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RESUMO

LUZENTI, A. M. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas
contendo extratos de propolis e avaliacdo de suas atividades biologicas em células de
cancer de prostata. 2022. 123 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O céancer de prostata é o sexto tipo com maiores indices de mortalidade na popula¢do mundial
masculina. O tratamento para esse tipo de cancer pode levar a alteragdes fisiologicas que
prejudicam a qualidade de vida dos pacientes e, por esse motivo, novos compostos tém sido
estudados como substitutos ao tratamento convencional. A prépolis tem mostrado atividade
citotdxica frente a varios tipos de cancer, sendo as de maior interesse no Brasil a propolis verde
(PV) e a propolis vermelha brasileira (PVB). O uso terapéutico da propolis € limitado devido a
reduzida biodisponibilidade de grande parte de seus compostos, sendo a nanoencapsulacao
destes uma estratégia para superar essas limitacGes. Os objetivos deste trabalho foram o
desenvolvimento e caracterizacdo de nanocépsulas contendo PV (NC-PV) ou PVB (NC-PVB)
e avaliacdo da sua atividade biologica em células de cancer de préstata. Para isso, extratos de
PV ou PVB foram encapsulados em estruturas do tipo nanocapsulas, sendo o seu método de
obtencdo otimizado por planejamento experimental Box-Behnken Design, avaliando a
influéncia das concentracdes de polimero, 6leo e tensoativo no diametro e indice de
polidispersdo (Pdl) das nanoestruturas. As NC-PV e NC-PVB apresentaram diametros de 201
e 183 nm, respectivamente, baixo Pdl, potencial zeta negativo e pH entre 3 e 4. A eficiéncia de
encapsulamento dos marcadores de ambos 0s extratos determinada por UPLC/MS foi superior
a 98%, com excecdo do acido cumaérico (43%). Os nanocarreadores apresentaram forma
esférica, estabilidade no periodo avaliado (120 dias) e um perfil de liberacdo in vitro dos
compostos majoritarios controlado especialmente por mecanismos de eroséo e difusdo. Os
ensaios de citotoxicidade conduzidos em células de cancer de prostata PC-3 indicaram uma
maior atividade citotoxica dos extratos livre e encapsulado de PVB em comparagao aos de PV;
além disso, a NC-PV apresentou citotoxicidade superior ao extrato de PV, enquanto a NC-PVB
e PVB demonstraram citotoxicidades semelhantes. Dessa forma, os resultados obtidos indicam
que as formulagbes de nanocéapsulas desenvolvidas constituem um sistema favoravel ao
encapsulamento dos extratos de PV e PVB com potencial aplicagcdo em terapias contra o cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Cancer. Propolis.



ABSTRACT

LUZENTI, A. M. Development and characterization of polymeric nanoparticles
containing propolis extracts and evaluation of their biological activities in prostate cancer
cells. 2022. 123 p. Dissertation (Master) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022.

Prostate cancer is the sixth type with the highest mortality rates in the male population
worldwide. The treatment for this type of cancer can lead to physiological changes that impair
the quality of life of patients and, for this reason, new compounds have been studied as
substitutes for conventional treatment. Propolis has shown cytotoxic activity against several
types of cancer, the most interesting in Brazil being green propolis (GP) and Brazilian red
propolis (BRP). The therapeutic use of propolis is limited due to the reduced bioavailability of
most of its compounds ant their nanoencapsulation is a strategy to overcome these limitations.
The goals of this work were the development and characterization of nanocapsules containing
GP (GP-NC) or BRP (BRP-NC) and evaluation of their biological activity in prostate cancer
cells. For this, GP or BRP extracts were encapsulated in nanocapsules and their preparation
method was optimized by an experimental design, Box Behnken Design, evaluating the
influence of Polymer, oil and surfactant concentrations on the diameter and polydispersity index
(PdI) of nanostructures. GP-NC and BRP-NC had diameters of 201 and 183 nm, respectively,
low Pdl, negative zeta potential and pH around 3 and 4. The encapsulation efficiency of the
markers of both extracts determined by UPLC-MS was higher than 98%, with the exception of
coumaric acid (43%). The nanocarriers showed a spherical shape, stability in the evaluated
period (120 days) and a release profile controlled specially by erosion and diffusion
mechanisms. Cytotoxicity assays conducted on PC-3 prostate cancer cells indicated greater
cytotoxic activity of free and encapsulated BRP extracts compared to GP; also, GP-NC showed
superior cytotoxicity in relation to GP, while BRP-NC and BRP had similar cytotoxicities.
Thus, the results obtained indicate that the nanocapsule formulations developed constitute a
favourable system for the encapsulation of GP and BRP extracts with a potential application in
intravenous therapies against cancer.

