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RESUMO

I ntroducao: Mundiamente, o cancer de mama apresenta elevadaincidéncia e mortalidade para
a populacdo feminina, tanto os tumores primarios quanto os metastéticos séo tratados com
drogas quimioterapicas, muitas vezes pouco seletivas, que resultam na destrui¢do do cancer e
das células saudaveis; afim de melhorar a adesdo e reduzir os efeitos adversos aos tratamentos,
inimeras pesguisas vém desenvolvendo metodologias baseadas em produtos naturais, como
aternativa terapéutica, neste contexto, as amidas de acidos graxos ou amidas graxas surgem
como uma op¢ao terapéutica, por exemplo, aliteratura aponta efetiva atividade anticancerigena
de oleamidas e anandamidas (amidas de acidos graxos) contra o cancer, somando-se aisso as
nanoformul agbes sdo capazes de aumentar a biodisponibilidade e a concentragdo dos principios
ativos nos tumores mamérios. Objetivos. Conhecer o potencia antitumoral in vitro do
carreador lipidico nanoestruturado contendo amidas de &cidos graxos e fibroina da seda
(CLN/FAA-FS) em linhagens de células de cancer de mama murino 4T1 e fibroblastos
saudavels. M ateriais e métodos. Paraaobtencdo das amidas de acidos graxos, foi areacéo de
amidacdo diretaa partir do 6leo de andiroba, em seguida, as amidas graxas foram caracterizadas
por técnicas espectroscopicas (CG-MS, FT-IR e RMN ¥H), depois foram incorporadas em
carreador lipidico nanoestruturado contendo fibroina da seda - como fase surfactante; para
determinar o tamanho da goticula, perfil do indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta (PZ)
do carreador nanoestruturado foram realizados ensai 0s de estabilidade fisico-quimicae coloidal

em diferentes mei os biol 6gicos, por ultimo a viabilidade celular contralinhagens celulares 4T1
efibroblastos foi determinada através de ensaio de citotoxicidade. Resultados e discusséo: Os
resultados obtidos da semi-sintese mostraram que N-isobutiloleamida foi o principal produto
da reacdo (44%), sendo posteriormente confirmado em espectrometria de massa (MS) por
impacto de el étrons (70 €V) com ion molecular de 337 mV/z e pico base de 115 m/z; aavaliacdo
fisico-quimica da formulagdo mostrou baixos valores de indice de polidispersdo (< 0,3) ¢
tamanho médio de particulaideal; os resultados encontrados para CLN-FAA/FS em relacdo ao
tamanho médio das particulas foi de 136,9 + 23,6 nm, PZ foi de -6,37 + 7,27 mV e Pdl de 0,19

+ 0,04, mostrando distribui¢cdo monodispersa, por tltimo o ensaio colorimétrico Sulforodamina
B detectou umareducdo naviabilidade celular paraculturas de células 4T 1 incubadas com 0,18

+ 0,06 pg/mL de sistema nanoestruturado contendo amidas de &cidos graxos e fibroina de seda
(CLN-FAA/FS). Conclusdo: O 6leo daandiroba é rico em triglicerideos e &cidos graxos e essa
caracteristica o torna uma excelente fonte lipidica para a semi-sintese de amidas graxas, estas
amidas de &cidos graxos quando incorporadas em carreador lipidico nanoestruturado
apresentam elevada atividade citotoxica frente as células de cancer de mama murino 4T1 e
nenhuma citotoxicidade para fibroblastos saudaveis, assim, diante destes achados, o0 sistema
CLN/FAA-FS tem potencial para tornar-se um candidatos a farmaco, contudo estudos futuros
precisam ser realizados, afim de que se possa conhecer a farmacocinética e farmacodinamica.

Palavras-Chave: Bombyx mori; Cancer de mama; Andiroba; Canabindides, Biomateriais,
Citotoxicidade




ABSTRACT

Introduction: Worldwide, breast cancer has a high incidence and mortality for the female
population, both primary and metastatic tumors are treated with chemotherapy drugs, often not
very selective, which result in the destruction of cancer and healthy cells; in order to improve
adherence and reduce adverse effects to treatments, numerous researches have been developing
methodologies based on natural products, As a therapeutic aternative, in this context, fatty
acid amides or fatty amides emerge as a therapeutic option, for example, the literature pointsto
effective anticancer activity of oleamides and anandamides (fatty acid amides) against cancer,
adding to this nanoformulations are able to increase the bioavailability and concentration of
activeingredientsin breast tumors. Objectives. To know thein vitro antitumor potential of the
nanostructured lipid carrier containing fatty acid amides and silk fibroin (CLN/FAA-FS) in4T1
murine breast cancer cell lines and healthy fibroblasts. Materials and methods: To obtain the
fatty acid amides, it was the direct amidation reaction from andiroba oil, then the fatty amides
were characterized by spectroscopic techniques (CG-MS, FT-IR and 3" NMR). then were
incorporated into nanostructured lipid carrier containing silk fibroin - as surfactant phase; to
determine the droplet size, polydispersion index (Pdl) and zeta potential (PZ) profile of the
nanostructured carrier physicochemical and colloidal stability tests were performed in different
biological media, finally the cell viability against 4T1 cell lines and fibroblasts was determined
through cytotoxicity assay. Results and discussion: The results obtained from the semi-
synthesis showed that N-isobutyloleamide was the main product of the reaction (44%), being
later confirmed in mass spectrometry (M S) by electron impact (70 eV) with a molecular ion of
337 m/zand abase peak of 115 m/z; the physicochemical evaluation of the formulation showed
low values of polydispersion index (< 0.3) and ideal mean particle size; theresults found for
CLN-FAA/FS in relation to the mean particle size were 136.9 + 23.6 nm, PZ was -6.37 + 7.27
mV and Pol of 0.19 * 0.04, showing monodisperse distribution, and finally the Sulforodamine
B colorimetric assay detected areductionin cell viability for cell cultures of 4T1 cellsincubated
with 0.18 = 0.06 ug/mL nanostructured system containing fatty acid amides and silk fibroin
(CLN-FAA/FS). Conclusion: Andiroba ail is rich in triglycerides and fatty acids and this
characteristic makes it an excellent lipid source for the semi-synthesis of fatty amides, these
fatty acid amides when incorporated into a nanostructured lipid carrier have high cytotoxic
activity against 4T1 murine breast cancer cells and no cytotoxicity to healthy fibroblasts, Thus,
in view of these findings, the CLN/FAA-FS system has the potential to become a drug
candidate, but future studies need to be carried out in order to know the pharmacokinetics and
pharmacodynamics.

K ey words: Bombyx mori; Breast cancer; Andiroba; Cannabinoids, Biomaterials, Cytotoxicity.




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mecanismo de metastase tumoral 19

Figura 2- Imagens de mamografia com mama normal, mama com um cisto benigno e com um

cancer de mama, respectivamente 20

Figura 3 - Estrutura quimica das amidas de acidos graxos primérios (oleamida) e amidas de

acidos graxos etanolamidas (anandamida). 26

Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais representantes de cada um dos trés grupos de
FAA 27

Figura5 - Exemplificacdo da anandamida (AEA) ligando-se a um receptor canabinGide 29

Figura 6 - Compostos fitocanabindides da planta Cannabis sativa 30

Figura 7 - Compostos canabindides enddgenos 32

Figura 8 - Processo de biossintese e degradacdo das trés principais aciletanolamidas:

Anandaminda (AEA), oleoiletanolamida (OEA), palmitoiletanolamida (PEA) 34
Figura9 - Estruturamolecular de diferentes FAA 35
Figura 10 - Representacdo da acumulacdo de um nanocarreador por direcionamento passivo
(A) eativo (B) em tecido tumord 38
Figura 11 - Representacdo dos nanosi stemas entregadores de farmacos neoplasicos 40
Figura 12 - Espectro de massa (70 €V) da N-isobutiloleamida 50
Figura 13 - Espectro infravermelho de OA (preto) e FAA (vermelho) 51
Figura 14 - Espectro de RMN de 13C de OA (a) e FAA (b) 52

Figura 15 - Representacdo grafica da estabilidade fisico-quimica em relagdo ao tamanho,
polidisperséo e potencial zeta do CLN na presenca e auséncia de FAA e FS para os tempos 0,
3,7,15e30dias 53
Figura 16 - Distribuicdo de tamanho e polidispersdo do CLNb na auséncia de FAA e SF para

os tempos 0, 60, 120, 240, 480 e 1440 minutos, em diferentes meios biol 6gicos 54
Figura 17 - Distribuicdo de tamanho e polidispersdo do CLN-FAA/FS para os tempos 0, 60,
120, 240, 480 e 1440 minutos, em diferentes meios biol 6gicos 55
Figura 18 - Viabilidade em células de cancer de mamamurino 4T1 57

Figura 19 - Viabilidade em fibroblastos humanos saudaveis 58




LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Medicamentos quimiotergpicos paratratar o cancer de mama primario e metastatico

22
Tabela 2 - Localizagdo dos Receptores canabindides 28
Tabela 3 - Caracteristicas farmacodindmicas do CBD em diferentes receptores 31

Tabela 4 - Medicamentos comercialmente disponiveis que utilizam nanosistemas de

distribuicdo de farmacos 39

Tabela 5 - Primeira e segunda geracéo de nanoparticul as lipidicas contendo paclitaxel e sua

atividade citotoxica em linhagens celulares de canceres 42

Tabela 6 - Formulacdo dos sistemas nanoestruturados 45
Tabela 7 - Tamanho médio e Pdl de CLNb e CLN-FAA/FS 55




LISTA DE ABREVIATURASE SIGLAS

AA: &cido araquidénico

AEA: N-araguidonoiletanolamina

AMT: transportador de membrana de aciletanol amidas
AO: &cido oleico

CBR: Receptor canabindide

CBD: Canabidial

CDCls: cloroformio deuterado

CLN: Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

CL Nb: Carreador lipidico nanoestruturado branco

CLN-FAA/FS: Carreador lipidico nanoestruturado contendo amidas de écidos graxos com
fibroina da seda

CM: cancer de mama

DCNT: doenca cronica ndo transmissiveis
DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
DOX: dexorrubicina

eCB: sistema endocanabindide

eth: etanolamina

FAA: amidas de &cidos graxos

FAAH: amidahidrolase de &cido graxo

FS: fibroina da seda

FTIR: Infravermelho com Transformada de Fourier
GPR: Receptor acoplado a proteina G

