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RESUMO

CARVALHO, I. P. S. Desenvolvimento, caracterizagdo e avaliagcdo da
atividade antitumoral de nanocarreador hibrido com extrato alcaloidico de
Solanum lycocarpum. 2022. 88f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2022.

Solanum lycocarpum € uma espécie do cerrado brasileiro conhecida por sua
diversidade em glicoalcaloides (GA). Os GA, solasonina (SS) e solamargina
(SM), extraidos dos frutos desta planta, apresentam propriedades antitumorais.
No entanto, a baixa solubilidade em agua destas moléculas e a sua toxicidade
limita a aplicacdo destes GA. O desenvolvimento de uma formulagcao
nanoestruturada contendo GA podera melhorar a acao antitumoral dos GA e
potencializar o seu efeito na terapia do cancer de bexiga (CB). Assim, este
projeto visa o0 desenvolvimento e caracterizacdo de nanocarreador lipidico
hibrido (NH), composto de carreador lipidico nanoestruturados revestidos com
qguitosana, como um sistema de liberacdo do extrato alcaloidico de S.
Lycocarpum (EA), rico em GA, e avaliagdo antitumoral in vitro em cultura de 2D
e 3D de células de cancer de bexiga. Os NH-EA foram preparados pelo método
de emulséo e sonicacéo. NH-EA foram caracterizadas de acordo com diametro
médio, distribuicdo de diametro, potencial zeta e influéncia do pH no potencial
zeta por espalhamento de luz dinédmico (DLS) e a, distribuicdo e concentracdo
de nanoparticulas por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA),
porcentagem de eficiéncia de encapsulamento (EE%) por LC-MS/MS, morfologia
por microscopia de forca atbmica (AFM) e microscopia eletronica de transmissao
(TEM), indice de recristalizag&o por Calorimetria diferencial de varredura (DSC),
avaliacao da propriedade mucoadesivas por DLS. A citotoxidade do EA livre e
encapsulado em NH foi avaliada pelo ensaio de resazurina (modelo 2D) e
baseados em ATP (modelo 3D). Para ensaio em 2D foram utilizadas as
linhagens de cancer de bexiga (T24 e RT4) com tratamentos de 24 h e 72h e
fibroblastos de camundongos (3T3) com tratamento de 24h. Para o ensaio 3D
foram utilizadas as células RT4 com tempo de tratamento de 24h. A
internalizagdo das nanoparticulas foi avaliada por imagens de microscopia de
confocal com varredura laser. Foi avaliado os niveis de expressao de proteinas
pro e anti -apoptoticas por Western blot e PCR tempo real. Obteve-se NH-EA
com tamanhos médios de 130,12 nm com indice de polidispersdo de 0,224.
Todas as nanoparticulas apresentaram potencial zeta positivo indicando o seu
revestimento pela quitosana. Este potencial € alterado com aumento do pH do
meio. Por NTA foi confirmado a baixa polidispersao das NH-EA com
concentracdo de particulas de 2,50 x 102 particulas/mL. A EE% foi alta com
91,08% para SS e 88,35% para SM. NH-EA apresentou formato esférico com
indice de recristalizacao de 36,58% indicando acomodacao do EA nos espacos
do ndcleo lipidico. NH-EA demonstrou interacdo fisica com a mucina. As
nanoparticulas foram estaveis por 60 dias. O NH vazio néo foi citotdxico. Ja o
EA no modelo 2D foi citotoxico tanto livre (ICso de 5,08 pg/mL para T24 e 9,19
png/mL para RT4) como encapsulado em NH (ICso de 6,06 pg/mL para T24 e 8,5
ug/mL para RT4) apds 24 h e 72h de tratamento. Por ndo ser sitio-especifico o
NH-EA apresentou baixa seletividade quando comparado com células 3T3. NH-
EA, no modelo 3D, apresentou ICso duas vezes menor do que o EA livre



representando o potencial de internalizacdo do nanocarreador hibrido nos
esferoides. O NH-EA demonstrou atividade citotoxica com inducéo da apoptose
pela via intrinseca e extrinseca nas células RT4. Desta forma, os resultados
deste trabalho indicam que o NH desenvolvido foi adequado para encapsular o
EA com alta eficiéncia de encapsulamento e estabilidade, com propriedade
mucoadesiva que é relevante para a administracdo intravesical, além de
proporcionar o aumento do efeito citotdxico frente as células de cancer de bexiga

em modelos 2D e 3D.

