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APRESENTAGCAO

O cancer de préstata € uma das doengas mais prevalentes e letais em todo
0 mundo. Sua incidéncia é crescente, sendo uma nitida ameaca ao aumento da
expectativa de vida dos homens. A elevada taxa de mortalidade, especialmente em
casos de cancer de prostata resistente a castracdo, a caréncia de terapias
especificas e a falta de marcadores para a avaliagao e determinagédo do avango da
doenca constituem obstaculos substanciais na busca por tratamentos eficazes e
progndsticos otimistas.

Nesse contexto, o emprego da nanotecnologia, com o desenvolvimento de
formulacdes lipossomais, abre novos caminhos na busca por agentes antitumorais,
superando as limitagdes das abordagens convencionais. Lipossomos podem ser
carreadores eficientes ndo somente para compostos quimicos, mas também para
produtos naturais. O encapsulamento garante uma entrega ao local do tumor,
aumentando a eficacia e reduzindo os efeitos colaterais indesejados. Além disso,
supera os desafios relacionados a produtos naturais, como a baixa estabilidade,
restrita absorcao e biodistribuicdo e rapido metabolismo e excrecéo.

O Capitulo 1 deste estudo apresenta seu referencial tedrico, com
informacdes relevantes que abordam as complexidades histolégicas e moleculares
do cancer de prostata, discute a limitagao dos tratamentos convencionais e ressalta
a necessidade de abordagens alternativas, sobretudo para o cancer de prostata
resistente a castragdo. Evidenciando o grande potencial e versatilidades dos
compostos naturais no tratamento do cancer, explorando, assim, o conceito de
encapsulamento dessas substincias, em conchavo com nanoformulacdes
lipossomais.

Ja o Capitulo 2 refere-se a patente desenvolvida, com a obtencido de
formulagdes hibridas naturais compostas por lipossomas elasticos a base de 4-
Nerolidilcatecol e biossurfactantes glicosideos, testado em linhagem de cancer de
préostata e em modelo in vivo de embrides de galinha. Essa dissertacao,
contextualizada nos problemas enfrentados na oncologia, apresenta uma
nanoformulagao inovadora, estando, portanto, em consonancia com os Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (ODS), em especial ODS3 e ODS 10.



CAPITULO | - Fundamentacao Tedrica



1. Cancer: aspectos gerais e dados epidemiolégicos

Cancer € um termo abrangente que engloba uma ampla gama de condigbes
patolégicas, em que células transformadas sdo capazes de proliferar
descontroladamente e afetar diferentes regides do corpo (OPAS/OMS). Nesse
contexto, uma caracteristica da malignidade é a rapida multiplicacdo de células
an6malas para além de seus limites convencionais, infiltrando estruturas corporais
adjacentes e propagando-se para orgaos distantes, em um processo denominado
metastase. Esta € a principal causa de 6bito relacionada a tumores (Strmiska et al.,
2019).

O céancer é uma doencga de carater genético em que fatores intrinsecos e
ambientais estdo conectados a sua etiologia. Além disso, diferentes caracteristicas
sao descritas como associadas ao seu desenvolvimento e progressao e podem ser
adquiridas pelas células durante a transigdo de um estado normal para maligno
(Lewandowska et al., 2019). De acordo com Hannahan, (2020), esses aspectos
sao: sinalizagao proliferativa sustentada, bloqueio de supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, angiogénese, ativacao de
invasao e metastase, reprogramagao do metabolismo celular e evasdo da
destruigdo imunoldgica. Além disso, processos facilitadores como a instabilidade
genbmica e a inflamagdo também desempenham um papel fundamental nos
mecanismos celulares que levam a formagao e evolugcdo das células malignas,
contribuindo para a complexidade da patogénese do cancer. Por fim, o desbloqueio
da plasticidade fenotipica, a reprogramacao epigenética e os microbiomas foram
incorporados pelos autores na dindmica tumoral e estudos dedicados a essas
caracteristicas tém se destacado na literatura cientifica.

Apesar dos consideraveis avangos nos métodos de detecgdo e de
tratamento das neoplasias malignas, o crescente numero de casos e mortes
desafiam a saude publica (OMS, 2020). De fato, o cancer representa um importante
barreira para o aumento da expectativa de vida em todo o mundo e figura como a
principal ou a segunda causa de 6bitos antes dos 70 anos (Siegel et al., 2023; Sung

et al., 2021). De acordo com os dados da International Agency for Research on
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Cancer (IARC, 2020), foram registrados, globalmente, 18,1 milhdes de novos casos
de cancer no ano de 2020 (excluindo o cancer de pele ndo melanoma). Esses
numeros refletem o envelhecimento demografico, o aumento populacional, a
exposicao a poluentes ambientais, as mudangas no perfil comportamental (pratica
de exercicios, dieta e recreacdo) e as diferengas socioeconémicas (Wild et al; 2020;
Miller, 2022). Nos paises com elevado indice de Desenvolvimento Humano (IDH),
por exemplo, iniciativas de combate a doenca que envolvem a implementacao
eficaz de medidas de prevencgao, detecgdo e tratamento contribuem para o
diagndstico precoce e cura. Em contrapartida, em nagdes com desenvolvimento
humano médio ou baixo, os numeros sao preocupantes e o desafio reside em
otimizar o uso de recursos e esforgos a fim de aprimorar o controle da doencga de
maneira mais efetiva (UNITED NATIONS DEVELOPMENT PROGRAMME 2022;
Ferlay et al., 2021).

No Brasil, a previsdo para o periodo entre 2023 e 2025 indica a ocorréncia
de 704 mil novos casos de cancer, sendo 483 mil quando excluidos os casos de
cancer de pele ndo melanoma. Notavelmente, cerca de 70% dos diagndsticos estao
concentrados nas regides Sul e Sudeste. Dentre estas, a regido Sudeste abriga
metade dos pacientes (Santos et al., 2023). Globalmente, o Cancer de Préstata
(CaP) ocupa o quarto lugar em termos de incidéncia, compreendendo 7,3% do total
de casos em toda a populacédo e 15,4% em individuos do sexo masculino (Ferlay
et al., 2021; Sung et al., 2021). Para o triénio de 2023 a 2025, estima-se
aproximadamente 71.730 novos casos de CaP no Brasil, 0 que equivale a 67,86
novos diagnosticos a cada 100 mil homens, sendo o0 cancer mais incidente nesse
grupo no pais e em todas as regides brasileiras, como representado graficamente

pela Figura 1 (Santos et al., 2023).

Figura 1- Representacao grafica de dados epidemioldgicos para a incidéncia de
cancer de prostata no Brasil previsto para o ano de 2023. Na parte A esta representada
a estimativa em porcentagem de novos casos previstos para os tipos de cancer mais
prevalentes no territério nacional. Na parte B as taxas de incidéncia do cancer de préstata

para cada 100 mil homens, de acordo com a Unidade da Federacao.
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Fonte: Adaptado de Santos et al., 2023

O CaP é predominantemente caracterizado como uma doenga que afeta
individuos idosos. Esse fato é corroborado por numeros, em que 75% dos homens
sao diagnosticados, em todo o mundo, a partir de 65 anos de idade (Wild et al.,
2020). Portanto, a idade € um fator de risco estabelecido. Além disso, a histéria
familiar desempenha um papel significativo, de modo que ter parentes afetados,

especialmente de primeiro grau, aumenta consideravelmente as chances de
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desenvolver a doenga. Irméos e filhos de homens com CaP apresentam um risco
cerca de 2,5 vezes maior de também serem diagnosticados (Johns; Houlston, 2003;
Carlsson; Vickers, 2020). Interessantemente, o CaP apresenta uma alta
herdabilidade, estimada em 58%, em comparacdo a outros tipos de cénceres
graves (Mucci et al.,, 2016). As duas variantes genéticas mais frequentes que
conferem susceptibilidade autossémica dominante estao ligadas as mutagdes nos
genes HOXB13 (do inglés, Homeobox B13) e BRCAZ2 (do inglés, Breast cancer
gene 2) (Nyberg et al., 2021). No entanto, € importante notar que essas mutacdes
sao relativamente raras na populagdo geral, ocorrendo em cerca de 0,3% dos
individuos (Karlsson et al.,2021) Mutagcées nos genes ATM (do inglés, Ataxia
telangiectasia mutated), CHEKZ2 (do inglés, Cell cycle checkpoint kinase 2), NBS1
(do inglés, Nijmegen breakage syndrome protein 1) também tém sido descritas e
relacionadas a casos graves da doenga, com prevaléncia de 10 a 20% (Bancroft et
al., 2021; Shi et al., 2021).

Considerando que a populagao apresenta diferentes perfis mutacionais, a
raca e a etnia também sao fatores de risco (Rebbeck, 2007). Apesar das
descobertas, os testes genéticos e orientacbes clinicas relacionados a
predisposicao e herdabilidade ainda ndo sdo amplamente praticados, evidenciando
a necessidade de se intensificar as investigacbes para a compreensao molecular
do CaP e seus desfechos clinicos (Brook et al., 2023).

Por fim, é crucial considerar os fatores de risco que podem ser alterados,
como o0s habitos pessoais, incluindo o sedentarismo, 0 consumo excessivo de
gorduras animais e a baixa ingestao de frutas, vegetais e vitaminas. Assim, certos
comportamentos, como a alteragdo na dieta e a pratica regular de exercicios fisicos,
apresentam um papel fundamental na prevencédo do CaP ao auxiliar, dentre outros
fatores, no controle da glicemia e da obesidade (Zuniga et al., 2020). Estudos
conduzidos por Oczkowski e colaboradores (2021) demonstraram que 0 consumo
elevado de vegetais, frutas, peixes e alimentos integrais tem efeitos protetores ou
terapéuticos relacionados a compostos bioativos como flavonoides, estilbenos e
licopeno. Dietas baseadas em alimentos minimamente processados podem ser
benéficas para o metabolismo da préstata ao inibir todas as etapas da

carcinogénese. Ademais, a presenga de processos inflamatérios cronicos e a
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possivel exposicdo a produtos quimicos e radiagdes ionizantes conduzem ao

surgimento do CaP (Bergengren et al., 2023; Rawla, 2019)

2. Aspectos histologicos da prostata e o desenvolvimento de tumores

A préostata é uma glandula acessoria essencial do sistema reprodutor
masculino e que desempenha um papel multifacetado. Assim, o estudo de sua
anatomia e biologia € essencial para compreender sua funcionalidade e as nuances
das diferentes patologias que podem acometé-la (Figura 2). A prostata é composta
por elementos glandulares e estromais, os quais se unem firmemente em uma
estrutura chamada pseudocapsula. A capsula prostatica € composta internamente
por musculo liso, enquanto externamente € envolta por colageno, apresentando um
comprimento médio de, aproximadamente, 3 cm. (Paner, 2010; Van de Graaff,
2003). Situada estrategicamente, o érgédo ocupa um espacgo posterior a porgao
inferior da sinfise pubica e anterior ao reto, encontrando-se abaixo da bexiga
urinaria. Sua forma, frequentemente comparada a uma noz, €, na realidade, conica,
envolvendo a uretra proximal conforme emerge da bexiga urinaria (Bhavsar; Verma,
2014). O ponto mais alto dessa estrutura piramidal € conhecido como apice da
prostata, o qual entra em contato direto com a uretra peniana, sento este o canal
que transporta tanto a urina quanto o esperma para o exterior. Por outro lado, a
base da prostata, situada em seu ponto mais amplo, mantém uma conexao proxima
com a bexiga. Nesse local estao localizadas as vesiculas seminais, elementos vitais
para o sistema reprodutivo masculino, posicionadas bilateralmente para facilitar o
transporte e o armazenamento do esperma (Figura 2A) (Paner, 2010; Ferreira,
2011; Reeves et al., 2016).

Uma préstata saudavel possui aproximadamente 15 a 20 gramas. Essa
informacao é extremamente relevante tanto para avaliagdes clinicas quanto para
estudos comparativos referentes a saude do 6rgao, cuja drenagem linfatica é
realizada pelos ganglios iliacos internos (Ferreira, 2011; Lee et al., 2011; Paner,
2010). Adicionalmente, a prostata humana é dividida em zonas periférica, de
transicao e central, como indicado na Figura 2B. Essa segmentacao histologica &

de fundamental importancia para a compreensao dos fundamentos de diversas
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condi¢cbes prostaticas e orienta tanto os diagnosticos quanto as abordagens
terapéuticas. A zona periférica representa cerca de 70% do tecido glandular e
circunda a parte externa do 6rgéo, estendendo-se da base ao apice, circundando
a uretra distal. Nessa zona €& mais comum serem detectados carcinomas,
prostatites crénicas e atrofias pods-inflamatérias. A zona de transigcao,
correspondendo a apenas 5% do tecido, consiste em dois pequenos |l6bulos que
circundam a uretra prostatica proximal. Este € o segmento que tende a aumentar
devido a hiperplasia prostatica benigna (HPB). Por sua vez, a zona central, que
corresponde a cerca de 25% do 6rgao, assume a forma de um cone que circunda
os ductos ejaculatorios e ndo costuma ser associada a processos patoldgicos

primarios (Bhavsar; Verma, 2014; Paner, 2010; Harmelin et al., 2005).

Figura 2- Representag¢ao anatomica da glandula prostatica. Na parte A encontram-se
destacadas as estruturas de referéncia dos sistemas reprodutor e urinario masculinos,
incluindo a préstata. Em B, sao identificadas as zonas prostaticas e sua localizagdo no

orgéo.

Fonte: Adaptado de: Marzo, 2007; Health books UK Ltd.
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Ja a composicao celular da prostata humana é baseada em estudos de
expressao génica e de antigenos de superficie, além de sua localizagao nos acinos
glandulares (Shen; Abate-shen, 2010; DeMarzo et al., 2003). Nesse sentido, trés
tipos distintos de células epiteliais s&do descritos: (i) basais, (ii) luminais e (iii)
neuroenddcrinas. As células basais estao situadas préximas a membrana basal,
possuem nucleos ovais e citoplasma pouco visivel. Expressam citoqueratina 5 e o
fator de transcrigdo p63. Em contraste, as células luminais tém uma configuragao
colunar, com nucleos localizados proximos a base da célula. Sdo especializadas
na secregao de produtos para o lumen, incluindo o antigeno prostatico especifico
(PSA), além de expressarem citoqueratina 8 e proteinas reguladas por andrégenos.
Finalmente, as células neuroenddcrinas expressam cromogranina e sinaptofisina
(Ittmann, 2018; Henry et al., 2018). Fendtipos luminais ou basais tém sido
observados em tumores, contudo, a relevancia clinica permanece ambigua, com a
agressividade relacionada tanto a células luminais quanto a células-tronco basais
(Wang et al., 2013; Smith et al., 2015).

