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RESUMO

Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo da atividade antitumoral do extrato
hidroetanolico de Passiflora alata curtis encapsulado em lipossomas hibridos, Sabrina
Mendes Silva Araujo, Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovao, 2020.

O céncer é uma das doencas mais temidas dos Ultimos anos e avanga de forma progressiva
no século XXI. E uma doenca multifatorial caracterizada por mutacdes genéticas e
alteracbes epigenéticas, que podem ser desencadeadas por fatores ambientais e
comportamentais relacionado ao estilo de vida. Atualmente, varias nanodrogas
antitumorais estdo sendo testadas em ensaios clinicos e pré-clinicos e mostram-se
promissoras no quesito terapia e diagnostico. Este trabalho teve por objetivo desenvolver
biotecnologicamente e avaliar o efeito do extrato hidroetanélico das folhas de Passiflora
alata Curtis encapsulado em lipossomas hibridos (LHPA) sobre a atividade citotdxica in
vivo, em animais portadores de sarcoma 180. A P. alata foi submetida a extragéo, e
encapsulada em lipossomas unilamerares. As nanoparticulas foram caracterizadas quanto
ao tamanho, indice de polidispersidade e carga superficial (potencial zeta) por
espalhamento dindmico de luz. A morfologia das particulas obtidas foi analisada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A atividade antitumoral in vivo do (LHPA)
foi avaliada utilizando camundongos Swiss transplantados com tumor sarcoma 180
(S180) (2 x 108 células/0,5 mL/camundongo), por via subcutinea. Para avaliar o efeito do
LHPA sobre o crescimento tumoral, um dia apos a inoculagdo do tumor foi instituido o
tratamento por 7 dias consecutivos, por via intraperitoneal (i.p.) e oral, em experimentos
distintos. Um dia ap0s o termino do tratamento, os animais foram eutanasiados, e em
seguida feito coleta do sangue periférico, com subsequente resseccdo dos 6rgdos e
tumores para a medida do crescimento tumoral (% inibicdo) posteriores analises
laboratoriais (hematoldgicas e bioquimicas). As médias foram obtidas a partir de dados
com distribuicdo gaussiana, e foram comparadas entre si por meio de analise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de comparaces multiplas de Tukey (p < 0,05. Foi observado
que o LHPA, ap6s administracdo por via i.p., inibiu o crescimento tumoral em 68,08 e
83,44% nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente, o0 grupo controle negativo
(veiculo) teve inibicdo igual a 0, o quimioterapico 5-fluorouracilo foi utilizado como
controle positivo nesta fase de testes. A avaliacdo da atividade antitumoral apds
administracao por via oral, evidenciou que o LHPA nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia
apresentou percentual de inibicdo de 55,15 e 65,85%, nesta ordem, controle negativo
apresentou inibicao igual a 0, ciclofosfamida foi utilizado como controle positivo. Desta
forma, as nanoparticulas LHPA apresentaram valores expressivos de inibicdo tumoral por
distintas vias de administracdo testadas.

PALAVRAS-CHAVES: Cancer; Sarcoma 180; Lipossoma; Nanoparticulas; Passiflora

alata.
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ABSTRACT

Development, characterization and evaluation of the antitumor activity of the
hydroethanolic extract of Passiflora alata Curtis encapsulated in hybrid liposomes,
Sabrina Mendes Silva Araujo, Federal University of Sergipe, Sdo Cristdvéo, 2020.

Cancer is one of the most feared diseases of recent years and is progressing progressively
in the 21st century. It is a multifactorial disease characterized by genetic mutations and
epigenetic changes, which can be triggered by environmental and behavioral factors
related to lifestyle. Currently, several antitumor nanodrugs are being tested in clinical and
pre-clinical trials and show promise in terms of therapy and diagnosis. This work aimed
to develop biotechnologically and evaluate the effect of the hydroethanolic extract of the
leaves of Passiflora alata Curtis encapsulated in hybrid liposomes (LHPA) on the
cytotoxic activity in vivo, in animals with sarcoma 180. P. alata was submitted to
extraction, and encapsulated in unilamer liposomes. The nanoparticles were characterized
in terms of size, polydispersity index and surface charge (zeta potential) by dynamic light
scattering. The morphology of the particles obtained was analyzed by scanning electron
microscopy (SEM). The in vivo antitumor activity of (LHPA) was evaluated using Swiss
mice transplanted with sarcoma tumor 180 (S180) (2 x 106 cells / 0.5 mL / mouse),
subcutaneously. To evaluate the effect of LHPA on tumor growth, one day after tumor
inoculation, treatment was instituted for 7 consecutive days, intraperitoneally (i.p.) and
orally, in different experiments. One day after the end of the treatment, the animals were
euthanized, and then the peripheral blood was collected, with subsequent resection of the
organs and tumors to measure the tumor growth (% inhibition), later laboratory analyzes
(hematological and biochemical). The averages were obtained from data with Gaussian
distribution, and were compared with each other through analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey's multiple comparison test (p <0.05. It was observed that the LHPA,
after administration via ip, inhibited tumor growth by 68.08 and 83.44% at doses of 50
and 100 mg / kg / day, respectively, the negative control group (vehicle) had inhibition
equal to 0, the chemotherapeutic 5-fluorouracil was used as a positive control in this
testing phase.The evaluation of antitumor activity after oral administration showed that
LHPA at doses of 100 and 200 mg / kg / day showed a percentage of inhibition of 55.15
and 65.85%, in this order, negative control showed inhibition equal to O,
cyclophosphamide was used as positive control, so the LHPA nanoparticles showed
significant values of tumor inhibition by different routes of administration tested.

SUBJECT HEADINGS: Cancer; Sarcoma 180; Liposome; Nanoparticles; Passilfora
alata.
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1- INTRODUCAO

O céncer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e foi responsavel por 9,6
milhdes de mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis mortes sdo relacionadas a
doenca, que se apresenta com estimativas de mortalidade crescente. Esses dados refletem
a caréncia por agentes antineoplasicos mais efetivos, que levem ao aumento da
expectativa de vida ou a cura. Nesse contexto, a natureza € uma alternativa para o
problema, por abrigar uma gigantesca biodiversidade e o Brasil se destaca, por possuir a
maior diversidade de espécies de plantas do mundo, mas pouco exploradas quanto suas
caracteristicas biologicas (OPAS, 2018).

A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, pelo
envelhecimento e crescimento populacional, como também pela mudanca na distribuigdo
e na prevaléncia dos fatores de risco de cancer. Com base no documento World Cancer
Report 2014 da International Agency for Research on Cancer (IARC), e nos dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é inquestionavel que o cancer € um problema de
salde publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde é esperado que,
nas proximas décadas, o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80% dos mais de
20 milhdes de casos novos estimados para 2025 (BRAY et al., 2014).

As estimativas mundiais de 2018, apontam que ocorreram no mundo 18 milhdes
de casos novos de cancer (17 milhGes sem contar os casos de cancer de pele nao
melanoma) e 9,6 milhdes de dbitos (9,5 milhdes excluindo os canceres de pele ndo
melanoma). O cancer de pulmé&o é o mais incidente no mundo (2,1 milhdes) seguido pelo
cancer de mama (2,1 milhdes), colon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo). A
incidéncia em homens (9,5 milhdes) representa 53% dos casos novos, sendo um pouco
maior nas mulheres, com 8,6 milhdes (47%) de casos novos (BRAY et al., 2018).

Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que
ocorrerdao 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele
ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido
pelos canceres de mama e préstata (66 mil cada), colon e reto (41 mil), pulmao (30 mil)
e estbmago (21 mil) (INCA, 2019).
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O tratamento do cancer varia e geralmente envolve etapas em conjunto com
ressec¢do cirlrgica, radioterapia e quimioterapia. Nos ultimos anos, a nanoterapia
direcionada e a imunoterapia estdo ganhando forga. A quimioterapia é a principal
abordagem para o tratamento de tumores metastaticos, contudo esta associada a diversos
efeitos colaterais graves, como supressdo da medula éssea, neurotoxicidade, reacao
gastrointestinal e danos hepaticos e renais. Além disso, 0s quimioterapicos podem induzir
resisténcia a maltiplas drogas, levando a falha do tratamento apds a recorréncia da doenca.
Com aspectos negativos quanto a citotoxidade ampla da quimioterapia, a ciéncia tem
buscado alternativas terapéuticas sob a prerrogativa de que os extratos de plantas
mostraram propriedades anticancerigenas interessantes sem os graves efeitos colaterais

dos agentes citotoxicos (FENG et al., 2017).

A Passiflora alata ¢ uma espécie nativa do Brasil usada em varias preparacoes
farmacéuticas que sdo registradas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa). Ela foi inserida na Farmacopeia Brasileira (FB), desde a sua 12 edicdo em 1926,
com a descricdo da droga vegetal, extrato fluido e tintura de suas folhas (BRANDAO,
2006). Estudos mostram que o extrato hidroetanolico 64% (v/v) das folhas de P. alata
Curtis demonstra alta citotoxicidade in vitro frente a distintas linhagens de células, como
células tumorais de ovario-humano (OVACAR-8), carcinoma de colon (HCT-116) e
glioblastoma (SF295), com valores de inibicdo de 96%, 97.5% e 99%, respectivamente
(GOMES et al., 2017).

Nos ultimos anos, varios estudos em nanotecnologia na area de biologia médica,
incluindo diagnostico e terapia, ganharam atencdo notavel. Além disso, a pesquisa e 0
desenvolvimento de nanoparticulas multifuncionais projetadas como transportadoras de
medicamentos farmacéuticos estimularam o crescimento exponencial de aplicacdes na
medicina na ultima década. Os principios de design dessas nanoparticulas, incluindo
nano-emulsdes, dendrimeros, nano-ouro, lipossomas, conjugados transportadores de
drogas, complexos anticorpo-droga e nanoparticulas magnéticas, baseiam-se
principalmente em conjuntos exclusivos de componentes sintéticos, naturais ou
biolégicos (PURI et al., 2009).

O uso da nanotecnologia na encapsulacdo de extratos medicinais tem aberto
caminho para uma melhor atividade e sustentado a liberacdo de nanoparticulas. Desde
entdo, a estratégia de aplicacdo da nanotecnologia em extratos vegetais, em especial, vem

sendo bastante citada na literatura uma vez que 0s sistemas nanoestruturados demonstram
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ser capazes de potencializar a acdo de extratos de plantas, reduzindo a dose. A preparacéo
de lipossomas com solutos retidos foi demonstrada pela primeira vez em um trabalho
publicado pelo professor Bangham do Reino Unido. Desde a sua cria¢do, os lipossomas
foram explorados como carreadores para a entrega de medicamentos e produtos
farmacéuticos (PURI et al., 2009).

Os lipossomas sdo uma classe amplamente estudada para integrar o transporte de
farmacos, geralmente caracterizada pela presenca de uma bicamada lipidica composta
principalmente por fosfolipidios anfipaticos contendo um interior aquoso com carga
multidimensional. Atualmente, varias formulacGes de lipossomas estdo em uso clinico
para combater o cancer e doencas infecciosas, enquanto outras aguardam os resultados de
ensaios clinicos (LI, 2017).

A natureza mostra-se como uma alternativa ao problema, por abrigar uma
fascinante biodiversidade de vidas microbiana, vegetal e animal. Quando observado os
estudos quimicos, farmacologicos e clinicos dos medicamentos tradicionais utilizados na
clinica, podemos perceber que, predominantemente, derivaram de plantas medicinais
(NEWMAN e CRAGG, 2007). O reino vegetal é o que tem contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de metabolicos secundarios, muitos destes de grande
valor devido as suas aplicacdes como medicamento, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (CRAGG, NEWMAN e YANG, 2006; AGGARWAL e SHISHODIA,
2006). Tais metabdlicos possuem grandes potencialidades como principios ativos e
podem ser utilizados diretamente na terapia, como precursores na semi-sintese
quimiofarmacéutica ou em modelos para sintese de novos principios de uso terapéutico.
Os metabolicos secundarios podem ser divididos em diversas classes estruturais:
flavondides, alcaloides, taninos, saponinas, terpenos, ligninas, esteroides, dentre outros
(CLARDY e WALSH, 2004).

O Brasil possui a maior diversidade de espécies de plantas do mundo, mas um
valor inferior a 10% foi avaliado no que diz respeito as suas caracteristicas biologicas e
menos de 5% foram submetidas a estudos fitoquimicos detalhados. Dentro desse universo
elas sdo escassamente estudadas quanto a citotoxicidade em linhagens de células
tumorais. Contudo, esforcos estdo sendo realizados por pesquisadores na tentativa de
explorar a natureza a procura de novas plantas e substancias com potencial atividade
(FERREIRA, et al., 2011). Portanto, considerando que ha necessidade de terapias eficazes

para o0 cancer, o presente estudo analisou os tratamentos induzidos com extrato de
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Passiflora alata encapsulado em lipossomas hibridos, sobre a atividade citotdxica in vivo

em modelos animais transplantados com células tumorais.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

Atualmente, a definigé@o de cancer refere-se a um conjunto de mais de 100 doencas
que tém em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacdao de tumores, que podem espalhar-se para outras regides do corpo
(INCA, 2020).