L CR: Liquido cefdorraguidiano

L PF: Amano lipase from pseudomonas fluorescens
L PS: lipossomos

MAGL : lipase monoacilglicerois

MGL : monoacil glicerol

NAAA: N-aciletanolamina &cido amidase

NAES: N-aciletanolaminas ndo canabinoide




NAPE-PLD: N-acil fostatidiletanolaminafosfolipase D seletiva
NAT: N-aciltransferase

NC: Nanocarreadores

NL S: Nanoparticulas Lipidicas Solidas

OA: Oleo da andiroba

OEA: N-oleoiletanolamina

PA: &cido pamitico

PBS: tampéo fosfato

PdI: Indice de polidispersio

PEA: pamitoiletanolamina

PPARYy: Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
PZ: Potencial zeta

RPMI: Roswell Park Memoria Institute

RMN 3C: Ressonancia M agnética Nuclear

SEA: N-estearoiletanolamina

SFB: Soro fetal bovino

THC: Tetrahidrocannabinol

TM: Tamanho médio

TRPM: Receptor potencial transitorio do canal cationico subfamiliaM membro
TRPV: Receptor transiente potencial do canal cationico subfamiliaVv
2-AG: 2-araquidonoailglicerol

5-HT1a: Receptor de serotonina 1A




SUMARIO

LINTRODUGAOD. ...ttt sttt ese st s st en st as st s st ensse s s tssenseeans 15
2OBJIETIVOS.. ..ttt b e e r e s e e R e e n e ne e nn e e s 17
O o] 1= (LYo J = - | 17
AV O oT1= (LY 0T == o1 o 1o = 17
3REFERENCIAL TEORICO ..ottt seeesses s tess st s sessesesssssssssssssnasssssssnnans 18
B.L CANCER ... ettt 18
3.1.1 Cancer, um problema de salde PUbIICA........ccccvrererirereerese e 18

3. 1.2 CANCES T MBI ....eetiieitieteeieeieee ettt e bbbt bt st e e e e et e nbeneeene e 19
3.1.3 Terapias farmacol gicas para CANCer de MAIMAL..........cceeerereiererereeese e 20

B2 AMIDAS GRAXAS. ..ottt ettt et e e e e e et e e e e e e r e e e e ne e e nae e e enae s 26
2 T oo T g Tl o Lo o =SSR 29
A-9-THC (Tetrahidrocannabinol)...........cccoeeiiirireeeeee e 30
(@107 o] o 1o 1N (1 =1 ) T 30
3.2.2 ENAOCANADINGITES. ...ttt 31
3.2.3 N-aciletanolaminas ndo canabinoide (NAES)..........cccoeiicve e cee e 34

3.3SISTEMASNANOESTRUTURADOSDE FARMACOSA BASE DE LIPIDEOSE

SEU PAPEL NO CANCER ......coteriirimeeeesneeseeeseesasssessssssssssesssessssssesssssssssassessasssessssssns 37
AMATERIAISE METODOS ...ttt st s be e neas 44
I =2 T [ 1S SR 44
4.2 ODtENCAO UOS COMPOSLOS. ... .coueiieereeieeieesieetesieesreeee e sbeeeesseesbeseesaeesbeesesseessesneesseenes 44
4.2.1 Semi-sintese das amidas de ACIAOS graXoS.........ccccvvevveeieeieeiieeirecee st 44
4.2.2 Degomacao da Fibroina da Seda..........ccoeeveriiininieiesesie e 44
4.2.3 Preparo do Carreador Lipidico Nanoestruturado ............ccccueeeeeeevieecieceeseeie e 45

4.3 Ensaios para car acter izaGao ESPECLI OSCOPICA ....cvveueereeriereerreriesiesieseseesseseessessessessenes 45




4.3.1 Cromatografia em Fase Gasosa com Detecgdo por Espectrometria de Massa (GC-

VD) oot ee et r ettt er e s e eeneee e 45
4.3.2 Analise de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)........cccocevevvvieeene 46
4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 3C).......cucueviiivvceceseeeesceeee e 46
4.4.1 Estabilidade fiSiCO-QUIMICAL........cceiierieee et 46
4.4.2 Estabilidade coloidal frente a0s meios biolOgiCoS..........ccvevveieeieevieeie e 46
4.4.3 Cultivo das liNhagens CAUIAreS..........ccveiiieiiece e 47
4.4.4 Avaliacao da Viabilidade das linhagens Celulares............cccoevvieeveececceeseccie e, 47
5RESULTADOSE DISCUSSAOQ........cocieeeeeseteteetssesssessestesssssssssssssssessssssssssssasssssssssssans 49
5.1 Avaliacéo da semi-sintese e das car acterizactes espectr 0SCOPICas........eceerveevernenne 49

5.2 Caracterizacéo e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica do CLNb e CLN-FAA/FS

5.3 Avaliacgéo da estabilidade coloidal frente aos meios biolGgiCos..........ccooerereeererennens 54

5.4 Avaliacdo da viabilidade em linhagem de cdlulas de cancer de mama murino4T1e

fibroblastos humanos SAUAAVEIS...........coeiuiiriieee s 56
6 CONSIDERACOESFINAISE PERSPECTIVAS.....oooeeeeeeeetereeeteses e esssssasnan s, 60
TREFERENCIAS. ...t sttt et e s ae e b e ae e e sn e e s nneeneeenes 61
ANEXOS E APENDICE ......ovivceeeeeeeeeeeeeeeeseeseesssessesstssssssssssssssssssssssessssssssasssssssssssssssasenes 68

F N B o To =T ] o] .4 1= (1o [ TSSOSO 63




1INTRODUCAO

O cancer é uma doenca crénica ndo transmissiveis (DCNT) que apresenta ata taxa de
prevaléncia e mortalidade em todo o mundo, sendo ele responsavel pela segunda causa de
mortes por DCNT no Brasil para ambos os sexos. O estadiamento tardio aumenta a taxa de
incidéncia paratodas as idades, aém disso, 0 cancer afeta totas as classes sociais, sobretudo os
grupos mais vulneraveis como idosos, pessoas com baixa escolaridade e renda.

Dentre os mais de 100 tipos de cancer existentes, o cancer de mama € o segundo tipo
gue mais acomete a populacdo feminina e o tratamento varia conforme o agravo da doenca.
Assim, os medicamentos quimiotergpicos que sdo empregados na terapia tanto para o cancer
primario quanto o metastatico, aém de combaterem as células cancerigenas, podem destruir
células saudaves. Diante deste cenério, inimeros estudos tém-se voltado a descoberta de novos
compostos sintéticos ou naturais, que tenham menos efeitos adversos, cujo intuito € melhorar a
ades3o e auxiliar no tratamento.

Nesta conjuntura surgem as amidas de acidos graxos (FAA) que sdo moléculas
estruturalmente simples constituidas por uma cabega polar e uma cauda de acidos graxos,
podendo essa extremidade ser oriunda de fontes naturais como o 6leo da andiroba (OA). Os
estudos bioguimicos e farmacol 6gicos mostraram que as FAA sdo mol écul as endocanabindides
e canabi nomimeéticas que podem desencadear diversas respostas fisiol 6gicas, quando interagem
com os receptores CB1R e CB2R do sistema endocanabinoide. Dependendo dainteracdo com o
tipo de receptor canabindide as respostas fisioldgicas podem incluir analgesia, atividade anti-
inflamatoria, anticancerigenas, entre outras.

Registra-se que a primeira amida de acido graxo isolada foi a palmitoiletanolamida e
gue ficou conhecida devido sua atividade anti-inflamatéria. Ela foi inicialmente isolada em
1957 do 6leo do amendoim, gema do ovo e da lecitina de soja. Historicamente, as FAA mais
conhecidas e estudadas sdo a anadamida e oleamida, sendo que essa Ultima, esta presente em
diversos fluidos biol6gico e até mesmo no cancer de mama onde atua como protetor autocrino
contra a proliferagdo celular, além destas, mais de 90 amidas de acidos graxos s&o conhecidas
No organismo.

AsFAA sdo divididas em 3 grupos distintos, sendo eles:

1. as deivadas de planta exclusivos da espécie Cannabis sativa que tem como

representante o canabidiol e THC;

15



2. 0s canabindides enddgenos ou endocanabindides que tem como representantes a
anandamida, 2-araquidonil glicerol, pamitoiletanolamida e a oleiletanolamida;
3. as N-aciletanolaminas ndo-canabindides que sdo representadas pela N-
pal mitoiletanolamina (PEA), N-oleoiletanolamina (OEA), N-
araguidonoiletanolamina (AEA), N-estearoiletanolamina (SEA), neste grupo,
encontram-se também os canabinoides semissintéti cos.

Tendo em vista que, a busca por metodol ogias e produtos farmacéuticos com potenciais
quimioterdpicos que sg am ativamente and 0gos as substanciaenddgenas faz-se necessario, uma
vez que, por similaridade no processo de estimulacdo fisioldgica, a utilizagdo de produtos
canabi nomimeti cos semi ssi ntéti cos causa expectativa quanto aminimizacdo de efeitos adversos
e potenciais efeitos terapéuticos.

Assim, o foco desta pesquisa foi realizar o estudo da atividade antitumoral das amidas
de &cidos graxos semi-sintetizadas a partir do éleo da andiroba, encapsuladas em um sistema
de distribuicdo de farmacos nanoestruturado contendo fibroina da seda (FS), aplicados em

linhagem de células de cancer de mama murina4T1 e fibroblastos humanos saudaveis.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Conhecer o potencial antitumoral do carreador lipidico nanoestruturado contendo

fibroina da seda e amidas de écidos graxos semi-sintetizadas a partir do 6leo de andiroba
(CLN/FAA-FS).

2.2 Objetivos especificos
e Redizar semi-sintese e identificar as principais amidas de &cidos graxos semi-

sintetizadas a partir do 6leo de andiroba.

e Caracterizar asformulacGes CLN/FAA-FS quanto ao didmetro médio, potencia zetae
indice de Polidispersio.

e Avaliar aestabilidade coloidal do sistema CLN/FAA-FS.

e Avadiar aatividade antitumoral invitro do CLN/FAA-FS em linhagem celular de cancer

de mama (4T1) e fibroblastos humanos saudaveis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER
3.1.1 Cancer, um problema de satde publica

Em termos conceituais a palavra cancer € utilizada para descrever um grupo de mais de
100 doencas que resultam em crescimento celular desordenado e com capaci dade de se espal har
em diversos tecidos e 6rgaos (BATISTA; MATTOS; SILVA, 2015).