De fato, o CaP é uma doenga complexa, multifatorial e heterogénea. Possui
crescimento lento, manifestando-se, inicialmente, de forma assintomatica ou com
sintomas semelhantes a HPB (Banerjee et al., 2018). Entretanto, quando avancada,
€ uma doenga agressiva que pode obstruir a bexiga e atingir os ossos (Shen; Abate-
Shen, 2010). Assim, o diagndstico tardio prejudica significativamente a expectativa
de vida dos pacientes (Mimeault; Batra, 2011).

Para a deteccdo do CaP é adotado o toque retal digital (TRD), no qual o
tamanho e a consisténcia do 6rgao sao avaliados. Adicionalmente, sdo mensurados
0s niveis séricos de PSA, uma glicoproteina predominantemente produzida pelas
células epiteliais da glandula (Lee et al., 2011). Contudo, o diagndstico definitivo &
alcancado por meio da analise histopatolégica da lesdo, sendo esta
microscopicamente examinada para também ser estadiada conforme o tamanho e
extensdo do tumor (sistema TNM - Tumor Node Metastasis) e o grau de
indiferenciagado das células transformadas (escala de Gleason) (Mimeault; Batra,
2011; Epstein, 2010).

O processo de malignizacdo se inicia, de modo geral, com o
desenvolvimento da neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) tipificada pela

proliferagdo desordenada de células epiteliais glandulares da préstata, com
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caracteristicas celulares atipicas e dentro dos limites teciduais dos ductos e acinos
prostaticos. E considerada uma les&o pré-maligna, de modo que a NIP de alto grau
(HGPIN) é considerada o percussor mais provavel da maioria dos
adenocarcinomas prostaticos, principalmente devido as semelhangas morfolégicas
existente entre as células epiteliais dessas lesdes e o CaP invasivo (Brawer, 2005;
Tolkach; Kristiansen, 2018). A medida que a camada de células basais é
degradada, a HGPIN evolui para carcinoma localmente invasivo (Wang et al.,
2018). O processo inicial de disseminagado ocorre nos ganglios linfaticos de
drenagem, seguido pela propagacgao para 6rgaos distantes, incluindo osso, figado
e pulmdes, sendo o0s 0ssos a localizagdo mais prevalente das metastases (Testa
etal., 2019).

Em estagio avangado, o CaP é submetido a terapia de privagdo de
androgenos (TPA), uma estratégia terapéutica bastante eficaz e comum na pratica
clinica. Contudo, ha casos em que ocorrem recorréncias e progressao da doenca,
apesar dos baixos niveis de testosterona. Esse fato sinaliza o desenvolvimento de
uma resisténcia a TPA e a transicdo para o cancer de prostata resistente a
castracao (CRPC), um subtipo tumoral agressivo, metastatico e incuravel (Morote
et al.,2022). Estima- se que cerca de 10 a 20% dos casos de CaP progridem para
uma fase mais agressiva da doencga, apoés TPA (Morgan et al, 2010; Vellky; Ricke,
2020), sendo que estudos relatam a sobrevida média de 14 meses para homens
com CRPC (Chin et al, 2010; Kirby et al.,2011). Genes relacionados a via hormonal,
especialmente androgénica, e ao processo metabdlico da testosterona sao cruciais
na transformacao maligna. Contudo, vias adicionais podem ser ativadas no CRPC,

em um processo dinamico de progressao da doencga (Bluemn; Nelson, 2012)

3. Cancer de prostata resistente a castragao: caracteristicas e mecanismos

E sabida a dependéncia do CaP a andrdégenos e o papel crucial do receptor
de andrégeno (AR) no desenvolvimento e progressao da doenga (Hirst et al., 2012).
A testosterona ocupa uma fungédo de destaque nesse contexto, sendo produzida
nos testiculos e convertida na forma mais ativa, di-hidrotestosterona (DHT), no

tecido prostatico por meio da enzima 5a-redutase. Complementarmente, a glandula
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adrenal também sintetiza androstenediona e a desidroepiandrosterona, as quais
podem ser convertidas, posteriormente, em testosterona (Gamat et al., 2017; Shen;
Abate-Shen, 2010).

No tecido prostatico saudavel, o AR exerce um papel importante na
proliferacdo e diferenciagcdo de células epiteliais, além de ser essencial para o
desenvolvimento das fungdes especificas da glandula prostatica (Vickman et al.,
2019). No contexto do CaP, o AR impulsiona a disseminagdo metastatica (Han et
al., 2005). Portanto, abordagens que se propdéem a controlar a producédo de
androégenos ou modular a atividade do AR séo efetivas (Yanagisawa et al, 2022).
De maneira geral, a TPA consegue induzir a remissao em aproximadamente 80%
a 90% dos pacientes, conseguindo controlar o desenvolvimento do cancer por uma
meédia de 2 a 3 anos (Harris et al., 2009). Contudo, é importante destacar que a
regressao tumoral € apenas temporaria, com a possibilidade de progressao da
doenca para um estado que nao dependa mais de androgenos (Eisermann et al.,
2013; Decker et al., 2012). Dessa forma, € de extrema importancia a compreensao
dos mecanismos de expressao do AR e da regulacdo da transcrigdo e das vias de
sinalizagao mediadas por ele em células tumorais (Wu et al., 2007).

O CRPC surge por multiplos eventos, sendo estes: a amplificacdo e
superexpressao do AR, mutagdes no gene codificante do receptor, variantes de
splicing, mudangas dos cofatores do AR, producao intratumoral, alteragbes na
biossintese de andrégenos e sinalizagdo cruzada (Wang et al., 2022; Fuijita;
Nronomura, 2019) (Figura 3). No primeiro caso, a amplificacdo do AR torna as
células tumorais sensiveis a baixos niveis circulantes de andrégeno, a qual pode
ocorrer como resultado da selecdao de células capazes de proliferar nessas
condigbes (Hu et al., 2008). As mutagdes génicas conduzem a promiscuidade do
receptor para outros horménios e sinais, ampliando as moléculas reconhecidas
(Steinkamp et al., 2009; Robzyk et al., 2007; Buchanan et al., 2001). Isso resulta na
capacidade das células cancerigenas de prosseguir com o processo de proliferacéo
e evitar a apoptose se ligando a progesterona e estrogénio, por exemplo (Lallous
et al.,, 2016; Azad et al., 2015). Ja as variantes de splicing séo o resultado do
splicing alternativo do transcrito do gene AR, capazes de ativar constitutivamente a

sinalizagao, independentemente de andrégenos ou antiandrogénios (Jacob et al.,
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2021), uma vez que nao possuem o dominio de ligagao ao ligante (LBD) (Schalken;
Fitzpatrick, 2016).

Figura 3- Principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento do cancer de
prostata resistente a castragdao (CRPC): Estdo representados: a amplificagédo e
hipersensibilidade do receptor de andrégeno (AR), mutagdes no gene codificante do
receptor, variantes de splicing, recrutamento de diferentes coativadores, produgao
intratumoral e alternativa de andrégenos e mudanca de cofatores de AR. T, testosterona;
DHT, di-hidrotestosterona. P, fosfato.

Fonte: Adaptado de Schalken e Fitzpatrick, 2015; Guimaraes, 2021

Quanto ao recrutamento de diferentes coativadores, TIF2 (fatores
intermediarios transcricionais 2), SRC1(coativador do receptor de esterdide 1) e
TIP60 (complexo histona acetilase TIP60) encontram-se superexpressos em
CRPC, sensibilizando o receptor a baixos niveis de andrégenos (Halkidou et al.,
2003). Além disso, a expressédo enddégena de enzimas de sintese de andrégenos
pela lesdo também contribui para a manutencado/aumento da sinalizacdo do AR no
microambiente tumoral (Montgomery et al., 2008; Locke et al., 2008; Jacob et al.,
2021). As principais enzimas responsaveis pela conversdao do colesterol em
precursores de androgenos, CYP17A1(citocromo P450 17A1) e HSDD3B2 (3 beta-
hidroxiesterdide desidrogenase/delta-deltaisomerase tipo Il) , e as AKR1C3 (178B-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 5) e SRD5A1/2 (3-Oxo-5a-esterdide 4-

desidrogenase 1), ndo apenas estao presentes como também superexpressas no
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CRPC (Montgomery et al., 2008). Um aumento tdo robusto na maquinaria de
produgao de androgenos aumenta a disponibilidade do horménio, reativando a
cascata de sinalizagdo de AR (Schrecengost; Knudsen, 2013).

Similarmente, a alteragdo na biossintese de andrégenos ocorre devido a
presenca de uma mutagéo que proporciona ganho de fungao na 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase tipo 1 (HSD3B1), responsavel por catalisar uma etapa limitante da
sintese de DHT a partir da desidroepiandrosterona (DHEA) (Chang et al., 2013).
Mesmo com medicamentos que inibem a produgdo androgénica pelas glandulas
supra-renais, niveis significativos de andrégenos sao produzidos a partir do
colesterol no CRPC, o que o torna também independente dos andréogenos adrenais
circulantes (Fujita; Nonomura, 2019).

A sinalizacao cruzada envolve diferentes vias que possuem a capacidade de
ativar ou inibir as moléculas comuns ao mecanismo androgénico (Schalken e
Fitzpatrick, 2015). Citocinas, como IL-6 (interleucina-6), e outras moléculas como
KGF (Fator de crescimento de queratindcitos), EGF (Fator de crescimento
epidérmico) e IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1), por
exemplo, podem promover, via outros receptores, a translocacéo nuclear do AR
(Gregory et al., 2004). Destacam-se as vias MAPK (proteina quinase ativada por
mitdégeno) e PISK/AKT (fosfoinositideo 3-quinase/ protepina quinase B) (Ueda et al.,
2002, Gregory et al., 2004). Assim, a completa compreensao desses mecanismos
€ fundamental para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes que visam
retardar o inicio ou avango do CaP para formas agressivas da doenga. Essa € uma
demanda premente, diante de um atual cenario critico pés-pandemia, em que se

espera um aumento dos casos de CRPC.

4. Abordagens Terapéuticas e Desafios no Tratamento do Cancer de Préstata

A notavel heterogeneidade do CaP né&o so6 torna seu diagnéstico desafiador,
mas também contribui para sua progressdo e resisténcia terapéutica. A
complexidade desse cenario € evidenciada pela dificuldade em se estratificar
precisamente esses tumores, 0 que resultada em inumeros subtipos moleculares

(Plichta et al., 2021; Nguyen-Nielsen; Borre, 2016). A escolha do tratamento mais
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apropriado para um paciente é baseada nos niveis de PSA, estadiamento da leséao,
presenca de comorbidades e das decisdes particulares dos individuos (Bach et al.,
2014; Sekhoacha et al., 2022). As principais estratégias adotadas s&o a
prostatectomia radical, a radioterapia, TPA, imunoterapia e a quimioterapia (Chen
et al., 2013).

A prostatectomia radical refere-se ao procedimento cirurgico para a remogao
completa da préstata, sendo frequentemente recomendada para pacientes com o
tumor restrito ao 6rgado, com expectativa de vida superior a 10 anos e com poucas
ou nenhuma comorbidades (Litwin et al.,2017). As possiveis complicacoes
associadas a essa técnica incluem incontinéncia urinaria e disfuncao erétil, que
podem surgir devido a danos cirurgicos causados ao esfincter urinario e aos nervos
responsaveis pela fungéo erétil (Mohan; Schellhammer, 2011; Mukkala et al., 2021)

A radiacao terapéutica (RT) é eficaz em eliminar as células cancerosas da
prostata através da incidéncia de radiagdes de alta intensidade, sendo empregada
tanto como tratamento inicial, quanto complementar a prostatectomia (Naghavi et
al., 2014). Nessa abordagem podem ser utilizados feixes externos, em que a
energia é projetada através da pele para as areas afetadas pelo cancer, ou pela
implantacdo de sementes radioativas em locais especificos, denominada
braquiterapia (Potosky, 2000). O objetivo € minimizar o impacto nos tecidos normais
(Baskar et al., 2012). A RT atraveés de feixe externo é frequentemente adotada em
tumores localmente avancados de alto grau, particularmente quando a
prostatectomia radical ndo € uma opcgao viavel (Kipriyanov et al., 2020). A
braquiterapia, por outro lado, é direcionada a homens com risco baixo a
intermediario da doenga (grau 1 ou 2), nos quais ndo ha evidéncia clinica ou
radiologica de envolvimento da préstata para além de seus limites (Zaorsky et al.,
2017). A funcao erétil nao é afetada, mas ha queixas de urgéncia e frequéncia
urinaria, disuria, diarréia e proctite (Potosky, 2000).

Desde 1972, a TPA tem sido considerada o padrao ouro no tratamento inicial
do CaP avangado. Essa abordagem pode englobar a remogao cirurgica dos
testiculos (orquiectomia) ou a administragdo de quimicos como agonista do
hormonio liberador do horménio luteinizante (LHRH), antagonistas de LHRH e
inibidores da sintese de androégenos, visando essencialmente a reducdo da

atividade da testosterona (Gerritsen; Sharma, 2011). Seu mecanismo de agéo
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reside na supressao da produgao de testosterona e outros hormdnios masculinos,
privando as células cancerigenas da prostata de estimulo hormonal (Nishiyama,
2012; Crawford et al., 2015). Os agonistas de LHRH elevam o horménio luteinizante
(LH) e o horménio foliculo-estimulante (FSH), regulando negativamente os
receptores da hipéfise, reduzindo os niveis de LH e FSH e, por consequéncia,
suprimindo a produgao de testosterona. Diferem da orquiectomia por serem um
método reversivel. (Deluce et al., 2022; Heidenreich et al., 2008). Alguns agonistas
comuns de LHRH incluem leuprolida, goserelina, triptorelina e histrelina. Por outro
lado, os antagonistas bloqueiam diretamente os receptores da hipdfise, resultando
na inibicdo imediata da sintese de testosterona, com antiandrogénios néo
esteroides, tais como bicalutamida, flutamida ou nilutamida (lIguchi et al., 2019).

Ja os inibidores da sintese de andrégenos sdo moléculas que tém como alvo
a CYP17, essencial na sintese de esterdides, precursores de testosterona e
estrégenos. Os mais utilizados sdo cetoconazol, aminoglutetimida e o acetato de
abiraterona, sendo este considerado um inibidor mais potente (Belkahla et al., 2022,
Stein et al., 2014). No entanto, a TPA esta associada tanto a efeitos colaterais
agudos como de longo prazo, como hiperlipidemia, fadiga, ondas de calor,
osteoporose, resisténcia a insulina, doengas cardiovasculares, anemia e disfuncéo
sexual (Seidenfeld et al., 2000). Nos ultimos anos, novas opg¢oes terapéuticas foram
investigadas quanto a sua eficacia no tratamento do CRPC, que permanece
dependente da sinalizagdo androgénica mesmo quando o0s niveis seéricos de
testosterona estdo baixos apds a castracao (Henriquez et al., 2021), destacando-
se a imunoterapia e os agentes antiandrogénicos nao esteroides de segunda
geracgao.