Palavras-chave: Extrato alcaloidico; Nanoparticula hibrida, quitosana;
citotoxidade; Solanum lycocarpum; Cancer de bexiga.



1.0 INTRODUCAO

Plantas medicinais possuem em sua composi¢cdo substancias que
apresentam efeito terapéutico na cura e prevencao de varias doencas. Elas tém
sido utilizadas nos seres humanos desde os primordios da civilizagdo. Nos
ultimos 200 anos a descoberta de substancias de origem natural evoluiu em
virtude dos avancos de novos métodos e técnicas de identificacdo dos
compostos. Atualmente, cerca de 25% dos medicamentos vigentes sao
derivados de forma direta ou indireta de plantas, demonstrando seu grande
potencial para tratamento de varias doencas, incluindo o cancer. (FRIDLENDER,
et al., 2015).

Alguns produtos de origem natural sdo eficazes contra varios tipos de
canceres demonstrando eficdcia tanto no inicio como em estagios mais
avancados do tumor, interrompendo os mecanismos de proliferacao celular e
angiogénese, e induzindo a apoptose. Exemplos classicos desses produtos sédo
a vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®) e taxol (paclitaxel; Taxol®) que
tiveram suas origens a partir do metabolismo secundério vegetal (TIRAPELLI et
al, 2008; DUTTA, et al., 2019). Baseado nestes exemplos de sucesso, a industria
farmacéutica aplica altos investimentos em pesquisas de bioprospecc¢ao, mesmo
tendo em conta que a pesquisa de novos farmacos é um mercado de alto risco.

O Brasil € o principal pais dentre os paises megadiversos, que
apresentam mais de 5000 plantas endémicas, sendo o detentor de 22% da
diversidade da flora no mundo (MARQUES, et al., 2021). As pesquisas no Brasil
ainda encontram-se centradas principalmente nas universidades. A Instituicoes
de Ensino tem contribuido, de forma significativa, para o descobrimento de
substancias farmacologicamente promissoras (MONTANARI & BOLZANI, 2001,
ANTANASOV et al., 2015). Um exemplo classico € o produto natural 100%
brasileiro Acheflan®, um antiinflamatério composto com éleo essencial de Cordia
verbenacea, feito em parceria com a inddstria farmacéutica Aché e as
universidades: Universidade Federal de Santa Catarina, Unifesp, PUC-
Campinas e Unicamp (MARQUES, et al., 2021).

Dentre os compostos de interesse farmacoldgicos estdo os heterosidios
alcaloidicos: solasonina e a solamargina presentes em diversas espécies do
género Solanum. Estes sao oriundos do metabolismo secundario das plantas e

podem em alguns casos serem toxicos (WU et al., 2011; MUNARI et al., 2012;



KENNY et al., 2013).

1.1Glicoalcaléides: Solasonina e Solamargina

Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (Solanaceae), € um exemplo de uma
espécie do género Solanum, conhecida como “lobeira”, “jurubebao”, “fruto-do-
lobo” e “berinjela-do-campo” é nativa do Cerrado brasileiro e possui uma
diversidade em heterosideos alcaloidicos, também conhecidos como
glicoalcaldides (HARRISON, 1990; CHAM, 1994). Popularmente as folhas dessa
planta s&o utilizadas no tratamento da epilepsia e dor abdominal e renal. As
raizes desta planta sdo usadas no tratamento da hepatite e os frutos sao
comestiveis e relatados com medicinais tendo inUmeras indica¢des (anti-
inflamatério; hipocolesterolémico, hipoglicemiante, sedativo, controle da
obesidade, etc.) (MIRANDA, 2010).