Keywords: Nanoparticles. Cancer. Propolis.



1 INTRODUCAO

Com um estilo de vida cada vez mais urbano e sedentario, as pessoas estdo mais
susceptiveis a fazerem parte dos altos indices de morbidade e mortalidade decorrentes dos mais
variados tipos de cancer. Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), no ano de 2018
ocorreram 18 milhdes de casos novos dos mais diversos tipos da doenca e 9,8 milhdes de
pessoas foram a Obito em decorréncia de cancer, sendo a incidéncia em homens superior em
comparacdo as mulheres (BRASIL, 2019).

De acordo com as estimativas do INCA, s&o esperados 625 mil novos casos de cancer
no Brasil entre os anos de 2020 e 2022 (BRASIL, 2019). A American Cancer Society presume
gue mais de 608 mil pessoas morrerdo de cancer somente nos Estados Unidos, sendo o cancer
de prostata um dos principais tipos listados (SIEGEL et al., 2021).

O interesse por terapias contra 0 cancer que sejam mais seguras, com menos efeitos
colaterais, direcionamento ao sitio alvo e que evitem mecanismos de resisténcia tumoral tem
crescido nos dltimos anos, abrindo espaco para pesquisas focadas em nanomedicina e em
compostos alternativos as terapias convencionais (AHMAD et al., 2019; GUAN et al., 2021).

Por apresentarem atividades bioldgicas diversificadas, as prépolis brasileiras tem
ganhado destaque no mercado internacional, sendo exportadas para o Japéo, Estados Unidos e
paises da Europa. O interesse no potencial da prépolis é tamanho que levou a formacao de um
grupo para trabalhar em uma nova ISO (ISO/TC34/SC19/WG2) que estabeleca uma
padronizacdo dos processos gque envolvem esse tipo de material.

Estudos recentes tem mostrado o potencial de extratos de propolis contra tumores como
os de cabeca e pescoco, mama, figado, pele, bexiga, entre outros (PATEL, 2016; BERRETTA
et al., 2020), porém muitos dos seus compostos de interesse apresentam baixa
biodisponibilidade, gerando uma demanda para a sua veiculagdo em sistemas nanoparticulados
(ALJUFFALI et al., 2016; WATKINS et al., 2015).

Este projeto surgiu pela ideia de realizar um estudo comparativo da atividade das duas
principais propolis brasileiras veiculadas em nanocarreadores do tipo poliméricos contra
tumores de préstata, visto ndo ter sido encontrado na literatura cientifica trabalho semelhante.
Além disso, o encapsulamento de propolis em sistemas nanoestruturados com aplicacéo
antitumoral, apesar de promissor, ainda é pouco explorado. Para tanto, n6s desenvolvemos
nanocépsulas carregadas com extratos de propolis verde (PV) ou propolis vermelha brasileira
(PVB) que foram caracterizadas por diferentes técnicas e comparadas com os extratos em forma



livre quanto a sua citotoxicidade em células metastaticas oriundas de céncer primario de
prostata.

O presente trabalho estad inserido no projeto tematico financiado pela Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) (n°® 2017/04138-8), coordenado pelo
Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos, com a colaboragéo da Profa. Dra. Priscyla Daniely Marcato
Gaspari, e no projeto de pesquisa regular financiado pela FAPESP (n°® 2018/13465-5)
coordenado pela Profa. Dra. Priscyla Daniely Marcato Gaspari. Além disso, essa pesquisa faz
parte do INCT-NANOFARMA (FAPESP n° 2014/50928-2, CNP1 465687/2014-8) e esta
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) (AF234D8).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE PROSTATA

2.1.1 Préstata

A prostata ¢ uma glandula situada abaixo da bexiga formada por tecidos glandulares em
forma de acinos que se dividem entre zonas central, de transi¢do e periférico, envolvendo as
regides dos ductos ejaculatdrios e uretra, e um tecido fibromuscular que envolve essa regido, o
estroma (AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016; HENRY et al., 2019). O epitélio prostatico
¢ formado por trés tipos de células, basal, luminal e neuroenddcrinas, sendo que as duas
primeiras e as ceélulas do estroma expressam receptores andrdgenos, essenciais ao
desenvolvimento da prostata (HEINLEIN; CHANG, 2004; HENRY et al., 2019; WANG et al.,
2018). A Figura 1 ilustra as principais regides de um tecido prostatico humano normal.

