalizar a ativacdo de vias de morte celular ou autofagia. Como sao produzidas e
eliminadas em diferentes compartimentos celulares, qualquer estimulo estranho a célula pode
aumentar a produgdo de EROs (ESPOSTI, 2002). Nesse sentido, existe a possibilidade de
influéncia dos constituintes das NCs, os quais podem ter atuado sinergicamente, pois a
permeabilidade da bicamada lipidica é desestabilizada por surfactantes nao-iénicos. Por
exemplo, as partes hidrofilicas e lipofilicas podem interagir com grupos polares das caudas
lipofilicas da bicamada lipidica, resultando em ruptura da membrana plasmaética
(PARTEARROYO et al., 1990).

Os surfactantes Span 60® e Tween 80® (constituintes do grupo TS) sdo agentes
emulsificantes que permeiam com facilidade as membranas. A nivel celular, a intensa
utilizacdo de surfactantes em formulagGes com subsequente descarte em sistemas aquéaticos
requer que eles sejam biodegradaveis (STEBER et al., 1995).

Um ponto importante em destacar, é que as branquias e o figado sdo os principais
orgdos-alvo para xenobidticos em peixes. No figado, ocorrem disturbios no metabolismo de
lipidios e carboidratos, comprometendo indiretamente a funcéo de outros érgdos (SHIOGIRI
et al., 2012). Assim, respostas metabdlicas e enzimaticas atuam como mecanismos de
protecdo contra a absorcdo de substancias toxicas, mas se essas condi¢cBes ambientais
persistirem, danos aos tecidos (particularmente branquias) podem comprometer o
metabolismo geral, incluindo vias envolvidas no reparo do DNA, crescimento e reproducao.

O o6leo de tucumd@ quando nanoencapsulado ndo alterou os parametros de
citotoxicidade, porém o TL aumentou a producdo de EROs. Devido as caracteristicas do 6leo,
tais como dificuldade na solubilidade e fotossensibilidade (BORA et al., 2001), as NT
parecem ser uma alternativa porque possuem um sistema de liberacdo controlada dos
compostos ativos, protecdo contra fotodegradagdo, oxidagdo e aumento de solubilidade,
considerando sua possivel aplicabilidade. Neste contexto, o fruto de tucuma contém altas
concentragOes de pro-vitamina A, B-caroteno, 52.000/100 gramas, valor comparavel apenas a
polpa de Mauritia flexuosa (buriti). Além disso, possui 6megas 3, 6 e 9, sendo um excelente
hidratante, matéria-prima para logdes corporais, por exemplo (MORAES e GUTJAHR, 2009;
SANTOS et al., 2015).

Desta forma, mais estudos ainda sdo necessarios para elucidacdo dos mecanismos

antiproliferativos bem como de toxicidade das NT, visando aprimorar a discussdo dos
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resultados obtidos até o momento. Principalmente direcionar para os ensaios de atividade
antitumoral, pois as NT demonstraram um promissor efeito antiproliferiativo na linhagem
celular utilizada, as MCF-7 de adenocarcinmoma de mama. Podendo futuramente contribuir
como uma possivel alternativa no tratamento deste cancer tdo prevalente entre as mulheres de

todo o mundo.
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7 CONCLUSAO

» Quanto a caracterizacdo da matriz quimica do 6leo de tucuma (A. vulgare), foram
encontrados:
- Fitosterois: esqualeno e B-sitosterol);
- Carotenoides: all-trans-p-caroteno;

- Acidos graxos majoritarios: oleico, palmitico e esteérico.

» Quanto a atividade antioxidante do 6leo de tucuma (A. vulgare):

- Possui atividade antioxidante evidenciada nos dois métodos analisados.

» Quanto aos estudos de pré-formulagéo:
- Tanto as NT quanto NB mostraram-se estaveis quando aplicada a metodologia de
Venturini e colaboradores (2011), e por esta razdo foi escolhida para os ensaios
bioldgicos deste estudo;
- As NCs como veiculo para o Oleo de tucumd@ mostraram-se adequadas, pois
apresentaram boa solubilidade e estabilidade;
- As NCs apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, como tamanho de

particula, IPD, potencial zeta e pH.

» Quanto aos ensaios de seguranca in vitro:
- O oleo de tucuma (A. vulgare) ndo demonstrou citotoxicidade em sua forma livre e

nanoencapsulada.

» Quanto aos ensaios de segurancga in vivo:
- As NT ndo foram tdxicas aos peixes Rhamdia quelen tendo em vista os parametros

analisados.

» Quanto aos ensaios de eficacia antitumoral in vitro:
- As NT possuem potencial antiproliferativo contra células de adenocarcinoma de
mama (MCF-7);
- A atividade antitumoral da NT pode estar relacionada a presenca de B-sitosterol,
esqualeno (fitoesterois), acido all-trans-p-caroteno, oleico e capacidade antioxidante,

bem como melhor permeabilidade e retencéo na célula tumoral.
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» Este estudo é o primeiro a relatar os potenciais biologicos de uma nanocéapsula de 6leo
de tucuma dessa espécie.
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8 PERSPECTIVAS
» Auvaliacdo da expressao dos genes: BAX, BCL2, E-caderina, SIRT1, ER, ERo e ERf

frente aos tratamentos com o 6leo livre e nanoencapsulado.
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