Jano contexto epidemiol6gico, o cancer é classificado como uma Doencga Cronica Nao
Transmissivel (DCNT) com tendéncia de aumento na prevaléncia e elevacdo da taxa de
mortalidade, de modo que no ano de 2016 vitimou 9 milhdes de pessoas ho mundo, o que
representou 22% de todas as mortes causadas por DCNT naquele ano. Além disso atendéncia
estimada para o ano de 2030 é que havera 26 milhdes de novos casos e desses 17 milhdes irdo
evoluir para 6bitos em decorréncia dadoenca (ALVES et d., 2021).

O segundo tipo de cancer com mais diagndésticos no mundo € o cancer de mama (CM)
com aproximadamente 2,08 milhdes de novos casos por ano, sendo este um dos principais
responsaveis pelas causas de 6bitos por cancer da populacdo feminina (ARNOLD et al., 2022).

O cenério brasileiro € semelhante ao cenario mundial, ou seja, 0 Brasil possui ata taxa
de mortalidade e a incidéncia relacionada ao CM é de aproximadamente 74 mil novos casos
previstos para 2025. Isso coloca o CM na quinta posi¢cdo do ranking das causas de mortes no
pais por DCNT, ficando atrés apenas das mortes causadas por infarto agudo do miocardio,
pneumonia, Diabetes Mellitus (DM) e Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) (BESSA,
2021).

O processo no qua a célula perde a capacidade de diferenciacdo, com proliferacéo
acentuada podendo ultrapassar os tecidos normais na adjacéncia é conhecido como neoplasias
ou tumores. S&o classificados em benignos ou malignos de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas, crescimento celular e comportamento bioldgico. As neoplasias benignas
possuem crescimento lento e estrutura semel hantes ao tecido originario, além de ndo possuirem
a capacidade de invadir outros tecidos ou 0rgaos, causando as metéstases. Por suavez, no caso
de neoplasias malignas, o crescimento celular € acelerado, desordenado e menos diferenciado.
Pode haver perda da funcéo original do tecido, além de alta invasibilidade e capacidade de
disseminar por meio de metastases (INCA, 2011).
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A metéstase é a principal caracteristica dos tumores malignos (Figura 1) e 90% das
mortes causadas por cancer estdo relacionadas a0 processo de metéstase do tumor. Durante o
processo, a célula cancerigena se desprende do tumor primario, se infiltra no microambiente
circundante, atravessa vaso sanguineo caindo na corrente sanguinea conseguindo escapar do
sistema imunol 6gico do hospedeiro e sobreviver a hemodinamica sanguinea até extravasar em
0rgédos secundéarios onde se colonizam (ZIBARA et ., 2015).

Figura 1 - Mecanismo de metastase tumoral
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Nota: CIM — célulasiniciadoras de metéstase
Fonte: Adaptado (GERSTBERGER; JANG; GANESH, 2023)

Em decorréncia da sua dimensdo social, econémica e epidemioldgica, o cancer € um
desafio a ser enfrentado pelos sistemas de salide no mundo; sobretudo no fortalecimento ao
acesso dos diversos nivels de atencdo a saide como medidas de prevencdo, diagnostico e
tratamento, ou sgja, 0 diagnostico adequado e precoce € um fator importante para o bom
prognostico da doencga, pois quando descoberto no estagio inicial ha maior chance de cura
(BATISTA; MATTOS; SILVA, 2015).

3.1.2 Céancer de mama
O Insgtituto Nacional de Céancer (INCA) apontou que para cada ano do triénio 2020-2022

a estimativa para o risco em se ter CM foi de 61,6 casos para cada 100 mil brasileiras, isso
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colocou 0 CM como prioridade na agenda de salide no que tange as DCNT. Ja para o triénio
2023-2025 serdo esperados 704 mil novos casos de cancer para cada ano, com incidéncia de
10,5% para o CM. A doenca se configura como a neoplasia maligna mais comum em todo o
mundo, além de ser a primeira em nimero de mortes (INCA, 2023a, 2023b; RODRIGUES et
al., 2021).

O CM édefinido como uma neoplasia em forma de nédulo que pode ser indolor ou n&o
e que acomete as mamas ou por vezes as axilas. Nas mamas podem ocorrer secrecOes,
vermel hidéo, dor e alteracdo da pele, as inguas das axilas ficam constantemente inchadas. Outra
caracteristicaéem relacdo a prevencdo, no CM hamétodos de prevencado priméria e secundéria.
A primaria est4 relacionada ao autoexame das mamas, subtracdo de amostra e componentes
cancerigenos, ja os métodos de prevencao secundaria baseiam-se no Exame Clinico das Mamas
(ECM) redlizado por médicos e enfermeiros treinados e do rastreio de nddul os por mamografia
(Figura2) (DIAS; MAIA; LOPES, 2021).

De forma geral o cancer € caracterizado por mutacdes no DNA, contudo no CM essas
mutacOes podem desencadear-se ou agravar-se em decorréncia dos fatores de crescimento (FC)
e hormdnios sexuais. Nesse Ultimo caso, ocorre pela exposi ¢ao ao estrogénio e seus metabolitos
gue desencadeiam mutacdes em genes que codificam proteinas da via fosfoinositidio-3-cinase
(PI13K), responséavel pela regulacdo celular como: proliferacdo e sobrevivéncia das mesmas
(ZILLI; SIMAS, 2019).

Figura 2- Imagens de mamografia com mama normal, mama com um cisto benigno e com
um cancer de mama, respectivamente

Mama narmal Clslo bengno Cdnoer

Fonte: (ADES, 2021)

3.1.3 Terapias farmacol 6gicas para cancer de mama
A terapia antineoplasica incluem uma ampla gama metodol 6gica que inclui cirurgia,

radioterapia, enddcrino terapia e quimioterapia, neste Ultimo caso, tanto o cancer primario e o
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metastético sdo tratados com drogas quimiotergpicas que inibem a proliferagdo celular, que sdo
extremamente citotdxicas, que em muitos casos agem de forma inespecifica atingindo tanto
células malignas como normai's, causando prejuizos no corpo das pacientes, como supressao do
sistema imunoldgico, supressdo da medula éssea, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade entre
outros (Tabela1). Isso se tornaum grande obstacul o para aterapia e afim de melhorar a adesdo
das pacientes ao tratamento e minimizar as reagcdes adversos, muitas pesquisas vém sendo
desenvolvidas baseadas em produtos naturais (KEFAYAT et al., 2020).

Neste sentido, hd uma vasta literatura sobre estudos e ensaios in vivo e in vitro
envolvendo amidas de &cidos graxos (FAA) naturais e/ou sintéticas, que vem sendo exploradas
em decorréncia do potencial anticancerigeno (LOPES, 2010).
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Tabela 1 - Medicamentos quimioterapicos paratratar o cancer de mama primério e metastético

Primario/ Efeitos adver sos
M edicamento Subtipo Acdes
Metastase P
Desordens do sangue e do sistema linfético;
Inibir aproliferacéo de células do sistema imunol égico; do metabolismo e
] cancerigenas, promovendo a nutri¢do; desordens psiquiétricas; do sistema
Peclitaxel Taxanos o o i
polimerizacdo de microtubul os nas nervoso e do cardiaco; desordens vascul ares;
células gastrointestinais; hepatobiliares e
muscul oesquel ético.
Diminui¢do da contagem de células do
Inibidor da histona Tratamento do Iinfomaperiférico de sangue; infecgﬁes graves, problemas no
Belinogtate . . . . . . .
_ deacetilase (HDACI) celulas T figado; sindrome de lise tumoral; néusess,
Primé&rio _ o
vomito e diarreia.
Anemia, neutropenia, trombocitopenia,
Inibidor daDNA ] _ P o -p
o ] . . o creatinaséricaelevada, insuficiénciarenal,
5-azacitidina metiltransferase Tratamento da sindrome miolodisplasica ) ) )
] acidose tubular renal, hipocalemia, coma
(DNMTIi) o
hepatico.
InfecgBes graves; perfuragdo do estdmago ou
. ) Inibidores de IL-6; inibir aformacdo de g. J ) P ) «
Tocilizumabe Anticorpo i i . intestinos; problemas hepéticos
células-tronco cancerigenas em células o )
(actemra) Monoclonal TNBC (hepatotoxicidade); desordem no sistema
imunol égico.
Metag Interferindo com os efeitos apoptoticos Infeccdo, alteracGes hematol dgicas,
ase
Doxorrubicina Antraciclinas diretos e a agdo daisomerase Il local do desordens hepéticas, desordens cardiacase

DNA

vasculares.

22



Ciclofosfamida

Agentes aquilantes

Alterac6es nos metabolitos ativos ou
inativos no organismo e efeitos

anti cancerigenos damostadafosforamida

Desordens geniturinarias, gastrointestinais,
hematopoiéticas; cistite hemorrégica,
infecgdes secundarias, potencial oncogénico
e neoplasias secundérias, alteracdo napelee

suas estruturas, problemas no sistema

respiratorio.
Vorinostat Inibidor dahistona Epidroga; tratamento do linfoma cuténeo Alteracdo gastrointestinal, hematol 6gica,
orino
desacetilase (HDACI) decélulasT alteracdo no paladar, boca seca e cansago.
Inibidor da ] Fadiga, dor oncologia, desordem
] Epidroga. Tratamendo do sarcoma ) ) . .
metiltransferase de o ) ) o gastrointestinal, sangramento e infecgao.
Tazemetostat ] . epitelioide. Linfomafolicular recidivante
histona (HMTi, .
) ou refratério
EZH1i)
Prolongaa sobrevidalivre de progresséo Alopecia, fadiga e nausea, pneumonia,
Atezolizumabe+ Anticorpo em pacientes com cancer de mama PD- dispneia e pirexia, inflamagado no figado,
Paclitaxel Monoclonal L 1-positivo; inibicdo do TNBC tireoide hipoativa.
metastatico visando PD-L1.
Sepse, sindrome de lise tumoral, distrbios
do sistemal linfético e sangue, distdrbios do
sistemaimune, do sistema nervoso, do
L ) metabolismo e nutri¢&o, disturbios
) . Inibir asintese de nucl ectideos; aumentar o i
Metotrexato Antimetabdlitos psiquiétricos, transtornos oculares, cardiacos

aconcentracdo de AICAR

e distirbios vasculares, respiratério,
torécicos e do mediastino, distirbios
gastrintestinais e hepatobiliares, distirbios

renais e urindrios.
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Tivozanib

Inibidor detirosina
quinase (TKI)

Inibidor de VEGF/VEGFR; inibe a

angiogénsese

Trastuzumabe

Anticorpo

monoclonal

Tem como alvo o receptor HER2/neu em

células cancerosas

Disturbios dos sistemas sanguineo e
linfatico, sistemaimune, distlrbio oculares,
cardiacos, respiratérios, torécico e do
mediastino, distUrbios renais e urinarios,

disturbios de gravidez, puerpério e perinatal.