Figura 1 - Estruturas da prostata humana normal
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Fonte: Adaptado de WANG et al., 2018.
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Inicialmente, os receptores androgenos séo ativados pela ligagdo dos seus substratos,
testosterona ou di-hidrotestosterona, gerando mudangas em sua estrutura com consequente
translocacdo nuclear. No nucleo, esses receptores tem a capacidade de atuar como fatores de
transcricdo, ativando genes responsaveis por induzir proliferacdo celular e apoptose
(HEINLEIN; CHANG, 2004).

Um dos principais produtos das células do epitélio prostatico, o antigeno prostatico
especifico (PSA) ou calicreina-3 é uma glicoproteina do tipo serina protease cuja funcdo
principal € promover a hidrolise de proteinas como as semenogelina I e 1l que coagulam o

sémen, liquefazendo-o e permitindo que os espermatozoides se movimentem (PEZARO; WOO,;



DAVIS, 2014; FERRO et al., 2016; PEREZ-IBAVE; BURCIAGA-FLORES; ELIZONDO-
RIOJAS, 2018).

2.1.2 Desenvolvimento do cancer de prdéstata

O céncer de prostata é o segundo tipo de cancer mais incidente em homens no mundo e
0 sexto com maiores indices de mortalidade nesse género (RAWLA, 2019; KHAN et al., 2020).
No Brasil, é o0 primeiro mais diagnosticado ap6s o cancer de pele ndo melanoma e o segundo
tipo mais letal em homens, sendo estimado mais de 65 mil casos para cada ano entre 2020 e
2022 (JEREZ-ROIG et al., 2014; BRASIL, 2019).

Esse tipo de cancer é prevalente em homens afro-americanos e com mais de 65 anos,
sendo os principais fatores de risco a idade avangada e historico familiar da doenca, além de
condigBes ambientais como obesidade, habito de fumar e sedentarismo (RAWLA, 2019;
CHOWDHURY-PAULINO et al., 2021).

Quando as células do Iumen prostatico sofrem uma mutacéo neoplasica mas as células
basais ainda mantém sua estrutura normal, considera-se que existe uma lesdo pre-cancerosa,
denominada neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau. Se, porém, as células da camada
basal também estiverem comprometidas, o paciente é diagnosticado com adenocarcinoma da
préstata, de modo que a maior parte dos casos desse tipo de cancer ocorrem na zona periférica
da glandula (HENRY et al., 2019; LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011).

Uma das caracteristicas que diferenciam o cancer de prostata de outros tipos de canceres
é o fato de que em cerca de 80% dos casos existem mais de dois nlcleos tumorais de origem
celular e em sitios diferentes, que podem evoluir de maneira independente (YEOMAN, 2017).
A partir de um cancer localizado, as células neoplasicas podem ultrapassar a camada basal e
migrar para tecidos proximos, especialmente os linfonodos locais, podendo alcangar a
circulacdo sanguinea e se espalharem para outros sitios metastaticos, sendo um dos mais

comuns os tecidos 6sseos (WANG et al., 2018).

2.1.3 Diagnostico e Tratamento convencional

Os critérios e metodologias para diagnostico do céancer de prostata ainda sao
controversos entre a comunidade mundial de urologistas, porém a suspeita geralmente €
originada a partir de niveis elevados de PSA e anormalidades detectadas pelo exame retal
digital. A confirmacdo da existéncia do cancer é feita por exame de ultrassonografia transretal



e biopsia do tecido da glandula (STABILE et al., 2020). O prognostico sugerido pela biopsia
baseia-se em um sistema de cinco grupos (Grade Group), que séo divididos de acordo com
pontuacdes de 2 a 10 (Gleason Score) de acordo com os dois padrdes predominantes de células,
variando de morfologia celular normal a presenca de mutacdo (CIMADAMORE et al., 2021).

O inicio do rastreio é recomendado a partir dos 45 anos de idade, especialmente para
homens com histérico familiar da doenca (RAWLA, 2019), mas deve sempre ser discutido entre
médico e paciente. Os niveis séricos de PSA podem estar elevados em casos de hiperplasia
prostatica benigna ou simplesmente por manipulacdo da prostata, ndo devendo, portanto, ser
um parametro decisivo para o diagnéstico de forma isolada (LOEB; GASHTI; CATALONA,
2009).