Os glicoalcaldides apresentam atividade biolégica para tratamento de
diversas doencgas, no entanto, podem ser considerados toxicos para animais e
humanos em altas doses principalmente por agirem como fitoestrogenos
causando anormalidades no desenvolvimento de fetos e promoverem a ruptura
da membrana celular. Além disso podem causar hepatotoxicidade, doencas
cardiovasculares e teratogenicidade (PATEL, et al., 2021; ZHAO, et al., 2021).

Uma das atividades mais relevantes dos glicoalcalbdides esta relacionada
ao seu potencial antitumoral (CHAM; GILLIVER; WILSON, 1987; KUO et al.,
2000; LEE et al., 2004, PUNJABI et al., 2008). A solasonina (SS) e a solamargina
(SM) (Figura 1) sdo compostos majoritarios dos frutos da S. Lycocarpum
(HARRISON, 1990; YOSHIKAWA et al., 2007; MUNARI et al.,, 2012) e

apresentam essa atividade.



Figura 1. Estrutura quimica da Solasonina (SS) e Solamargina (SM).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A solasonina (SS) e solamargina (SM) apresentaram citotoxicidade in vitro
e in vivo contra diferentes linhagens de células cancerigenas como: tumores de
pele (A431, SCC4, SCC9 e SCC25) (WU et al., 2011), hepatoma (SMMC-7721
e HepG2) (DING et al., 2012), cancer de ovario (C180-135) e cervical (CHAM &
DAUNTER, 1990), cancer de colon (HT29) (LEE et al.,2004; MUNARI, et al.,
2012), osteosarcoma (U20S) (LI et al., 2011) e cancer de mama (Bcap-37) (LI
et al, 2016) e cancer de bexiga (RT4) (CARVALHO, et al, 2019; MIRANDA, et al,
2019).

A SM tem sido avaliada quanto a inducdo da apoptose em células
cancerigenas pelas vias intrinsecas envolvendo a producgdo da proteina BAX,
além de aumentar os niveis de pro-caspase 9, responsavel por induzir a
apoptose celular (ZHAO, et al., 2021). Em estudos in vitro com linhagens de
células de cancer de pulméao (H441, H520, H661 e H69), solamargina apresentou
atividade citotdxica superior a dos farmacos paclitaxel, cisplatina, etoposido e

gencitabina, como também metotrexato e 5-fluoroucil em outros estudos. A



atividade antitumoral sinérgica da SM e SS e outros farmacos antitumorais como
transtuzumabe, epirrubicina e cisplatina também tem sido relatada na literatura
(LIU et al., 2004; WU, et al., 2011; ZHAO, et al., 2021; MIRANDA, et al, 2021).

Alguns estudos sugerem que tanto a porc¢ao aglicona (nucleo esteroidal)
como as unidades glicosidicas (cadeia de agucares) sédo de vital importancia
para a atividade dos glicoalcalbides, sendo demonstrado que a presenca de duas
cadeias de ramnose na SM estéo relacionadas a melhor atividade antitumoral
guando comparada com a SS que apresenta apenas uma ramnose. Além disso,
a aglicona (solasodina) ndo apresenta atividade antitumoral indicando a
relevancia da presenca das unidades glicosidicas para a atividade antitumoral
(CHANG, et al., 1998; CHAM, 2007; ZHAO, et al., 2021).

Os mecanismos de acdo SS e SM nédo estdo completamente elucidados,
mas alguns estudos indicam a interagdo das cadeias de acucares com
receptores de lecitinas que estdo expressos na membrana celular de células
cancerigenas. Além disso ha a teoria de que os glicoalcaléides séo
internalizados nas células tumorais por difusdo desencadeando mudanca nas
fases celulares que podem induzir a apoptose celular. (PUNJABI et al., 2008; AL
SINANI, ELTAYEB, 2017). Miranda, et al (2019) relatou pela primeira vez que
houve um aumento significativo de Fase S em células RT4 tratadas com extrato
de glicoalcaléides encapsulado em nanoparticulas poliméricas. Esse estudo
demonstra que as hanoparticulas aumentam a captacgéo celular do extrato e por
conseguinte, aumentam a eficacia na parada do ciclo celular na fase S,
ampliando o nimero de células apoptoticas.