A imunoterapia € baseada no estimulo do sistema imunoldgico do paciente,
podendo ativa ou passiva. Para o CaP, um exemplo é a vacina Sipuleucel-T
(Provenge), uma terapia celular ativa autdloga aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) que induz a resposta imune tumoral ao sensibilizar, ex vivo,
os glébulos brancos do préprio paciente com a proteina fosfatase acida prostatica
(PAP) (Sekhoacha et al., 2022, Cha et al., 2020). Os efeitos colaterais sao febre,
nausea, calafrios e dores musculares, sendo, portanto, considerados brandos em

comparacgao a outros métodos de tratamento (Stein et al., 2014).
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Quanto aos agentes antiandrogénicos de segunda geracao, os que foram
testadas em ensaios clinicos e demonstraram eficacia e seguranga séo a
enzalutamida, apalutamida e darolutamida (Henriquez et al., 2021). S&o inibidores
competitivos do AR e bloqueiam sua translocacdo. Os efeitos colaterais incluem
fadiga, astenia, diarreia, vomito. diminuicdo do apetite, hipersensibilidade a
medicamentos e disfagia (Yamada; Beltran, 2021; Cookson et al., 2013; Lokeshwar
et al.,2021). Estudos in vivo demonstraram que a darolutamida possui uma menor
penetracdo na barreira hematoencefalica em comparagdo com os inibidores
relatados anteriormente, reduzindo os efeitos colaterais relacionados ao sistema
nervoso central como disfungao cognitiva, convulsdes e fadiga (Zurth et al., 2019).

A quimioterapia, no CaP, é adotada em casos graves, metastaticos, em que
todas as estratégias anteriores ndo foram eficazes (Mizokami et al., 2017) Um dos
principais medicamentos utilizados é o docetaxel, cuja agao consiste na inibicao da
despolimerizagao dos microtubulos, ao se ligar a B-tubulina, interrompendo a
divisdo celular mitética e induzindo a apoptose (Jain, 2005; Zhu et al., 2013). No
entanto, o desenvolvimento de resisténcia a esse medicamento é comum, sendo
atribuida a um aumento na expressdo do gene MDR1, o qual codifica para a
glicoproteina P responsavel pelo efluxo de drogas (Abidi, 2013). Nesse contexto, o
cabazitaxel € um antineoplasico semissintético que tem sido introduzido como uma
terapia de segunda geragao para tumores resistentes ao docetaxel. (Crawford et
al., 2015). Para esses taxanos, os efeitos colaterais descritos incluem hipotenséo,
broncoespasmo, insuficiéncia renal, fadiga neurotoxica, alopecia e erupgao
cutanealeritema generalizado e diarréia grave (Abidi, 2013).

Portanto, diante de tantos desafios e do expressivo numero de mortes por
CaP avancado, pesquisas voltadas para a descoberta e a identificacdo de novas
alternativas terapéuticas sdo de extrema relevancia. Tais esforgos incluem a
investigacdo do potencial terapéutico de produtos de origem natural aliados a
nanotecnologia, como abordagens para enfrentar tanto a resisténcia aos
medicamentos quanto para mitigar os efeitos adversos inerentes as op¢oes atuais
(Ahdoot et al., 2019).

23



5. Abordagens com produtos naturais no tratamento do cancer de préstata:

eficacia e desafios

Ao longo da histéria, os compostos naturais tém desempenhado uma fungao
essencial na identificagdo de substancias bioativas com potencial terapéutico
(Atanasov et al.,, 2015; Harvey et al., 2015). Nos ultimos anos, esforgos
significativos foram empregados na obtencdo de novos produtos naturais a partir
de microrganismos, plantas e outras formas de vida, visando avaliar e desvendar
suas propriedades e seus mecanismos de acado (Huang et al., 2021). De maneira
geral, os compostos derivados de fontes naturais exibem estruturas inéditas,
incluindo um aumento na quantidade de atomos de oxigénio, maior incidéncia de
centros quirais, maior rigidez molecular, além de um aumento no numero de
doadores e receptores de ligagdes de hidrogénio (Barnes et al., 2016). Além disso,
€ observada uma propor¢ao menor de atomos no anel aromatico em relagdo ao
total de atomos pesados. Também apresentam coeficiente de particdo, massa
molecular e diversidade de sistemas de anéis. Essas particularidades conferem aos
produtos naturais uma extensa aplicabilidade (Li; Vederas, 2009; Koehn; Carter,
2005).

Na natureza, os produtos naturais passam por um processo de otimizagao
estrutural durante a evolugédo para desempenhar fungdes bioldgicas especificas
nos seres vivos em que sao encontrados. Em geral, esses compostos estao
envolvidos na regulacdo de mecanismos de defesa internos e em interagdes
frequentemente competitivas com outros organismos (Atanasov et al., 2015). Na
medicina, € uma abordagem de baixo custo e acessivel, com o beneficio adicional
de serem menos toxicos (Najmi et al., 2022).

Estima-se que entre os anos de 1981 e 2019, cerca de um quarto de todos
0s novos medicamentos anticancer aprovados apresentavam origem em produtos
naturais (Newman; Cragg, 2020). A vimblastina e a vincristina, por exemplo, sdo
empregadas no tratamento de linfomas e leucemia (Zhu et al., 2015). A
podofilotoxina, € utilizada como quimioterapico contra cancer cervical,
osteossarcomas, carcinoma nasofaringeo, cancer de célon, de mama, de prostata
e de pulmao (Zhang et al., 2018). Além do docetaxel e o paclitaxel, que séo

aplicados no tratamento do cancer de mama e CaP (Chhabra et al., 2018). De fato,
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dados da literatura apontam que diversos produtos naturais podem atingir
seletivamente moléculas e vias de sinalizacio relacionadas ao desenvolvimento e
progressao tumorais, bloqueando a proliferagéo celular, angiogénese e metastase,
modulando o sistema imunoldgico e processos redox e induzindo a apoptose e
autofagia (Fontana 2020; Salehi et al., 2019; Taylor; Jabbarzadeh, 2017). Dentre
essas moléculas destacam-se a quercetina, curcumina, resveratrol,
epigalocatequina-3-galato (EGCG), acido ursélico, berberina e o acido tanico,
potencialmente promissoras no controle do CaP em experimentos in vitro e pré-
clinicos (Dutta et al., 2019; Yang,Shang., 2017).

O Brasil abriga a mais vasta e rica biodiversidade do mundo, apresentando
um potencial significativo para a pesquisa de novos medicamentos provenientes de
fontes naturais, sendo os Biomas Cerrado e Mata Atlantica os mais promissores
(Melo et al., 2017; Dos Santos et al., 2016). Um notavel composto natural é o 4-
nerolidilcatecol (4-NC), um metabdlito secundario que foi isolado da planta
Pothomorphe umbellata, comumente conhecida como caapeba, pertencente a
familia Piperaceae. (Carolina et al., 2019). Estudos tém indicado que 0 4-NC possui
atividade antioxidante (Fernandes et al., 2013), propriedades antitumorais (Da Silva
Guimaraes et al., 2023; Alves-Fernandes et al., 2020), e antiparasitaria (Costa et
al., 2023). Dados prévios demonstraram que o 4-NC exerce seu efeito citotdxico
por meio da inducdo da apoptose por mecanismos dependentes da mitocéndria
com o acumulo de citocromo ¢, modulagao da via de NF-kB e inibigao da ciclina D1
(Benfica etal., 2017; Cortez et al., 2015). Além disso, 0 4-NC inibe a invasao celular,
gera especies reativas de oxigénio, causa danos no DNA, aumenta a expressao de
p53 e induz o estresse no reticulo endoplasmatico (Fernandes et al., 2019; Brohem
et al., 2009). Em relagédo ao CaP, estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram
que o 4-NC é capaz de induzir apoptose em células CRPC, inibir o ciclo celular e
influenciar a atividade de genes relacionados a transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT), angiogénese e hipoxia (Cordeiro, 2019).

Contudo, existem desafios a serem superados em relacao a utilizagao clinica
de produtos naturais. Possuem limitada capacidade de dissolucdo em agua,
absorcao reduzida, baixa biodisponibilidade e breve permanéncia nos sistemas
biolégicos (Seca; Pinto, 2018). Estima-se que mais de 90% dos tratamentos contra

o cancer atualmente disponiveis tém limitagdes significativas em relagdo a sua
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absorg¢ao no organismo e a farmacocinética (lwamoto, 2013). Portanto, é de suma
importancia desenvolver novos sistemas de administracdo de medicamentos,
especialmente os de origem natural, que possam aprimorar sua absorgéo,
distribuicado e direcionamento, tornando-os promissores na area oncologica (Huang
et al., 2021).

6. Nanoformulagées e produtos naturais: uma perspectiva integrada para o

desenvolvimento de terapias eficazes

A nanobiotecnologia é uma area em expansao, sobretudo na medicina, que
tem viabilizado a ampliagdo das fronteiras relacionadas ao desenvolvimento de
novos farmacos (Bayda et al.,2020). Nanomateriais vém sendo extensivamente
desenvolvidos e testados, permitindo uma entrega direcionada de varias moléculas
funcionais, incluindo produtos naturais. De fato, o encapsulamento de compostos
bioativos possibilita uma maior protecdo a condi¢gdes desfavoraveis de pH e
temperatura, melhorando sua biodisponibilidade e sua solubilidade (Meena et al.,
2020). Além disso, formulagées com nanomateriais modulam processos biolégicos
cruciais, como a autofagia, o estresse oxidativo e a morte celular, resultando em
uma interessante atividade antitumoral (Lee et al., 2011; Cordani; Somoza, 2019;
Meena et al., 2020).

Contudo, as nanoformulagdes encontram diversos desafios relacionados a
sua construgao, entrega, interacbes no sistema bioldgico e potencial toxicidade
(Akhter et al., 2011). O tamanho das particulas e a distribuicdo de tamanhos sao
fatores criticos que impactam a farmacocinética e a seguranga (Ahmad et al., 2010;
Kashyap et al.,, 2021). Dentre os sistemas de transporte de medicamentos
disponiveis atualmente, os lipossomas tém desempenhado um papel proeminente.
Desde sua primeira identificagdo na década de 1960, essas vesiculas se
estabeleceram como os nanocarregadores mais amplamente empregados em
sistemas direcionados para a liberagao controlada de farmacos, com maior
acumulo nos tecidos-alvo e maior eficacia de distribuicdo comprovados (Bayda et
al., 2019; Frézard et al., 2005; Park, 2002).
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Os lipossomas (Figura 4) sao esferas constituidas por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas, com carater hidrofébico e hidrofilico, com tamanho
variando desde vesiculas muito pequenas, com apenas 0,025 um, até lipossomas
de tamanho consideravel, chegando a 2,5 ym, como ilustrado na figura 03 (Frézard
et al., 2005). Seu tamanho desempenha um papel crucial na determinagcao da meia-
vida de circulagdo e, juntamente com o numero de bicamadas, influencia a
quantidade de farmaco encapsulado (Himanshu et al., 2011). Assim, com base em
suas dimensdes e na presencga de uma ou varias bicamadas, os lipossomas podem
ser categorizados em quatro grupos: (i) vesiculas unilamelares pequenas (SUV),
(i) vesiculas unilamelares grandes (LUV), (iii) vesiculas multilamelares (MLV) e (iv)
vesiculas multivesiculares (MVV) (Akbarzadeh et al., 2013). Nos lipossomas de
estrutura unilamelar, a bicamada lipidica € unica, enquanto nos lipossomas de
estrutura multilamelar, ela assume uma configuragao semelhante a uma cebola,
com varias camadas. As vesiculas multivesiculares (MVV) formam uma
organizagdao multilamelar, com esferas fosfolipidicas concéntricas, pois varias
vesiculas unilamelares sdo geradas dentro de lipossomas maiores (Shaheen et al.,
2006).

Figura 4- Caracteristicas estruturais dos lipossomas. Essas estruturas possuem uma
ou mais bicamadas fosfolipidicas orientadas em torno de um compartimento aquoso interno
que permite a retencdo de compostos hidrofilicos, enquanto a prépria bicamada retém

compostos de carater mais lipofilico ou anfifilico.
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Fonte: Adaptado de FREZARD et al., 2005; DEB et al;2019.

Os farmacos sédo predominantemente introduzidos nas nanovesiculas por
meio de interagbes fisicas, como aprisionamento, adesdao a superficie ou
encapsulamento (Nsairat et al., 2022). Em uma analise do banco de dados de
medicamentos aprovados e disponiveis nos sites da FDA, foram identificadas mais
de 18 formulacdes lipossomais aprovadas para administragcdo intravenosa,
intramuscular e oral (Kim; Jeong, 2021). Na terapia anticancer, numerosas
formulacbes de lipossomas com diferentes agentes anticancerigenos ja
demonstraram menor toxicidade do que a droga livre (Davaran et al., 2012). Além
disso, lipossomas tem apresentado uma liberagdo continua do medicamento
encapsulado, resultando em concentracbes terapéuticas mais elevadas e
sustentadas na corrente sanguinea (Valizadeh et al., 2012; Akbarzadeh et al.,
2013). Um marco notavel foi a aprovagdao do Doxil (lipossomas contendo
doxorrubicina) pelo FDA em 1995 como o primeiro produto lipossomal autorizado e
destinado ao tratamento do céncer de ovario e sarcoma de Kaposi (Barenholz,
2012).

De fato, uma das principais vantagens dos lipossomas em comparagao com
outros sistemas de entrega é a sua biocompatibilidade, especialmente quando

compostos por produtos naturais (Akbarzadeh et al., 2013). Thangapazham e
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colaboradores (2009) demonstraram uma entrega direcionada e uma maior eficacia
da curcumina encapsulada no tratamento de células de CaP, com uma inibigdo de
70-80% da proliferagao. Além disso, foi observado que o conjugado peguilado de
curcumina se mostrou consideravelmente mais potente na inibicado do crescimento
de células tumorais pancreaticas em comparagdo com a curcumina nao
encapsulada (Li et al., 2009). O encapsulamento da vincristina em lipossomas a
base de esfingomielina e colesterol proporcionou uma circulagdo prolongada sem
alteracdes na superficie dos lipossomas, e um maior acumulo nos tecidos-alvo, com
liberacdo sustentada do ativo (Silverman; Deitcher, 2012). Paclitaxel, quando
incorporado aos lipossomas Lipusu® para o tratamento do carcinoma gastrico,
causou menos efeitos adversos (Koudelka; Turanek, 2012). Por fim, Vyxeos®,
também conhecido como CPX-351, é uma formulagdo composta por citarabina e
daunorrubicina encapsuladas em lipossomas para o tratamento de leucemia
mieloide aguda de alto risco, com expressiva eficacia e reduzidos efeitos adversos
(Passero et al., 2016; Krauss et al., 2019)

Importante salientar que, mesmo diante dos avancos das pesquisas, €
crucial realizar ajustes detalhados em todos os parametros durante o processo de
desenvolvimento de nanoformulagbes a base de produtos naturais, incluindo a
distribuicdo de tamanho e a incorporagdo de componentes adicionais, a fim de
aprimorar os perfis de segurancga (Liu et al., 2022).