Esse processo anormal de crescimento celular pode ocorrer de duas maneiras: A
primeira delas é através da perda do controle do ciclo celular, caracterizado pela mutacao
de proto-oncogenes, os quais ativam o ciclo celular em condi¢cbes normais,
transformando-0 em um oncogenes, ou seja, um gene alterado que ativa constantemente
o ciclo celular. O inverso tambem pode acontecer, no caso, com 0s genes supressores de
tumor, que tem a funcdo de controlar o crescimento das células, inibindo o ciclo celular.
Esses genes supressores de tumor, quando alterados, deixam de inibir o ciclo celular,
permitindo que o mesmo ocorra de forma descontrolada dentro da fase mitética
(ARAUJO, 2019).

A segunda forma de desenvolvimento do cancer pode acontecer por meio de
mutac6es no gene que codifica a proteina P53, conhecido também como gene de reparo.
Este gene, por codificar uma proteina que regula o ciclo celular, atua como um supressor
de tumor. Varios estudos mostram que, a P53 esta relacionada com o bloqueio do ciclo
celular em caso de dano ao DNA e, por isso, tornou-se objeto de pesquisas (ZHAO et al.,
2017; ARAUJO, 2019).

Os genomas do cancer podem conter centenas de rearranjos cromossémicos. Esses
genomas evoluem gradualmente, acumulando mudancas em pequena escala
sucessivamente ao longo de muitas geracfes. No entanto, o alto nimero de rearranjos em
muitos canceres sugere uma visdo alternativa, ndo exclusiva obviamente, de que o0s
genomas do cancer podem evoluir rapidamente por meio de episoddios discretos que

geram surtos de alteracdes gendmicas. Este modelo é atraente porque um pequeno
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namero de eventos mutacionais catastroficos pode explicar parcimoniosamente a origem

da extrema complexidade em muitos genomas de cancer (UMBREIT et al., 2020).

Os genes que participam da formacdo de neoplasias séo, principalmente, os que
nas células normais estdo envolvidos com o controle do ciclo celular, reparacdo do DNA
danificado e apoptose. Os oncogenes codificam proteinas que promovem a perda do
controle sobre o ciclo mitético e levam as células a se tornarem cancerigenas, esses genes
resultam de mutagdes somaticas, e sdo dominantes. O cancer, basicamente, € uma doenca
do DNA (YOU, 2012).

O processo de conversdao de uma célula normal para uma célula cancerigena,
denominado de carcinogénese, este mecanismo é entendido através da aquisicdo
sequencial de alteracBes celulares em maultiplas etapas, geralmente lento, ligado a
mutagénese, que pode levar varios anos para ser observado como uma massa tumoral
detectavel (CAO, 2017). Este processo possui varias etapas envolvendo mutacdes de
genes criticos e aumento da proliferacdo celular, etapas conhecidas como iniciagéo,
promogcéao e progressdo (KLAUNIG e WANG, 2018; INCA, 2020).

No estdgio de iniciacdo os genes sofrem acdo dos agentes cancerigenos, que
provocam modificacbes em alguns de seus genes. Nessa fase, as células se encontram
geneticamente alteradas, porém ainda ndo é possivel se detectar um tumor clinicamente.
Ja no estagio de promocdo, as células encontram-se geneticamente alteradas, ou seja,
"iniciadas”, sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como
oncopromotores. A célula iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e
gradual. Para que ocorra essa transformacao, é necessario um longo e continuado contato
com o agente cancerigeno promotor (INCA, 2020).

O dltimo estagio € a fase de progressdo, onde se caracteriza pela multiplicacao
descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio, o cancer ja estéa instalado,
evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. Os fatores
que promovem a iniciacdo ou progressdo da carcinogénese sao chamados agentes
oncoaceleradores ou carcindgenos (INCA, 2020).

A superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre de fontes
enddgenas e /ou exdgenas, que também determinam o processo de carcinogénese. Fontes
enddgenas incluem ambas organelas intracelulares, bem como fontes inflamatorias.
Fontes exdgenas incluem xenobidticos, produtos farmacéuticos e radiacdo. O oxidante

resultante desse processo pode induzir mutacdes em genes celulares criticos, sob a
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inibicdo das vias de defesa antioxidante e de mecanismos de reparo do DNA. Além disso,
as ROS podem ativar uma série de sinais e vias de transducdo, que transcrevem genes
reguladores de crescimento celular (KLAUNIG e WANG, 2018).

As células do céancer possuem defeitos nos mecanismos que governam a
proliferagdo normal. Entre as caracteristicas do tumor maligno estdo a autossuficiéncia
da sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade a inibidores do crescimento,
inibicdo da morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado,
angiogénese, poder de invasdo e capacidade de metastastizar-se (YUAN et al., 2017). O
cancer é caracterizado por um desvio nos mecanismos de controle que dirigem a
proliferacdo e a diferenciacdo das células. Essas células proliferam excessivamente e
formam tumores locais que podem comprimir ou invadir estruturas adjacentes normais
(KATZUNG, 2003). As celulas que sofrem transformacéo neoplasicas geralmente
expressam antigenos de superficie celular que parecem ser do tipo fetal normal
(APTSIAURI, et al., 2007). Alem disso, apresentam outros sinais de indiferenciagéo
aparente e podem exibir anormalidades cromossémicas estruturais e numéricas, incluindo
diversas translocacbGes e 0 aparecimento de sequéncias génicas amplificadas (DIAZ-
MORALLI et al., 2013).

O desenvolvimento do cancer envolve um processo minucioso, no qual muitos
fatores identificados e néo identificados desempenham um papel. A angiogénese tumoral,
crescimento de novos vasos sanguineos, € um dos principais pré-requisitos para o
crescimento tumoral, uma vez que as células tumorais dependem do suprimento adequado
de oxigénio e nutrientes, bem como da remocdo de produtos residuais. Fatores de
crescimento, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), orquestram o

desenvolvimento da angiogénese (KUOL, 2018).

Existe uma pequena subpopulacéo de células no interior do tumor, que podem ser
descritas como células-tronco tumorais. Essas células retém a capacidade de sofrer ciclos
repetidos de proliferacdo, podendo migrar para locais distantes no corpo, a fim de
colonizar varios 6rgaos através do processo denominado metastase. Essa progressao
neoplasica € acompanhada de anormalidades quantitativas em diversas vias metabdlicas
e componentes celulares (CROKER e ALLAN, 2008).

Os processos invasivos e metastaticos, bem como a série de anormalidades
metabolicas decorrentes do cancer, provocam doenca e morte eventual do paciente, a ndo

ser que a neoplasia possa ser erradicada com o tratamento (INCA, 2020). Existem, de
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forma geral, algumas modalidades de terapias na tentativa de diminuir os indices de
mortalidade por cancer, como a quimioterapia, a mais utilizada, em conjunto com a
cirurgia e a radioterapia. Nesse sentido, devido a relativa semelhanga entre as células
malignas e normais do corpo, o grande desafio para o tratamento de canceres é a distin¢do
entre essas células. Esta falta de especificidade dos quimioterapicos gera violentos efeitos
secundarios como diarreia, vOmitos, nauseas, alopecia e maior susceptibilidade a
infeccBes (BRANDAO, 2010).

2.2 - Passiflora alata Curtis

O uso de plantas com fins terapéuticos é uma tradicdo milenar presente nas
culturas de véarias nagdes constituindo, ainda hoje, um recurso alternativo de grande
aceitacdo (FENNELL et al., 2004). Um exemplo é o maracuja, cuja utilizagdo como
planta medicinal faz parte da cultura de povos americanos, europeus e asiaticos. Espécies
comerciais e silvestres integram o repertério etnofarmacologico que recomenda folhas,
flores, raizes e frutos para combater as mais diferentes enfermidades; do controle de
verminoses ao tratamento de tumores gastricos (MATOS, 2002; DRAHMAN,
DHARMAN e SHARMA, 2004).

Os maracujas pertencem ao género Passiflora, compreende cerca de 500 espécies
pertencentes a familia Passifloraceae. A familia é formada por 12 géneros, dos quais 7
estdo dispersos em varias partes do globo como a Africa, Asia, Ilhas do Pacifico Sul,
Nova Guiné e Nova Zelandia. O género Passiflora € o mais importante da familia,
distribuidas em regibes tropicais e temperadas da Ameérica do Sul (MIRODDI et al.,
2013).

O género Passiflora apresenta grande importancia econdmica na agricultura e
horticultura, sendo empregada para fins ornamentais, medicinais e alimentares. Algumas
espécies como P. edulis (maracuja-roxo) e P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg. (maracuja-
amarelo) destacam-se em funcdo da qualidade dos frutos para consumo. A espécie P.
incarnata (maracuja) é conhecida mundialmente por suas propriedades medicinais. O
valor ornamental do género deve-se as flores coloridas e perfumadas (MELETTI,
SOARES-SCOTT e BERNACCI, 2005). A P. alata (maracuja-doce) € a espécie mais
amplamente utilizada no Brasil para fins medicinais, que, assim como a P. incarnata,
apresenta atividade ansiolitica descrita (BERNACCI, MELETTI e SOARES-SCOTT,
2003).
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No Brasil encontram-se aproximadamente 142 espécies de Passiflora, sendo 83
delas endémicas (JARDIM BOTANICO, 2019). Destas espécies, as mais conhecidas e
utilizadas séo a P. alata Curtis (BARBOSA et al., 2008) e a P. edulis Sims (LI et al.,
2011). Recentemente, na quinta edicdo da FB, houve a inser¢do da monografia de P.
edulis (ANVISA, 2010). Monografias das drogas vegetais de P. alata, P. edulis e P.
incarnata, assim como a tintura de P. edulis estdo descritas no Formulério de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB), todas com a indicagdo de uso como
ansiolitico e sedativo leve (ANVISA, 2011). Folhas de P. alata, P. edulis e partes aéreas
de P. incarnata estdo recomendadas para quadros leves de ansiedade e insonia a partir da
infus@o de suas drogas vegetais segundo a RDC n° 10 (2010), que trata da notificacdo de
drogas vegetais junto a Anvisa (ANVISA, 2010).

No ambito da satde publica no Brasil, foi estabelecido em 2006 pelo Ministério
da Saude a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Sistema Unico de Satde (SUS) (PNPIC, 2006). Em dezembro de 2008, foi instituido o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que tem como objetivo inserir,
com seguranga, eficacia e qualidade, plantas medicinais, fitoterapicos e servigcos
relacionados a Fitoterapia no SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Nesse contexto, a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS listou 71 espécies de plantas
medicinais que poderdo ser usadas como medicamentos fitoterapicos no Sistema Unico
de Saude, sendo incluidas nessa lista P. alata, P. edulis e P. incarnata (RENISUS, 2009).

Nas ultimas décadas, o numero de estudos fitoquimicos e farmacologicos com a
P. alata aumentou. Dentre os principais metabdlitos secundarios relatados para a P. alata
destacam-se os flavonoides (PEREIRA et al., 2004; MULLER et al., 2005)
xilosilvitexina, vitexina, isovitexina, , orientina, isoorientina, apigenina, rutina, ramnosil-
scoparina, saponinas (REGINATTO et al., 2004; REGINATTO, 2001) com diferentes
estruturas quimicas (quadrangulosideo,3-O-f-D-glicopiranosilestigmasterol, acido 3-O-
S-D-glicopiranosil-oleandlico, acido 3-O-p-D-glicopiranosil-(1—3)-f-D-glicopiranosil-
oleanodlico,acido3pDglicopiranosil(1—2)pDglicopiranosiloleandlico), os  alcaloides
(harmana, harmanina e harmalina) também fazem parte dos metabdlitos
(ABOURASHED; VANDERPLANK e KHAN, 2003).

Um estudo descrito por Zhan et al. (2013) relatou a atividade antimelanogénica
de extratos obtidos das folhas de P. edulis, o qual atribuiu a atividade observada a
presenca de glicosideos flavonoidicos, glicosideos triterpenos e ciano glicosideos.

Estudos também foram realizados com os decoctos de frutos de duas espécies de
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Passiflora (P. edulis e P. foetida), a qual inibiram metalo-proteases, que sdo enzimas
relacionadas a progressdo e invasdo de tumores, metastase e angiogénese tumoral, de
forma dose-dependende (PURICELLI et al. 2003). Em estudo realizado por Sujana et al.
(2012) e Ripa et al. (2009) foram descritas atividades citotoxicas dos extratos de P.
incarnata e P. edulis frente a linhagem de células tumorais.