Estudos pré-clinicos e clinicos dos glicoalcaldides SS e SM em diferentes
tipos de cancer administrados por via intravenosa, oral ou tdpica, indicando o
potencial destes compostos na terapia do cancer. No entanto, os glicoalcaloides
apresentam baixa solubilidade em &agua e toxicidade dose-dependente.
(MARUO, 2002; MARTINS, 2013). Uma maneira de superar essa limitacdo €
utilizando sistemas de liberagcdo nanoestruturados que visam aumentar a
efichcia e a seguranca desses compostos. CARVALHO et al. (2019)
desenvolveram carreadores lipidicos nanoestruturados com extrato rico em SS
e SM e verificaram um efeito citotdxico in vitro superior ao extrato livre com
inducéo das células de cancer de bexiga ao processo de apoptose. Miranda et
al., (2020) avaliaram o potencial de nanoparticulas poliméricas funcionalizadas



com folato como sistema de entrega de extrato alcaloidico de S. lycocarpum em
células de cancer de mama e de bexiga verificando o aumento do efeito
citotdéxico quando o extrato esta encapsulado.

Desta forma, para a presente pesquisa decidiu-se desenvolver um
sistema hibrido lipidico-polimérico com o objetivo de unir as vantagens destes
dois tipos de materiais para obter um sistema de entrega de extrato rico com
SS/SM mais efetivo com menor custo e que apresente propriedade mucoadesiva

gue é relevante para a administracao intravesical.

1.2 Sistemas nanoestruturados hibridos

O entendimento das propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais
possibilita prever o comportamento tanto in vivo como in vitro dos sistemas,
permitindo realizar modifica¢des racionais para administracdo de medicamentos.
Uma dessas modificacbes refere-se ao desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados hibridos capazes de combinar diferentes materiais organicos-
organicos ou organicos-inorganicos (SOARES, et al. 2020).

A combinacdo de diferentes propriedades em sistemas hibridos pode
possibilitar vantagens como o aumento do tempo de circulacdo da corrente
sanguinea, maior eficiéncia de encapsulamento e cinética de liberacdo mais
especifica, possibilitando a solubilizacdo de farmacos lipofilicos, aumento da
penetracdo cutanea de moléculas, maior estabilidade fisica e quimica de
agentes terapéuticos, além de reduzir efeitos colaterais e toxicidade
(SCHWARZ; WEIXELBAUM; PAGITSCH, 2012; SOARES, et al. 2020).

Na presente pesquisa, o0s carreadores lipidicos nanoestruturados
formados com lipideo soélido de origem natural (manteiga de lllip€) foram
revestidos com quitosana (polimero natural e biodegradavel) produzindo
nanoparticulas hibridas. Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) séo a
segunda geracao de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e sdo formadas pela
mistura de diferentes acidos graxos solidos ou pela associacao de lipidios sélidos
e liquidos, e estabilizadas por tensoativos. Os CLN foram desenvolvidos
objetivando melhorar a eficiéncia de encapsulamento e evitar a expulséo do ativo
durante a armazenamento (GESZKE-MORITZ & MORITZ, 2016).



Os CLN dividem-se em trés diferentes estruturas, o primeiro modelo,
conhecido como “CLN imperfeito” (matriz lipidica imperfeita): consiste em uma
mistura de glicerideos compostos por diferentes &acidos graxos, geralmente
utiliza-se uma baixa concentracao de 6leo em comparagédo com lipidios sélidos.
Essa mistura aumenta a distancia entre as cadeias de acidos graxos dos
glicerideos ocasionando imperfei¢cdes no cristal. Essas imperfeicdes geram mais
espaco para acomodar o ativo, aumentando, assim, a eficiéncia do
encapsulamento. Este tipo de carreador pode ser preparado utilizando
manteigas naturais como a manteiga de illipé. (PUROHIT et al., 2016; GARG, et
al. 2022).