Contudo, ndo ha duvidas que essa abordagem abrira portas para o
desenvolvimento de sistemas de distribuicdo de medicamentos eficientes e menos
toxicos, e de abordagens terapéuticas mais eficazes, resultando em melhores

desfechos clinicos.

7. Aplicagao de modelos animais em experimentagao in vivo

A experimentacdo animal tem se mostrado como uma etapa crucial na
validacdo de compostos relacionados a area da saude (Davies et al., 2020),
desempenhando um papel significativo no progresso da ciéncia biomédica e
contribuindo substancialmente para o desenvolvimento de uma melhor

compreensao da anatomia e fisiologia humana e animal. Além disso, modelos
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animais permitem um aprofundamento do conhecimento sobre os processos
patolégicos, biologicos e farmacoldgicos (Lee et al., 2020) e possibilitam nao
apenas o desenvolvimento, mas também a avaliacdo de farmacos, vacinas e
procedimentos cirurgicos (Andersen; Winter, 2019). Apesar das diferengas
interespécies em termos de anatomia, metabolismo, fisiologia e genética (Kim et
al., 2019), sao avaliadas a faixa de dosagem, via de administracdo e toxicidade
sistétmica (Andrade et al., 2016), uma vez que esses modelos oferecem
informacgdes significativas sobre o fundamento de doengas (Gupta; Singh, 2018),

Nos ultimos cinco anos, diversas espécies incluindo primatas ndo humanos,
roedores, lagomorfos, caes, porcos e até mesmo organismos invertebrados, como
peixes-zebra e nematoides, foram importantes para o estudo de doengas de grande
interesse global, tais como COVID-19, cancer de mama, diabetes, obesidade e
Parkinson (Dominguez-Oliva et al., 2023). Desses organismos, os roedores tém
sido o0 modelo de referéncia para a pesquisa de doengas humanas ao longo de
muitas décadas (Cheon; Orsulic, 2011). Suas vantagens incluem o seu tamanho
compacto, a capacidade reprodutiva e a variedade de modelos existentes (Zhang
et al., 2071). No entanto, além das preocupagdes éticas e cientificas relativas aos
modelos murinos, a experimentacéao € dispendiosa e demorada (Jackson; Thomas,
2017). Em estudos de cancer, o desenvolvimento de tumores pode levar semanas
ou até meses, o que tem demandado a caracterizacdo e validagdo de outras
espécies (Cheon; Orsulic, 2011).

O modelo de membrana corioalantéica (CAM) de embrides de galinha
fornece uma alternativa barata e rapida. O tempo maximo de crescimento da lesao
na CAM é de 2 semanas. Além disso, a janela aberta na casca do ovo criada para
a implantagédo do tumor também permite a visualizagdo direta do seu crescimento
(Banstola; Reynolds, 2022). Devido a sua natureza imunologicamente
comprometida e a sua tolerancia ao sistema imunoldgico, € possivel implantar
tecidos de qualquer organismo nos ovos, evitando, assim, a necessidade de
recorrer a animais transgénicos onerosos (Sharrow et al., 2021). O emprego da
CAM na investigagao do cancer tornou-se mais proeminente no inicio dos anos
2000, coincidindo com os avangos na tecnologia de imagem 3D e na observacao
de células e tecidos vivos, que podem ser aplicados a esses modelos (Hu et al.,
2019).
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Na literatura, a CAM tem sido amplamente utilizada para investigar
processos como angiogénese (Nowak et al; 2014; Ribatti, 2012;), invasao de
células cancerosas (Xiao et al., 2015, Lokman et al., 2012), e metastase
(Deryugina;Quigley, 2008). Ja foi empregada com sucesso em estudos com glioma
(Hagedorn et al., 2005; Kavaliauskaité et al., 2017), carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescogo (Rudy et al., 2016; Liu et al., 2013); leucemia
(Loos et al., 2014; Canale et al., 2011), cancer de pancreas (Rovithi et al., 2017), e
cancer colorretal (Majernik et al., 2019). Além disso, modelos CAM foram
desenvolvidos para pesquisas em neuroblastoma (Swadi et al., 2018), linfoma de
Burkitt (Klingenberg et al., 2014), melanoma (Avram et al.,2017), e fibrossarcoma
felino (Zabielska-Koczywas et al., 2017). Estudos anteriores também abordaram o
transplante de linhagens celulares de cancer de bexiga (Skowron et al., 2017) e
CaP (Jefferies et al., 2017), embora com informacdes de protocolo limitadas. Vale
ressaltar que, em comparagédo com camundongos, 0S 0VOS Nao apenas apresentam
um custo muito menor, mas também proporcionam resultados altamente
consistentes e reprodutiveis (Strojnik et al., 2010; Taizi et al., 2006).

O uso do modelo tumoral CAM é reconhecido e aceito pela comunidade
cientifica, o que é perceptivel no aumento do nimero de publicagbes em revistas
de renome que abordam seu uso (Hu et al., 2019) A pesquisa conduzida por Hu e
sua equipe em 2019, utilizando enxertos xenotransplantados de céanceres
uroldgicos na CAM para investigar metastases, bem como o estudo de Sharrow e
colaboradores em 2020, que envolveu enxertos de tumores ginecoldgicos e
urolégicos, demonstraram que esse sistema in vivo é altamente vantajoso para
acelerar a identificagdo de mecanismos moleculares cruciais na biologia do cancer,

particularmente em relacao a doenga metastatica.

8. Consideragoes Finais

O desenvolvimento de terapias inovadoras representa uma abordagem
promissora no tratamento do CaP, com destaque para o CRPC. O progresso no
desenvolvimento de terapias mais eficazes é essencial para melhorar a qualidade

de vida e as perspectivas de sobrevivéncia dos pacientes. As nanoformulagdes
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lipossomais, combinadas com produtos naturais, representam uma possibilidade
de tratamentos mais direcionados, menos téxicos e mais eficazes, os quais podem
ser validados em modelos in vivo alternativos, com vistas em agilizar sua possivel

aplicagao clinica.
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CAPITULO Il
FORMULAGOES HIBRIDAS NATURAIS COMPOSTAS
POR LIPOSSOMAS, BIOSSURFACTANTES E

4-NEROLIDILCATECOL
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RESUMO
A presente invengao reivindica o desenvolvimento de formulagdes hibridas naturais
compostas por lipossomas, biossurfactante e 4-Nerolidilcatecol (4-NC), com
atividade antitumoral. Os lipossomas elasticos resultantes foram obtidos pela
técnica de formacao de filme lipidico contendo 4-NC, sendo ressuspensos em
solugdo tampao contendo biossurfactante e subsequentemente sonicados por 10
minutos, originando a formulagéo hibrida natural. Esta estratégia permitiu desenhar
um sistema lipossomal elastico composto exclusivamente por excipientes naturais
com atividade antitumoral intrinseca. Além disso, tais sistemas apresentaram
estabilidade fisico-quimica por 120 dias (4°C) em relagao ao tamanho de particulas
(nm), indice de polidispersao e carga elétrica superficial (mV). Os estudos de
citotoxicidade em células de cancer de préstata humano revelaram um
comportamento antitumoral seletivo da nanoformulagdo, sem diminuicdo da
viabilidade de células saudaveis. Os testes de toxicidade in vivo em embrides de
galinha demonstraram que as formulagdes hibridas n&do apresentaram
nanotoxicidade nos embrides, ndo afetando seu desenvolvimento fetal normal,
determinando uma dose segura de 2 mg/ml. Além disso, os testes de regressao e
inibicdo tumoral realizados nos mesmos embrides de galinha corroboraram os
resultados observados nos testes de citotoxicidade in vitro, confirmando a atividade
antitumoral da formulacao e sua eficacia na reducao e disseminacao das células
cancerigenas. As avaliagdes histopatoldgicas dos tecidos tumorais de embrides de
galinha demonstraram diferencas significativas entre o grupo tratado e o grupo
controle em relagao ao padrao de inflamagao tecidual e a presenca e extensao de
areas necroticas, que sao indicativos de morte celular. Notavelmente, esses
parametros foram mais acentuados no grupo tratado com a formulagéo lipossomal

elastica contendo 4NC.
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Campo da Invencao

[001] A presente invencdo descreve o método para obtengdo de formulagbes
hibridas naturais compostas por lipossomas elasticos a base de 4-Nerolidilcatecol
e biossurfactantes glicosideos, sendo testado em diferentes linhagens tumorais de

prostata e em modelo in vivo de embrides de galinha, com aplicagc&o antitumoral.

Descriciao do Estado da Técnica

[002] A Nanotecnologia é definida como um campo que engloba ciéncia,
engenharia e tecnologia na escala nano, variando de estruturas de 1 a 100
nandmetros. (About Nanotechnology/Nanotechnology Initiative. Nos ultimos anos,
os produtos e processos decorrentes dessa area tém sido evidenciados por suas
aplicagdes promissoras na area da saude humana, especialmente no ambito do
tratamento do cancer. (Disponivel em: <https://www.nano.gov/about-
nanotechnology>).

[003] Com potencial diagnostico e terapéutico, é notavel a variedade de
produtos médicos contendo nanomateriais ja disponiveis no mercado dos Estados
Unidos. (BAYDA, S. et al. The History of Nanoscience and Nanotechnology: From
Chemical-Physical Applications to Nanomedicine. Molecules, v. 25, n. 1, p. 112,
2019.). Nesse contexto, os nanofarmacos se destacam, englobando nanomateriais
desenvolvidos para a entrega otimizada de medicamentos. (HULLA, J.; SAHU, S;;
HAYES, A. Nanotechnology. Human & Experimental Toxicology, v. 34, n. 12, p.
1318-1321, 2015).

[004] Os avangos mais proeminentes tém ocorrido na area da nano-
oncologia, aprimorando a eficacia dos medicamentos quimioterapicos tradicionais
e auxiliando no controle de canceres humanos agressivos. Assim, a hanotecnologia
tem permitido a entrega direcionada de diferentes moléculas funcionais, incluindo
nanoparticulas, anticorpos e agentes citotoxicos. (LEE, P. Y.; WONG, K. K. Y.
Nanomedicine: A new frontier in cancer therapeutics. hub.hku.hk, 2011).

[005] Nanoparticulas metalicas isoladamente e formulagdes envolvendo
nanomateriais sdo capazes de modular processos biolégicos cruciais, como
autofagia, estresse oxidativo e morte celular, resultando em uma expressiva
atividade antitumoral. (CORDANI, M.; SOMOZA, A. Targeting autophagy using
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metallic nanoparticles: a promising strategy for cancer treatment. Cellular and
Molecular Life Sciences, v. 76, n. 7, p. 1215-1242, 2019). Atualmente, os
lipossomas sdo os nanocarreadores mais comumente utilizados em sistemas
direcionados de liberacado de farmacos. Desde sua descoberta, na década de 1960,
tém sido amplamente pesquisados e continuam a suscitar grande interesse na
comunidade cientifica devido a sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa imunogenicidade. (PANDEY, H.; RANI, R.; AGARWAL, V. Liposome and
Their Applications in Cancer Therapy. Brazilian Archives of Biology and Technology,
v. 59, n. 0, 2016).

[006] Essas caracteristicas dos lipossomos s&o alcangadas devido a
composicado anfifilica dessas vesiculas, as quais s&o constituidas por uma
bicamada de fosfolipidios que envolvem um nucleo aquoso. Essas estruturas sao
capazes de encapsular tanto substancias hidrofilicas quanto hidrofébicas, o que
possibilita 0 aumento da concentragdo da droga no local de administracdo e a
reducdo de efeitos colaterais indesejados. (BAVARSAD, N. et al. Preparacion y
caracterizacion fisicoquimica de liposomas tdpicos cargados con quercetina. Ars
Pharmaceutica (Internet), v. 60, n. 1, 2019). De fato, a natureza anfifilica dos
fosfolipidios em solugdo reproduz as caracteristicas das membranas celulares
naturais, o que possibilita interagdes altamente eficazes entre os lipossomas e as
membranas celulares dos mamiferos, resultando em uma absorc¢do eficiente.
(GUIMARAES, D. CAVACO-PAULO, A.; NOGUEIRA, E. Design of liposomes as
drug delivery system for therapeutic applications. International Journal of
Pharmaceutics, v. 601, p. 120571, 2021). Além disso, com base em seu tamanho
e quantidade de bicamadas, os lipossomas podem ser divididos em duas principais
categorias: (1) vesiculas multilamelares (MLV) e (2) vesiculas unilamelares. As
vesiculas unilamelares, por sua vez, podem ser classificadas em duas
subcategorias: (1) grandes vesiculas unilamelares (LUV) e (2) pequenas vesiculas
unilamelares (SUV). Nas vesiculas LUV a estrutura consiste em uma unica camada
de bicamada fosfolipidica que envolve a solugéo aquosa. (AKBARZADEH, A. et al.
Liposome: classification, preparation, and applications. Nanoscale Research
Letters, v. 8, n. 1, 2013.)

[007] A encapsulagao em lipossomas nao apenas oferece protecao contra

inativagao precoce e degradagao de ativos, mas também melhora sua solubilidade.
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Além disso, permite uma distribuigdo mais precisa e controlada, bem como a
liberacdo direcionada, prolongada e sustentada da substancia, resultando na
diminuicdo da toxicidade, ao mesmo tempo em que amplia a eficacia terapéutica.
(JOHNSTON, M. J. W. et al. Characterization of the drug retention and
pharmacokinetic properties of liposomal nanoparticles containing
dihydrosphingomyelin. Biochimica Et Biophysica Acta, v. 1768, n. 5, p. 1121-1127,
2007). Estudos prévios confirmam essas caracteristicas, com redugdo na
toxicidade e aprimoramento na eficacia do encapsulamento com lipossoma quando
comparados aos compostos nao encapsulados. (STANO, P. et al. Novel
Camptothecin Analogue (Gimatecan)-Containing Liposomes Prepared by the
Ethanol Injection Method. Journal of Liposome Research, v. 14, n. 1-2, p. 87-109,
2004) e de OMRI, A.; SUNTRES, Z. E.; SHEK, P. N. Enhanced activity of liposomal
polymyxin B against Pseudomonas aeruginosa in a rat model of lung infection.
Biochemical Pharmacology, v. 64, n. 9, p. 1407-1413, 2002.