Um estudo com o extrato hidroetandlico 64% (v/v) das folhas de P. alata
demonstrou alta citotoxicidade in vitro frente a trés linhagens de células tumorais, ovario-
humano (OVACAR-8), carcinoma de colon (HCT-116) e glioblastoma (SF295), com
valores de inibicéo de 96%, 97.5% e 99%, respectivamente. No mesmo estudo, frente as
mesmas linhagens celulares, foi determinada a concentragdo inibitéria média capaz de
provocar 50% de seu efeito maximo (CI50) com resultados >50 pg/mL, 3.60 pg/mL e
2.99 pg/mL, respectivamente. De acordo com programa pre-clinico de triagem de drogas
anticancer o extrato que apresentar CI150 < 30 pg/mL sdo considerados promissores para
atividade antitumoral in vivo. Os ensaios de atividade antitumoral in vivo frente ao
sarcoma 180 demonstrou inibi¢do significativa do crescimento tumoral. Além disso,
parametros toxicologicos e hematoldgicos avaliados demonstraram que 0 extrato
apresenta baixa toxicidade nos modelos experimentais avaliados, balanco este essencial

para a sua aplicabilidade como agente antitumoral (GOMES et al., 2017).

2.3 - Nanotecnologia aplicada a extratos de plantas

O termo nanotecnologia esta relacionado ao desenvolvimento e uso de materiais
e sistemas em nanoescala, isto é, 1 a 1000 nandmetros. Trata-se de um campo em
ascensdo, o qual une conhecimento de diversas areas e possui ampla aplicabilidade,
contribuindo para o progresso na medicina, farmacia, fisica, quimica, engenharia e nos
mais diversos setores (BHARALLI et al., 2011; SAFARI e ZARNEGAR, 2013).

A incorporacdo da nanotecnologia no aprimoramento de plantas medicinais e
fitoterapicos vem ganhando espaco significativo na literatura e comunidade cientifica
uma vez gque a complexidade quimica dos extratos € extremamente relevante no sucesso
de uma formulacao, pois desempenham um papel fundamental na liberacdo do ativo. Para
isso, os veiculos de liberacdo devem, ao mesmo tempo, ser capaz de aprimorar a
solubilizacdo do farmaco, minimizar o processo de degradacdo, reduzir a toxicidade,
mascarar 0 sabor, controlar a absorcdo do ativo bem como a resposta biologica
(KESARWANI e GUPTA, 2013).
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A maioria das substancias biologicamente ativas dos extratos, como por exemplo,
os flavonoides, taninos, terpenoides, sdo altamente hidrossollveis, mas apresentam baixa
absorcgdo, ou por serem incapazes de atravessar a membrana lipidica das células ou por
apresentarem tamanho molecular elevado, dificultando sua absorcdo, gerando perda de
biodisponibilidade e consequentemente da eficacia. E por esse e outros motivos que uma
série de plantas medicinais e fitoterapicos apresenta potencial in vitro extraordinario, mas
demonstra pouca ou nenhuma acdo in vivo (AJAZUDDIN, 2010). Além disso, Vvarios
extratos vegetais e fitomoléculas, apesar de apresentarem excelente bioatividade in vitro
demonstram menos ou nenhuma acgdo in vivo devido ao seu baixo teor de lipidios
solubilidade ou tamanho molecular impréprio ou ambos, resultando em absorc¢éo e baixa
biodisponibilidade (AJAZUDDIN, 2010).

O uso da nanotecnologia na encapsulacdo de extratos medicinais tem aberto
caminho para uma melhor atividade e sustentado a liberacdo de nanoparticulas. Desde
entdo, a estratégia de aplicacdo da nanotecnologia em extratos vegetais, em especial, vem
sendo bastante citada na literatura uma vez que 0s sistemas nanoestruturados demonstram
ser capazes de potencializar a acdo de extratos de plantas, reduzindo a dose necesséria e
os efeitos colaterais, e melhorando sua atividade bioldgica (GHOSH et al., 2013). Os
principais tipos de sistemas nanoestruturados usados com a finalidade de veicular extratos
de plantas sdo: lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas (ZORZI et al., 2015)
(Figural).
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Figura 1 — Representacdo esquematica de nanoparticulas, nanoemulsdo e lipossoma

usados para veicular extratos de plantas (ZORZI et al. 2015).
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O reconhecimento de que as células biolégicas exploram as propriedades
tensoativas dos lipidios na producdo de membranas anatbmicas tem incentivado, nos
altimos anos, muitos pesquisadores a desenvolver e estudar sistemas modelo baseados na
orientacdo de lipidios nas diversas interfaces (LI, et al. 2017).

Houve um avango consideravel quando em 1963, Haydon e Taylor relataram
independentemente uma técnica para a preparacao de biomoleculares isoladas a partir de
membranas lipidicas que separam dois compartimentos aquosos. Por razdes
termodinamicas partia do pressuposto de que era provavel, que em equilibrio, todas as
bicamadas lipidicas formassem uma membrana ininterrupta, ndo existindo interfaces de
hidrocarboneto / 4gua expostas, das quais se segue que todo compartimento aquoso seria
discreto e isolado do seu vizinho, incluindo uma separagdo completa do compartimento
aquoso mais externo de todo estrutura a partir da fase aquosa continua em que esta
suspensa (HAYDON e TAYLOR, 1963).

Entdo Bangham em 1965 evidenciou que poderiam haver analogias a serem
tracadas entre as propriedades de intumescimento das estruturas liquido-cristalinas
fosfolipidicas, controladas por estruturas de dupla camada e o comportamento de
preenchimento de estruturas bioldgicas completas, composta de lipidios contendo
membranas, nome dado aos lipossomas (LI et al., 2017).
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Os Lipossomas evoluiram partir de 1965, sistemas poliméricos (1976),
dendrimeros (1978) e lipossomas PEGuilados (1980) foram desenvolvidos como
portadoes de nanodrogas na fase inicial. Doxil foi o primeiro lipossoma aprovado pela
FDA para terapia do cancer. A medida que a nanomedicina se desolveu surgiram Myocet
(doxorrubicina) nos anos 2000, Abraxane (doxorrubicina) e Genoxol-PM (paclitaxel)
posteriormente. O lipossoma Marquibo a base de vincristina, NanoTherm, Kadyla foram
aprovados para uso clinico. As nanoparticulas de BIND-014 concluiram ensaios clinicos
de fase Il em canceres avangados. O lipossoma Anti-EGFR, s&o usados no recrutamento
de cancer de mama. As propriedades fisicas das nanoparticulas de conversdo ascendente
(UCNPs) usadas na terapia fotodinamica (TFD) também representam uma direcdo
promissora em pesquisas futuras (LI et al., 2017).

O conceito de usar um lipossoma como sistema de liberacdo seletiva de drogas
para a pele foi explorado pela primeira vez em 1980. As tecnologias atualmente sendo
desenvolvidas ou exploradas para o cancer incluem lipossomas, nanoconchas, nanotubos
de carbono, pontos quanticos, dendrimeros, ciclodextrina e nanoparticulas magnéticas
(TRAN, WATTS e ROBERTSON, 2009).

2.4 - Lipossomas

Nas ultimas decadas, varios tipos de sistemas de distribuicdo de drogas para
terapia do cancer foram fabricados a partir de varios materiais. Entre esses sistemas, 0s
lipossomas sdo frequentemente considerados o arquétipo de muitas vesiculas de liberagédo
de drogas, que foram as primeiras 'drogas em nanoescala aprovadas para uso clinico (LIN
et al, 2010).

Os lipossomas sao particulas formadas por membrana (ou lamela) constituida por
moléculas anfifilicas de dupla cadeia carbdnica (fosfolipideos) organizadas em bicamada
lipidica e que possuem um interior aquoso (poc¢o aquoso). Dependendo do tamanho e do
namero de bicamadas lipidicas em torno do compartimento aquoso, 0s lipossomas podem
ser classificados como: unilamelares ou multilamelares. Os lipossomas podem encapsular
substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, que ficam retidas no compartimento aquoso e na
membrana, respectivamente (CHOI e MAIBACH, 2005; EL MAGHRABY, WILLIAMS
e BARRY, 2006).

Segundo Goémez-Henz e Fernandez-Romero (2005), os lipossomas foram

desenvolvidos para melhorar a biodistribuicdo de compostos em locais especificos do
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corpo humano, portanto, passaram a ser reconhecidos como transportadores de
substancias biologicamente ativas, tendo a capacidade de potencializar e/ou modificar a
atividade das substancias com os quais eles estdo associados. Este efeito é dependente da
composicao quimica e da estrutura fosfolipidica. Além disso, 0s lipossomas apresentam
elevada versatilidade de composi¢do e tamanho, facil producdo e manuseamento, baixa
toxicidade, Dbiodegrabilidade da matriz, biocompatibilidade, auséncia de
imunogenicidade e possibilidade de acoplar a superficie ligados de diferentes formas
(FONSECA, 2006).

Bhatacharya e Ghosh (2009) utilizaram sistemas baseados em lipidios para
incorporacdo de extrato de cha verde e ginseng, com o objetivo de aumentar a absorcao
dos componentes do extrato. Su et al. (2008) desenvolveram nanoparticulas contendo
extrato da raiz de Radix salvia e observaram significativa melhora da biodisponibilidade
do extrato. Sinico et al. (2005) desenvolveram lipossomas contendo Oleo essencial de
Artemisia arborescens e notaram que estes sistemas propiciaram aumento da penetracéo
dos componentes ativos desta planta na barreira citoplasmatica viral. Rajendran et al.
(2013) obtiveram nanoparticulas contendo o extrato metandlico de Ocimum sanctum e
observaram melhor acdo antimicrobiana para o extrato encapsulado do que na forma livre
quando testado contra E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus.

O objetivo da administracdo do medicamento € aumentar a eficacia terapéutica. A
liberacdo altamente localizada e rapida da droga nos locais-alvo, sem distribuicéo
indesejada em tecidos normais, € a forma mais terapeuticamente eficaz de minimizar os
efeitos colaterais desfavoraveis ao tratar pacientes. Para atingir este objetivo, varias
estratégias diversas foram propostas para controlar a liberacdo de drogas a partir de
lipossomas. Estes incluem lipossomas sensiveis ao pH, lipossomas fotossensiveis,
lipossomas termossensiveis, todos os quais liberam seus conteudos em resposta a
estimulos fisioldgicos locais ou externos (LIN et al., 2019).

Em comparacdo com medicamentos convencionais, as formulacfes lipossomais
alcancam maior acumulo de medicamentos na regido do tumor por meio de um efeito de
permeabilidade e retencdo (EPR) aprimorado, tempo de circulacéo sanguinea prolongado,
toxicidade de medicamentos reduzida e eficacia terapéutica aumentada. No entanto, o
efeito de direcionamento passivo dos lipossomas ainda é um desafio para garantir o

aumento da captacdo celular da droga em um sistema bioldgico (ZHOU et al., 2019).
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3 - OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 - Objetivos Gerais

Desenvolver biotecnologicamente e avaliar o efeito do extrato hidroetanolico das
folhas de Passiflora alata Curtis nanoencapsulado em lipossomas hibridos (LHPA) sobre

a atividade antitumoral em animais com sarcoma 180.

3.2 - Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar fisicoquimicamente os LHPA;

e Caracterizar a morfologia dos lipossomas;

e Investigar os possiveis efeitos do LHPA sobre o crescimento tumoral de animais
transplantados com o sarcoma 180;

e Investigar os efeitos do LHPA sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos
(aspectos toxicologicos) de animais transplantados com sarcoma 180;

e Estudar a eficacia terapéutica da formulacdo em modelos animais por diferentes
vias de administracéo.

4 — CASUISTICA E METODO

4.1- Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi submetido a apreciacao técnica pelo Comité de ética
em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Sergipe e aceito dentro das normas

constando nimero de protocolo 83/2018.

4.2 - Obtencéo do extrato hidroetanolico de P. alata

As folhas de P. alata Curtis foram obtidas do Banco Ativo de Germoplasma
(BGP) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas/BA. As amostras foram submetidas a secagem em estufa
de ar circulante por sete dias, a 30 °C. O material vegetal seco foi pulverizado e a
granulometria padronizada com tamiz de 16 mesh (1,00 mm de malha). A droga vegetal

de P. alata foi submetida a extracdo empregando-se o equipamento de extracao acelerada
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com solvente (ASE) equipado com cela extratora de ago inoxidavel com capacidade de
100 mL com fechamento hermético e cartucho de papel 22 x 50 mm, um frasco de
lavagem (rinse) e frascos coletores (vidro transparente) com capacidade de 250 mL. O
extrato foi preparado utilizando um sistema etanol:agua (64:36 v/v), temperatura do forno
de 80 °C, 5 ciclos de extracdo, tempo de extracdo de 10 min, flushing de 100%, sob
pressdo de 1500 psi (N2), com purga de 60 s. Posteriormente, cada extrato foi concentrado
sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 55 °C, até a completa remocdo do
solvente, resultando nos respectivos extratos brutos, que foram doados para este trabalho,
pois estavam previamente extraidos (GOMES et al., 2017).