Lapatinibe

Inibidor detirosina
quinase (TKI)

Inibidores datransducéo de sinal do
receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e do receptor
epidérmico humano tipo 2 (HER2)

Arritmiaventricular, alteraco naatividade
elétrica do coracdo e respiracdo ofegante
devido adiminui¢do do volume sanguineo
bombeado; ictericia, urina escura,
hepatotoxicidade, desordens
gastrointestinais.

Palbociclibe

Inibidor CDK 4/6

Inibidor de CDK4/6; impedir que as
células se movam dafase do ciclo celular

G1 paraafase S durante adivisdo

Desordens hematol 6gi cas, gastrointestinais,
reducdo de apetite, estomatite, alopecia,
astenia, pirexia, rash, fadiga.

Pertuzumabe

Anticorpo

monoclona

Tem como alvo o receptor HER2/ney;
induzir citotoxicidade celular dependente
de anticorpos (ADCC)

Disturbios de pele e do tecido subcuténeo,
disturbios respiratérios, torécicos e
mediastinais, distdrbios cardiacos, distirbios
do sistemaimune; distarbios hematol gicos
e linfético; distdrbios do sistema nervoso;

distirbiosrespiratorios e oculares.

Epirrubicina

Antraciclinas

Um epimero de doxorrubicina; bloqueiaa
sintese de &cidos nucléicos e proteinas
inserindo anéis planares entre pares de

bases de nucleotideos

Cardiotoxicidade, toxicidade hematol bgica;
leucemia secundaria, distdrbios
gastrointestinais; alteragdes hematol dgicase

renal, sindrome delise tumoral, efeitos

24



imunossupressores/aumento da
suscetibilidade ainfecgBes, prejuizo na
fertilidade.

Fonte: Adaptado de (PARK et a., 2022; PRODOCTOR, 2024).

25



3.2AMIDAS GRAXAS
O interesse pelas amidas de &cidos graxos (FAA) iniciou na década de 1950 com a

descoberta da pal mitoil etanolamida, substancia com atividade anti-inflamatériaidentificadano
0leo do amendoim, na gema do ovo e na lecitina de soja, que em 1957 foi isolada como a
primeira amida graxa. Com o passar do tempo, os estudos biogquimicos e farmacol gicos
mostraram que as FAA fazem parte de um grupo especial de lipidios biologicamente ativos,
que podem ser encontradas em diversas matrizes bioldgicas, como vegetais terrestres e
aquaticos, animais, microrganismos, organismos unicelulares e até mesmo em canceres
(LOPES, 2010).

Em relacdo a estrutura quimica, as FAA com cadeias longas podem ser divididas em
dois grupos. as amidas de acidos graxos primarios que tem como principal representante a
oleamida (Figura 3A) e amidas de &cidos graxos etanolamidas representadas principal mente
pela anandamida (Figura 3B) (TAO et al., 2022).

No caso da matriz bioldgica do cancer citado anteriormente, vale destacar que, no
processo de interrupcdo de proliferacdo celular do cancer de mama, emboraa FAA oleamida,
ndo possua afinidade com nenhum subtipo de receptor canabindide, ela pode elevar o efeito
antiproliferativo da anandamida por inibicdo competitiva com a FAAH (amida hidrolase de
acido graxo), dessa forma evita a degradacdo da anandamida e aumenta a concentracéo
endégena desta (JONES; HOWL, 2003).

Figura 3 - Estrutura quimica das amidas de &cidos graxos primarios (oleamida) e amidas de &cidos
graxos etanolamidas (anandamida).
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A - Oleamida B - Anandamida

Fonte: Autoria propria.

De forma geral as amidas de acidos graxos podem ser classificadas em trés grupos
distintos (Figura 4) sendo ees: os fitocanabindides, os endocanabindides e N-aciletanolamina
ndo-canabindides, como3 os canabindides sintéticos ou canabinominéticos (LESSA et d.,
2016).
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Estes grupos de FAA interagem com o sistema endocanabindide (eCB) que se encontra
vastamente distribuido no corpo (Tabela 2) e que é capaz de modular inlmeros processos
fisiologicos como ingestdo de aimentos, aprendizado, motivagdo, memodria, ciclo de
sono/vigilia e percepcdo da dor, fazendo com que o eCB desperte grande interesse cientifico e
seja um promissor alvo terapéutico (PROSPERO-GARCIA et al., 2019).

Neste sentido, os principais alvos terapéuticos do eCB incluem os receptores
endocanabinoides, como 0 CB:R descoberto em 1988 e CB2R descoberto em 1993, ambos
fazem parte da familia das proteinas de membranas celular acopladas a proteina Gi/0. Esses
receptores possuem interacoes e afinidades para reconhecer e responder aos trés diferentes
grupos de agonistas canabindides e é essa interacdo que gera as respostas fisioldgicas,
imunol 6gicas, hormonais e neurais (GROSSO, 2020).

Estudos em fase pré-clinica evidenciam que a dor aguda ou crénica podem ser
bloqueadas através dos agonistas de receptores canabindides CB1R e CB2R com possivel
reducdo da inflamagdo, isso acontece porque ambos 0s agonistas tem papel na atividade
antinociceptiva, no caso da dor crénica neuropética 0 CB2R desempenha atividade em células
microglias com liberagdo de dopamina limitando os mecanismos neuroinflamat6rios (BRUNI
et al., 2018).

Figura4 - Estruturas quimicas dos principai s representantes de cada um dos trés grupos de FAA
A1l. FITOCANABINOIDES
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Fonte: (TSUBOI et dl., 2018)

No sistema nervoso central encontram-se os receptores CBiR enquanto que os
receptores CB2R estdo abundantemente presentes no sistema imune. CB2R s&o os principais
receptores do sistema endocanabindide envolvidos no processo de regulacéo da respostaimune
devido sua variada expressdo nas células imunol6gicas. Em niveis distintos de RNAm o CB2R
pode distribuir-se da seguinte forma: linfocitos B > células Natura Killer > monécitos >
polimorfonucleares neutréfilos > céulas T CD8 > células T CD 4 (RODRIGUEZ MESA et dl.,
2021).

Tabela 2 - Localizaco dos Receptores canabindides

e Cortex, Hipocampo e Sistema Imunol égico:
e Ganglios daBase e CdulasT
e Hipotdamo e CélulasB
e Cerebelo e Baco
e Medula espinhal e Amigdalas
CB:R ¢ Ganglios daMedula Dorsal CB.R e Células Microgliais Ativadas

e Sistema Nervoso Entérico
¢ Adipdcitos

e Células Endoteliais

e Hepatocitos

e MUsculo

e Trato Gastrointestinal
Fonte: (GODOY-MATOS et al ., 2006)

Ainda de acordo com Godoy-Matos et al., os receptores do tipo endocanabindides
acoplados aproteina G, quando ativados i nibem a adenil ato-ciclase fechando os canais de calcio
(Ca?") sensivel a voltagem e abrem o os canais de potéssio (K*) retificador interno (MAP
quinase) estimulando as proteinas quinases (Figura 5) ativadas por mitégenos (MAPKS) e

recrutam beta-arrestinas. A variabilidade da sinalizacdo do CB1R esta voltada a sua propenséo
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em dimerizar-se com a GPCRs e receptores opioides, ja os receptores CB2R sdo voltados a
regulacdo daimunidade e inflamacéo (LU; MACKIE, 2021).

Figura5 - Exemplificacdo da anandamida (AEA) ligando-se aum receptor canabindide

MAPE

Anandamida (AEA) liga-se a0 Receptor Canabindide (CBR) acoplado a Proteina Gi/O desencadeando
algumas vias de sinalizagdo, como a ativagcdo do canal de Potassio (K*), ativago da Proteina quinase
Ativada por Mitogénio (MAPK) e inibindo de Adenilato Ciclase (AC), da AMP cicliclo (AMPc) e da
proteina quinase A (PKA), estimulagdo da via Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e proteina quinase B
(Akt), além do bloqueio do Canal de Célcio dependente de voltagem (VGCC).

Fonte: Adaptado de (LIMA, 2020).

3.2.1 Fitocanabindides
A Cannabis sativa L. é uma planta com propriedades psicotropicas, mas que é

exaustivamente estudada devido seu potencial terapéutico, além disso existem relatos histéricos
de sua utilizagdo para os mais diversos fins, que vao desde rituais religiosos, alimentacéo e
préticas medicinais. A Pen-Ts’ao Ching (considerada mundialmente como sendo a primeira
farmacopéia) aponta que por volta de 2000 anos atras os chineses ja utilizavam a Cannabis na
medi cina com finalidade terapéutica, ja nafarmacopéia dos assirios a Cannabis era considerada
o principal medicamento. Por volta de 300 anos atras, a nomenclatura da planta diferencia-se
de acordo com o uso, nos rituais religiosos a planta era chamada de qunnabu, no uso medicinal
azallu ou simplesmente gan-zi-gun-nu para a “a droga que suga a mente” (HONORIO;
ARROIO; SILVA, 2006).
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Figura 6 - Compostos fitocanabindides da planta Cannabis sativa

A-9-THC canabidiol

Fonte: Autoria propria.