O segundo modelo é chamado de “CLN amorfo”, € composto por uma
mistura de lipidios solidos com lipidios liquidos (6leo). Essa estrutura evita a
expulsdo do ativo das particulas durante a estocagem, jA que ndo ocorre 0
processo de cristalizac&o do lipidio ficando a matriz lipidica no estado amorfo. O
terceiro modelo € chamado de “multiplo CLN”, que € composto pela dispersao
de 6leo em lipidio sélido, utilizando uma alta concentracdo de 6leo. Durante
processo de cristalizacdo, ocorre separacao de fases dos dois lipidios. A certa
temperatura, a miscibilidade entre eles leva a precipitacdo do nano-
compartimento oleoso (UNER; RADTKE; WISSING, 2007; TAMJIDI et al., 2013;
GARG, et al. 2022). Diferentes 6leos podem ser utilizados na preparacédo de CLN
amorfo e multiplo como por exemplo, 6leo de coco, 6leo de argan, triglicerideo
de acido caprilico/caprico (Miglyol).

A manteiga de lllipé (M) foi utilizada nesta pesquisa com lipidio sdlido. Ela
€ composta pelos acidos graxos: acido estearico (43,3%), o acido oleico (37,4%)
e 0 acido palmitico (18%) e, portanto, pode ser utilizada para obter CLN com
baixa cristalinidade por apresentar um nucleo lipidico menos cristalino em
comparacao ao lipidio puro como ja descrito por Carvalho et al. (2019). A Ml tem
sido utilizada na industria cosmética devido as propriedades de hidratacdo da
pele e restauracdo da elasticidade. Ela é obtida a partir da semente das plantas
do género Shorea sp encontradas na floresta de Bornéu no sudoeste Asiatico
(GANI, 2011; RAHMAN, 2011; TAMJIDI et al., 2013).

Ja a quitosana utilizada no revestimento € um polissacarideo natural e
linear que possui grupamentos aminos, apresentando carga positiva em pH

abaixo de 6,5. E um polimero biocompativel e biodegradavel que apresenta



baixa toxicidade e imunogenicidade. Apresenta propriedades antibacterianas,
emulsificante e quelante, capaz de promover o prolongamento de tempo de
retencdo de farmacos em mucosas devido a sua propriedade de
bio/mucoadeséo, além de agir na regeneracdo da matriz extracelular durante a
reconstrucéo da pele e na cicatrizacao de feridas nas fases iniciais. A adi¢ao de
quitosana na superficie de nanoestruturas visa conferir propriedades
mucoadesivas e melhorar a liberacdo de farmacos (VIEIRA et al, 2018;
CORDENONSI et al, 2019).

No estudo feito por Dawoud (2021), o docetaxel foi encapsulado em
nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com quitosana. Quando comparou-se
as nanoparticulas nao revestidas com as revestidas com quitosana, observou-
se um aumento do didmetro médio das particulas de 143nm para 225 nm e
mudanca da carga negativa para positiva indicando o sucesso do revestimento.
O revestimento também influenciou na liberacdo do docetaxel tornando-se mais
lenta além de apresentar maior efeito citotoxico in vitro e in vivo.

NLS revestidas com quitosana foi desenvolvida para carrear 6leo de
curcuma Zedoary, um Oleo volatil amarelo extraido da curcuma. Neste estudo foi
verificado a melhora da biodisponibilidade do 6leo pelo aumento da penetracéo
do Oleo através da mucosa prologando o tempo de permanéncia na regido de
absor¢do. No estudo in vivo foi verificado uma distribuicdo direcionada do 6leo
para figado sendo capaz de manter uma maior concentragdo nos tecidos por
mais tempo, podendo atuar no tratamento do cancer de figado (YANG, et al.
2020).