4.3 - PREPARO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS HIBRIDOS

4.3.1 - Otimizagdo multivariada utilizando planejamento fatorial completo (2°)
com tratamento multiresposta

Um planejamento fatorial completo 2% com tratamento multiresposta foi
empregado para a definicdo da etapa do desenvolvimento da formulacdo. O planejamento
foi executado de acordo com a Tabela 1 e serdo avaliadas as seguintes respostas: tamanho
de particula e indice de polidispersibilidade (PDI). No estudo, os fatores foram
codificados em nivel minimo (-1), ponto central (0) e maximo (+1). Os fatores em estudo
incluiram a concentracdo do extrato hidroetanolico de P. alata (ug/mL), rotacéo (rpm) e
tempo (min), como mostrados nas Tabelas 1 e 2. Os experimentos foram realizados de
forma aleatoria e no mesmo dia. Os dados foram analisados no software STATISTICA
8.0 sendo a resposta de interesse tomada como a resposta multipla resultante da
combinacdo das respostas referentes as variaveis tamanho e PDI, onde os valores de tais

respostas foram maximizados para seus respectivos valores de minimo.

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 23,

Ensaio Concentracdo do | Rotacdo (rpm) Tempo (min)

extrato (ug/mL)
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4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 2 - Fatores e niveis experimentais estabelecidos para o planejamento

experimental.

Niveis

Fatores Valor Ponto Valor

minimo (-) central (0) maximo (+)
Concentracdo do extrato

500 1000 20.000
(Mg/mL)
Rotacéo (rpm) 6000 10000 14.000
Tempo (min) 10 20 30

4.3.2 - Caracterizacdao fisico-quimica

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao tamanho e indice de
polidispersidade e carga superficial (potencial zeta) por espalhamento dindmico de luz. A
eficiéncia de encapsulacdo foi executada empregando ultracentrifugacao e o sobrenadante
foi analisado por espectrofotometria de absorcao na regido do UV-Visivel. A calorimetria
diferencial de varredura foi empregada para avaliar a cristalinidade dos lipidios e as
modificagdes com e sem o extrato. A morfologia das particulas obtidas foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (MARTINS, 2007).

4.3.3 - Desenvolvimento dos lipossomas hibridos

As nanoformulacdes de lipossomas hibridos (LH) incluindo extratos de Passiflora
alata foram preparadas, a partir da inclusdo de DMPC (0,04725g), Tween 20 (0,009625¢)

e 0s extratos em distintas concentracfes aplicadas, foram adicionados & solucéo salina
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tamponada com fosfato (PBS), e emulsificadas no Ultra-turrax® a 6.000 RPM durante 30
minutos. As solugdes das amostras foram esterilizadas usando membrana filtro com
tamanho de poro de 400 nm (KADOTA et al., 2004).

4.3.4 - Preparacdo das amostras para caracterizacdo morfolégica

Os lipossomas estruturados (em membranas com poros de 400 nm de didmetros)
foram corados com &cido fosfotungstico 1% (m/v) em agua (NEW, 1990; MARTINS,
2007). Foi adicionada 0,5 mL da suspenséao lipossomal em uma grade de cobre coberta
com filme polimérico (parlédio) e carbono, permanecendo por 3 min para fixagdo das
vesiculas no filme. Um pedaco de papel filtro foi encostado levemente na amostra para
retirar seu excesso. Adicionou-se 1 gota de &cido fosfotuingstico e esperou-se mais 3 min.
Apos esse tempo. A amostra foi cuidadosamente seca com papel de filtro e, apds 20 min,
a amostra seca foi visualizada ao microscopio eletronico de varredura (MEV)
(MARTINS, 2007).

4.4 - ESTUDO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo
4.4.1 - Manutencao do tumor sarcoma 180

Inicialmente, foram inoculadas na regido intraperitoneal do animal de manutencao
0,5 mL de uma suspensdo contendo 2 x 10° células de sarcoma 180, doadas pelo
Laboratorio de Oncologia experimental da Universidade Federal do Ceard. Apds 10 dias
da incubacéo, o animal foi submetido ao procedimento anestésico inalatorio e eutanasiado
por meio de deslocamento cervical. Apds o procedimento asséptico com alcool iodado e
coleta do liquido ascitico da cavidade abdominal, foi preparada uma suspensao de células
com 5,0 mL de ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 mL do liquido
ascitico, para posterior contagem das células. Os animais receptores foram inoculados
com 2 x 10° células/0,5 mL na regido intraperitoneal. Este procedimento foi realizado a

cada 15 dias para manutengdo do sarcoma 180 em camundongos.

4.4.2 - Animais

Para avaliacdo da atividade antitumoral do extrato de P. alata encapsulado em

lipossoma foram utilizados camundongos Swiss, com peso de 25 a 30g, machos, adultos,
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jovens, saudaveis e que ndo tenham sido anteriormente submetidos a processos
experimentais.

Os animais foram alojados dentro de caixas de polipropileno (48.7 cm de
comprimento, 33.1 cm largura e 21.4 cm altura) com grades metélicas apropriada em
pequenos grupos de 10 camundongos do mesmo sexo. A temperatura do local mantida de
21+ 2°C e a umidade relativa de 30 a 70%. Sob iluminacé&o artificial, com uma alternancia
de 12h de luz e 12h de obscuridade. Os animais tinham livre acesso a alimentacgdo e agua.

O nimero de animais utilizados foi reduzido ao minimo cientificamente aceitavel.
No inicio do estudo, a variagdo de massa dos animais foi a minima possivel, ndo
excedendo +20% da massa média.

Apbs a realizacdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com
isoflurano (1,5%; via inalatoria), por meio de vaporizador calibrado acoplado a cilindro
de gas oxigénio em ambiente com exaustdo (capela), eutanasiados por deslocamento

cervical, e mantidos congelados em freezer apos a coleta do material bioldgico.

4.4.3 — Procedimento

Nesse experimento, os animais foram inoculados com tumor sarcoma 180 (2 x 10°
células/0,5 mL/camundongo) por via subcutanea na regido axilar (BEZERRA, et al.
2006). Para avaliar o efeito do extrato de P. alata encapsulado em lipossoma sobre o
crescimento tumoral, um dia apos a inoculagdo do tumor foi iniciado o tratamento (por
via intraperitoneal ou oral) por 7 dias consecutivos. Um dia ap0ds o término do tratamento
os animais foram eutanasiados, sendo em seguida retirados os tumores para pesagem. O
percentual de Inibicdo do crescimento Tumoral (1T) foi calculado pela formula: IT (%) =
[(A-B)/A] x 100 onde A = média dos pesos do tumor no grupo controle e B = peso do
tumor nos animais tratados.

Os animais foram submetidos a anestesia transitoria com isoflurano (1,5%; via
inalatéria), por meio de vaporizador calibrado acoplado a cilindro de gas oxigénio em
ambiente com exaustdo (capela), no momento da coleta de sangue para a analise dos
parametros bioquimicos e hematologicos. Apds a coleta de sangue, com 0s animais
anestesiados, estes foram eutanasiados por deslocamento cervical. Foram utilizados 10

animais por grupo. Aproximadamente 80 animais foram utilizados neste ensaio.
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Tabela 3- detalhamento dos grupos por via IP e oral:

Via parenteral (Intraperitoneal)

Grupo | — Controle positivo - 5-Fluouracil 25 mg/kg

Grupo Il — Controle negativo —- DMPC

Grupo Il —extrato de P. alata encapsulado em lipossoma (Concentragdo 5 mg/ml)

Grupo 1V — extrato de P. alata encapsulado em lipossoma (Concentragdo 10 mg/ml)

Via Oral (Gavagem)

Grupo | — Controle positivo — Ciclofosfamida 15 mg/kg

Grupo Il — Controle negativo —- DMPC

Grupo 111 —extrato de P. alata encapsulado em lipossoma (Concentra¢do 10 mg/ml)

Grupo 1V — extrato de P. alata encapsulado em lipossoma (Concentracdo 20 mg/ml)

4.5 - PARAMETROS TOXICOLOGICOS

4.5.1 - Parametros bioquimicos

A coleta das amostras foi realizada no mesmo dia, minimizando a impreciséo
analitica. As amostras foram manejadas de maneira idéntica e analisadas usando técnicas
iguais. Foram efetuadas determinacdes bioquimicas por meio da amostra obtida pelo
plexo orbital, destinadas a investigar as funcdes renais e hepaticas. Os testes realizados
para avaliacdo hepatica serdo a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) e para avaliacdo renal, ureia e creatinina. As analises foram
realizadas através do sangue coletado via plexo orbital com auxilio de cénula
heparinizada, 24 horas apds o ultimo dia de tratamento dos animais com tumor sarcoma
180. As amostras foram submetidas a centrifugacdo por 10 minutos com 3500 rotacdo
por minuto (rpm) a 25 °C para obtencdo do plasma e o procedimento dos exames realizado

utilizando metodologias descritas pelo fabricante dos kits da bio-técnica.
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4.5.2 - Parametros hematoldgicos

Foram coletadas amostras sanguineas, por meio do plexo orbital sob efeito
anestésico, e utilizados capilares internamente revestidos com acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), evitando assim a coagulacdo da amostra até o tubo coletor, preservando
a integridade da mesma. Foram coletadas amostras de 0,5 pul em tubos coletores contendo
EDTA de recém-nascidos, uma vez que a quantidade sanguinea se apresenta limitada por
se tratar de camundongos. Os parametros hematoldgicos avaliados foram contagem de
leucdcitos totais e a diferencial, tais como os linfécitos (%), granulécitos (%) e mondcitos
(%).

O exame hematoldgico foi realizado no Laboratério Central da Universidade
Tiradentes, através de automacdo, com o aparelho Pentra 80. A contagem diferencial dos
leucocitos foi realizada através de esfregaco sanguineo previamente elaborado com as
amostras frescas, atraves de uma gota do sangue total pingada em lamina limpa de vidro,
com borda fosca e identificada para a preparagédo do esfregaco. Apos esfregaco pronto, as
laminas estendidas foram coradas com corantes pandéticos, e realizada a contagem

diferencial em 100 células utilizando o microscopio de luz.

4.5.3 - Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos sob a forma de média + erro padrdo da média
(E.P.M.) e submetidos a analise de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Médias obtidas a partir de dados com distribuicdo gaussiana foram comparadas entre si
por meio de andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de comparacGes multiplas
de Tukey. Médias obtidas a partir de dados com distribuicdo ndo gaussiana foram
comparadas entre si por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacoes
multiplas de Dunn, utilizando o programa Prisma versdo 8.0 (GraphPad Software).

Diferencas entre médias foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5 - RESULTADOS

5.1 - Otimizacdo usando a funcéo de desejabilidade

Na etapa de otimizacdo foram realizados estudos com o objetivo de se obter as

melhores condi¢es para 0 método proposto. Assim, estudou-se 0s seguintes fatores para
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a otimizacdo do sistema: concentracdo do extrato hidroetandlico, rotagdo e tempo. Para
realizar a otimizacdo multiresposta do desenvolvimento do lipossoma hibrido contendo
extrato hidroetandlico de P. alata foi utilizada uma ferramenta matematico-estatistica,
que se baseia no emprego de uma funcédo de desejabilidade. Esta funcdo permite combinar
em uma Unica resposta (a desejabilidade global) as trés respostas particulares de interesse.
A desejabilidade global pode variar de 0 a 1 (KHODADOUST e HADJMOHAMMADI,
2011). Desta forma, quanto mais proximo de 1 for o valor obtido, mais proximo estardo
os valores 6timos relacionados a cada resposta individual.

Os niveis selecionados para os fatores e a matriz requerida para 0s experimentos
junto aos resultados obtidos, expressos como tamanho de particula (nm) e
polidispersibilidade (PDI) encontram-se na Tabela 4. A esse planejamento foram
adicionados mais 3 pontos centrais, resultando em um planejamento com 11

experimentos.

Tabela 4- Matriz e resultados do planejamento fatorial para determinacéo do tamanho de
particula e polidispersibildade do lipossoma hibrido contendo extrato de P. alata.

Ensaio | Concentracdo | Rotacdo | Tempo | Tamanho | PDI | dl1 | d2 D

do extrato (rpm) (min) (nm)

(Mg/mL)
1 -1 -1 -1 284.1 0.304 | 0.00 | 0.11 | 0.00
2 1 -1 -1 115.8 0.248 | 0.76 | 0.62 | 0.69
3 -1 1 -1 149.2 0.274 | 0.61 | 0.39 | 0.49
4 1 1 -1 186.3 0.316 | 0.44 | 0.00 | 0.00
5 -1 -1 1 96.78 0.207 | 0.85 | 1.00 | 0.92
6 1 -1 1 254.2 0.246 | 0.14 | 0.64 | 0.30
7 -1 1 1 228.5 0.242 | 0.25 | 0.68 | 0.41
8 1 1 1 63.67 0.261 | 1.00 | 0.50 | 0.71
9 0 0 0 170.4 0.298 | 0.52 | 0.17 | 0.29
10 0 0 0 166.6 0.301 | 0.53 | 0.14 | 0.27
11 0 0 0 178.6 0.305 | 0.48 | 0.10 | 0.22

d1: desejabilidade individual para o tempo
d2: desejabilidade individual para PDI
D: desejabilidade global
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Na Tabela 4 ha uma nitida indicacdo da melhor eficiéncia para o sistema no ensaio
5 que corresponde aos valores mais baixos (nivel inferior) para concentracdo do extrato
e rotacdo, e nivel mais alto para o tempo. Além disso, os nimeros de desejabilidade global
do sistema, mostrou que ha dentro do dominio experimental estudado condi¢fes onde se
pode obter a maxima resposta do sistema para esse dominio, com uma desejabilidade
global de 0,92. Os valores utilizados como otimizados foram concentragédo do extrato de
500 pg/mL, 6000 rpm e 30 min.