A-9-THC (Tetrahidrocannabinol)
O A-9-THC é um fitocanabindide que possui a capacidade de interagir com os receptores

canabindides CB1R e CB2R (MESA et al., 2021), ele é o principal componente psicoativo da
Cannabis, que foi isolado na forma pura e identificado por Raphael Mechoulam e Y echiel
Gaoni em 1964. Mais tarde, por volta dos anos 70, outros canabindides foram sintetizados e
isolados tendo sua biossintese e principais rotas elucidadas. 1sso abriu portas para compostos
canabindides sintéticos baseados na estrutura THC como o Cesamet® (Nabilona) e Marinol®
(Dronabinoal, (-)-A-9-THC). Ambos sdo comercializados como medicamentos antieméticos
utilizados durante o tratamento do cancer e como estimulantes de apetite em pacientes soro
positivos anorexos (HONORIO; ARROIO; SILVA, 2006).

Canabidiol (CBD)
O canabidiol é um componente ndo-psicoativo da Cannabis que foi isolado em 1940

por Roger Adams, mas gue teve sua completa elucidacdo somente em 1963. Seu carédter ndo-
psicotropico esta no fato do canabidiol ndo possuir agéo nos receptores de endocanabindides
CB1R e CB2R como o THC, mas na de aumentar a atividade do receptor 5-HT1a, sendo assim
conhecido como droga “multi-alvo”, resultando em beneficios farmacologicos, nos modelos
clinicos e experimentais (YOCHIMURA, 2019).

Ainda que o CBD néo se ligue no sitio ortostéatica com os receptores CB1R e CB2R, sua
interacdo ocorre através daligacao al ostérica com esses receptores (Tabela 3), de modo que no
receptor CB1R 0 CBD possui atividade agonista/antagonista inverso com Ki de 3,3 a 4,8 nM.
Jano receptor CB2R o CBD funciona como antagonistae o Ki €de 4,3 nM. Além disso, o CBD
possui alta afinidade com os alvos moleculares de TRPVs (TRPV 1, TRPV2, TRPV3, TRPV4)
e possui também afinidade com alvos GPRS55, PPARYy, receptor GABAA, receptor TRPM8
(PENG et d., 2022).
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O Nabiximols (Sativex®) é um medicamento que foi aprovado pela FDA (Food and
Drug Administration) para o tratamento analgésico adjuvante da dor intratavel e persistente de
cancer avancado em pacientes adultos que ndo respondem as maiores doses toleradas de
opioides, além da dor neuropética, aformulagio do Sativex® apresenta-se na proporgao de 1:1
do CDB e A-9-THC (BOIVIN, 2021; PAGANO et al., 2022).

Tabela 3 - Caracteristicas farmacodinamicas do CBD em diferentes receptores

Receptor Acdo Afinidade
CBiR Antagonistainverso/agonista Ki =3,3~4,9 nm
M odul ador al ostérico negativo ICs0 =0,27-0,96 nm
CB2R Antagonista Ki=4,3pM
Agonistainverso CEso =503 nm
Modulador al ostérico negativo Cso =3 nm
GPR55 Antagonista [Cso = 445 nm
TPPA1 Agonista CEso =110 nm
TRPV1 Agonista CEso = 1000 nm
TRPV2 Agonista CEso = 1250 nm
TRPV3 Agonista CEso = 3700 nm
TRPV4 Agonista CEso = 800 nm
TRPMS8 Antagonista [Cso = 160 Nm
S5-HTia Agonistaindireto N.D.
PPARy Agonista CEso = 2010 nm
FAAH I nibidor 27,5 um
D2 Agonistaparcia Ki =11 nmem D241

Fonte: Adaptado de (PENG et a., 2022)

3.2.2 Endocanabindides
Os endocanabindides atuam como mediadores lipidicos que exercem atividades quando

ligados aos receptores canabindides CB1R e CB2R ou receptores ndo canabinGides como
receptores acoplados a proteina G (GPCRS) isso inclui 0 GPR18, GPR55 e GPR119; receptores
transitorios de potencial vaniloide tipo 1 (TRPV 1) e receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARS); ap6s demanda dos precursores fosfolipidicos de membrana os
endocanabindides sdo liberados para exercerem as atividades (CAMMAROTA et a., 2023).

O conjunto das reacdes bi oquimicas dos endocanabindides devem ser precisas, umavez
gue os endocanabindides apresentam tempo de meia-vida de 15 minutos, assim, essacinéticae
dindmica faz com gque os endocanabindides sejam reconhecidos como neurotransmissores
preponderantemente retrogrados, onde a sintese e liberacdo vai depender dos estimul os nocivos
transmitidos aos neurbnios pds-sindptico ou segja sdo regulados por vias nociceptivas
(ARAUJO; ALMEIDA; ARAUJO, 2023).
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Em relagdo a atividade antitumoral os lipidios endocanabindides que se ligam aos
receptores CB1R e CB2R ativam diversas vias de sinalizagdo molecular regulando importantes
funcbes como crescimento e proliferacdo das células, isso € importante frente as células
cancerigenas, visto que possuem mecanismo de apoptose desregulado, logo a sinalizagdo
regulada pela ligacdo dos endocanabindides com os receptores canabindides podem regular a

proliferacdo dessas células tumorais induzindo a apoptose (SANTOS, 2014).

Figura 7 - Compostos canabindides endégenos.
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Fonte: Autoria propria.

Anandamida (AEA)

A anandamida (N-aracdonoiletanolamida, AEA) € um composto de caréter lipofilico
que deriva do &cido araquidénico (AA), e foi descoberto em 1992 presente no tecido cerebral
de suino, a AEA é o endocanabindide mais estudado em todo o mundo por ser responsavel pela
modulacdo de diferentes processos fisioldégicos como aprendizagem, memoria, apetite,
ansiedade, nocicepcdo e inflamag&o. As concentragdes sericas variam nos fluidos biolégicos e
se ateram de acordo com a estimulagcdo patologica, fisiologica e farmacoldgica sendo
produzidos e liberados “sob demanda”, no LCR de pacientes saudaveis a concentra¢do ¢ de
aproximadamente 0,83 ng.mL* e no plasma a concentragdo € de 0,14 ng.mL™* (MARCHIONI,
2018; OLIVEIRA; MARCHIONI; QUEIROZ, 2019).

A sintese daanandamidainiciapel o seu precursor N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE),
n-aciltransferase (NAT) e pela enzima N-acil fostatidiletanolamina fosfolipase D seletiva

(NAPE-PLD). Apés sintetizada, a AEA ¢ liberada para 0 meio extracelular e possui afinidade
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por diferentesalvos. Além de seligar areceptores canabindides pode seligar aoutros diferentes
receptores como os receptores do tipo TRPV1, além disso a AEA por ser estruturalmente
semel hante aos &cidos graxos poli-insaturados faz com que atorne-se um substrato paraasvias
lipoxigenases (LOXSs) e ciclooxigenase 2 (COX-2) (FONSECA et a., 2013).

2-araquidonoilglicerol (2-AG)

Quando aanandamida e 2-araguinodoil glicerol sdo liberados el es passam pelo processo
de recaptacdo neuronal e em seguida so metabolizadas em compostos inativos, a amida
hidrolase de &cido graxo (FAAH) € uma enzima pds-sinaptica que hidrolisaa AEA enquanto o
monoacil glicerol (MGL) é uma enzina pré-sindptica capaz de hidrolisa 0 2-AG em &cido
araguidénico e glicerol assim que €ele finaliza sua atividade no receptor CB1R (LESSA,;
CAVALCANTI; FIGUEIREDO, 2016).

Inicialmente descobriu-se que a funcdo da lipase monoacilgliceréis (MAGL) era
hidrolisar os monoglicerideos (MAGSs) presente em tecido adiposo e intestino de ratos em
glicerol. Quarenta anos depois foi descoberto que a MAGL também era responsavel por
hidrolisar o 2-aracdonoil glicerol (2-AG) em acido araquidonico (AA) (DENG,; LI, 2020).

Isso acontece porque MAGL é especificamente responsavel por regular e controlar os
niveis séricos do 2-AG através da degradacéo desse endocanabindide. Com isso o MAGL é
capaz de regular o sistema canabindide, a atividade do MAGL torna essa enzima alvo para o
desenvolvimento de novos compostos cujo objetivo é controlar sua atividade catalitica, uma
vez que o0 2-AG esta envolvido em diversos processos fisioldgicos e patolégicos (GIL-
ORDONEZ et al., 2018).
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Figura 8 - Processo de biossintese e degradacdo das trés principais acil etanolamidas: Anandaminda
(AEA), oleoiletanolamida (OEA), pamitoiletanolamida (PEA).
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NAT: N-aciltransferase; NAPE-PLD: N-acil fostatidiletanolamina fosfolipase D seletiva; AMT: transportador de
membrana de aciletanolamidas; FAAH: amida hidrolase de &cido graxo; NAAA: N-aciletanolamina acido
amidase; AA: &cido aragquiddnico; AO: &cido oleico: PA: &cido palmitico; eth: etanolamina; PPAR-a: receptor-a
ativado por proliferador de peroxissoma; TRPV1: receptor de potencial transitério vaniléide tipo 1; GPR55:
receptor acoplado a proteina G 55 e GPR119: receptor acoplado a proteina G 119.

Fonte: Adaptado de (BORRELLI; 1ZZO, 2009).

3.2.3 N-aciletanolaminas nao canabinoide (NAES)

NAESs sdo lipidios bioativos enddgenos que possuem a cadeia acil ligada a etanolamina,
mas que se diferenciam pelo grau de insaturacdo e pelo comprimento da cadeia acil.
Apresentam inumeras atividade biol bgicas e isso faz com que participem de diversos processo
fisiopatol 6gicos como inflamag&o e dor, como é o caso da N-palmitoiletanolamina (PEA), N-
oleoiletanolamina (OEA), N-araquidonoiletanolamina (AEA), N-estearoiletanolamina (SEA)
(ALHOUAYEK et al., 2017).

Também existem NAEs com cadeia acil derivada de acido graxo ®-3 como o acido
ei cosapentaendi co (20:5) ou &cido docosahexaendico (22:6), o N-docosahexaenoil etanolamina
(DHEA) sendo a Ultimaamais estudada (ALHOUAYEK et a., 2017).

Va e destacar que estudos envolvendo as etanolamidas de acidos graxos poliinsaturados

com fonte de Omega 3 demonstraram que estas estimulam a autofagia de céulas de CM
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exercendo efeito antiproliferativo e atuando como ligantes naturais de PPARg que medeiam os
efeitos das funcbes celulares (ROVITO et d., 2013).