Em relacdo ao tratamento, dependendo das condi¢des do paciente, da sua expectativa de
vida e do estagio da doenca, opta-se por exames de monitoramento do avanco do tumor ou pelas
opcOes de tratamentos disponiveis, que envolvem principalmente quimioterapia, radioterapia,
braquiterapia, hormonioterapia e/ou prostatectomia radical, que consiste na remoc¢éo da prdstata
e vesiculas seminais (IZIDORO et al., 2019). A prostatectomia radical, considerada como
padrdo-ouro no tratamento desse cancer, pode levar o paciente a desenvolver problemas como
disfuncdo erétil e incontinéncia urindria (NOSSITER et al., 2021).

O tratamento farmacolégico pode incluir quimioterapicos como docetaxel e cabazitaxel,
que atuam como bloqueadores de mitose; bloqueadores de receptor andrégeno ou de producao
de testosterona, como abiraterone e enzalutamide; imunoterapicos, como a vacina Sipuleucel-
T (Provenge); ou ainda radiois6topos (KOMURA et al., 2018). Além dos inimeros efeitos
colaterais e prejuizos a qualidade de vida que os tratamentos convencionais ocasionam, muitos
tumores prostaticos primarios ou metastaticos podem desenvolver mecanismos de resisténcia
aos agentes farmacoldgicos comumente utilizados (PATEL, 2016; IZIDORO et al., 2019).

Casos de terapia hormonio refratarias geralmente ocorrem devido ao aumento da
expressdao de receptores androgenos ou ainda por mutacdes nessas proteinas (HU; WANG;
SUN, 2017). Essas alteracfes podem tornar os receptores independentes, ndo havendo mais a
necessidade da ligacdo dos hormdénios para o ativarem, atuando entdo como fatores de
transcricdo na expressdo de genes importantes ao desenvolvimento do tumor (HEINLEIN;
CHANG, 2004).

A demanda por estratégias terapéuticas opcionais aos tratamentos existentes contra o
cancer despertou o interesse por materiais como a propolis, que tem sido objeto de estudo por

demonstrar atividade citotoxica contra varios tipos de tumores, incluindo os de prostata,



representando uma notavel estratégia de potencializacdo de quimioterdpicos convencionais e
reducdo dos seus efeitos colaterais (PATEL, 2016; ZABAIOU et al., 2017a).

2.2 PROPOLIS

A prépolis € um composto resinoso produzido por abelhas principalmente da espécie
Apis mellifera formado por substéancias coletadas de diferentes partes de plantas misturadas a
saliva e cera das abelhas e polen (SILVA et al., 2012; PREMRATANACHAI; CHANCHAO,
2014; SFORCIN, 2016). E mundialmente conhecida por suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria, antiflngica, antiviral e antimicrobiana (SFORCIN; BANKOVA, 2011; DANTAS
SILVA etal., 2017).

A composicao da propolis pode variar de acordo com a regido, clima e sazonalidade,
sendo que mais de 300 diferentes compostos ja foram identificados. Em geral, ela apresenta
50% de resinas e balsamos, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais, 5% de compostos organicos
e 5% de polen (SILVA et al., 2012; SFORCIN, 2016). Sao descritos 13 grupos nas diferentes
regides do Brasil, 12 deles apresentando cores que variam entre o amarelo, marrom e verde,
sendo o0 grupo mais recentemente caracterizado de cor vermelha (DANTAS SILVA et al., 2017;
REIS et al., 2019).

Em face da complexa composicdo quimica desse material, 0 Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) elaborou uma Instrucdo Normativa publicada em 2001
estabelecendo os requisitos minimos de qualidade para diversos produtos apicolas, dentre eles
a propolis e seus extratos (BRASIL, 2001).

2.2.1 Prépolis verde

Proveniente da regido Sudeste do Brasil, a principal fonte botanica da PV (Figura 2) € o
arbusto Baccharis dracunculifolia, conhecida como “vassourinha do campo”(BERRETTA et
al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). Os principais componentes dessa propolis sdéo compostos
fenolicos com destaque para os acidos fendlicos derivados do &cido cinamico (Figura 3) como
o artepelin C, bacarina, drupanina, e acidos cumarico e cafeico, abundantes na PV brasileira
(SALGUEIRO; CASTRO, 2016; BERRETTA et al., 2017; ZABAIOU et al., 2017; ENDO et
al., 2018).



Figura 2 - Prépolis verde
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Figura 3 - Estrutura basica dos acidos hidroxicindmicos
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Fonte: VALANCIENE et al., 2020.