[008] Adicionalmente, estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado o
ganho no desempenho farmacocinético dessas estruturas em relagao a drogas
antitumorais. (HOFHEINZ, R.-D. et al. Liposomal encapsulated anti-cancer drugs.
Anti-Cancer Drugs, v. 16, n. 7, p. 691-707, 2005). De fato, formulagbes de
lipossomas contendo agentes anticancerigenos tém apresentado menor toxicidade
em comparagao com as formas livres dos farmacos (DAVARAN, S. et al. Synthesis,
characterization, and in vitro evaluation of novel polymer-coated magnetic
nanoparticles for controlled delivery of doxorubicin. Nanotechnology, Science and
Applications, p. 13, 2012). Doxil, uma formulacdo lipossomal modificada com
polietilenoglicol (PEG), representa o pioneiro entre os produtos lipossomais
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para tratar o sarcoma de
Kaposi em individuos portadores do virus HIV/AIDS, BARENHOLZ, Y. (CHEZY).
Doxil® — The first FDA-approved nano-drug: Lessons learned. Journal of
Controlled Release, v. 160, n. 2, p. 117-134, 2012) (ULRICH, A. S. Biophysical
Aspects of Using Liposomes as Delivery Vehicles. Bioscience Reports, v. 22, n. 2,
p. 129-150, 2002). Atualmente, formula¢des de medicamentos em lipossomas sao
consideradas, nos EUA e na Europa, padrao ouro no tratamento de alguns tipos de
canceres como cancer de ovario e mieloma mdltiplo, (BLADE, J. et al. Efficacy and

Safety of Pegylated Liposomal Doxorubicin in Combination With Bortezomib for
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Multiple Myeloma: Effects of Adverse Prognostic Factors on Outcome. Clinical
Lymphoma Myeloma and Leukemia, v. 11, n. 1, p. 44-49, 2011). Portanto, a
nanobiotecnologia aplicada a oncologia € altamente promissora, permitindo
aprimorar as taxas de resposta ao tratamento do tumor e, ao mesmo tempo, reduzir
de forma significativa a toxicidade sistémica associada as terapias quimioterapicas
convencionais (PANDEY, H.; RANI, R.; AGARWAL, V. Liposome and Their
Applications in Cancer Therapy. Brazilian Archives of Biology and Technology, v.
59, n. 0, 2016).

[009] O céancer constitui um desafio de saude global. Durante a ultima
década, foi registrado um crescimento de 20% na prevaléncia da doenca e é
previsto que até 2030 surjam mais de 25 milhdes de novos casos (SANTOS, M. DE
O. et al. Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil, 2023-2025. Revista Brasileira
de Cancerologia, v. 69, n. 1, 2023).

[010] Tumores na prostata possuem natureza multifatorial e sdo complexos
molecular e clinicamente. Sdo indolentes e assintomaticos quando em estagio
inicial. Quando os sinais sao identificados, se assemelham aos da hiperplasia
prostatica benigna (DAMBER, J.-E.; AUS, G. Prostate cancer (Review). Lancet, v.
371, n. 9625, p. 1710 1721, 2008). Além disso, o cancer de préstata pode progredir
de maneira rapida e agressiva, levando a obstrucdo da bexiga e a disseminacgéo,
principalmente, para os ossos. (MIMEAULT, M.; BATRA, S. K. Frequent Gene
Products and Molecular Pathways Altered in Prostate Cancer- and Metastasis-
Initiating Cells and Their Progenies and Novel Promising Multitargeted Therapies.
Molecular Medicine, v. 17, n. 9-10, p. 949-964, 2011).

[011] O tratamento do cancer de préstata abrange multiplas abordagens
incluindo cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal e imunoterapia. As
decisdes sdo tomadas levando em consideragao os beneficios de cada opgao de
tratamento em comparagdo com os possiveis riscos e efeitos colaterais (Prostate
Cancer Treatment. <https://www.cancer.org/cancer/types/prostate-
cancer/treating.html>). Contudo, a heterogeneidade dessa doenga promove a sua
progressao e pode resultar na ineficacia das abordagens terapéuticas empregadas
(SAMYKUTTY, A. et al. Piperine, a Bioactive Component of Pepper Spice Exerts
Therapeutic Effects on Androgen Dependent and Androgen Independent Prostate
Cancer Cells. PLoS ONE, v. 8, n. 6, p. €65889, 2013.
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[012] A progresséo para o cancer de prostata resistente a castragao,
frequentemente em estagio metastatico e letal, € um desafio para a oncologia e
continua sendo a principal causa de 6bitos relacionados ao cancer de préstata.
(KONG, P. et al. Emerging Proteins in CRPC: Functional Roles and Clinical
Implications. Frontiers in Oncology, v. 12 2022. Uma das caracteristicas do cancer
de proéstata resistente a castracéo é sua progresséo independente da presencga de
androgenos, a qual pode se desenvolver por diferentes mecanismos como: (i)
aumento da sensibilidade do receptor de androgeno, o qual se torna responsivo a
outros hormdnios e sinais de crescimento, e (ii) ativagao de receptores de tirsosina-
quinase e de vias alternativas, que culminam com o avango da doenga na auséncia
de androgeno (FELDMAN, B. J.; FELDMAN, D. The Development of androgen-
independent Prostate Cancer. Nature Reviews Cancer, v. 1, n. 1, p. 34—45, out.
2001. A linhagem celular PC3 utilizada neste trabalho € uma célula de cancer de
prostata independente de androgeno e, portanto, representativa de um tumor
agressivo e refratario

[013] Nos ultimos anos, tém sido adotados agentes antiandrogénicos de
primeira e segunda geragao, imunoterapia e quimioterapicos com docetaxel e
cabazitaxel para o tratamento do cancer de prostata. No entanto, essas abordagens
frequentemente vém acompanhadas de efeitos colaterais indesejaveis e nao
atingem a eficacia desejada na redugéo da evolugcdo do cancer de prostata para
um fendtipo horménio independente. Isso real¢a a necessidade de se buscar novas
substancias que sejam mais eficazes e menos toxicas (VELLKY, J. E.; RICKE, W.
A. Development and prevalence of castration-resistant prostate cancer subtypes.
Neoplasia, v. 22, n. 11, p. 566-575, 2020).

[014] Os produtos naturais sao promissores. Um relatério realizado por Eric
Patridge e sua equipe (PATRIDGE, E. et al. An analysis of FDA-approved drugs:
natural products and their derivatives. Drug Discovery Today, v. 21, n. 2, p. 204—
207, 2016) revelou que a FDA aprovou, ao longo dos anos (de 1827 a 2013), um
total de 547 produtos naturais e suas derivagdes como tratamentos medicinais.
Estes tém sido empregados para o tratamento de diversas enfermidades,
notavelmente cancer, infecgdes bacterianas e hipertensdo. A mesma pesquisa
constatou que 68% de todos os 136 medicamentos de moléculas pequenas com

propriedades anticancerigenas disponiveis entre 1940 e 2014 eram originarios de
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substancias naturais. Por possuirem a vantagem de apresentar baixa toxicidade e
de ter multiplos alvos e mecanismos de acéo, as propriedades antitumorais de
compostos derivados de recursos naturais tém sido extensivamente estudadas,
com notavel habilidade de integragdo em cenarios clinicos.

[015] Empregados como abordagem preventiva para o cancer em estagios
iniciais e como suplemento para estagios avangados da doenga, os produtos
naturais sdo capazes de induzir a apoptose e inibir a proliferacdo e metastase.
(NAEEM, A. et al. Natural Products as Anticancer Agents: Current Status and Future
Perspectives. Molecules, v. 27, n. 23, p. 8367, 2022). Ademais, os produtos naturais
tém o potencial de aprimorar os tratamentos quimioterapicos e facilitar a
administracdo de nanomedicamentos direcionados a células tumorais. Compostos
como o resveratrol e a epigalocatequina ja foram investigados clinicamente para o
tratamento do cancer (MA, L. et al. Plant Natural Products: Promising Resources
for Cancer Chemoprevention. Molecules, v. 26, n. 4, p. 933, 2021). Entretanto,
otimizagbes estruturais nas substéncias naturais s&o necessarias, visando
aprimorar ndo apenas a eficacia, mas também a seguranga, a acessibilidade
quimica e a farmacocinética (XIAO, Z.; MORRIS-NATSCHKE, S. L.; LEE, K.-H.
Strategies for the Optimization of Natural Leads to Anticancer Drugs or Drug
Candidates. Medicinal research reviews, v. 36, n. 1, p. 32-91, 2016).

[016] Popularmente conhecida como “caapeba” ou “pariparoba’,
Pothomorphe umbellata L. Mig. € uma planta arbustiva que apresenta ampla
distribuicdo geografica, desde a Amazonia até o sul do Brasil e em varios paises
da América Latina. Relatos apontam seu uso na medicina popular no tratamento de
reumatismo, Ulceras, febre, diarreia, queimaduras, disturbios hepaticos e
inflamagdo (REGINALDO VICENTE RIBEIRO et al. Ethnobotanical study of
medicinal plants used by Ribeirinhos in the North Araguaia microregion, Mato
Grosso, Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v. 205, p. 69-102, 2017; ROERSCH,
C. M. F. B. Piper umbellatum L.: A comparative cross-cultural analysis of its
medicinal uses and an ethnopharmacological evaluation. Journal of
Ethnopharmacology, v. 131, n. 3, p. 522-537,2010).

[017] Na literatura académica extratos de folhas, raizes e caules de P.
umbellata foram avaliados e demonstraram significativas atividades antimalaricas,

anti-inflamatdrias, antitumorais, antifungicas e antibacterianas (BAGATELA, B. S.
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et al. Evaluation of antimicrobial and antimalarial activities of crude extract, fractions
and 4-nerolidylcathecol from the aerial parts ofPiper umbellatal. (Piperaceae).
Natural Product Research, v. 27, n. 23, p. 2202-2209,2013; PERAZZO, F. F. et al.
Anti-inflammatory and analgesic properties of water—ethanolic extract from
Pothomorphe umbellata (Piperaceae) aerial parts. Journal of Ethnopharmacology,
v. 99, n. 2, p. 215-220, 2005; SILVA et al. Evaluation of acute toxicity, antibacterial
activity, and mode of action of the hydroethanolic extract of Piper umbellatum L. v.
151, n. 1, p. 137-143, 2014; CRISTINA, A. et al. New antimalarial and cytotoxic 4-
nerolidylcatechol derivatives. European journal of medicinal chemistry, v. 44, n. 6,
p. 2731-2735,20009.

[018] O catecol prenilado de formula molecular C21H3002 denominado 4-
Nerolidilcatecol (4-[(6E)-3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-3-illbenzeno-1,2-diol) é
um dos principais compostos bioativos isolados de P. umbellata (C.
DESMARCHELIER et al. 4-Nerolidylcatechol from PothomorpheSpp. Scavanges
Peroxyl Radicals and Inhibits Fe(ll)-Dependent DNA Damage. Planta Medica, v. 63,
n. 06, p. 561-563,1997). O 4-Nerolidilcatecol e alguns derivados tém apresentado
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, anti-genotdxica, antimalarica, anti-
Schistosoma mansoni, antibacteriana, antifungica, analgésica e antitumoral
(COSTA, D. DE S. et al. Antiparasitic properties of 4-nerolidylcatechol from
Pothomorphe umbellata (L.) Mig. (Piperaceae) in vitro and in mice models with
either prepatent or patent Schistosoma mansoni infections. Journal of
Ethnopharmacology, v. 313, p. 116607,2023; ALVES-FERNANDES, D. K. et al. In
vivo antitumoral effect of 4-nerolidylcatechol (4-NC) in NRAS-mutant human
melanoma. Food and Chemical Toxicology: An International Journal Published for
the British Industrial Biological Research Association, v. 141, p. 111371,2020;
DEBORA KRISTINA ALVES-FERNANDES et al. ER stress promotes antitumor
effects in BRAFiI/MEKIi resistant human melanoma induced by natural compound 4-
nerolidylcathecol (4-NC). Pharmacological Research, v. 141, p. 63-72,2019;
FREITAS, J. A. et al. In vitro bioassay guided anti-dermatophyte and cytotoxic
activities from Piper umbellatum L. Miq. led to 4-nerolidylcatechol. Natural Product
Research, v. 34, n. 23, p. 3423-3427,2020; POLYANA LOPES BENFICA et al. 4-
Nerolidylcatechol: apoptosis by mitochondrial mechanisms with reduction in cyclin