Além disso, as etanolamidas de écidos graxos monoinsaturados e saturados estdo em
maior concentragcdo no organismo quando comparados com a anandamida. Outra caracteristica
importante dessas etanolamidas € o fato de ndo se ligarem aos receptores canabindides, contudo
para exercerem suas atividades ligam-se a diversos receptores como GPR55, PPARa, GPR119
invitro (TSUBOI et al., 2018).

Neste grupo encontram-se também os agentes farmacol 6gicos sintéticos agonistas de
receptor canabindides, (RIBEIRO; NOCETTI; BAPTISTA, 2019) e a sintese desses
canabindides sintéticos pode ocorrer por diferentes metodologias que envolvem reacdes
guimicas e enzimaticas, 0 que resulta em uma vasta gama de produtos (Figura 9).
Estruturalmente esses canabindides diferenciam-se apenas pela presenca das cadeias graxas e
pela combinacdo do &omo de nitrogénio ligado a diferentes substituintes (LOPES, 2010).

Figura9 - Estruturamolecular de diferentes FAA

Fonte: (GERTSCH, 2008)

Neste sentido esta pesquisa centrou-se na semi-sintese de amidas de acidos graxos a
partir do 0leo daandiroba como alternativa para o tratamento do cancer de mama, umavez que,

0 Oleo da Andiroba € uma excelente fonte lipidica para a semi-sintese de novas amidas graxas
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porque possui elevadas concentragbes de &cido oleico/6mega 9 (C18:1) 51,81%, é&cido
palmitico (C16:0) 25,76%, linoleico/6mega 6 (C18:2) 8,3%, aém de concentragbes menores
de &cido linolénico/dmega 3 (C18:3), acido estedrico (C18:0) entre outros (SILVA, 2018).

A Carapa guanensis Aubl € o nome cientifico da andiroba, &vore encontrada
predominantemente em areas da florestaamazonica. O 6leo extraido das suas nozes € conhecido
como Oleo de andiroba e, historicamente, é utilizado na medicina popular como anti-
inflamatorio, analgésico e remédio para cancer, além disso 0 6leo € rico em acidos graxos,
alcaldides e terperndides, principamente limonoides que séo marcadores gquimiotaxondmicos
dafamiliaMeliaceae (AMBROZIN et a., 2006; SILVA et a., 20233, 2023b).

Nessa perspectiva a importancia da quimica verde corrobora e reforca essa busca por
metodol ogias sintéticas sustentavels e 0 anseio por produtos medicinais derivados de plantas
aumentou consideravelmente no mundo (BARATA et al., 2020). Atualmente 60% dos paises
do mundo utilizam plantas como aternativas para tratar enfermidades e 85% dos paises em
desenvolvimento e subdesenvolvimento usam a medicina tradicional, principalmente em
comunidades rurais (SHUAIB et a., 2023).

Pacheco et a. (2022) reforcam que o Brasil possui cinco regiGes com imensa
biodiversidade vegetal (sendo o Pantanal de Mato Grosso, Caatinga, Cerrado, Mata Atlanticae
Floresta Amazonica), isso torna possivel a descoberta de novos compostos bioativos dos quais
ainda ndo se conhece os efeitos toxicol gicos e farmacol 6gicos.

Ensaios envolvendo a avaiacdo do potencia citotdxico, apoptético e mutagénico do
0leo da andiroba em linhagem de células de adenocarcinoma géstrico ACP0O2 com baixa taxa
de resposta a quimioterapia ou radioquimioterapia, mostram significativa reducdo da
viabilidade das células ACP02, com inducéo de morte celular por apoptose, sem exercer efeitos
mutagénicos, corroborando com o potencial terapéutico da andiroba (PORFIRIO-DIAS et al.,
2020a).

Outro estudo, neste caso in vivo, envolvendo o pré-tratamento com 6leo de andiroba
puro mostrou eficadcia na reducdo da severidade causada por dexorrubicina (DOX) no
organismo - DOX é um antibidtico antraciclina utilizado como agente antineopl &sico naterapia
de varios tipos de canceres, como 0 de mama — aém disso os achados do estudo revelaram
também que em sistema de nanoparticul as ha melhora na farmacocinética e na eficacia do 6leo,
atuando como um complemento aos beneficios gerais do 6leo ndo processado, além de

potencializar os efeitos biol 6gicos da andiroba em muitos aspectos (MELO et al., 2021).
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3.3SISTEMASNANOESTRUTURADOSDE FARMACOSA BASE DE LIPIDEOSE
SEU PAPEL NO CANCER

As drogas quimiotergpicas empregadas em terapias tumorais S80 responsavels por uma
vasta lista de efeitos adversos, estainclui toxicidade renal, hepética, medular, gastrointestinal,
pulmonar e cardiaca, isso € resultado da baixa especificidade do farmaco, inducéo deresisténcia
aos medi camentos e el evadatoxicidade, por estarazdo, a nanomedicina surge como um sistema
eficaz anticancer nos tumores, umavez gque explora afisiopatologia do microambiente tumoral,
0 que gera resultados terapéuticos mais satisfatérios que as terapias oncol dgicas convencionais
(DIN et d., 2017).

Neste prisma, a nanotecnol ogia ganhou significancia e interesse no setor farmacéutico

a partir da perspectiva da cria¢do de “Drug Delivery Systems” em escalas nanométricas, cuja
finalidade promete melhorar a distribuicdo de farmacos e/ou potencializar seus efeitos,
aumentar a seletividade e reduzir atoxicidade, facilitar a absorcdo dos compostos e prevenir
resisténcias aos farmacos. Neste contexto, a nanofarmacol ogia tem aplicagdo promissora na
nanomedicinavoltada ao cancer, indo a ém dasterapias convencionais (PEREIRA et a ., 2022).

Desta forma, a tecnologia dos nanocarreadores (NC) foi projetado para criar moléculas

extremamente pequenas (tipicamente menores que 500 nm) e desenvolvidas para apresentarem

propriedades fisico-quimicas Unicas que podem ser exploradas de diversas formas no
tratamento oncoldgico, esta tecnologia possibilita a otimizagdo na liberacéo de farmacos,
apoiando assim o diagndstico e terapia do cancer. (NEUBERT, 2011).

Isso acontece devido a estrutura e tamanho dos NC que podem carregar uma grande
quantidade de farmacos e reduzir as doses administradas durante o tratamento, outro ponto € a
versatilidade quimica das superficies dos nanosistemas podendo ser vetorizados/direcionados
para atuarem seletivamente reconhecendo as células de cancer (Figura 10). Ademais, como
exemplo os NC podem ser configurados para superar e impedir a repulsdo aos farmacos que
carregam, enquanto, as plataformas multifuncionais podem ser projetadas para atuarem
simultaneamente (teranéstica) no diagndstico e terapia do processo tumoral (ROJAS-
AGUIRRE; AGUADO-CASTREJON; GONZALEZ-MENDEZ, 2016).
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Figura 10 - Representacéo da acumulac&o de um nanocarreador por direcionamento passivo (A) e
ativo (B) em tecido tumoral

Receptor

Fonte: Adaptado de (RANSON et al., 2001)

A acumulagdo por direcionamento passivo € caracterizada pelo acUmulo de
nanoparticulas nos tumores em decorréncia da fisiologia anormal dos neovasos presente nos
tumores solidos com fenestracfes que variam de 100 a 780 nm, ou sgja, bem maiores que o
endotélio vascular normal (5 a 10 nm). Assim, NC com tamanho médio de até 200 nm
conseguem aprisionar-se nestas fenestracoes e liberar o fa&rmaco antineoplésico, o que melhora
aterapiaatravés do efeito de permeabilidade e retencéo aprimorado (EPR), como os carregados
com Doxorrubicina e andlogo da Capecitabina estudados na terapia do cancer de mama
(OLIVEIRA et a., 2012; TENCHOV et al., 2021).

Ja o direcionamento ativo da-se com o uso de ligantes nas superficies das nanoparticulas,
com isso tem-se a capacidade de interagdo com células especificas como as tumorais. Alguns
nanosistemas lipossomais carregados com medicamentos como Paclitaxel, Doxorrubicina,
Rituximab sdo acumulados de forma ativa, mas em alguns casos por direcionamento passivo
(OLIVEIRA et ., 2012).

Nos NC do tipo lipossomos (LPS) sdo utilizados os mecanismos de direcionamento
passivo e/ou ativa e sdo empregados como sistema de distribui¢do de medicamentos citotoxicos
baseado em trés parametros farmacol6gicos, sendo eles. em primeiro lugar os lipossomos
liberam o medicamento de forma lenta, em segundo lugar alteram a biodistribuicdo do farmaco
encapsulado e em terceiro lugar, podem atuar para elevar a concentracdo de farmacos nos
tumores. Contudo, as desvantagens podem incluir atraso dabiodisponibilidade do medicamento
0 que pode limitar a rgpida obtencdo de niveis elevados dos mesmos (RANSON et a., 2001).

Os lipossomos sdo estruturas vesiculares com didmetro de 5,0 nm e que possuem 0

interior aquoso, sdo revestidos por uma camada lipidica constituida por colesterol e
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fosfolipidios, a camada pode ser do tipo multilamelar ou unilamelar, dependendo da
composi¢ao do LPS acargasuperficial podem varia, sendo positiva, negativaou neutro; os LPS
podem encapsular compostos anfifilicos, hidrofdbicos e hidrofilicos o que Ihes garante uma
ampla aplicacdo como nanoentregadores de medicamentos neoplésicos (MELO et al., 2020;
SANDOVAL-YANEZ; CASTRO RODRIGUEZ, 2020), podem ser vistos na tabela 4 alguns

medicamentos que utilizam nanosistemas de distribui¢do de farmacos.