Szliszka e colaboradores observaram em estudos realizado em células da linhagem
LNCaP (metéastase linfonodal de cancer de prostata) que o extrato etandlico de PV de origem
brasileira e o artepelin C de forma isolada séo capazes de induzir a apoptose mediada pelo
ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL), sensibilizando as
células resistentes a esse mecanismo de morte celular programada (SZLISZKA et al., 2011;
SZLISZKA et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a bacarina é capaz de inibir
seletivamente a enzima AKR1C3, uma alfa-ceto redutase super-expressa em tumores
prostaticos hormonio dependentes (ENDO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2021).

2.2.2 Prépolis vermelha Brasileira

Inicialmente descrita na literatura em 2007, a PVB (Figura 4), ganhou destaque no
mercado mundial por apresentar uma composicéo diferenciada das demais prépolis (FREIRES;
DE ALENCAR; ROSALEN, 2016). Sua principal fonte botanica é uma espécie encontrada em
mangues e no litoral da regido Nordeste do pais, a Dalbergia ecasthophyllum (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016; REIS et al., 2019). A existéncia de derivados poliprenilados de



benzofenonas em extratos dessa prépolis indicam a coparticipacdo de uma outra fonte vegetal,
a Symphonia globulifera (ALDANA-MEJIA et al., 2021).

Fonte: BERLINCK, 2020.

Os compostos mais relacionados a sua atividade bioldgica sdo metabolitos secundarios
do tipo isoflavonoides, como a formononetina, biochanina A, vestitol, neovestitol,
liquiritigenina, isoliquiritigenina e pinocembrina, sendo também encontrados benzofenonas e
outras classes de compostos (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016; BERRETTA et
al., 2017; REIS et al., 2019). As estruturas quimicas dos isoflavonoides e benzofenonas estéo

ilustradas na Figura 5.

Figura 5 — Estruturas quimicas bésicas dos isoflavonoides e benzofenonas

Isoflavonoide Benzofenona

Fonte: Adaptado de CHERRAK et al., 2016; HASSAN; OLAQYE, 2020.

Dados da literatura apontaram que a formononetina é capaz de induzir apoptose em
células das linhagens LNCaP (YE et al., 2012) e PC-3 (metastase dssea de cancer de prostata),
sugerindo como mecanismo principal a inibicdo da sinalizacdo celular mediada pelo fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), que pode estar relacionado a génese do tumor
(HUANG et al., 2014). Szliszka et al. apontaram que a biochanina A também é capaz de induzir
apoptose mediada por TRAIL em células de cancer de prostata LNCaP e DU145 (SZLISZKA
etal., 2013).



Botteon et al. demonstraram a capacidade citotdxica dose-dependente do extrato de
PVB e diferentes fracfes em células da linhagem PC-3, correlacionando essa atividade com a
presenca de altas concentracdes de formononetina, liquiritigenina, medicarpina e benzofenonas
nas diferentes amostras testadas (BOTTEON et al., 2021).

A partir dessas observaces, considera-se que os extratos de PV e PVB sejam possiveis
alternativas para serem utilizadas na terapéutica do cancer de préstata. Entretanto, esses extratos
apresentam limitacbes como a baixa estabilidade inerente de alguns dos seus compostos
bioativos, sendo estes susceptiveis a reacdes de degradacdo que reduzem a sua eficicia
(DAUDT et al., 2013; WATKINS et al., 2015), alta lipossolubilidade de seus bioativos a ponto
de néo se solubilizarem no sangue ou ainda terem compostos tao hidrofilicos ou grandes a ponto
de ndo conseguirem atravessar as membranas bioldgicas, resultando na sua baixa
biodisponibilidade (ENRICO, 2019; WATKINS et al., 2015). Uma das estratégias para superar

essas limitacOes € o encapsulamento dos mesmos em nanoparticulas.

2.3 NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA

Historicamente, o conceito de nanotecnologia foi apresentado ao mundo pelo fisico
Richard Feynman em uma palestra intitulada “There is plenty of room at the bottom”, em 1959.
Anos apos, em 1974, o cientista Norio Taniguchi instituiu o conceito de “nanotecnologia”
(BAYDA et al.,, 2020). O Food and Drug Administration (FDA) considera como
“nanomaterial” um produto composto por materiais com pelo menos uma de suas dimensdes
na escala nanométrica (de 1 a 100 nm) ou material com didmetro de até 1000 nm que apresente
alteracdo de propriedades fisicas, quimicas ou biol6gicas que podem ser atribuidas ao seu
tamanho (FDA, 2014).