Os tamanhos das particulas foram dimensionados para finalizacdo de
nanocarreadores mais homogéneos em sua desejabilidade global, a variagdo de tamanho
pode mudar dependendo do método empregado, até mesmo com a escolha do filtro de
finalizacdo das particulas. Contudo, é necessario que ensaios prévios sejam elaborados
para evitar que haja uma discrepancia significativa no tamanho das nanoparticulas
formuladas. Quando pensamos em nanocarreadores criados para terapia oncologica, estes
devem tem tamanho padrao, para que estas nanodroga cheguem aos micros vasos criados
de forma irregular pelo processo de angiogénese tumoral. N&o é uma tarefa facil, mas

estudos estdo cada vez mais elaborados para alcancar esses niveis de eficiéncia.

5.2 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo

5.2.1 - Valores para massa tumoral e inibicdo celular por via i.p.

O crescimento tumoral foi observado em todos os grupos no 8° dia apos
administracao dos tratamentos por via i.p., com uma massa tumoral média de 1,58 + 0,15
g para grupo controle negativo DMPC e 0,26 £ 0,04 g para o grupo tratado com 5-FU 25
mg/kg/dia. Nos grupos tratados com LHPA, a massa tumoral média foi de 0,54 £+ 0,05 g,
e 0,28 £ 0,03 g para as doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. Houve reducdo
estatisticamente significativa (p < 0,05) da massa dos tumores de animais tratados com
5-fluorouracil 25 mg/kg/dia e com LHPA nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia quando
comparado com grupo controle. Os dois grupos tratados com LHPA apresentaram
alteracOes estatisticamente significativas (p < 0,05), quando comparadas a grupo controle
positivo (Figura 3).

A atividade antitumoral do LHPA foi determinada através da utilizacdo do tumor
experimental sarcoma 180 (S180). Foi observado que o LHPA, ap6s administracao por

via i.p., inibiu o crescimento tumoral em 68,08 e 83,44% nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia,
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respectivamente. O 5-FU na dose de 25 mg/kg/dia, utilizado como controle positivo,
inibiu o crescimento tumoral em 84,59%. O grupo tratado com DMPC, utilizado como

controle negativo, foi considerado com inibicéo igual a O (Figura 3).

Bl vassa Tumoral (g) [ m— Inibicdo (%)

2.5 ~ 100
~ LI )
22.0 £ -80 °
= 1 5
o 5
0 1.5+ —60 .o

an
£ o
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0 3
0 o
s 0.5 . =20 o

| |
Veiculo 50 100 5-FU

LHPA (mg/kg/dia, i.p.)

Figura 3- Valores de massa (g) e inibicdo tumoral em camundongos Swiis tratados com
lipossomas hibridos de Passiflora alata (LHPA), frente ao modelo S180 por via i.p.
Dados séo apresentados como média + erro padrdo da meédia (n = 10 animais/grupo) e os
resultados avaliados por anélise de variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de
Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparagdes multiplas de Dun. *p < 0,05 comparado
com o grupo de lipossomas vazios (DMPC).

A Figura 4 mostra o grupo controle que ndo recebeu tratamento, onde foi utilizado
os lipossomas vazios para avaliar se obteria algum de grau de inibicdo tumoral, contudo
este grupo obteve média de inibicdo igual a zero (Figura 3), na imagem é possivel
observar macroscopicamente a massa tumoral com aumento expressivo na regido axilar
do membro esquerdo do animal. Contudo na Figura 5, temos o grupo LHPA tratado na
dose de 100mg/kg/dia, por sete dias consecutivos, macroscopicamente ndo é possivel
visualizar massa tumoral na regido axilar, em membro anterior esquerdo dos animais, 0
que evidencia um grau importante de inibicdo do tumor sélido S180, quando comparado

ao grupo controle negativo.



35

Figura 4 — Grupo controle negativo (DMPC), animal portador de tumor sélido na regido
axilar (membro esquerdo anterior), instituido tratamento com nanoparticulas lipidicas
(lipossomas) vazios, sem extrato de Passiflora alata no 8° dia ap6s administracdo dos
tratamentos por via i.p (FONTE: dados da pesquisa).

Figura 5 — Grupo LHPA 100 mg/kg/dia, animal portador de tumor solido na regido axilar
(membro esquerdo anterior), instituido tratamento com lipossomas de Passiflora alata no
8° dia apds administracdo dos tratamentos por via i.p (FONTE: dados da pesquisa).

5.3 - PARAMETROS TOXICOLOGICOS EM ANIMAIS TRATADOS POR VIA
(1P)

5.3.1 - Testes hematoldgicos (Hemograma)

A variagdo hematoldgica da série vermelha foi avaliada em variagdes aleatorias
em torno dos niveis homeostaticos do grupo controle negativo. Usando como referéncia

0 grupo controle negativo, cuja contagem de hemécias apresentou concentracdo sérica de
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8,70 + 0,85 (10%/mL), os grupos tratados com LHPA, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia
apresentaram média de concentragdes plasmaticas igual 9,26 + 0,71 (10%mL) e 8,81 +
0,78 (10%mL), respectivamente. O grupo controle positivo tratado com 5-FU apresentou
concentragdes de 10,90 + 0,58 (10%/mL), ndo havendo valores significativos comparado
ao grupo controle negativo, e aos grupos tratados com LHPA (tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos Lipossomas hibridos de Passiflora alata (LHPA) na avaliagdo
dos parametros do hemograma do sangue periférico de camundongos portadores do tumor
S180.

Tratamento Dose Hemacias Hemaoglobina Plaquetas (10°)
(mg/kg/dia) (10°/mL) (g/dL)

Animal com tumor

DMPC - 8,70 £ 0,85 14,28 + 1,37 1090 + 302,9*
LHPA 50 9,26 £0,71 13,82 £ 0,58 1054 +282,9
LHPA 100 8,81+0,78 13,82 £ 0,58 1067 +292,2
5-FU 25 10,90 £ 0,58 14,32 +£1,12 295,7 £ 74,71*

Tabela 5 - Os dados séo apresentados como a média £+ o erro padrdo da media de 10
animais. Os resultados foram avaliados por ANOVA seguido de pos-teste de Student
Newman Keuls. DMPC foi usado como controle negativo e 5-FU como controle positivo
por via i.p. *p < 0,05 comparado com o grupo DMPC.

A média apresentada pelo grupo DMPC na concentracdo de hemoglobina foi de
14,28 £ 1,37 (g/dL), e a dos grupos LHPA 50 e 100 mg/kg foram de 13,82 + 0,58 e 13,82
+ 0,58 (g/dL), respectivamente. O grupo 5-FU apresentou média de 14,32 + 1,12 (g/dL).
Em relacdo as concentracbes plaquetarias, o grupo controle negativo apresentou
concentracdo sérica de 1090 * 302,9 (10°%), e os grupos LHPA 50 e 100 mg/kg
estabeleceram média de 1054 + 282,9 e 1067 + 292,2 (10%), nesta ordem. O grupo 5-FU
apresentou numeros expressivamente baixos de plaquetas, com média de 295,7 +

74,71(10°%), quando comparado aos demais grupos tratados.

5.3.2 - Testes hematoldgicos (Leucograma)

Para analise de variacdo hematoldgica, foram avaliados os niveis das células da
série branca e da série vermelha, em variacbes aleatérias em torno dos niveis
homeostaticos. Usando como referéncia o grupo controle negativo, em que 0 na contagem

de leucocitos totais apresentou concentragdo sérica média de 10,58 + 1,98 (10° cels/uL),
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mostrando minima diferenca em relacéo aos grupos tratados com LHPA, na dose de 50 e
100 mg/kg/dia apresentaram média de concentragdes plasmaticas igual a 9,20 + 1,31
10,74 + 1,58 (103 cels/uL), respectivamente. O grupo controle positivo tratado com 5-FU
apresentou concentracdo de 2,88 + 0,87 (10° cels/uL), evidenciando uma diminuicio
significativa comparado ao grupo controle negativo, e aos grupos LHPA (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos Lipossomas hibridos de Passiflora alata (LHPA) sobre os
parametros hematoldgicos no leucograma do sangue periférico de camundongos
portadores do tumor S180.

Tratamento Dose Leucdcitos Totais Contagem diferencial de Leucdcitos (%0)
(108 cels/uL)
(mg/kg/dia)

Linfécitos Mondcitos Granuldcitos

Animal ¢/ tumor

DMPC - 10,58 + 1,98* 51,03 £ 5,52 4,43 +0,46 44,35 +5,13
LHPA 50 9,20+ 1,31# 54,06 + 5,39 6,39+ 1,02 33,15+ 3,14
LHPA 100 10,74 + 1,58# 52,23 +2,58 5,20+0,27 42,58 +£2,48
5-FU 25 2,88+0,87* 65,38 + 10,32 5,48 +£1,96 29,13 + 8,36

Tabela 6 - Os dados sdo apresentados como a media = o erro padrdo da média de 10
animais. Os resultados foram avaliados por ANOVA seguido de pos-teste de Student
Newman Keuls. DMPC foi usado como controle negativo e 5-FU como controle positivo.
*p < 0,05 comparado com o grupo DMPC. #p < 0,05 comparado com o grupo 5-FU.

A contagem diferencial de leucécitos em relacdo aos linfocitos no grupo controle
negativo (DMPC) apresentou media percentual de 51,03 + 5,52 %, quando comparado
aos grupos LHPA tratados nas doses de 50 e 100mg/kg, cujo valores foram de 54,06 +
539 % e 52,23 + 2,58 %, nesta ordem, ndo apresentando diferencas percentuais
significativas. Os valores de linfocitos do grupo controle positivo, apresentou um
percentual superior aos demais grupos 65,38 + 10,32 % (Tabela 6).

Na contagem diferencial de monocitos o grupo DMPC apresentou meédia
percentual de 4,43 + 0,46 e os grupos LHPA 50 e 100 mg/kg, expressaram médias de 6,39
+1,02 5,20 £ 0,27, respectivamente. A média para mondcitos no grupo 5-FU foi de 5,48
+ 1,96. Para os valores de granuldcitos no grupo DMPC a média percentual foi de 44,35
+ 5,13, nos grupos LHPA 50 e 100 mg/kg as médias foram de 33,15 + 3,14 e 42,58 +
2,48, nessa ordem. O grupo 5-FU apresentou média de granulécitos inferior quando

comparado aos demais grupos tratados 29,13 + 8,36 (Tabela 6).
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5.3.3 - Exames bioquimicos

Para andlise de variacdo bioldgica intrinseca, foram avaliados os niveis das
substancias (enzimas e soluto natural), em varia¢fes aleatdrias em torno dos niveis
homeostéaticos. Usando como referéncia o grupo controle negativo, a enzima ALT
apresentou concentracao sérica de 69,67 + 18,47 (U/L), mostrando um aumento gradativo
em relacdo aos grupos tratados com LHPA, onde os animais tratados na dose de 50
mg/kg/dia apresentaram média de concentragdes plasmaticas igual a 115,40 + 21,21 (U/L)
e a dose de 100 mg/kg/dia apresentou concentrac@es séricas de 112,60 + 21,96 (U/L). O
grupo controle positivo tratado com 5-FU apresentou concentragdes de 101,70 + 20,31
(U/L), evidenciando seu aumento significativo comparado ao grupo controle negativo
(Tabela 7).

Tabela 7: Parametros bioquimicos das enzimas ALT/AST e concentracfes plasmaticas
de ureia e creatinina de camundongos machos da linhagem Swiss portadores do tumor

S180, tratados com nanoparticulas de LHPA.

Tratamento Dose ALT AST UREIA CRETININA

(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/kg/dia)

Animais com S180

DMPC 69,67 +18,47* 257,50 + 39,72 25,85+1,31* 0,19 + 0,04*

LHPA 50 115,40 £21,21* 384,40 +31,14 35,53 +1,28* 0,31 +0,00*

LHPA 100 112,60 £21,96* 434,50 +49,38 40,48 + 2,93* 0,31+0,01

5-FU 25 101,70 £20,31* 334,50 £50,41 32,50 + 2,41 0,33 +0,05*

Tabela 7: Controle positivo o quimioterapico 5-Fluoracil e controle negativo DMPC. *p
< 0,05 comparado com o grupo DMPC.