Tabela 4 - Medicamentos comercialmente disponivels que utilizam nanosistemas de distribuicéo de

farmacos
M edicamento Composicdo Indicacdo
Doxil/Caglyx Doxorrubicina lipossomal Mieloma, sarcomade Kaposi, cancer de
PEGuilada mama e de ovério
DaunoXome daunorrubicinalipossomal Sarcoma de Kapos
Myocet doxorrubicina lipossomal Céncer de mama
Abraxane paclitaxel ligado a abumina Cancer de mama, pulmao de células ndo
peguenas e pancreas
Lipusu paclitaxel lipossomal Céancer de mama e de pulméo de céulas
ndo pequenas
Oncaspar Conjugado de L -asparaginase Leucemialinfoblastica aguda
DepoCyt citarabina lipossomal Linfoma, Leucemia
Genexol-PM paclitaxel micelar Cancer de mama, pulmao de células ndo
pequenas, ovario e gastrico
Mepacto mifamurtidalipossomal Sarcoma osteogénico
NanoTherm Nanoparticulas de éxido de  Tumores cerebrais
ferro
Margibo Sulfato de vincrigtina Leucemialinfoblésticaaguda
lipossomal
Myocet doxorrubicina encapsulada em  cancer de mama metastético
ribossomas
ONIVYDE irinotecano lipossomal Céancer de pancreas avangado
DHP107 nanoparticulas  lipidicas de Cancer deintestino
paclitaxel (administracdo oral)
Vyxeos daunorrubicina lipossomal e Leucemiamieloide agudade alto risco
citarabina
Apelo paclitaxel micelar Céancer de ovério, peritonea etrompasde
faopio
Hensificar nanoparticulas de Oxido de Sarcoma de partes moles locamente
hafnio avancado

Fonte: (BARENHOLZ, 2012; BATIST et a., 2002; O’BRIEN et a., 2004; SALVIONI et d., 2019; SCHILLER
et al., 2015; ZHANG et al., 2022)

Somada aos lipossomos (Figura 11A) a nanomedicina utiliza-se também das
nanoparticulas lipidicas (Figura 11B), que podem ser classificadas em primeira geracéo sendo

representada pelas Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) e de segunda geracdo cujos
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representantes sdo os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) (GHASEMIYEH,;
MOHAMMADI-SAMANI, 2018; PARDEIKE et d., 2011).

Figura 11 - Representacdo dos nanosistemas entregadores de farmacos neoplésicos
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Nota: (A) Lipossomo encapsulando farmaco antineoplasico hidrofilico (quadrados verdes) e lipofilico (esferas
vermelhas na matriz lipidica dos fosfolipidios) e (B) nanoparticula lipidica adsorvendo em sua superficie
antineopldsico hidrofilico (quadrados verdes) e encapsulando farmaco antineoplasico lipofilico (esferas
vermelhas).

Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA et d., 2012).

As nanoparticulas lipidicas ndo sdo tdo eficazes no encapsulamento de elevadas
concentragdes de farmacos hidrofilicos, contudo sdo vantajosas quando se trata de liberacéo
sustentada para o receptor e tempo de meia vida, s80 mais estéavels, com boa tolerabilidade e
féceis de serem produzidas em escala industrial, além disso sdo nanoentregadores capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica sem causar dano (BEZERRA et al., 2022).

Na primeira geragdo, as NLS sdo nanoesferas de sistemas de liberacdo de farmacos
compostos e tem a matriz constituida por lipideos sélidos em temperatura ambiente como
acidos graxos, triglicerideos, esterois, glicidios parciais e ceras, as principais vantagensincluem
a ndo utilizagdo de solventes organicos e atoxicidade dos componentes, estabilidade dos
farmacos carregados, liberagdo controlada e direcionada aos alvos especificos (COLA et d.,
2016).

Ja na segunda geracéo, os CLN surgem como uma modificacéo das NPS, cujo objetivo
€ melhorar o tempo de retencdo do farmaco durante o armazenamento e melhorar a eficiéncia
do encapsulamento, neste caso h& a presenca de lipidios solidos e liquidos a temperatura
ambiente, isso acontece porque a incorporagcdo do lipidio liquido na matriz solida eleva o

numero deimperfei¢cdes namatriz solidaque faz com que o farmaco fique aprisionado em maior
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quantidade e n3o seja expul so facilmente da matriz como ocorre com a NPS (APOLINARIO et
al., 2020).

A Tabela5 exemplificauma série de aplicagdesin vitro em linhagens variadas de células
tumorais envolvendo a primeira e segunda geragdo de nanoparticulas lipidicas carregados com
o f&maco antitumoral Paclitaxel (PTX), na atividade citotéxica é possivel comparar a
superioridade em relacéo a efetividade das nanoparticulas (NLS-PTX e CLN-PTX) contra o
PTX livre.
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Tabela 5 - Primeira e segunda geracéo de nanoparticul as li pidicas contendo paclitaxel e sua atividade citotoxica em linhagens celulares de canceres

Matriz lipidica Concentracéo de PTX Teor deencapsulamento (%)  Atividade Citotoxica

12GERACAOQO: NLS

Tripamitina 1,17 nm - HT-29

Hemissuccinato de colesterila 24h —1Csy 81,46 + 0,26 mM

Epikuron 200® 48h—1Cs 47,16 £ 1,87 mM

Taurocolato de sddio Butanol 72 h—1Cs 37,36 + 6,41 mM
24h>48h>72h

Trimiristina 6 mg/mL 25 OVCAR-3eMCF-7

Fosfatidilcolinadeovo NLS-PTX = PTX livre.

Compritol® ATO 888 1 mg/mL 77,4+ 1,05 A549

Poloxamer 188 NLS-PTX > PTX livre
(I1Cs0 1,45 + 0,12 pg/mL vs. 2,36 £ 0,13
Hg/mL )

Lecitina 0,05 mmol 72,18+ 37 HepG2

Poloxamer 188 __ NLSPTX > PTX livre.

Acido esteérico 0,25 mmol 89,0+24

Precirol® ATO5 82,5125 pg/mL Todos acimade 97 MXT-B2

Polissorbato 80 NLS-PTX > PTX livre
(1Cs0 1,69 UM vs 39,70 UM)

Trilaurina 6 mg/mL 5,1+ 0,6 mg/mL SKOV-3

Fosfatidilcolinade ovo NLS-PTX =~ PTX livre (ICs 2,4 = 1,9
mM vs 3,7 £ 5,1 mM)

Tristearina 0,1 piv% 84+14 A549

Estearilamina NLS-PTX > PTX livre

(Inibicgo de 54,4% vs 42,8%)

22GERACAO: CLN

Monoestearato de glicerol 0,5 mg/mL 68,7+45 CLN-PTX > PTX livre
Acido oléico MCF-7
Poloxamer 188 ICs0 0,075 £ 0,010 pg/mL
SKOV3
ICs0 0,053 + 0,006 pg/mL.

Monoestearato de glicerol 0,1 mg/mL 90,107 B16,CT26 eHCT116




Oleo de soja

CLN-PTX > PTX livre

Lecitinade soja Apbs 24 horas de tratamento
Brometo de cetiltrimetilaménio
Monoestearato de glicerol 0,58 mM 89,1+15 MCF-7
Poloxamer 188 CLN-PTX > PTX livre
Polissorbato 80 (1Cs0 3,53+ 0,11 pg/ml)
Acido oléico
Capryol™ 90
Compritol® 888 0,1 mg/mL Q0 CLN-PTX > PTX livre
ATO MCF-7
TCM Colesteral 1Cs0 25,33 £ 3,17 nM
MDA-MB-231
1C50 2,13+ 0,21 nM

PTX livre (ICsp> 500 nM)

Nota: * Epikuron 200 (fosfatidilcolina de soja 95%); Precirol® ATO5 (palmitoestearato de glicerila); TCM (triglicerideos de cadeia média); Poloxamer
188 (co-polimero de polioxipropileno epolioxietileno); Capryol™ 90 (monocaprilato de propilenoglicol). ** HT-29 (adenocarcionoma de colon
humano); OVCAR-3 e SKOV3 (adenocarcinoma de ovario humano); MCF7 e MDA-MB-231 (adenocarcionama de mama humano); A549
(adenocarcinoma pulmonar humano); HEPG2 (carcinoma hepatocelular humano); HT1080 (fibrosarcoma humano); HCT116 (cancer colorretal
humano); CT26 (carcinoma de célon murino); MXT-B2 (cancer de mamamurino); B16 (melanoma murino).

Fonte: (PEDRO, 2018)
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4 MATERIAISE METODOS

4.1 Reagentes
Os materiais utilizados neste ensaio, foram a | sobutilamina (99,5%), Amano lipase from

pseudomonas fluorescens (LPF) (20.000 U g%, CAS No. 9001 — 62-1), hexano (98%), foram
adquiras pela Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil), etanol (99%) foi comprado da Solven (S&o
Paulo, Brasil); cloroférmio deuterado (CDCls) foi cedido pelo Laboratério de Isotopo de
Cambridge. O 6leo de andiroba foi comprado da AmazonQil The Rainforest Company, (Para,
Brasil). Soro fetal bovino (SFB), meios de cultura Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), e Roswell Park Memorial Institute (RPMI), gentamicina, penicilinae estreptomicina

comprados da Invitrogen (S&o Paulo, Brasil).

4.2 Obtencéo dos compostos

4.2.1 Semi-sintese das amidas de &cidos graxos
Redlizou-se uma reagcdo de amidacdo direta entre o 6leo de andiroba (1,0 mL) e

etanolamina (3,0 mL), com 10 % da L PF, empregada como catalisador. A reacdo permaneceu
sob agitacéo magnética (300 rpm, 40 + 2 °C) por periodo de 24h. Ao final do periodo, filtrou-
se a enzima e a mistura foi lavada com acetato de etila (3x1,0 mL). Sob presséo reduzida o
filtrado foi evaporado, apurificacéo das FAA ocorreu diretamente por cromatografiaem coluna
de silica de gel utilizando como diluente n-hexano:acetato de etila (8:2). O produto da reacéo
foi posteriormente caracterizado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de

Massas (CG-EM), Ressonancia Magnética Nuclear 'H e 1°C.