No campo da nanomedicina, j& hd no mercado medicamentos nanotecnoldgicos de
primeira geragdo contra o cancer, como Doxil® (cloridrato de doxorubicina) e Abraxane®
(paclitaxel). Esses medicamentos apresentam como vantagem serem direcionados a regido
tumoral de forma passiva pelo efeito de Permeacdo e Retengdo Aumentados (EPR) devido ao
reduzido diametro das nanoparticulas (BARAR; OMIDI; GUMBLETON, 2015). O efeito EPR
é baseado na teoria de que particulas com diametro entre 50 e 250 nm teriam maior facilidade
de entrar no microambiente tumoral devido a presenca de fenestraces nos capilares sanguineos
de regides tumorais, ficando ali retidas devido ao baixo fluxo linfatico causado pelo processo
inflamatorio envolvido no céncer (WICKI et al., 2015; BARAR; OMIDI; GUMBLETON,
2015; NEL; RUOSLAHTI; MENG, 2017).
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Além disso, 0 encapsulamento de substéncias ativas em sistemas nanoparticulados pode
aumentar a estabilidade e solubilidade desses compostos, reduzir seus efeitos colaterais,
promover uma liberacdo controlada ou sustentada dos mesmos ou ainda um direcionamento ao
alvo bioldgico por tamanho e/ou caracteristicas de superficie diferenciadas, o que propicia uma
internalizagdo celular aumentada e mecanismos de resisténcia tumoral reduzidos (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; WATKINS et al., 2015; EDIRIWICKREMA,
SALTZMAN, 2015; WICKI et al., 2015).

O maior desafio no desenvolvimento de um nanocarreador para o tratamento do cancer
estd em correlacionar o ativo, a via de administracdo, as particularidades do tumor e a
formulacdo e ainda apresentar as caracteristicas adequadas de biodistribuicdo, eliminacdo do
organismo e toxicidade (VAN DER MEEL et al., 2019). Caracteristicas como o tamanho,
geometria, carga superficial e composicao quimica influenciam tanto no desempenho como na
estabilidade das nanoparticulas (BANIK; FATTAHI; BROWN, 2016).

Dentre os tipos de nanoparticulas mais apropriados ao encapsulamento de produtos de
origem natural estdo os lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, dendrimeros e as
nanoparticulas poliméricas, cada uma apresentando particularidades que podem ser mais

vantajosas ou ndo para o farmaco e a via de administracdo escolhidos (ENRICO, 2019).

2.3.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser do tipo nanoesferas, formadas por uma matriz
polimérica, ou nanocéapsulas, com um ndcleo oleoso envolto por uma membrana polimérica,
podendo o farmaco estar disperso na matriz, dissolvido no centro ou ainda adsorvido a
superficie das nanoparticulas (AHLAWAT; HENRIQUEZ; NARAYAN, 2018), conforme
ilustra a Figura 6.

Figura 6 - Nanoparticulas poliméricas

membrana matriz
polimérica

Nanocapsula Nanoesfera

Fonte: Adaptado de SUFFREDINI; EAST; LEVY, 2014.
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As nanoparticulas do tipo poliméricas podem ser produzidas com polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, sintéticos ou naturais, permitindo inclusive a funcionalizacéo
da sua superficie para um direcionamento ativo ao sitio de acdo, ou passivo por meio do seu
acumulo no tecido tumoral através do efeito EPR (WANG et al., 2016; MASOOQOD, 2016).
Geralmente, esse tipo de nanoparticula proporciona alta estabilidade e eficiéncia de
encapsulacdo de ativos (LU et al., 2011).

O polimero poli acido latico (PLA) (Figura 7) € um poliéster obtido a partir de produtos
como o milho e a cana de acucar, aprovado pelo FDA para uso endovenoso por ser
biodegradavel e biocompativel uma vez que a sua hidrolise resulta em mondmeros de &cido
latico ndo toxicos e facilmente metabolizados pelo organismo humano (ARMENTANO et al.,
2017; EDIRIWICKREMA,; SALTZMAN, 2015; Ql et al., 2019; ZAABA; JAAFAR, 2020). O
PLA estd disponivel no mercado na forma de PLLA, PDLA ou PDLLA, formado por
monémeros de L ou D-4&cido latico ou uma mistura de ambos, respectivamente,
(LAKKIREDDY; BAZILE, 2016; ZAABA; JAAFAR, 2020) que influenciam na sua
cristalinidade assim como no perfil de liberacdo das substancias ativas encapsuladas em

nanoparticulas preparadas com esse polimero (CASALINI et al., 2019).