Os valores de AST no grupo DMPC apresentou concentragdo média de 257,50
+ 39,72 (U/L), e os grupos LHPA 50 e 100mg/kg exibiram médias de 384,40 + 31,14 e
434,50 + 49,38 (U/L), nesta ordem. O grupo 5-FU expressou concentracdo de 334,50 +
50,41 (U/L). Para as concentracbes plasmaticas de uréia, o grupo controle negativo
mostrou média de 25,85 + 1,31 (mg/dL), e os grupos LHPA 50 e 100mg/kg apresentaram
médias de 35,53 = 1,28 e 40,48 £+ 2,93 (mg/dL), respectivamente. O grupo controle
positivo obteve concentracdo sérica de 32,50 + 2,41 (mg/dL). Para os valores de

creatinina o grupo DMPC teve concentracgdo de 0,19 + 0,04 (mg/dL), evidenciando um
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aumento gradativo quando levado em consideragdo 0s demais grupos, em que 0 grupo
LHPA 50mg/kg teve média de 0,31 + 0,00 (mg/dL) e o grupo LHPA 100 mg/kg média
de 0,31 £ 0,01 (mg/dL). O grupo 5-FU apresentou concentragéo de 0,33 £ 0,05 (mg/dL),
elevada quando comparada ao grupo controle negativo.

5.4 - VALORES PARA INIBICAO CELULAR E MASSA TUMORAL POR VIA
ORAL

A atividade antitumoral do LHPA também foi analisada apds administracao por
via oral frente ao modelo S180. O crescimento tumoral foi observado em todos 0s grupos
no 8° dia ap6s administracdo de tratamentos por via oral, com uma massa tumoral média
de 2,64 £ 0,07 g para grupo DMPC (controle negativo) e 0,60 + 0,07g para o grupo tratado
com ciclofosfamida 15 mg/kg/dia (controle positivo). Nos grupos tratados com LHPA
por via oral, a massa tumoral media foi de 1,18 + 0,05 g e 0,90 £ 0,05 g para as doses de
100 e 200 mg/kg/dia, respectivamente. Evidenciando reducgdo estatisticamente
significativa (p < 0,05) da massa dos tumores de animais tratados com LHPA em ambas
doses quando comparado ao grupo DMPC. Da mesma forma, os dois grupos tratados com
LHPA apresentaram alteragdes estatisticamente significativas (p < 0,05), quando
comparadas a grupo controle positivo (Figura 7). Assim, os resultados mostram que o

LHPA nas doses testadas tem atividade antitumoral frente ao modelo S180 por via oral.

Figura 6— Grupo controle negativo (DMPC), animal portador de tumor sélido na regido
axilar (membro esquerdo anterior), instituido tratamento com nanoparticulas lipidicas
(lipossomas) vazios, sem extrato de Passiflora alata no 8° dia apds administracdo dos
tratamentos por via oral (FONTE: dados da pesquisa).
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Os testes mostraram ainda, que o LHPA nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia
apresentou percentual de inibicdo de 55,15 e 65,85%, respectivamente. A ciclofosfamida
(15 mg/kg/dia), utilizada como controle positivo, inibiu o crescimento tumoral em
77,20%. O grupo tratado com DMPC por via oral foi utilizado como controle negativo e

considerado com inibigéao igual a 0 (Figura 7).
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Figura 7 — Atividade do LHPA em camundongos inoculados com células do tumor
Sarcoma 180. O grafico apresenta a massa tumoral em gramas (g) e nivel de inibicdo de
crescimento (%). Os animais foram tratados por v.o., iniciando um dia apds a implantacao
do tumor, por 7 dias consecutivos. DMPC foi usado como controle negativo.
Ciclofosfamida 15 mg/kg/dia foi usado como controle positivo. Dados sdo apresentados
como média = erro padrdo da média (n = 10 animais/grupo) e os resultados avaliados por
analise de variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de Student Newman Keuls. *p
< 0,05 comparado com o grupo DMPC.

—




41

Figura 9 — Grupo LHPA 200 mg/kg/dia, portador de tumor sélido na regido axilar
(membro esquerdo anterior), instituido tratamento com lipossomas de Passiflora alata no
8° dia ap6s administracdo dos tratamentos por via i.p (FONTE: dados da pesquisa).

5.5 - PARAMETROS TOXICOLOGICOS TRATADOS POR V.0

5.5.1 - Testes hematoldgicos (Hemograma)

Para analise de variacdo hematoldgica por via oral, foram avaliados os niveis das
células da série branca e da série vermelha dos quatro grupos, com variacfes aleatorias
em torno dos niveis homeostaticos. O grupo controle negativo, usado como referéncia,
apresentou concentragdo sérica de hemacias 8,57 + 0,34 (10%/mL), e os animais tratados
com LHPA nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia apresentaram meédias de concentracdes
plasmaticas igual 7,37 + 0,07 e 8,43 + 0,20 (10%/mL), respectivamente. O grupo controle
positivo tratado com ciclofosfamida apresentou concentragdo de 7,39 + 0,58 (108/mL)
(Tabela 8).

Tabela 8. Resultados dos Lipossomas hibridos de Passiflora alata (LHPA) na avaliagédo
dos parametros do hemograma do sangue periférico de camundongos portadores do tumor
S180

Tratamento Dose Hemaécias Hemoglobina Plaquetas (10°)
(mg/kg/dia) (10%mL) (g/dL)

Animal com tumor

DMPC - 8,57+ 0,34 12,45+ 1,44 378,50 +98,87*
LHPA 100 7,37+ 0,07 11,92 + 0,12 342,30 £31,11
LHPA 200 8,43+0,20 13,47+ 0,15 376,20 = 33,02
CICLO 15 7,39+ 0,58 11,54+ 0,32 177,80 *39,36*

Tabela 8 - Os dados sdo apresentados como a média £ o erro padrdo da média de 10
animais. Os resultados foram avaliados por ANOVA seguido de pds-teste de Student
Newman Keuls. DMPC foi usado como controle negativo e ciclofosfamida como controle
positivo. *p < 0,05 comparado com o grupo DMPC.

A meédia apresentada pelo grupo DMPC em concentracdo de hemoglobina foi
de 12,45 £ 1,44 (g/dL), e a dos grupos LHPA 100 e 200 mg/kg foram de 11,92 + 0,12 e
13,47 £ 0,15 (g/dL), respectivamente. O grupo ciclo apresentou média de 11,54 + 0,32

(g/dL). Em relacdo aos niveis plaquetarios, o grupo controle negativo apresentou
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concentragéo sérica de 378,50 + 98,87 (10°), e os grupos LHPA 100 e 200 mg/kg média
de 342,3 + 31,11 e 376,20 + 33,02 (10%, nesta ordem. O grupo controle positivo
apresentou nimeros inferiores de plaquetas, com média de 177,80 + 39,36 (10°), quando
comparado aos demais grupos tratados.

5.5.2 - Testes hematoldgicos (Leucograma)

O grupo controle negativo, usado como referéncia apresentou, contagem de
leucdcitos totais de 6,76 + 2,21 (10° cels/uL) e o controle positivo de 3,41 + 0,80 (10°
cels/uL). Em relagéo aos grupos tratados com LHPA, os animais tratados na dose de 100
mg/kg/dia apresentaram média de concentragdo plasmatica igual a 4,13 + 0,74 (10°
cels/uL), e a dose de 200 mg/kg/dia apresentou concentragio sérica de 1,61 + 0,28 (10°
cels/pL).

Tabela 9. Resultados dos Lipossomas hibridos de Passiflora alata (LHPA) sobre os
parametros hematologicos no leucograma do sangue periférico de camundongos
portadores do tumor Sarcoma 180.

Tratamento Dose Leucdcitos Contagem diferencial de Leucdcitos (%0)
Totais (10°
(mg/kg/dia) cels/uL)
Linfocitos Mondcitos Granuldcitos

Animal ¢/ tumor

DMPC - 6,76 £ 2,21* 69,73 + 2,66 5,35+ 0,65 24,92 + 2,26
LHPA 100 4,13+0,74 65,48 £ 5.16 5,81+1.80 27,53 £ 4,69
LHPA 200 1,61 +0,28* 78,82 +1,91* 3,01+£0,32* 18,45+ 1,22
CICLO 15 3,41+0,80 67,30 £ 2,08 3,80 £0,24 28,90 +1,92

Tabela 9 - Os dados séo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 10
animais. Os resultados foram avaliados por ANOVA seguido de pos-teste de Student
Newman Keuls. DMPC foi usado como controle negativo e ciclofosfamida como controle
positivo. *p < 0,05 comparado com o grupo DMPC.

A contagem diferencial de leucécitos em relacéo aos linfécitos no grupo controle
negativo (DMPC) apresentou média percentual de 69,73 + 2,66, quando comparado aos
grupos LHPA tratados nas doses de 100 e 200mg/kg, cujos valores foram de 65,48 +5.16
e 78,82 + 1,91, nesta ordem. Os valores de linfocitos do grupo controle positivo,
apresentou um percentual de 67,30 £+ 2,08 (Tabela 9).

Na contagem diferencial de monocitos o grupo DMPC apresentou meédia

percentual de 5,35 + 0,65 e os grupos LHPA 100 e 200 mg/kg, expressaram médias de
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5,81 +1.80 e 3,01 + 0,32, respectivamente. A média para mondcitos no grupo ciclo foi
de 3,80 * 0,24. Para os valores de granulécitos no grupo DMPC a média percentual foi
de 24,92 + 2,26, nos grupos LHPA de 100 e 200 mg/kg as médias foram de 27,53 + 4,69
e 18,45 + 1,22, nessa ordem. O grupo ciclo apresentou média de granuldcitos de 28,90 +
1,92 (Tabela 9).

5.5.3 - Exames bioquimicos

Para andlise de variacdo bioldgica intrinseca, foram avaliados os niveis das
substancias (enzimas e soluto natural), em variacdes aleatérias em torno dos niveis
homeostaticos por via oral. Usando como referéncia o grupo controle negativo, a enzima
ALT apresentou concentracdo sérica de 54,83 + 9,49 (U/L), mostrando um aumento
gradativo em relacdo aos grupos tratados com LHPA, em que os animais tratados na dose
de 100 mg/kg/dia apresentaram media de concentracdes plasmaticas igual a 56,5 + 4,25
(U/L) e adose de 200 mg/kg/dia apresentou concentracdes séricas de 91,50 + 21,13 (U/L).
O grupo controle positivo tratado com ciclofosfamida apresentou concentragdes de 59,20
+ 15,42 (U/L) (Tabela 10).

Tabela 10: Pardmetros bioquimicos das enzimas ALT/AST e concentragdes plasmaticas
de ureia e creatinina de camundongos machos da linhagem Swiss portadores do tumor

Sarcoma 180, tratados com nanoparticulas de LHPA por via oral.

Tratamento Dose ALT AST UREIA CRETININA
(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/kg/dia)

Animais com S180

DMPC - 54,83+ 9,49 108,00 +559 50,33+3,63 0,38+0,01
LHPA 100 56,5 + 4,25 180,50 +8,59 50,60+2,14 0,33+0,12
LHPA 200 91,50+21,13 190,20+5,73 50,43+4,36 0,40+0,15
CICLO 15 59,20+ 15,42 193,00 +9,14 64,52 £537 0,31+0,04

Tabela 10: Controle positivo o quimioterapico ciclofosfamida e controle negativo a
molécula nanométrica de DMPC.

Os valores de AST no grupo DMPC apresentou concentracdo média de 108,00 £
5,59, e os grupos LHPA 100 e 200mg/kg exibiram médias de 180,50 * 8,59 e 190,20 +
5,73, nesta ordem. O grupo ciclo expressou concentracdo sérica de AST de 193,00 £ 9,14.

Para as concentra¢Ges plasmaticas de uréia, o grupo controle negativo mostrou média de
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50,33 £ 3,63, e 0s grupos LHPA 100 e 200mg/kg apresentaram médias de 50,60 + 2,14 e
50,43 + 4,36, respectivamente. O grupo controle positivo obteve concentracdo sérica de
ureia de 64,52 + 5,37. Nos valores de creatinina o grupo DMPC teve concentracdo de0,38
+ 0,01, evidenciando um aumento gradativo quando levado em consideracdo os demais
grupos, LHPA 100 e 200 mg/kg/dia, cujas médias foram de 0,33 £ 0,12 e 0,40 + 0,15,
respectivamente. O grupo ciclo apresentou concentracdo de 0,31 = 0,04, inferior quando

comparada ao grupo controle negativo.

6- DISCUSSAO

O céncer ainda é uma grande ameaca a salde humana. A quimioterapia
convencional como o principal método para o tratamento do cancer ndo obteve nenhum
progresso significativo nos altimos 30 anos. Um dos desafios bem conhecidos é a falta
de acumulo seletivo nas células cancerosas, levando a danos consideraveis aos tecidos
normais. Outra razdo é o surgimento de resisténcia a maltiplas drogas (MDR), que
ocorreu em mais de 50% dos casos e tem sido um grande obstaculo para o sucesso da
quimioterapia (LEI et al., 2019). As nanodrogas vieram para mudar este cenario,
mostrando-se cada vez mais seguras e eficazes, dentre elas, os lipossomas se destacam ha
muitos anos (1965-1995) sendo incansavelmente estudados, alguns ja sendo empregados
na terapia direcionada do cancer (LI, et al. 2017).