D1 at GO/G1 stage of the chronic myelogenous K562 cell line. v. 55, n. 1, p. 1899—
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1908,2017; ALANE PEREIRA CORTEZ et al. 4-Nerolidylcatechol analogues as
promising anticancer agents. European Journal of Pharmacology, v. 765, p. 517—
524,2015; ROCHA E SILVA, L. F. et al. In Vivo Antimalarial Activity and
Mechanisms of Action of 4-Nerolidylcatechol Derivatives. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 59, n. 6, p. 3271-3280,2015; GAETIL, M. P. N. et al. Liposomal
Entrapment of 4-Nerolidylcatechol: Impact on Phospholipid Dynamics, Drug
Stability and Bioactivity. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, v. 15, n. 1,
p. 838-847,2015; BAGATELA, B. S. et al. Evaluation of antimicrobial and
antimalarial activities of crude extract, fractions and 4-nerolidylcathecol from the
aerial parts ofPiper umbellatal. (Piperaceae). Natural Product Research, v. 27, n.
23, p. 2202-2209,2013; KELLY SOUZA FERNANDES et al. Antioxidant effect of 4-
nerolidylcatechol and a-tocopherol in erythrocyte ghost membranes and
phospholipid bilayers. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 46,
n. 9, p. 780-788,2013; MEDANHA DA CUNHA et al., 4-Nerolidylcatechol and its
synthetic analogues: antioxidant activity and toxicity evaluation. Eur J Med Chem.
2013; ELSON ALVES COSTA et al. Anti-inflammatory and antinociceptive activities
of LQFM002 — A 4-nerolidylcatechol derivative. v. 92, n. 3, p. 237-244,2013;
LOPES, A. P. et al. Antioxidant and cytotoxic effects of crude extract, fractions and
4-nerolidylcathecol from aerial parts of Pothomorphe umbellata L. (Piperaceae).
BioMed Research International, v. 2013, p. 206581, 2013; LIMA, E. et al. Stability
and Antioxidant Activity of Semi-synthetic Derivatives of 4-Nerolidylcatechol.
Molecules, v. 18, n. 1, p. 178-189,2012; LINO, R. C. et al. Anti-inflammatory effect
of (E)-4-(3,7-dimethylocta-2,6-dienylamino)phenol, a new derivative of 4-
nerolidylcatechol. The Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 65, n. 1, p. 133—
141,2013; PINTO et al., New antimalarial and cytotoxic 4-nerolidylcatechol
derivatives. Eur J Med Chem. 2009; BROHEM, C. A. et al. Apoptosis induction by
4-nerolidylcatechol in melanoma cell lines. Toxicology in Vitro, v. 23, n. 1, p. 111—
119,2009; VALADARES, M. C. et al. Protective effects of 4-nerolidylcatechol against
genotoxicity induced by cyclophosphamide. Food and Chemical Toxicology: An
International Journal Published for the British Industrial Biological Research
Association, v. 45, n. 10, p. 1975-1978,2007; ROCHA E SILVA, L. F. et al. In Vivo
and In Vitro Antimalarial Activity of 4-Nerolidylcatechol. Phytotherapy Research, v.
25,n. 8, p. 1181-1188,2011.
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[019] Estudos in vitro demonstraram uma citotoxicidade significativa do 4-
Nerolidilcatecol a linhagens de melanoma, carcinoma de cdlon, glioblastoma,
cancer de mama e leucemia. Além disso, em um exemplo de modelo in vivo de
melanoma, o composto reduziu o crescimento do tumor positivo para mutacao
NRAS (ALVES-FERNANDES, D. K. et al. In vivo antitumoral effect of 4-
nerolidylcatechol (4-NC) in NRAS-mutant human melanoma. Food and Chemical
Toxicology: An International Journal Published for the British Industrial Biological
Research Association, v. 141, p. 111371, 2020; DEBORA KRISTINA ALVES-
FERNANDES et al. ER stress promotes antitumor effects in BRAFI/MEKIi resistant
human melanoma induced by natural compound 4-nerolidylcathecol (4-NC).
Pharmacological Research, v. 141, p. 63-72,2019; POLYANA LOPES BENFICA et
al. 4-Nerolidylcatechol: apoptosis by mitochondrial mechanisms with reduction in
cyclin D1 at G0/G1 stage of the chronic myelogenous K562 cell line. v. 55, n. 1, p.
1899-1908,2017; ALANE PEREIRA CORTEZ et al. 4-Nerolidylcatechol analogues
as promising anticancer agents. European Journal of Pharmacology, v. 765, p. 517—
524, 2015; CRISTINA, A. et al. New antimalarial and cytotoxic 4-nerolidylcatechol
derivatives. European journal of medicinal chemistry, v. 44, n. 6, p. 2731-2735,
2009; BROHEM, C. A. et al. Apoptosis induction by 4-nerolidylcatechol in melanoma
cell lines. Toxicology in Vitro, v. 23, n. 1, p. 111-119, 20009.

[020] Biologicamente, o 4-Nerolidilcatecol € capaz de inibir as
metaloproteinases extracelulares MMP-2 e MMP-9, perturbar a funcéo
proteasomal, bloquear as fosfolipases A2, inibir a enzima topoisomerase |, induzir
autofagia, além de atuar como antioxidante por ser capaz de modular o estado
redox das células (CRISTINA DISLICH ROPKE et al. In Vitro and In Vivo Inhibition
of Skin Matrix Metalloproteinases by Pothomorphe umbellata Root Extract.
Photochemistry and Photobiology, v. 82, n. 2, p. 439-439,2006; BROHEM, C. A. et
al. Proteasome inhibition and ROS generation by 4-nerolidylcatechol induces
melanoma cell death. Pigment Cell & Melanoma Research, v. 25, n. 3, p. 354—
369,2012; NUNEZ, V. et al. Inhibitory effects of Piper umbellatum and Piper
peltatum extracts towards myotoxic phospholipases A2 from Bothrops snake
venoms: Isolation of 4-nerolidylcatechol as active principle. Phytochemistry, v. 66,
n. 9, p. 1017-1025,2005; MONGELLI, E. et al. Cytotoxic 4-nerolidylcatechol from

Pothomorphe peltata inhibits topoisomerase | activity. Planta Medica, v. 65, n. 4, p.
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376-378,1999; RENATO RAMOS MASSARO et al. 4-Nerolidylcatechol induces
autophagy in human glioblastoma cells. Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 53, n. 3,2018; C. DESMARCHELIER et al. 4-Nerolidylcatechol
fromPothomorpheSpp. Scavanges Peroxyl Radicals and Inhibits Fe(ll)-Dependent
DNA Damage. Planta Medica, v. 63, n. 06, p. 561-563,1997.

[021] Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou, por meio de
ensaios funcionais, que o 4-Nerolidilcatecol, possui atividades citotoxica,
antiproliferativa e pré-apoptética sobre as células PC3, agindo de forma efetiva e
seletiva contra essa linhagem de cancer de prostata horménio independente
(CORDEIRO, A. O. Extratos e substancias naturais promissores para o tratamento
do cancer de préstata. Repositorio.ufu.br, 2023). Além disso, agiu sinergisticamente
com o docetaxel no controle dessas células. Contudo, os ensaios foram conduzidos
apenas em linhagens celulares e com o 4-Nerolidilcatecol livre, de forma que foram
evidenciadas suas limitagbes e a necessidade de se desenvolver nanoestrturas
como as apresentadas nessa patente e, portanto, ndo avaliadas previamente.

[022] De fato, mesmo contendo grupos hidroxilas ionizaveis, o 4-
Nerolidilcatecol é altamente lipofilico e praticamente insolivel em agua (0.007014
mg/L), fato que contribui para sua baixa biodisponibilidade e dificulta sua veiculagao
em formulagdes farmacéuticas aquosas (VALERIANO, V. S. Complexo de inclusao
do 4-nerolidilcatecol emhidroxipropil-? -ciclodextrina. Revista Eletrbnica de
Farmacia, 2005). Na tentativa de contornar essa dificuldade, estudos vém sendo
conduzidos na busca de analogos mais hidrofilicos ou incorporando-os em
sistemas nanoestruturados, por exemplo, com sua conjugacao em formulacdes
contendo ciclodextrinas, nanoparticulas poliméricas e lipossomas.

[023] No cenario farmacéutico mundial, deve-se ressaltar que ainda nao
existem formulagcbes lipossomais disponiveis comercialmente contendo 4-
Nerolidilcatecol para fins terapéuticos de nenhuma doenca. Apenas um artigo
cientifico refere-se ao encapsulamento de 4-NC nesse tipo de formulacido. Neste,
lipossomas tradicionais preparados a partir de fosfatidilcolina de soja contendo 4-
NC exibiram um comportamento de liberacédo prolongada quando comparados ao
farmaco livre, sendo citotdxicos a células leucémicas (GAETIL, M. P. N. et al.
Liposomal Entrapment of 4-Nerolidylcatechol: Impact on Phospholipid Dynamics,

Drug Stability and Bioactivity. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, v. 15,
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n. 1, p. 838-847, 2015). No entanto, o sistema apresentado no artigo e o método
de obtencdo de tais formulacdes diferem das formulagdes reivindicadas nesse
pedido de patente. Além disso, os autores ndo mencionam a avaliagcdo de
seguranca e eficacia de tais formulagdes em modelos animais, apenas se limitando
a avaliar a sua citotoxicidade na linhagem de leucemia K562.

[024] Realizamos também uma busca extensiva em bancos de patentes
utilizando os termos chaves: (i) 4-nerolidilcatecol (4-nerolidylcatechol), (ii) 4-NC, (iii)
Composigdes farmacéuticas (Pharmaceutical compositions), (iv) Lipossomas
(Liposomes), (v) Lipossomas elasticos (Elastic liposomes), (vi) Sistemas
lipossomais elasticos (Elastic liposomal systems), (vii) Formulag¢des lipossémicas
hibridas (Hybrid liposomal formulations), (viii) Cancer (Cancer), (ix) Cancer de
prostata (Prostate cancer). A patente BR102012012728A2 refere-se a uma
formulacao farmacéutica a base de picdo-preto e caapeba para uso contra virus de
hepatites e outras doencas do figado. As patentes EP1578433B1,
WO02004026323A1 e US20060062858A1 descrevem o uso do extrato de P.
umbellata para preparar composi¢coes dermocosmeéticas ou farmacéuticas para o
tratamento ou prevencdo de danos a pele causados pela exposicdo a luz,
envelhecimento cutaneo e cancer de pele. As patentes BRPI0721725B1,
US20110136901A1 e WO2009082795A1 referem-se ao 4-Nerolidilcatecol e seus
derivados para tratamento de sintomas de malaria, incluindo tratamento de
pacientes resistentes aos antimalaricos tradicionais. As patentes EP3256141A1 e
W02016128386A1 reivindicam formulagdes multiparticuladas compreendendo
extratos de ervas secos por pulverizagao, sendo as formulagdes preparadas por
extrusdo-esferonizacdo. Ja as invengdes US20200016092A1, US20220280445A1,
US20210145849A1 e W02020014431A1 propdem métodos para obtencido de
filmes orodispersiveis (strip oral), sendo que um dos ingredientes ativos
reivindicados para sua composicdo € o 4-Nerolidilcatecol. Nenhuma dessas
patentes descreve os métodos e o processo presentemente reivindicados na
obtencao de formulagdes lipossomais hibridas com o 4-Nerolidilcatecol.

[025] A aplicacdo dos métodos exigidos por esta patente tem o potencial
de validar e evidenciar um progresso inédito significativo na utilizagdo desse do 4-
Nerolidilcatecol encapsulado em lipossomas. Isso, por sua vez, permitira a

aprimoragdo de sua atividade citotoxica e anti carcinogénica, bem como a
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otimizacao dos aspectos farmacocinéticos e sua utilizagado no controle de tumores

ainda ndo demonstrados em outras patentes e/ou publicagdes.

SUMARIO DA INVENCAO

[026] A presente invencao reivindica formulagbes hibridas naturais

compostas por lipossomas, biossurfactantes e 4-Nerolidilcatecol com atividade
antitumoral contra tumores epiteliais, em especial cancer de prostata.

[027] Em um primeiro aspecto, a presente invencao prové um metodo para
preparar a formulagao a partir das etapas:

[028] Solubilizagdo dos fosfolipidios e 4- Nerolidilcatecol (a partir de 1
mg/mL) em cloroférmio,

[029] Filme lipidico composto por fosfatidilcolina hidrogenada de soja
(HSPC) e colesterol ou fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol (col) e alfa tocoferol
(vit E), contendo 4- Nerolidilcatecol através da evaporacao do solvente por fluxo de
N2 e manutengao do filme obtido em vacuo por 2 h (25 ° C),

[030] Hidratagdo do filme lipidico com solu¢do tampéao fosfato salino (10
mM) pH 5,5 contendo biossurfactantes da classe do poliaquil glicosideos,
preferencialmente o decil poliglucosideo Seguido de ultrassonicagao por 10
minutos.

[031] Em um segundo aspecto, a presente invengdo prové que as
formulagdes hibridas aqui reivindicadas sdo capazes de incorporar o bioativo 4-
Nerolidilcatecol sem alterar a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos das
particulas.

[032] Em um terceiro aspecto, a presente invencao prové que, enquanto
manutengao da morfologia, a incorporacao de 4- Nerolidilcatecol pelos lipossomas
nao alterou a integridade e nem a morfologia das vesiculas, que atuaram como
excelentes anfitrias para o bioativo hidrofébico.

[033] Em um quarto aspecto, a presente invencao prové que as
formulagdes possuem tempo de prateleira de 4 meses a 4 °C.

[034] Biologicamente a presente invengao promoveu a morte de células de
cancer de prostata, além de reduzir a massa tumoral e inibir seu crescimento em
modelo animal de embrido de galinha, sendo, portanto, uma formulagcdo com

aplicavel ao tratamento de tumores.
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OBJETIVOS DA INVENCAO

[035] O objetivo desta patente foi introduzir uma nova formulagao hibrida

utilizando vesiculas lipossomais unilamelares nanoestrututradas (LUV). Esses
portadores sao projetados para encapsular com eficiéncia metabdlitos de plantas.
Especificamente, o foco recai sobre o metabolito 4- Nerolidilcatecol purificado de
Pothomorphe umbellata.

[036] Outro objetivo notavel desta patente é introduzir uma formulagéo que
exiba potenciais efeitos citotdéxicos nas células de cancer de préstata, controlando
a citoxicidade do ativo em células ndo tumorigénicas, evidenciando, assim, a
seletividade na acao do 4- Nerolidilcatecol formulado.

[037] Além disso, esta patente visa apresentar um método de fabricagao da
formulacdo, garantindo sua estabilidade fisico-quimica ao longo do
armazenamento até sua eventual utilizagdo.

[038] Um objetivo adicional desta patente é estabelecer um método de
administracdo seguro e eficiente para as formulagbes acima mencionadas em
modelos biolégicos. Garantir a longevidade dessas formulagbes em termos de
qualidade, seguranca e eficacia é fundamental.

[039] Conforme comprovado pelos dados experimentais fornecidos, este
relatério descritivo demonstra que as formulacbes aqui descritas cumprem com

sucesso todos os objetivos propostos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

1. Preparo das formulag¢odes hibridas

[040] As formulagdes lipossomais elasticas hibridas foram preparadas pela
técnica de formacéao de filme lipidico. Os lipossomas podem ser compostos por
fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC) e colesterol ou fosfatidilcolina de ovo
(EPC), colesterol (col) e alfa tocoferol (vit E), sendo preferencialmente compostos
por EPC, col e vit E na razédo 4:3:0,07 mol%, respectivamente, com concentracéo
final de 5 a 30 mM, especificamente 20 mM. Apds a solubilizagao dos lipidios e 4-
Nerolidilcatecol, apresentado abreviado como 4-NC (2 mg/mL) em cloroférmio, os
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excipientes foram conservados em fluxo de N2 e vacuo por 2 h (25 ° C), para
completa evaporagdao do solvente e subsequente formacdo do filme lipidico
contendo 4-NC na concentragéo de 1 a 2,5 mg/mL, preferencialmente a 2 mg/mL.