Figura 7- Estrutura quimica do poli (4cido latico) — PLA

CH, 0 CHs,

HO @]

0] CH5 0]

Fonte: VARGAS-VILLAGRAN et al., 2011.

Existem varios métodos de preparo de nanoparticulas do tipo poliméricas. As mais
comuns envolvem tecnicas como emulsificacdo e evaporacdo de solvente, salting-out,
nanoprecipitacdo e polimerizacdo de mondémeros (WANG et al., 2016).

O método de nanoprecipitacédo, inicialmente descrito por Fessi e colaboradores (FESSI
etal., 1989) permite a obtencédo de nanoparticulas poliméricas do tipo nanoesferas (precipitagdo
de polimero pré-formado) ou nanocépsulas (deposicéo interfacial de polimero), sendo vantajoso
por ser de baixa complexidade e rdpida execucdo, escalondvel, consumir pouca energia e
proporcionar uma boa eficiéncia de encapsulamento de fa'rmacos lipofilicos, além de

geralmente propiciar a formacao de populagcdes monodispersas de nanoestruturas (FESSI et al.,
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1989; YADAV; SAWANT, 2010; SALATIN et al., 2017). Para a obtencdo de estruturas do
tipo nanocapsulas, deve-se solubilizar o polimero, 6leo e o farmaco em um solvente orgénico
miscivel em agua e adicionar esse sistema a uma fase aquosa contendo um agente estabilizante,
sob agitacdo. Neste processo, o solvente organico ira se difundir para a fase aquosa levando a
precipitacdo/deposicdo do polimero na interface da gota de 6leo formada, culminando com a
formagéo das nanoestruturas (FESSI et al., 1989; (ALSHAMSAN, 2014; SALATIN et al.,
2017).

Polimeros dos mais variados tipos podem ser utilizados para a formacdo de
nanocapsulas com a funcdo de proteger o farmaco contido no nicleo oleoso, sendo preferidos
os polimeros e copolimeros biodegradaveis e, portanto, biocompativeis, que permitam a
liberacdo do ativo em um ambiente mais favoravel a sua acéo e sejam facilmente removidos do
organismo, como, por exemplo, os poliésteres PLA, poli (&cido latico-co-acido glicélico)
(PLGA), policaprolactona (PCL), ou ainda polimeros de origem natural, como alginato e
quitosana, sendo escolhidos de acordo com os objetivos pretendidos (BENNET; KIM, 2014;
DENG et al., 2020). Além do polimero, o tensoativo e, no caso da nanocapsula, o 6leo, séo
componentes criticos da formulacdo a serem cuidadosamente definidos. A selecdo destes
componentes deve ser realizada de acordo com os objetivos pretendidos e com a interacdo dos
mesmos com o farmaco que sera encapsulado.

O reduzido didmetro e a alta area superficial das nanoparticulas as torna instaveis por
natureza, sendo recomendado, portanto, 0 uso de tensoativos para reduzir a tensdo superficial
dessas estruturas e proporcionar estabilidade cinética ao sistema, evitando a formacdo de
aglomerados (PEREIRA et al., 2013; ALLOTEY-BABINGTON etal., 2018; SULTANA et al.,
2020).

Os poloxameros sdo copolimeros tribloco, ndo idnicos e biodegradaveis, formados por
uma porcdo central hidrofébica de 6xido de polipropileno rodeado por dois blocos hidrofilicos
de 6xido de polietileno, conforme ilustra a Figura 8. Sao utilizado como agentes estabilizadores
de nanoparticulas e aprovados pelo FDA para uso em formulacGes injetaveis (FAKHARI,;
CORCORAN; SCHWARZ, 2017; ALLOTEY-BABINGTON et al., 2018). Esse tipo de
estabilizante confere as nanoestruturas estabilidade estérica e evita o processo de opsonizagdo
aumentando a meia-vida das particulas no organismo. Além disso, apresenta um potencial
inibitdrio de efluxo promovido pela glicoproteina P atraves da deplecdo seletiva de ATP em
células tumorais resistente a farmacos que superexpressam essa proteina (ALAKHOVA et al.,
2010; MOURA et al., 2020).



13

Figura 8 — Estrutura quimica de um poloxamero

CH,
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Fonte: BRUSCHI et al., 2017.