Fosfolipidios (fosfatidilcolinas, geralmente chamadas de "lecitinas") sdo os
principais constituintes dos lipossomas. Devido as suas propriedades anfipaticas, eles
prontamente formam bicamadas concéntricas (também inicialmente chamadas de
“bangossomos” por A.D. Bangham). Existem varios protocolos e técnicas disponiveis
para converter essas dispersoes lipidicas multilamelares em estruturas de bicamada Unica
(chamadas de lipossomas unilamelares ou vesiculas). Os métodos de laboratdrio mais
comumente usados incluem sonicagdo, extrusao, evaporacao de fase reversa e injecéo de
solvente (PURI et al, 2009).

O método aplicado para a caracterizacdo dos lipossomas hibridos de Passiflora
alata, conseguiu mostrar resultados satisfatorios diante de duas vias de administracao
testadas, onde a via intraperitoneal consegue driblar os mecanismos farmacocinéticos de
primeira passagem e a via oral precisa ser estabelecida através dos mecanismos de
metabolizacdo hepética. De acordo com Rezaeian et al (2019), uma das consideracfes
mais importantes € melhorar a eficiéncia da quimioterapia intraperitoneal (IPC). Embora

um medicamento que entrou na circulacdo possa ter poucos efeitos terapéuticos
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secundérios, o efeito sistémico do medicamento deve ser baixo o suficiente para
minimizar seus efeitos colaterais.

Além disso, a fisiopatologia especifica do tumor, incluindo a densidade da matriz
extracelular (ECM), a falta de um sistema linfatico eficaz, uma microvasculatura com
vazamento e espacialmente heterogénea, leva a uma alta presséo intersticial no ambiente
tumoral, seguida por um fluxo para fora da periferia do tumor, os quais inibem a
penetracgdo efetiva da droga no interior do tumor. A baixa profundidade de penetracéo da
droga no tumor é um dos principais pontos fracos do IPC (REZAEIAN et al., 2019).

Contudo a utilizacdo de nanoparticulas, consegue minimizar os contratempos
elaborados por esta via. Os lipossomas sdo transportadores de drogas usados para
melhorar a administracdo de drogas e reduzir os efeitos colaterais da quimioterapia,
liberando sua carga de uma maneira pré-projetada e controlavel (ZHAN e WANG, 2018;
REZAEIAN et al., 2019). Embora nenhum relatdrio esteja disponivel sobre tal sistema de
entrega de drogas em administragéo i.p., 0 emprego de doxorrubicina lipossomal com
liberacdo passiva em IPC foi relatado em uma série de estudos, mostrando que via pode
ser opcao para quimioterapia, através do sistema de entrega lipossomal.

Os resultados indicam que o uso de lipossomas aumenta a concentracdo do
farmaco no local do tumor. Além disso, os lipossomas de tamanho maior resultam na
eliminacdo mais lenta da cavidade abdominal, uma vez que podem entrar na corrente
sanguinea através dos nddulos linfaticos (REZAEIAN et al., 2019; SUGARBAKER e
STUART, 2019). O LHPA mostrou que consegue alcangar a via sistémica para chegar ao
efeito final desejado, e, desta forma, esta a formulacdo lipossomal demostra uma
promissora estratégia para terapia oncologica.

As formulagdes que atendem aos padrbes regulatorios da Food and Drug
Administration (FDA), exigem a consideracdo de parametros importantes, incluindo seu
tamanho, estabilidade em circulacdo, variaces de lote para lote, eficiéncia de
carregamento de medicamento, etc. Além dessas caracteristicas, a capacidade dos
lipossomas de desestabilizar suas membranas para distribuicdo localizada de farmacos
(lipossomas acionaveis) € outro aspecto altamente crucial para melhorar a eficacia de
farmacos e produtos farmacéuticos aprisionados em lipossomas (PURI et al, 2009).

O LHPA, ap6s administracdo por via i.p., inibiu o crescimento tumoral em 68,08
e 83,44% nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. Nas analises mualtiplas de
comparacao os resultados empregados para o LHPA foram significativos em ambas as

doses utilizadas por via i.p., quando comparadas ao grupo controle negativo. Enquanto 5-
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FU inibiu 84,59%, o LHPA na dose de 100 mg/kg/dia inibiu 83,44%. Os valores de
inibicdo mostram a eficacia da formulagcdo com extrato, quando comparada a formulagao
sem a Passiflora alata, demostrando a eficiéncia da nanodroga em valores de inibicéo
superiores a 80%.

Um estudo feito por Amaral (2018), mostrou que o extrato das folhas de P. alata
(EFPA) livre, ndo apresentou atividade antimoral por via oral. O estudo foi realizado com
grupos em distintas doses, onde o EFPA nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg/dia
apresentou, percentual de inibicdo de 0, 9,36 e 15,96%, respectivamente. A
ciclofosfamida (15 mg/kg/dia), utilizada como controle positivo, inibiu o crescimento
tumoral em 70,82%. O grupo tratado com salina por via oral foi utilizado como controle
negativo e considerado com inibig&o igual a 0.

Considerando entdo, o extrato formulado a base de lipossomas hibridos, foi
possivel evidenciar atividade antitumoral eficaz (Figura 8), quando comparado a sua
formula livre por via oral. Uma abordagem para melhorar a eficacia do medicamento €
utilizar a nanotecnologia (nm de tamanho) para melhorar a farmacocinética e reduzir os
efeitos colaterais associados aos medicamentos (TRAN et al, 2009). Esses envelopes
aumentam a circulacdo dos medicamentos no corpo e permitem a liberacdo
controlada. Os lipidios podem ser selecionados para formulagdes lipossomais que
aumentam essas propriedades. Lipideos auxiliares, como 1,2- Dioleoil- sn -Glicero-3-
Fosfoetanolamina (DOPE) e colesterol séo frequentemente adicionados para aumentar a
estabilidade, auxiliar a formulacéo de lipossomas e aumentar a absorcao celular (TRAN
et al, 2009).

Embora o campo de entrega de drogas em lipossomas tenha feito avancos na
superacdo de armadilhas cruciais (tais como taxas de depuracédo, estabilidade in vivo,
etc.), espera-se que a droga distribuivel geral por esses nanocarreadores aumente
significativamente ao projetar modalidades para liberar drogas em um espaco definido e
tempo em uma area localizada (como o local de um tumor). Pode-se imaginar que o
desenvolvimento estratégico de nanocarreadores carregados de drogas ajustados para
desencadear a liberacdo de drogas melhoraria significativamente a eficacia de drogas e
produtos farmacéuticos, eliminando potencialmente os problemas de resisténcia aos
medicamentos. Tém sido desenvolvidas varias modalidades de desencadeamento para
liberacdo especifica de local de drogas de lipossomas (ANDRESEN, 2005; PONCE,
2006; TRAN, 2009).
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Dentro dos parametros toxicoldgicos avaliados por via i.p, 0s resultados obtidos
através da série vermelha, ndo obtiveram alteracdes significativas (p > 0,05) em nenhum
dos grupos comparados para os resultados do hemograma. O que torna possivel afirmar
a inexisténcia de atividade hemolitica com o uso do LHPA. Entretanto, a série branca
apresentou diferenca significativa nos valores de leucdcitos no leucograma de animais
tratados com 5-FU comparado com o controle negativo e entre os tratamentos LHPA
quando comparados ao 5-FU. A série branca apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
nos valores de leucécitos quando comparado o grupo DMPC (10,58 + 1,98) com grupo
5-FU (2,88 £ 0,87), também houve diferencas significativas entre os grupos tratamentos
LHPA 50 mg/kg (9,20 + 1,31) e 100 mg/kg (10,74 £ 1,58) quando comparados ao grupo
5-FU (2,88 + 0,87).

Tais achados conseguem evidenciar a possivel imunossupressdo causada pelos
quimioterapicos, quando comparado o nimero de leucocitos do grupo tratado com 5-FU,
com o grupo tratado com LHPA. O 5-FU influencia no aparecimento de infecgdes, devido
a imunossupressdo causada pela Fluoruracila (JESUS,2016), este é um farmaco de alta
toxicidade com uma pequena margem de seguranca.

Segundo Machado et al. (2018) durante o tratamento com 5-FU, o
acompanhamento laboratorial deve ser feito, relativo a contagens de células da série
branca do sangue. Estas contagens devem ser feitas diariamente durante o tratamento, e
este deve ser imediatamente interrompido se as contagens de leucocitos atingirem um
nivel abaixo de 3500 células/mm?3, ou se a contagem plaquetaria atingir um nivel abaixo
de 100.000 célulassrmm3. Neste trabalho o grupo controle tratado com 5-FU mostrou
niveis baixos de células de defesa, assim como numero de plaquetas apresentaram
expressiva queda durante o tratamento, quando comparado ao grupo controle negativo e
0s grupos tratados com LHPA (Tabela 5). As demais células avaliadas ndo apresentaram
alteracdes significativas (p < 0,05), em compara¢do aos demais grupos.

O 5-fluoracil é um pro-farmaco convertido ao metabdlito ativo, ou seja, necessita
de ativacdo microssomal hepética, atua impedindo a sintese das timinas, e
consequentemente do DNA, interferindo também no processamento do RNA. Trabalhos
mostram que os sintomas de toxicidade do 5-FU incluem estomatite, leucopenia, anemia,
trombocitopenia, perda de peso substancial, ataxia cerebelar e outros sintomas
neuroldgicos que podem evoluir para semicoma (MACHADO et al, 2018).

A enzima AST apresentou diferenca significativa (p < 0,05) no grupo tratado com
LHPA 100mg/kg (434,50 £ 49,38) quando comparado ao grupo controle negativo DMPC
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(257,50 + 39,72). Os indices de ALT tratados por via i.p, ndo apresentaram alteracGes

significativas (p > 0,05), em nenhum dos grupos comparados em analises multiplas.

Os valores de AST dos grupos tratados apresentaram-se alterados em comparacao
ao grupo controle negativo (DMPC). Segundo William e colaboradores (2016) o aumento
da atividade plasmatica de AST presumidamente se origina de hepatdcitos danificados.
Contudo ndo se deve supor que esses danos sempre serdo por causa quimica (causada por
farmacos), outros motivos podem estar relacionados a hepatite aguda ou ainda portadores
de doenca hepética metastatica. As medidas de (ALT) e (AST) sdo medidas realizadas
de forma mais ampla para fins clinicos, pois tem grande distribuicdo tecidual. As
aminotransferases catalisam a transferéncia de um grupo amino de um alfa-aminoéacido
para um alfa-oxoacido, o aumento de sua atividade plasmatica é simplesmente um
marcador de disrupcao (interrupcdo do curso normal de um processo) de hepatocitos
(WILLIAM et al., 2016).

E importante notar que a atividade plasmatica de ALT ou AST fora da variagdo
da referéncia ndo afirma necessariamente um dano hepatocelular significativo, por isso a
importancia do exame histopatoldgico como auxilio complementar as anélises da fungéo
hepatica. Presumidamente, estas enzimas também podem ser encontradas no figado,
coracdo, musculo esquelético, rim, cérebro, eritrdcitos e pulméo, tornando-se apenas um
parametro sugestivo dentre as andlises laboratoriais (MAKANJUOLA; LAPSLEY,
2016). Esse resultado é justificado pelo fato de que o AST € também encontrado na
musculatura esquelética e cardiaca, rins, pancreas e eritrocitos. O tumor S180, na sua
forma sélida e na medida em que cresce na regido axilar, danifica um ou mais tecidos,
como musculo esquelético; fator este que provoca alteracfes em parametros bioquimicos
como AST (AMARAL et al., 2016).

Dentre os efeitos relacionados a farmacocinética dos principios em estudo, os
mais observados foram em relagdo a metabolizacdo/biotransformacdo e a
eliminacdo/excrecdo dos antineoplasicos. Embora alguns medicamentos sejam
metabolizados no local de absorcdo, o local primario do metabolismo é o figado,
principalmente no complexo enzimatico citocromo P450 (SCRIPTURE, 2006).

A funcdo renal foi avaliada através da medicdo de ureia no soro, juntamente com
os indices de creatinina. Disfunc6es renais podem ser revelada por meio de um achado de
anormalidades bioguimicas, particularmente uma elevada concentracdo desses

metabolitos, pode ser um indicativo de lesdo. A concentragdo de ureia no soro €, em geral,
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baixa e é reduzida ndo apenas pela diluigdo, mas também por conta da reabsorcédo tubular
reduzida, o que caracteriza a necessidade da associacdo desses dados aos exames
complementares para evidenciar uma andlise elaborada.

Na lesdo renal aguda pré-renal, a concentracdo de ureia plasmatica geralmente
esta aumentada desproporcionalmente & da creatinina. A medida que a taxa de fluxo
urindrio cai, a difusdo da ureia do limen do néfron para o fluido intersticial aumenta. A
elevacdo da ureia pode também estar relacionada com maior catabolismo que geralmente
estd presente como resultado do distdrbio de base. Em contrapartida, na lesdo renal
intrinseca, concentracfes plasmaticas de ureia e creatinina tendem a se elevar em paralelo
(MAKANJUOLA; LAPSLEY, 2016). Ainda que a concentracdo plasmética de ureia
possa dar informacdes Uteis em algumas circunstancias, particularmente quando pode ser
comparada com a concentracdo plasmatica de creatinina, esta Ultima, apesar dos
problemas discutidos anteriormente, é um teste de funcdo renal bastante confiavel.