[041] Entao, o filme lipidico foi hidratado com solugéo tampéao fosfato salino
(10 mM) pH 5,5 contendo biossurfactantes da classe do poliaquil glicosideos,
preferencialmente o decil poliglucosideo (Plantaren 2000) de 1 a 5 pL/mL,
preferencialmente 4 pyL/mL, sendo agitadas em vortex de 3 a 8 min,
preferencialmente 5 min, resultando na formacdo de vesiculas multilamelares
grandes. A formulagao resultante foi submetida a sonicagédo ou a um processo de
extrusdo manual, preferencialmente sonicagcdo em banho de gelo de 5 a 20
minutos, preferencialmente 10 minutos (frequéncia de 37 kHz e amplitude de 50 %)
para a miniaturizacédo e homogeneizagao de tamanho das vesiculas. Formulagbes
lipossomais convencionais de mesma composicao lipidica, porém, sem 4-NC,
contendo tampéao fosfato salino pH 5,5 (10 mM) e Plantaren 2000 (4 uL/mL) foram
preparadas como controle. As formulag¢des resultantes (LUV e LUV/4-NC) foram
armazenadas em vidro ambar a 4 °C até uso posterior.

[042] Todas as formulagbes exibiram aspecto leitoso e translucido
compativel com os lipossomas tradicionais. Porém, a formulagao contendo 4-NC
(LUV/4-NC) apresentou um tom avermelhado dada a presenca do bioativo. O
desenvolvimento de um sistema lipossomal elastico hibrido, contendo
exclusivamente excipientes naturais e com atividade antineoplasica contra cancer

de préstata ainda n&o havia sido descrito até entao.

2. Caracterizagao biofisica e acompanhamento da estabilidade fisico-

quimica das formulagoes

[043] O tamanho de particula (nm), o indice de polidispersdo (PDI) e o
potencial Zeta (mV) das formulagdes foram analisados através da técnica de
espalhamento dindmico de luz (DLS; LiteSizer 500, Anton Paar, Alemanha), logo
apo6s o preparo e em tempos pré-determinados durante 120 dias, a fim de garantir
a estabilidade fisico-quimica (tempo de prateleira) das formulagdes aqui

reivindicadas.
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[044] As analises foram realizadas em triplicata (25 °© C), para ambas as
amostras (LUV e LUV/4-NC). A estabilidade fisico-quimica € um pré-requisito
preconizado pelas farmacopeias brasileira, norte-americana e europeia para a
garantia do tempo de prateleira de sistemas particulados, sendo monitorada em
relagcdo ao tamanho de particula (nm), indice de polidispersédo (PDI) e potencial
Zeta (mV).

[045] Foi possivel observar que apos 120 dias de monitoramento, o
lipossoma controle (LUV) exibiu tamanho de particula inferior ao LUV/4-NC,
apresentando tamanhos médios de 190,0 nm e 342,3 nm, respectivamente. Essa
diferenca de tamanho entre os sistemas se deve a presenca do bioativo 4-NC, que
€ uma molécula de elevada massa molecular e hidrofobicidade, que se arranja
espontaneamente entre a bicamada fosfolipidica do LUV elastico, o que também
explica a diferenga de tamanho significativa (p<0,05) ao longo do tempo. Porém,
sem apresentar nenhuma tendéncia de aumento de tamanho ou instabilidade fisico-
quimica, conforme o requerido para este tipo de sistema (Figura 1). Com relagao
aos valores de PDI (Figura 2), ambos os sistemas descreveram uma distribuigéo
homogénea dos tamanhos, apresentando, apos 120 dias, valores médios de PDI
de 0,115 para LUV e 0,233 para LUV/4-NC. Cabe ressaltar, que apenas a
formulacao controle LUV exibiu diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) ao
longo do tempo para este parametro. Isso sugere que as formulagdes hibridas aqui
reivindicadas sado capazes de incorporar o bioativo 4-NC sem alterar a
homogeneidade da distribuigdo dos tamanhos das particulas.

[046] O potencial Zeta € uma medida tedrica da mobilidade eletrocinética
de particulas em suspensao, comumente relacionada a estabilidade fisico-quimica
de formulacdes particuladas. Seu valor se da em modulo e devera apresentar
valores mais distantes de zero possivel. A Figura 3 demonstrou que a
encapsulacao de 4-NC foi responsavel por aumentar em modulo os valores de Zeta,
tornando tais amostras ainda mais estaveis ao longo do tempo. A formulagao
LUV/4-NC apresentou o potencial Zeta mais negativo (~ -32 mV) apés 120 dias de
acompanhamento, enquanto as amostras de LUV exibiram valores médios de -19
mV ao fim do periodo de analise, ambas as amostras apresentaram alteragcbes

significativas (p<0,05) ao longo do tempo, determinadas pelo rearranjo
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supramolecular intrinseco as formulagdes coloidais. Tais achados garantiram a

estabilidade fisico-quimica da presente inveng¢ao aqui reivindicada.

3. Morfologia das nanoparticulas

[047] A morfologia das formulagdes de LUV e LUV/4-NC foram elucidadas
pelas técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo
(MEV).

[048] Para tanto, uma gota de cada amostra foi aderida a uma laminula de
vidro previamente pregada a um porta-amostra de aluminio (stub). Apos a completa
evaporacgao do solvente, os stubs foram submetidos ao processo de sputtering
durante 120 s a 30 kV e armazenados em dissecador até a analise. As amostras
foram visualizadas em um Microscépio Eletronico de Varredura por Emissao de
Campo ZEISS EVO MA10 modelo EVO da marca JEOL, com detectores de
elétrons secundarios e retroespalhados, operando em alto vacuo sob tensao de 20
kV, do Laboratdrio de Microscopia Eletrénica da Faculdade de Engenharia Quimica
da Universidade Federal de Uberlandia.

[049] Foram confirmadas as morfologias esféricas de contornos aparentes
das nanoparticulas de ambas as amostras (Figura 4). A incorporagao de 4-NC
pelos lipossomas nao alterou a integridade e nem a morfologia das vesiculas, que

atuaram como excelentes anfitrids para o bioativo hidrofébico.

4. Cultivo celular e avaliagcao de citotoxicidade in vitro das

formulagoes lipossomais

[050] Foram utilizadas duas linhagens celulares prostaticas provenientes
do banco de células American Type Culture Collection (ATCC): (i) PNTZ2, linhagem
celular ndo tumorigénica (saudavel); e (i) PC3, linhagem tumoral hormdnio
independente. Todas as células foram cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 ug/mL de gentamicina, e

mantidas a 37 °C, em atmosfera umida contendo 5% de CO2. Os meios de cultura

50



foram trocados em dias alternados até que as células atingissem aproximadamente
80% de confluéncia.

[051] Para a analise da atividade citotdxica das formulagaoes foi realizado
o ensaio utilizando Alamar Blue® Cell Viability Assay Reagent. As linhagens
celulares foram cultivadas conforme descrito anteriormente, desagregadas
enzimaticamente, centrifugadas, coradas com o corante azul de tripano e
contabilizadas na camara de Neubauer em microscépio optico (Thermo Evos XL
Microscope Imaging System). Foram semeadas 2x10* células por pogo em placas
de 96 pogos sendo mantidas a 37 °C e 5% COz por 24 horas para aderéncia. Foram
conduzidos trés ensaios independentes em ftriplicata.

[052] Para os tratamentos, foram estabelecidos 4 grupos: 4-NC (produto
natural ndo encapsulado), LUV (vesiculas lipossomais ndo-formuladas), LUV/4-NC
(formulacéao lipossomal encapsulando 4-NC) e controle (células nao tratadas). O
4NC foi diluido em dimetil-sulfoxido (DMSO) e meio de cultura. Os tratamentos
foram conduzidos com os compostos nas concentragcdes, em uM de 2,5; 5; 10; 20;
40; 80 e 160 e 320. Apos 48 horas, foi adicionado 10 pl do reagente colorimétrico
Resazurina diluido em tampéao fosfato salino a 0,1 mg/mL por 4 horas. Por fim, a
absorbancia (Abs) foi medida em um espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
de 570 nm e 600 nm. Os valores de viabilidade celular foram expressos como
porcentagem relativa a absorbancia determinada, de modo que foi calculada a
diferenga percentual entre as células tratadas e o controle de células nao tratadas

de acordo com a férmula abaixo:

Viabilidade (%) = (02 x A1) - (O1 x A2) x 100  (Eq 01)
(02 x P1) - (O1 x P2)

Em que:

O1 = Coeficiente de oxidacdo do Alamar Blue em 570 nm
02 = Coeficiente de oxidagao do Alamar Blue em 600 nm
A1 = Valor de absorbéancia das amostras teste em 570 nm
A2 = Valor de absorbéancia da amostra teste em 600 nm
P1 = Valor de absorbancia do controle em 570 nm

P2 = Valor de absorbancia do controle em 600 nm
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[053] Os resultados foram plotados e o grafico de citotoxicidade foi gerado
através do software GraphPad Prism 8.0. Foi analisada a normalidade de
distribuicdo dos dados pelo teste Shapiro wilk e a significancia estatistica
estabelecida pela analise de variancia univariada ANOVA one-way seguida pelo
teste de Tukey.

[054] Como ilustrado na Figura 5, os resultados revelaram uma notavel
citotoxicidade de LUV/4-NC dependente da concentracdo as células tumorais de
préstata, evidenciada de forma marcante nas duas concentragcées mais elevadas
da formulagdo encapsulada. Para as células ndo tumorigéncias a viabilidade se
manteve em torno de 100%. O 4-NC nao encapsulado, por sua vez, apresentou
uma porcentagem de morte celular também dependente da concentragdo, mas em
ambas as linhagens — normal e tumoral, o que refor¢a seu potencial citotoxico ndo
seletivo.

[055] Para verificar a seletividade da formulagao e do produto em sua forma
livre frente as células tumorais, foi calculado o indice de seletividade (IS), que é
dado pela relagdo entre as concentracdes necessarias para reduzir 50 % da
viabilidade celular (IC50) das células ndo-tumorais em relagao as tumorais, sendo

determinada a partir da seguinte férmula:

IS=I1C50 da linhagem nao tumoral (Eq 02)

IC50 da linhagem tumoral

Em que: IS = 2 qualificam o composto como mais seletivo para as linhagens
tumorais, ou seja, € duplamente mais eficaz contra as células malignas em relagao

as células saudaveis, sendo considerados promissores.

[056] A Tabela 1 mostra as concentragdes necessarias para reduzir 50 %
da viabilidade celular (IC50) e o indice de Seletividade (IS).

COMPOSTOS IC50 (uM) IS
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PNT2 PC3
4-NC 38,84 42,26 0,92
LUV/ANC 1.868,0* 246,7 7,57

Tabela 1- IC50 dos compostos 4-NC Livre e LUV/4ANC nas linhagens
celulares PNT2 e PC3 e seus respectivos indices de Seletividade (IS). O valor
identificado com * foi estimado por regressao nao linear.

[057] Portanto, observou-se que 4-NC Livre ndo se mostrou seletivo,
comprometendo de forma expressiva a viabilidade da linhagem nao tumorigénica.
Ja LUV/4-NC aumentou em cerca de 48 vezes o valor de IC50 para as células PNT2
e foi citotoxico a linhagem de cancer de prostata hormdnio independente, PC3. Isso
€ um aspecto relevante e promissor, pois indica que a formulagao direciona a
citotoxicidade do produto natural preferencialmente as células cancerosas,
preservando a viabilidade das células normais. Esse resultado ressalta a
importancia da encapsulagao do 4-NC pelos lipossomas. Além disso, evidencia que
a estratégia inédita de construgdo hibrida reivindicada nesta patente permitiu
melhorar a seletividade e a eficacia do composto contra as células malignas,
enquanto minimizou seu efeito citotoxico sobre as células normais.

[058] Com base em tais resultados, foi possivel determinar as
concentragdes seguras dos tratamentos, ou seja, adequadas para os experimentos

biolégicos subsequentes, sendo elas 80 e 160 um.

5. Estudos in vivo de nanotoxicidade em modelo de embridao de

galinha

[059] A nanotoxicidade da formulagao foi avaliada no modelo in vivo de
embrido de galinha, utilizando como parametros a viabilidade e alteragao de peso
dos embrides e dos anexos. Além disso, os embrides foram submetidos a
avaliagdes macroscopicas para verificar a presenga de malformacgdes, alteracdes
circulatérias e possiveis modificacdes visuais nos oOrgaos internos. Essas
avaliacoes foram realizadas comparando todos os grupos tratados com o controle

a fim de identificar quaisquer efeitos adversos induzidos pela formulagao. De fato,
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a biocompatibilidade e a seguranga de produtos farmacéuticos nanoestruturados
sao aspectos cruciais para que esses Nnovos sistemas possam ser viaveis
comercialmente. Assim, espera-se que uma formulagdo segura ndo cause
alteracdes significativas na viabilidade e nem no desenvolvimento do embri&o.
[060] Para o experimento, foram utilizados 40 ovos da linhagem W-36 de
Gallus gallus. Antes das analises, 0s ovos passaram por ovoscopia para verificar a
viabilidade dos embrides no 7° dia de desenvolvimento. Os ovos foram pesados e
divididos em 4 grupos (n=10 para cada grupo): controle negativo (CN), no qual os
ovos foram tratados com Plantaren 2000(diluente das formulagdes); 4-NC; LUV e
LUV/4-NC nas concentragdes a partir de 1 mg/mL, preferencialmente a 2 mg/mL.
Em seguida, os ovos foram incubados e, no 14° dia de desenvolvimento
embrionario, foram pesados novamente e a viabilidade verificada. A alteracao de
peso do embrido foi calculada pela diferenca entre o peso dos ovos antes e depois

dos tratamentos, de acordo com a seguinte equacgao:

aW = ( ce. ysW x 50) + ieW (Eq 3)

Em que:
aW = peso do ovo ajustado para 50.
ce.ysW = peso do embrido.

ieW = peso inicial do ovo.

[061] Interessantemente, no grupo tratado com 4-NC, observou-se a morte
de todos os embrides no segundo dia do tratamento, evidenciando a toxicidade
apresentada pelo composto ndo encapsulado (Figura 6). Nos demais grupos, 0s
embrides se mantiveram viaveis durante todo o experimento.

[062] Os pesos dos embrides tratados na maior concentracdo de LUV e
LUV/ANC também foram avaliados (Figura 7). Observou-se uma redu¢ao no peso
dos embrides tratados com LUV (11.11%) e LUV-4NC (6,11%) comparados com o
controle. Contudo, entre as LUV e LUV/4NC nao houve diferenga estatisticamente
significante. Apesar dessa redu¢do no peso, nas avaliagdes necroscopicas, néao

foram observadas diferengas na formagao ou coloragéo dos 6rgaos internos dos
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embrides nos grupos tratados com LUV e LUV/4ANC em comparagao com o grupo
controle. Adicionalmente, todos os o6rgaos se desenvolveram de acordo com o
esperado para essa fase embrionaria. Os resultados reforgam a importancia das
formulagdes lipossomais na reducido da toxicidade, uma vez que a encapsulagao
do composto 4-NC em lipossomos permitiu um desempenho superior em termos

de seguranga, preservando a viabilidade dos embrides.