Ja o estudo desenvolvido por Silva, et al (2021) produziu carreadores
lipidicos nanoestruturados revestidos com quitosana para imobilizar porfirinas de
terceira geracdo para terapia fotodinamica em céancer de bexiga. Os autores
observaram que o processo de imobilizacdo ndo alterou a fotoatividade da
porfirina e minimizou a agregacao das mesmas no meio de cultura celular, além
disso as nanoparticulas hibridas apresentaram alta estabilidade fisica e
indicativo de propriedade mucoadesiva.

Assim como os trabalhos citados acima os glicoalcaldides encapsulados
em nanoparticulas hibridas poderdo promover aumento da mucoadesdo e

biodisponibilidade com potencial para tratamento do cancer devido as



propriedades citotoxicas da solasonina (SS) e solamargina (SM) que podem ser

potencializadas pelo seu encapsulamento nas nanoparticulas hibridas (NH).

1.3 Carcinoma de bexiga urinaria (CB)

O cancer de bexiga (CB) € uma das neoplasias mais comuns do trato
urinério. Possui trés tipos: carcinoma de células de transicdo, carcinoma de
células escamosas e adenocarcinoma, podendo ser classificado como
superficial (n&o invasivo) ou invasivo (REIS et al., 2012; SAGINALA, et al. 2020).
Mais de 70% da incidéncia de CB é superficial. Contudo, 50% dos tumores néo-
musculo invasivos recorrem em 4 anos apoés o tratamento e 11% evoluem para
o fendétipo invasivo. O tratamento é dificil devido a alta taxa de recorréncia, assim,
0 acompanhamento a longo prazo € necessario. A sobrevida média de 5 anos
para todos os estagios do cancer de bexiga é de 78%. (SHELLEY; MASON;
KYNASTON, 2010; SHIMADA et al., 2011; TRAN, et al. 2021).

Os mecanismos de formacdo do CB sao complexos e os detalhes ainda
ndo sdo totalmente compreendidos. Mas sabe-se que a inflamagdo €
frequentemente observada no cancer de bexiga, juntamente com a presenca de
muitas células imunes nos locais do cancer. Sendo a fungao normal interrompida
devido a uma interacdo complexa de quimiocinas, proteases e citocinas nao
guimiotdticas, resultando na sobrevivéncia e proliferacdo de células
cancerigenas (THOMPSON, et al. 2015).

De acordo com dados da GLOBOCAN, cerca de 573.278 pessoas foram
diagnosticadas com cancer de bexiga em 2020, colocando o céancer de bexiga
como o 10° cancer mais comumente diagnosticado no mundo. Ja no Brasil,
estima-se 10.640 novos casos de CB para cada ano do triénio 2020-2022, com
uma prevaléncia maior no sexo masculino. O principal fator de risco para o CB é
o tabagismo, sendo que fumantes tem um risco 6 vezes maior em desenvolver
a doenca. Além disso a exposicdo a compostos quimicos como aminas
aromaticas, azocorantes, benzeno, benzidina, cromo/cromato e fumo séo
considerados fatores de risco. (INCA, 2020).

No CB superficial, que é o foco desta pesquisa, o tratamento consiste da
guimioterapia com alguns farmacos como a mitomicina C, gencitamina e

doxorrubicina ou a imunoterapia bacilo Calmette-Guerin (BCG) pela via



intravesical (TRABOULSI & KASSOUF, 2016; TRAN, et al. 2021). No entanto, o
uso de organismos vivos ou atenuados causam efeitos colaterais, presentes em
mais de 90% dos pacientes tratados com BCG. Os sintomas vao desde irritacado
leve do trato urindrio até O6bito, passando por complicacbes graves como
instabilidade hemodinamica, febre persistente ou reacdes alérgicas. (SHELLEY;
MASON; KYNASTON, 2010; TRABOULSI & KASSOUF, 20186).