Todos os valores bioquimicos sericos (AST, ALT, ureia e creatinina) mensurados
no sangue periférico por via oral, ndo tiveram alteragdes significativas em multiplas
comparagdes nos diferentes grupos tratados (Tabela 10). A série branca apresentou
diferenca significativa (p < 0,05) em numeros de leucdcitos totais no grupo LHPA
200mg/kg (1,61 + 0,28) quando comparados ao grupo controle negativo (6,76 £ 2,21). O
namero de linfdcitos (78,82 £ 1,91) e monadcitos (3,01 £ 0,32) do grupo LHPA 200 mg/kg
expressaram diferenca significativa em relacdo ao grupo DMPC (69,73 + 2,66; 5,35 +
0,65), respectivamente.

A série vermelha ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos em
numeros de hemécias e hemoglobina dos grupos LHPA 100 mg/kg (7,37 £ 0,07) e LHPA
200mg/kg (8,43 £ 0,20) em relacdo ao grupo DMPC (8,57 + 0,34). Esses resultados
reafirmam auséncia de atividade hemolitica descrita e discutida anteriormente por via
intraperitoneal. Em numero de plaquetas o grupo CICLO (177,80 + 39,36) mostrou
diferenca significativa (p < 0,05), quando comparado aos grupos DMPC (378,50 + 98,87),
LHPA 100 (342,30 £+ 31,11) e 200 (376,20 + 33,02) mg/kg/dia.

A ciclofosfamida € um substrato da enzima CYP2B6, ou seja, € um pro-farmaco
e necessita que ocorra a biotransformacdo hepatica para produzir seus compostos
citotoxicos farmacologicamente ativos, assim, os inibidores do CYP podem reduzir o
metabolismo dos substratos desta via ocasionando diminui¢do na concentracao sérica do
pro-farmaco (BACHMANN, 2006). Os resultados mostraram seguranca em relacdo aos

efeitos toxicoldgicos apresentados pelo grupo controle positivo tratado com
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ciclofosfamida e LHPA nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia por via oral, principalmente
diante dos indices mostrados nos exames bioquimicos, quanto aos marcadores de lesdo
hepética e renal.

Um estudo elaborado por Amaral (2018), confirmou a suspeita de que o extrato
das folhas de Passiflora alata (EFPA), ndo causa alteracdes hepéticas nas dosagens
utilizadas, cortes histologicos foram realizados e analisados, sendo confirmado que o
EFPA ndo causa alteracdes histoldgicas no érgéo diante do protocolo utilizado. Portanto,
de acordo com os resultados apresentados o EFPA, nas doses e periodo avaliados, ndo
altera a massa do figado, nem parametros hepéticos clinicamente significativos e nem
estruturas histolégicas.

O EFPA apresenta vérias caracteristicas farmacoldgicas, direcionadas através de
seus componentes. Sabe-se que dentre 0s varios constituintes caracteristicos dessa planta,
alguns se destacam por possuir distintas caracteristicas funcionais, como por exemplo 0s
flavandides e as saponinas. Os flavonoides tém o potencial de modificar muitos eventos
biologicos do cancer, como apoptose, vascularizacéo, diferenciacéo celular e proliferacéo
celular. Além disso, alguns dos flavonoides dietéticos foram conhecidos por exibir
atividade antitumoral in vivo e reprimir angiogénese (AMARAL, 2018).

Dentre os flavonoides encontrados no EFPA a vitexina e isovitexina exercem
efeito antitumoral e citotoxico em varios modelos in vitro e in vivo. O potencial
quimioterapéutico desses flavonoides foram evidenciados em cancer de mama, hepatico,
colorretal, pulméo, pele, oral, prostata, colo do Gtero, ovario, eséfago e leucemia. Sendo
possivel que essa atividade seja mediada por acdo antimetastatica ou por inducéo de morte
celular por apoptose e/ou autofagia (AMARAL, 2018 ; GANESAN; XU, 2017).

Os flavonoides sdo metabolitos vegetais secundarios responsaveis pela cor e
pelo aroma das flores e possuem propriedades antibacterianas, antivirais, antioxidantes,
antialérgicas e anti-inflamatorias. No processo de carcinogénese, os flavonoides
interferem nas multiplas vias de transducdo de sinal e, portanto, limitam a proliferacéo,
angiogénese e metastase ou aumentam a apoptose (ABOTALEB et al., 2018).

A apoptose € um processo estritamente organizado, regulado por uma série de
cascatas de transducdo de sinal e proteinas celulares. Cancer e muitas outras doencas,
ocorrem como resultado de desequilibrios e mecanismos aberrantes nas vias apoptoticas.
A classificacdo das proteinas apoptdticas depende principalmente de seu papel na
apoptose. Proteinas pro-apoptéticas sdo ainda classificadas dependendo da familia de

proteinas em caspases e familia Bcl2: caspases, proteases de cisteina especificas do
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aspartato, possuem um papel chave na indugéo de apoptose e sdo geralmente encontradas
como heterodimeros inativos conhecidos como procaspases (ABOTALEB et al., 2018).

Perturbac6es na progressao do ciclo celular podem ser responsaveis pelos efeitos
anticarcinogénicos dos flavonoides. Devido aos sinais mitogénicos, as células entram em
uma série de etapas reguladas que permitem atravessar o ciclo celular, e as cinases
dependentes de ciclina (CDKSs) sdo reconhecidas como reguladores-chave da progressdo
do ciclo celular. Alteracdo e desregulacéo da atividade de CDK s&o marcas patogénicas
da neoplasia. Vérios tipos de canceres estdo associados a hiperativacdo de CDKs devido
a mutacdo de genes CDK ou genes inibidores de CDK (CHAHAR ET AL., 2011).

Portanto, inibidores ou moduladores s&o de grande interesse como novos agentes
terapéuticos no cancer. Verificou-se que os pontos de verificagdo emG1/Se G2/ M do
ciclo celular em linhas de células de cancer em cultura sdo perturbados por flavonoides,
como silimarina, genisteina, quercetina, daidzeina, luteolina, caempferol, apigenina e
epigalocatequina 3-galato. Estudos de varios laboratorios revelaram que o flavopiridol
pode induzir a parada do ciclo celular durante G1 ou G2 / M, inibindo todos os CDKs
(CHAHAR ET AL., 2011).

Muitos estudos sobre as distintas doencgas, mostraram que os flavanoides tem
efeitos positivos na reducdo e prevencao do cancer. Seu mecanismo de acéao é elaborado
através da sua entrada na célula ativando os dominios de morte celular (Bax e
Bak). Reguladores pro-apoptéticos e proteinas reguladoras de apoptose (Bcl-2 e Bcl-x)
liberam citocromo ¢ na mitocondria. Apafl, e procaspase-9 estdo ligados ao citocromo ¢
para formar o apoptossoma. A caspase € ativada por causa da clivagem da procaspase-
9. Ao mesmo tempo, os receptores de morte podem se relacionar com a procaspase-8 para
criar sua forma ativa. Ao final, a apoptose é realizada (VEERAMUTHU, 2016).

As nanoparticulas de LHPA conseguiram mostrar a acdo antitumoral do extrato
associada a eficiéncia que os sistemas de drug delivery apresentam quanto aos
lipossomas, condicionado a minimizar os efeitos toxicologicos sistémicos, aumentando a
eficcia terapéutica e diminuido a concentracdo do extrato em diferentes vias testadas.

O mecanismo de acdo do EFPA estd envolvido em mecanismos de necrose e
apoptose estimulados por flavanoides discutidos anteriormente. Quando encapsulado em
lipossomas, apresenta ampla seguranca durante o protocolo testado, e sua metabolizacao

é segura. As nanoparticulas de LHPA conseguiram mostrar a agdo antitumoral do extrato
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associada a eficiéncia que os sistemas de entrega direcionada apresentam quanto aos
lipossomas, condicionada a minimizar os efeitos toxicoldgicos sistémicos, aumentando a
eficacia terapéutica e diminuindo a concentracdo do estrato em diferentes vias testadas.

Os lipossomas tém varias vantagens sobre muitos outros sistemas de nano-
entrega por serem menos toxicos e ter um alto indice terapéutico, tém sido usados como
transportadores de agentes farmacoldgicos e genéticos com vantagens Unicas, incluindo:
(a) protecdo de drogas ou agentes terapéuticos baseados em siRNA da degradacéo; (b)
direcionamento para o local de acdo através de peptideo ligante ou conjugacdo de
anticorpo; e, (c) pouca toxicidade ou efeitos colaterais. Além disso, uma vez que 0s
fosfolipidios usados na preparagdo de lipossomas, como a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina, também estdo presentes em membranas celulares naturais, 0s
lipossomas sdo os candidatos ideais para a preparacdo de transportadores biocompativeis
e biodegradaveis. Os lipossomas podem aumentar a meia-vida de varios agentes
terapéuticos (SHARMA et al., 2012).

Pode-se imaginar que o desenvolvimento estratégico de nanocarreadores
carregados de drogas ajustados para desencadear a liberagdo de drogas melhoraria
significativamente a eficacia de drogas e produtos farmacéuticos, eliminando
potencialmente os problemas de resisténcia aos medicamentos. Tém sido desenvolvidas
varias modalidades de desencadeamento para liberacdo especifica de local de drogas de
lipossomas (PURI et al., 2009).

Os lipossomas tém varias vantagens adicionais como nanocarreadores para
aplicacBes de entrega de drogas. Eles protegem o farmaco carregado da degradacéo e
evitam a exposicao indesejavel do farmaco ao meio ambiente, o que pode diminuir a taxa
de liberacdo do farmaco. Espécies lipidicas especificas, como colesterol e lipideos
saturados rigidos, estabilizam a bicamada lipidica para resistir ao ataque das proteinas
plasmaticas e reduzir o vazamento do medicamento. No entanto, o desafio atual para o
desenvolvimento de lipossomas como carreadores de drogas € como controlar sua
distribuicdo e remocao in vivo (LI et al., 2017).

Finalmente, a nanodroga de P. alata mostrou atividade in vivo sobre distintas vias,
contudo a via oral merece destaque, por ser um caminho dificil de superar, pelas barreiras
naturais impostas de forma sistémica aos farmacos em geral. A nanoparticula LHPA teve
uma janela terapéutica satisfatdria, mantendo seu efeito terapico sem maiores danos
toxicoldgicos, chegando ao alvo em maiores propor¢des, beneficios permitidos através

do uso de lipossomas.
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Assim sendo, vantagem de usar nanocarreadores, incluindo lipossomas (intervalo
de tamanho de 100-200 nm), para entregar agentes anticancer ao tecido tumoral esta
sendo discutida neste trabalho. Esta abordagem para terapia anticAncer envolve
"direcionamento passivo™ dos nanocarreadores carregados com droga, porque essas
particulas sdo conhecidas por se acumularem na area do tumor devido ao efeito de
permeabilidade e retencdo (EPR) aprimorada pela vasculatura vazada (lipossomas nao
direcionados). Este efeito representa as diferencas anatdmicas entre o tecido normal e
canceroso porque os capilares na area do tumor possuem maior permeabilidade. Este
efeito de direcionamento passivo € altamente dependente de uma série de caracteristicas,
incluindo o grau de vascularizacdo tumoral e angiogénese e a porosidade e tamanho dos
poros dos vasos tumorais, que variam com o tipo e o estado dos tumores (MURPHY et
al., 2008; PURI et al., 2009).

Esses fatores contribuem para a farmacocinética e a biodistribuicdo dos
lipossomas. Questdes adicionais relacionadas ao "direcionamento passivo”, como a
cinética de liberacdo do medicamento, efluxo do medicamento liberado nas células
tumorais e retencdo do tumor, sdo fatores importantes que ditardo o resultado de um
tratamento eficaz. Por exemplo, lipossomas na faixa de 100 a 150 nm mostraram se
acumular preferencialmente em tumores devido ao efeito EPR (UCHIYAMA et al., 1995;
ISHIDA et al., 1999; PURI., 2009).
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7- CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da nanoformulacdo apresentaram-se de forma
satisfatéria e mostraram que é possivel a obtencdo e incorporacdo de extratos
vegetais aos lipossomas. Visto que a medicina requer a preparacdo de materiais

com caracteristicas facilmente manipuléveis.

O LHPA apresenta reducdo do crescimento de tumoral frente ao modelo pré-
clinico de tumor S 180 por via intraperitoneal, o que evidéncia que suas

caracteristicas biofarmacéuticas melhoradas sdo promissoras.

O LHPA apresenta inibicdo do crescimento de tumoral frente ao modelo pré-
clinico de tumor S 180 por via oral, mostrando que os lipossomas sdo capazes de
chegar a locais especificos, melhorando e facilitando a entrega dos compostos,
burlando as dificuldades que esta via apresenta.

As anélises bioquimicas mostram que o LHPA é uma formulacdo segura, diante

do metabolismo hepaético e renal.

O LHPA frente ao modelo S180 in vivo, ndo apresenta atividade hemolitica e
imunossupressora, apresentando-se seguro por via oral e intraperitoneal em

modelos pré-clinicos.
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