2.3.2 Mecanismos de estabiliza¢do de nanoparticulas

A estabilidade de um sistema nanoestruturado depende da intensidade das forcas de
atracdo ou repulsao entre as nanoparticulas e da composicao da sua superficie, podendo ser de
trés tipos (CAPEK, 2013; SULTANA et al., 2020), conforme ilustrado na Figura 9:

a) estérica: a presenca de polimeros anfifilicos na superficie das nanoparticulas
promove a formacdo de uma barreira fisica, evitando que as particulas fiqguem
proximas, devido as cadeias hidrofilicas que se posicionam voltadas a dgua do
meio onde elas estdo inseridas;

b) elétrica: as particulas podem apresentar cargas superficiais positivas ou
negativas, sendo que particulas com carga semelhantes se repelem evitando a
sua aglomeracéo;

c) eletroestérica: quando ambos 0s mecanismos estdo presentes na nanoestrutura.

Figura 9 - Mecanismos de estabilidade de nanoestruturas em solucéo

a) éreas de repulsao estérica b) areas de repulsao eletrostatica c) areas de repulsao eletrostatica
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Onde: a) estabilidade estérica; b) estabilidade elétrica; ¢) estabilidade eletroestérica.
Fonte: Adaptado de CAPEK, 2013.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho buscou explorar uma nova combinacgdo de materiais para nanoencapsular
extratos de propolis resultando em uma formulagéo que pudesse futuramente ser aplicavel como
terapia principal ou adjuvante contra o cancer, focando especialmente no adenocarcinoma de
prostata, além de permitir a realizagdo paralela de um estudo comparativo da atividade
citotoxica desses extratos em uma linhagem celular metastatica desse tipo de cancer.

Considerando as caracteristicas dos extratos de PV e PVB descritas na literatura e 0s
resultados de caracterizacdo destes extratos obtidos no presente trabalho, foi possivel explorar
algumas das diferencas de composicdo entre esses materiais, evidenciando uma possivel
vantagem do uso do extrato de PVB em relagcdo ao de PV em terapias anticancer devido ao seu
maior teor de flavonoides totais e potencial antioxidante, diferengas essas que, associadas a
coparticipacdo de outros compostos com atividade citotdxica, podem auxiliar na compreensao
da atividade bioldgica de cada extrato.

Como parte dos estudos de formulagéo, o planejamento experimental desenvolvido para
otimizar a obtencdo dessa formulacdo possibilitou conhecer a influéncia de trés diferentes
variaveis envolvidas no preparo das nanocapsulas (concentracfes de polimero, estabilizante e
6leo), evidenciando a utilidade desse tipo de metodologia para a obtencéo de um produto final
de acordo com as caracteristicas desejadas e a partir de um reduzido nimero de experimentos.

Por meio das analises de caracterizacdo das nanoparticulas, foram identificadas
estruturas do tipo core-shell com diametros considerados adequados para a promoc¢ao de um
direcionamento passivo dessas nanoestruturas ao microambiente tumoral a partir da
administracdo intravenosa e caracteristicas de superficie que poderiam contribuir para a sua
permanéncia na circulacdo sanguinea até a chegada ao destino final, alem de ser verificado o
encapsulamento dos biomarcadores dos extratos nas nanocapsulas. A partir do ensaio de perfil
de liberacdo in vitro, foi possivel evidenciar os principais mecanismos de liberagéo do artepelin
C e formononetina a partir das nanoestruturas e mostrar o potencial de liberacdo prolongada
proporcionado pela nanoencapsulagéo.

O método desenvolvido durante a condugéo do trabalho para a anélise do extrato de PV
por UPLC/MS, além de poder ser utilizado para a caracterizacdo e quantificacdo de trés
compostos presentes neste material, oferece uma estratégia para a determinacdo de forma
indireta da eficiéncia de encapsulamento dessas substancias em nanoestruturas. As analises de
eficiéncia de encapsulamento utilizadas comprovaram o potencial dos nanocarreadores

desenvolvidos em encapsular os extratos de PV e PVB.
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Por fim, a partir dos ensaios de viabilidade celular demonstrou-se o potencial citotoxico
dos extratos de PV e PVB incorporados as nanocapsulas desenvolvidas em células da linhagem
PC-3, destacando-se a atividade citotdxica superior das NC-PVB em comparacdo com as NC-
PV que, por sua vez, mostraram-se consideravelmente mais vantajosas do que o extrato livre.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho traz evidéncias suficientes de que as
formulacdes de nanocépsulas desenvolvidas podem ser consideradas sistemas promissores para
a terapia do cancer de prostata. Porém, para uma maior compreensdo do potencial de uso dessas
formulacGes, é relevante a realizacéo de estudos futuros onde se possa avaliar as suas atividades

bioldgicas em outras linhagens celulares e 0s seus efeitos in vivo.
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