6. Avaliacao da eficacia antitumoral da formulagao em modelo in vivo

de embriao de galinha

[063] Foram conduzidos dois ensaios independentes, o de inibi¢ao tumoral
e o de regressao tumorais. Estes proporcionaram uma investigacao detalhada do
efeito da formulagéo no controle do crescimento tumoral das células de cancer de
prostata da linhagem PC3 (horménio independente) e na inibigdo de sua
disseminagao. As células foram implantadas na membrana cariolantoide (CAM)de
embrido de galinha juntamente com uma matriz extracelular, a qual desempenha
um papel crucial ao fornecer suporte estrutural e bioquimico. A CAM é uma via de
administragcao que oferece acesso direto ao embrido. O tratamento é prontamente
adsorvido apds aplicagdo na membrana, penetrando rapidamente na corrente
sanguinea do embrido e atingindo de forma eficaz o tumor.

[064] O objetivo do teste de inibigdo tumoral é avaliar a capacidade de inibir
o desenvolvimento e o avango das células tumorais entre os grupos do estudo.
Para isso, ovos com 7 dias de desenvolvimento foram divididos em 4 grupos (n =
10 para cada grupo): controle, onde apenas as células PC3 e a matriz extracelular
foram inoculadas; 4-NC, no qual as células PC3 tratadas com 4-NC na
concentragédo de 2 mg/mL foram inoculadas juntamente com a matriz extracelular;
LUV, no qual as células PC3 foram tratadas com LUV na concentragdo de 2 mg/mL
e inoculadas juntamente com a matriz extracelular; e LUV/4-NC, em que as células
PC3 tratadas com a formulagdo de LUV/4-NC na de 2 mg/mL e inoculadas
juntamente com a matriz extracelular. Os ovos foram incubados e, no 14° dia, foram

abertos para avaliagao do tamanho da massa tumoral. Os tumores foram, entéo,
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coletados, pesados e armazenado em formalina para avaliagdes histopatoldgicas
posteriores.

[065] Conforme observado na Figura 8A, houve uma significativa inibigao
do crescimento e progressao do tumor no grupo tratado com LUV/4-NC. O tamanho
da massa tumoral desse grupo também foi visivelmente menor em comparagao ao
grupo controle e aos grupos tratados com LUV e com apenas 4-NC. Além disso,
uma analise comparativa dos pesos dos tumores (Figura 8B) permite tracar um
paralelo entre cada tratamento e o grupo controle. E notavel que o grupo tratado
com LUV/4NC apresenta um peso tumoral 40.37% significativamente menor em
relacdo ao controle. Esses resultados corroboram e fortalecem a formulagao
lipossomal LUV/4ANC como capaz de conter o estabelecimento e o avanco das
células malignas.

[066] O teste de regressao difere do teste de inibicdo ao avaliar o potencial
dos tratamentos em reduzir o tamanho de um tumor ja implantado e ja em
crescimento no embrido. Neste experimento, 0s grupos seguiram as mesmas
distribuicbes mencionadas anteriormente.

[067] Os ovos de 7 dias de desenvolvimento foram inoculados com células
PC3 e matriz extracelular, e, entdo, incubados para permitir o crescimento e
desenvolvimento do tumor. No 10° dia, cada grupo foi tratado com seus respectivos
compostos na concentragao a partir de 1 mg/mL, preferencialmente a 2 mg/mL.
Posteriormente, os ovos foram novamente incubados. Somente no 14° dia os ovos
foram abertos para avaliar o tamanho do crescimento tumoral, coletar amostras,
pesar e analisar o tumor, que foi armazenado em formalina para avaliagbes
histopatoldgicas posteriores.

[068] Os resultados confirmaram os achados do experimento de inibigao
celular, macroscopicamente sugerindo uma reducdo na densidade tumoral no
grupo tratado com LUV/4-NC em comparagao ao grupo controle (Figura 9A). O
potencial terapéutico da formulacdo requerida € evidenciado ao demonstrar uma
reducao de 20,77% do tumor implantado em relagao ao grupo controle e de 16,85%
e 29.41% em relagéo aos demais grupos 4NC E LUV, respectivamente (Figura 9B).
Outro aspecto notavel é que o 4-NC nao apresentou diferencas significativas na

regressao do tamanho tumoral em comparagéo com o controle, apesar de afetar a
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viabilidade do embrido devido ao seu poder toxico previamente conhecido e
debatido.

[069] Esses resultados indicam o potencial antineoplasico da formulagao
testada na regressdo de tumores estabelecidos. A combinagéo sinérgica dos
lipossomas (LUV) com o composto natural (4-NC) pode apresentar possiveis

aplicagdes clinicas no futuro no tratamento de tumores em estagio avangado.

7. Avaliacoes histopatologicas dos tumores

[070] A avaliagao histopatolégica dos fragmentos de tumores obtidos nos
experimentos descritos anteriormente proporciona uma analise mais aprofundada
da estrutura e composigao do tumor. Para isto, os fragmentos de tumores foram
fixados em formol tamponado a 10% e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). A
morfologia tumoral foi avaliada qualitativamente, levando em consideragcdo a
presenga de achados histolégicos compativeis com inflamagao, degeneragéao e
necrose, em comparagao com o controle.

[071] Durante a analise do processo inflamatério, foram realizadas
avaliacbes microscopicas em todos os fragmentos de tumores dissecados dos
embrides. Foram observados o numero de focos inflamatdrios e a localizagao e o
numero de células inflamatdrias presentes nesses focos. O processo inflamatorio
foi classificado como 0 para casos normais, sem a presenca de processo
inflamatério; 1 como leve, quando o numero de focos inflamatorios era inferior a
trés, com um infiltrado inflamatdrio leve; 2 como moderado, quando o numero de
focos inflamatérios variava de trés a cinco, com um infiltrado inflamatério moderado;
e 3 como acentuado, quando o numero de focos inflamatdrios era superior a cinco,
com um infiltrado inflamatério acentuado.

[072] Durante a analise de necrose, foram observados os numeros de focos
de necrose e suas caracteristicas, incluindo a associacdo com 0O processo
inflamatdrio. A necrose foi classificada da seguinte forma: 0 para casos normais,
nos quais nao havia presenga de processo necrético; 1 - leve, quando o numero de
focos de necrose era inferior a trés; 2 - moderado, quando o numero de focos de

necrose variava de trés a cinco; e 3 - acentuado, quando o numero de focos de
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necrose era superior a cinco. Essa classificagao permitiu avaliar a extensao e a
intensidade da necrose presente nos tecidos analisados.

[073] Nos tumores extraidos do teste de inibigdo tumoral, foi observado um
discreto processo inflamatoério peritumoral em todos os tecidos analisados. Esse
processo inflamatoério foi caracterizado principalmente pela presencga de heterdfilos,
indicando uma resposta imunoldgica do embrido a implantagédo de células externas
ao seu proéprio tecido. Essa reacgao inflamatéria pode ser uma resposta natural do
organismo a presenca do tumor (Figura 10 A.)

[074] Para analise estatistica da contagem de heterdfilos entre os grupos
testados utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. A analise indicou
que ha diferenga na contagem de heterdfilos entre os grupos (p=0,007) com o grupo
teste LUV/4-NC apresentando contagem de heterdfilos maior que
os demais grupos (Figura 10 B). A analise da normalidade dos dados foi realizada
utilizando teste de Kolmogorov Smirnov sendo p= 0,002, indicando que os dados
nao apresentam distribuicdo normal

[075] No teste de regressdao tumoral também foi observada uma leve
inflamacao peritumoral em todos os grupos, caracterizada pela presenca de
heterofilos, similar ao observado no experimento anterior. No entanto, nos grupos
tratados com a LUV/4-NC foi também evidenciado um padrao inflamatério
intratumoral moderado, diferenciando-se dos demais grupos. Isso sugere que a
formulacéo utilizada pode provocar uma resposta inflamatéria mais intensa dentro
do proprio tumor (Figura 11 A).

[076] A analise da normalidade dos dados foi realizada utilizando teste de
Shapiro-Wilk sendo p= 0,041, indicando que os dados nao possuem distribuicdo
normal. Para analise da contagem de heterdfilos entre os grupos testados utilizou-
se teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. A analise indicou que ha diferenca na
contagem de heterdfilos entre os grupos (p< 0,001) (Figura 11 B). Na analise post
hoc utilizou-se o teste ANOVA para amostras independentes em pares que indicou
com o grupo LUV/4-NC possui contagem de heterdfilos maior que o grupo controle.

[077] Em relacdo a presenca de areas necroticas embora fosse observado
focos necroticos mais frequentes no grupo tratado com LUV/4-NC, sendo
classificadas principalmente como moderados, nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos.
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[078] A Figura 12 ilustra, em uma perspectiva comparativa, que LUV/4-NC
tanto controla a progressao para um fenétipo mais agressivo do cancer de prostata,
caracterizado pela independéncia hormonal e resisténcia a castragdo, quanto
impede seu avango. Assim, pode ser introduzido no tratamento desses tumores em
diferentes momentos e, portanto, € uma promissora estratégia de tratamento.

[079] Em conclusdo, os achados apresentados neste estudo sao de
extrema importancia, uma vez que destacam o potencial terapéutico da formulacéo
hibrida a base de lipossoma elastico e 4NC (LUV/4-NC) aqui reivindicada, que se
revelou altamente eficaz na inibicdo do crescimento tumoral e na supressdo do
desenvolvimento do tumor, em comparagao aos grupos de controle. Esses
resultados s&o consistentes com os testes de citotoxicidade realizados
anteriormente, o que fortalece as evidéncias da atividade antitumoral da formulacéo

em um ambiente biologicamente relevante.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

[080] Figura 1 — Analises de tamanho de particula (nm) das formula¢des
de LUV (controle) e LUV/4-NC (2mg/mL) em triplicata (25°C). As variagdes
estatisticamente significativas intragrupo foram analisadas através do teste
multivariado One-way ANOVA e Tukey post hoc teste por 120 dias. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.

[081] Figura 2 — Analises dos valores de PDI das formulagbes de LUV
(controle) e LUV/4-NC (2 mg/mL) em triplicata (25 ° C). As variagcbes
estatisticamente significativas intragrupo foram analisadas através do teste
multivariado One-way ANOVA e Tukey post hoc teste por 120 dias. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
[082] Figura 3- Analises dos valores de potencial Zeta (mV) das

formulagdes de LUV (controle) e LUV/4-NC (2 mg/mL) em ftriplicata (25 ° C). As

variagdes estatisticamente significativas intragrupo foram analisadas através do
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teste multivariado One-way ANOVA e Tukey post hoc teste por 120 dias. Valores

de p<0,05 foram considerados significantes.

[083] Figura 4- Imagens de microscopia eletrébnica de Varredura das
formulacdes de LUV (A) e LUV/4-NC (B).

[084] Figura 5- Analise da viabilidade de linhagens prostaticas apos
tratamentos com 4-NC, LUV e LUV/4-NC por 48 horas. Tratamento da linhagem de
prostata ndo tumorgénica PNT2(A). Tratamento da linhagem tumoral horménio
independente PC3 (B). Foi conduzido o ensaio de Alamar Blue e a significancia
estatistica foi estabelecida pela analise de variéncia univariada ANOVA one-way

seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

[085] Figura 6- Grafico da avaliagao da toxicidade de 4-NC, LUV e LUV/4-
NC em modelo in vivo. Foi avaliada a viabilidade e mortalidade dos embrides de
galinha tratados com 4-NC, LUV e LUV/4-NC em diferentes estagios embrionarios
em comparagao com o controle. Tratamento com 1 mg/mL (A). Tratamento com 2
mg/ml (B). Ovos quebrados ou mortos pelo processo de inoculagao foram retirados
da analise. A significancia estatistica foi estabelecida pela analise de variancia
univariada ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes.

[086] Figura 7-Grafico de analise das variagdes de peso dos embrides de
galinha antes e apos o tratamento com 4-NC, LUV e LUV/4-NC na concentragéo
de 2 mg/mL. A significancia foi estabelecida pela analise de varidncia univariada
ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes.

[087] Figura 8- Ensaio de inibigao tumoral conduzido em modelo in vivo de
membrana corioalantoide de embrido de galinha. Avaliagdo macroscopica da
inibicado do tamanho tumoral dos grupos tratados com 4-NC; LUV e LUV/4-NC (2

mg/mL) em comparagdo com o grupo controle (A). Andlise das variagbes de peso
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dos tumores nos testes de inibigao tumoral apés o tratamento com 4-NC, LUV e
LUV/4-NC, na concentragao de 2 mg/mL (B). A significancia foi estabelecida pela
analise de variancia univariada ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

[088] Figura 9- Ensaio de regressao tumoral conduzido em modelo in vivo
de membrana cariolantoide de embrido de galinha. Avaliagdo macroscopica da
regressao do tamanho tumoral dos grupos tratados com 4-NC; LUV e LUV/4-NC (2
mg/mL) em comparagdo com o grupo controle (A). Analise das variagbes de peso
dos tumores nos testes de regressao tumoral apos o tratamento com 4-NC, LUV e
LUV/4-NC, na concentracdo de 2 mg/mL (B). A significancia foi estabelecida pela
analise de variancia univariada ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

[089] Figura 10- Avaliagao e caracterizagao microscopica do padrao de
inflamacéo e da presenca de heterofilos em cortes histolégicos dos tumores
dissecados apds os ensaios de inibicao tumoral. Os heterofilos estdo devidamente
sinalizados indicados por setas pretas. Imagens dos controle e tumores dissecados
apos tratamento 4-NC, LUV e LUV/4-NC, na concentragao de 2 mg/mL (A). Grafico
representativo da analise estatistica da contagem de heterofilos nos cortes
histologicos (B). A significancia foi estabelecida pelo teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

[090] Figura 11- Avaliagao e caracterizagao microscopica do padrao de
inflamacao e da presenca de heterofilos em cortes histolégicos dos tumores
dissecados apds os ensaios de regressdo tumoral. Os heterofilos estdo
devidamente sinalizados indicados por setas pretas. Imagens dos controles e
tumores dissecados apds tratamento 4-NC, LUV e LUV/4-NC, na concentragao de
2 mg/mL (A). Grafico representativo da andlise estatistica da contagem de
heterofilos nos cortes histolégicos. A significancia foi estabelecida pelo teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
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[091] Figura 12- Grafico comparativo da eficacia dos tratamentos dos
embrides de galinha com 4-NC, LUV e LUV/4-NC, na concentragdo de 2 mg/mL

nos ensaios de inibicdo tumoral e regress&o tumorais.
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FIGURA 3
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FIGURA 7
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