No caso de tumores superficiais, a administracdo sistémica de
guimioterapicos ndo é indicada, pois estes tumores estédo localizados perto da
superficie do urotélio que € pouco vascularizada (TSALLAS; JACKSON; BURT,
2011; TAN et al., 2016). A administracdo do farmaco no local de acdo pode
aumentar a eficacia farmacoldgica e diminuir a dose necessaria para a obtencéo
do efeito desejado bem como diminuir os efeitos adversos (CAPAZ; SABAN;
BONAMINI, 1988). Porém, a baixa permeabilidade do urotélio e a reducdo do
tempo de permanéncia do tratamento na bexiga devido esvaziamento periédico
pode ocasionar doses repetidas que geram dor no local e risco de infe¢des.
(MUGABE et al., 2012; KURTOVA & CHAN, 2016).

Por isso 0 uso de um sistema hibrido, proposto pela pesquisa, que seja
mucoadesivo e que promova uma liberacdo modificada com reducédo das doses
aplicadas é interessante para tratamento do CB pois reduz as limitacdes
inerentes a via de administracdo além de poder aumentar a permeacao do ativo

encapsulado nas células tumorais.
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2. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o desenvolvimento do nanocarreador hibrido (NH)
foi adequado para encapsulamento do extrato alcaloidico de S. lycocarpum
apresentando alta eficiéncia e capacidade de encapsulamento para o0s
marcadores solasonina e solamargina. Essa alta capacidade de encapsulamento
do NH pode estar relacionada a baixa cristalinidade do nanocarreador (indice de
recristalizacdo de 15%) verificado por DSC, que permite acomodar uma
guantidade de farmaco maior, além da afinidade do extrato lipofilico com os
lipidios do NH.

O NH desenvolvido foi obtido com sucesso pelo método de emulséo a
guente e sonicacdo, um método de baixo custo, em uma Unica etapa sendo
facilmente escalonavel. Foi confirmado por crio-TEM e pelo valor positivo do
potencial zeta dos NH-EA que esses carreadores sao do tipo core-shell sendo
um nucleo lipidico (core) revestido por quitosana (shell). Por DSC e FTIR foi
verificado a interacdo dos componentes lipidicos com a quitosana corroborando
com os dados de crio-TEM.

Os NH-EA apresentaram diametro reduzido (~ 130 nm) e baixa
polidispersdo (Pdl <0,2) como verificado por DLS e NTA. Além disso,
apresentaram morfologia esférica e néo foi observado agregados dos
nanocarreadores tanto por AFM quanto por crio-TEM confirmando os dados de
baixa polidispersdo do nanocarreador hibrido. NH-EA demonstrou interagdo com
a mucina indicando propriedade mucoadesiva relacionada a diferenca de carga
entre a NH-EA (positivo) e a mucina (negativo), caracteristica relevante para a
administragao intravesical desta formulagdo em modelos in vivo.

Nos estudos biolégicos foi verificado que o EA livre foi citotoxico contra as
células de cancer de bexiga RT4 e T24 e que 0 seu encapsulamento aumentou
o efeito citotoxico do EA apos 72h de tratamento no modelo de cultivo celular
2D. Nos estudos em cultivo celular 3D que mimetizam o microambiente tumoral
nativo e sdo mais parecidos com o modelo in vivo, foi verificado um aumento dos
valores de ICso em relacdo ao modelo de cultivo celular 2D. Além disso, foi
verificado, por microscopia confocal, que o NH-EA é capaz de permear todo o
esferoide e entregar os glicoalcal6ides nas partes mais profundas da células
tumorais proporcionando aumento do efeito bioldgico do extrato com reducéo de
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2x no valor de ICso. Verificamos por western blotting e PCR de tempo real que o
efeito citotoxico do NH-EA nas células de cancer de bexiga ocorre por inducéo
da apoptose, principalmente pela ativacdo da via intrinseca (mitrocondrial).
Todos os resultados desta pesquisa demonstraram o grande potencial do
nanocarreador hibrido do tipo core-shell como um tratamento alternativo para o

cancer de bexiga.
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