4.2.2 Degomacao da Fibroina da Seda
A degomagem dos casul os do bicho-da-sedaocorreu apartir de 3,0 g do casul o picotado,

transferido para uma solugéo em fervura de NaxCOs (2%, p/v), por 30 minutos em agitacéo
magnética., apds esse periodo foram filtradas as fibras resultantes e lavadas com agua destilada
(3x500 mL). Em seguida as fibroina foi solubilizada em uma solugéo ternéria (50mL) de
H20:EtOH:CaCl> nas proporcdes molares (8:2:1) a 40°C, até completa dissolucédo da fibra. A
mistura passou por didlise em tubo de celulose com limite de exclusdo de 16kDa (Viskase,
Brasil) durante 72h atemperatura ambiente, com troca de agua a cada interval o de 24h, pbr fim
a solugdo de FS foi centrifugada (6000 rpm por 10 min.) para remover particulas maiores e

impurezas, a concentracdo da solucéo final da FS foi gjustada para 2.
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4.2.3 Preparo do Carreador Lipidico Nanoestruturado
Através de homogeneizacdo em agitacdo por aguecimento foram preparadas duas

formulagdes de nanocarreadores, uma contendo amidas de acidos graxos com fibroina da seda
(CLN-FAA/FS) e outrabranca (CLNb) amidas de &cidos graxos com fibroina da seda, paraisso
foi utilizado chapa aquecedora (SL-140/R), a formulacéo esta representada na Tabela 6. As
fases aquosa e oleosa foram aquecidas separadamente, mas ambas a 65°C, a fase aquosa foi
aquecida em banho-maria enquanto a fase oleosa foi aguecida na chapa aguecedora, a fase
aquosa foi vertida lentamente sobre a fase oleosa, em seguida a formulagdo permaneceu por
agitacdo e aquecimento por 45 min., por fim e sem aguecimento aformulacdo permaneceu em
agitacdo por 24 h, no CLNb ndo foi adicionado FAA (SAFWAT et a., 2017).

Tabela 6 - Formulac&o dos sistemas nanoestruturados

Formulacdo do CLN-FAA/FS

Aditivo Quantidades (g) Por centagem (%) Fase
Agua destilada 4,835 96,5 Aquosa
Solug&o de fibroina (2%0) 0,04 1 Aquosa
Tween 80 0,05 1 Aquosa
FAA 0,05 1 Oleosa
Acido Miristico 0,025 05 Oleosa
Tota g.s.p. 5 100 O/A

Formulacéo do CLNb

Aditivo Quantidades (g) Por centagem (%) Fase
Agua destilada 4,885 97,5 Aquosa
Solug&o de fibroina (2%0) 0,04 1 Aquosa
Tween 80 0,05 1 Aquosa
Acido Mirigtico 0,025 05 Oleosa
Tota g.s.p. 5 100 O/A

4.3 Ensaios par a car acterizagao espectr oscopica

4.3.1 Cromatografia em Fase Gasosa com Deteccéo por Espectrometria de Massa (GC-MS)
As analises cromatogréficas das FAA, apartir do 6leo de andiroba, foram realizadas em

um cromatégrafo de gas (GCMS-QP 2010) equipado com um auto-amostrador de injecdo
AOC-20i (Shimadzu). Deteccdo de impacto eletronico usando como detector (Shimadzu
MS2010 Plus), impacto eletronico de 70 eV e detectados fragmentos de 50 a 550 Da. A
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separacdo foi realizada numa coluna capilar de silica fundida (RTX-5MS com dl = 0,25 mm,
comprimento = 30 m e espessura do filme = 0,25) num fluxo de hélio 1,03 ml.min. A amostra
foi solubilizada em diclorometano (2 pg/ml) e foi submetida as seguintes condicdes
experimentais. temperatura do injetor 210°C; temperatura do detector, 250 °C; géas portador,
hélio; caudal 3,0 ml/min; injec&o divididacom relagéo de divisio 1/15. A temperaturadacoluna
foi programada a partir de 90°C, com um aumento de 6 °C/min a 250 °C, terminando com 5
min isotérmicos a esta temperatura, o tempo total de andlise foi de aproximadamente 33,67

min..

4.3.2 Andlise de | nfravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR foram registrados em amostras de espectrometros Shimadzu

IRAffinity (OA e FAA) eforam preparados como filmes finos em discos KBr. A transmitancia
foi expressaem cm™ de banda entre 4000 e 400 cm™* com resolug&o de 4 cm™,

4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 13C)
Os espectros de RMN de 3C (OA e FAA) foram registados em um espectrometro

Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded. Cada amostras foi solubilizada em 600uL de
CDClI3 e os deslocamentos quimicos expressos em ppm em relagdo ao padréo interno TMS ou

solventes deuterados.

4.4.1 Estabilidade fisico-quimica
Para determinar as caracteristicas fisico-quimica, foi avaliado o TM e PdI utilizando-se

a técnica de espalhamento da luz (DLS do inglés Dynamic Light Scattering), o angulo de
incidéncia do laser de 90° e temperatura ambiente de 25°C, para a obtencdo do PZ também foi
utilizada a mesmatécnicade DL S e condic¢des como angulo de incidéncia de 90° e temperatura
25°C, mas associada a mobilidade eletroforética.

As medidas de TM, Pdl e PZ foram obtidas utilizando-se 0 equipamento Zetasizer
NanoZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra), as amostras foram diluidas 100 vezes em agua
MiliQ® (MIRANDA et al., 2021).

4.4.2 Estabilidade coloidal frente aos meios biol6gicos
Investigou-se a estabilidade do CLNb e CLN-FAA/FS frente a distintos fluidos

biol6gicos com o intuito de prever o comportamento no sistema in vivo. Para isso o CLN-
FAA/FSfoi diluido 4 vezesem NaCl (0,9% p/v), tampéo PBS (pH 7,4), plasmamurino ou Soro
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Fetal Bovino (SFB), Dulbecco modified Eagle Medium (DMEM). Apés as diluicdes as
solucgdes foram mantidas a 37°C por 144 minutos, sob agitacdo de 150 RPM, as aliquotas foram
coletadas em tempos pré-determinados (MALCOLM et al., 2018).

4.4.3 Cultivo das linhagens celulares
As culturas das células foram mantidas em garrafas T-75, em estufa Umida, contendo

5% de COo, a 37°C, alinhagem tumoral de cancer de mama murino 4T1 foi mantida em meio
de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e os fibroblastos

foram mantidos em meio de cultura DM EM suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino.

4.4.4 Avaliacgao da Viabilidade das linhagens Celulares
A avaiagdo do efeito proliferativo foi feita pel o ensaio colorimétrico SulforodaminaB,

baseado na medida do contetido de proteina nas células (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). A
avaiacdo foi realizada entre os compostos CLN-FAA/FS, CLN Branco, 6leo daandiroba e
fibroina diluidas em 5mg.mL ™ de DM SO e testadas em concentragdes distintas. Paraisso as
células de cancer de mama (4T1) e fibroblastos saudaveis humanos, foram semeadas em cada
cavidade de uma placa de 96 pogos em meio de culturaDMEM e incubadas a 37°C e 5% CO»
durante 24 horas, depois desse periodo foram adicionadas nas cavidades da placa as substancias
deinteresse em vérias concentracdes al ém dos grupos control es preparados em meio de cultura.
Em seguida a placa foi novamente incubada durante 48 horas a temperaturade 37°C e
5% COz, apds esse periodo sem remover o sobrenadante, foram adicionados 100 pL de acido
tricloroacético 10% (v/v) em cada pogo e as placas foram novamente incubadas a 4°C durante
60 minutos para a fixac8o das células, em seguida, as placas foram lavadas cuidadosamente
com &gua destilada por quatro vezes consecutivas, apos isso foram secadas completamente a
temperatura ambiente, 100,0 uL de solugdo de Sulforodamina B a 0,057% (p/v) foram
adicionados em cada cavidade e as placas foram mantidas a temperatura ambiente durante 30
minutos.

Em seguida as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com é&cido
acético 1% (v/v) e novamente mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 100 pL de solug¢do Tris Base a 10
mM e pH 10,5.

Foi realizada leitura da absorbancia em um leitor de microplacas (Versamax Genius®,
MA-EUA) a 510 nm e a porcentagem da inibi¢cdo do crescimento celular foi calculada em

relacéo a absor¢do das células mantidas somente em meio de cultura (sem nenhum tratamento).
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Os dados foram expressos como a porcentagem de proliferagdo celular para trés
experimentos independentes em triplicata, sendo representados como média + desvio padréo.
Em seguida, determinou-se a concentracdo das substancias (diferentes tratamentos) necessarias

para promover 50% de inibicao da viabilidade celular (1Csp).
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5RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da semi-sintese e das car acterizacfes espectr oscopicas

A reacdo de amidac&o direta segue os principios de uma reacdo de transesterificacéo,
ocorrendo em trés etapas consecutivas, formando amidas graxas e o glicerol como subproduto
(ARAUJO et ., 2018). O sucesso da reacdo é dependente das condicbes reacionais
(temperatura, catalisador, tempo e proporcdo molar e a espécie nucleofilica (KUMAR; AL,
2015). A isobutilamina, como amina primaria apresenta boa reatividade no processo de
transamidagdo direta. Por isso, relaciona-se que a propor¢cdo da cadeia graxa
(saturados/insaturados) presente no respectivo 6leo de andiroba, ndo é alterada ap0s a reacéo
de transmidacdo. Com objetivo de avaliar o potencial de toxicidade das amidas graxas em
células de 4T1, estimulamos uma melhor compreensdo da influéncia da cadeia graxa
(insaturadas/saturadas) obtidas a partir do processo de amidacdo direta, neste caso tendo como
fonte da cadeia alquilica, os acidos graxos presentes no 6leo de andiroba. Ha de considerar que
este processo de obtencdo de amidas graxas, via método semi-sintético, é considerado o mais
vidvel para obtencdo do conjunto de amidas graxas, desta forma podendo desonerar o custo de
producdo e o torna atrativo para maiores escalas de producéo (CITOLER et al., 2022; JAMIL
et al., 2019).

A importancia de avaliar o comportamento de substancias isoladas, € imprescindivel;
em sistemas biol 6gicos, no entanto, ressalta-se que este trabalho amplia perspectivas de screen
no estudo de toxicidade celular de 4T1 amidas graxas.

ApGs reacdo e purificagdo, os triglicerideos presentes no éleo de andiroba foram
convertidos nas respectivas FAA. As principais FAA identificadas foram N-
isobutilpalmitamida (40%) e N-isobutilestearamida (4%), amidas de cadeias saturadas, e N-
isobutiloleamida (44%) e (9Z,122)-N-isobutil octadeca-9,12-dienamida (2%), derivadado acido
linoleico, como amidas de cadeias insaturadas. A percentagem relativa de FAA foi calculadaa
partir da éreaintegradora dos picos correspondente e identificada utilizando uma base de dados
MS (NIST 5.0) eliteratura (OLIVEIRA et al., 2020).

O perfil de fragmentacdo, das isobutilamidas graxas foram identificadas por
espectrometria de massa (M S) por impacto de elétrons (70 eV) e apresentaram como principal

caracteristica o pico base a fragmentacdo de 115 m/z, resultante do rearranjo de McL afferty,
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como pode ser observado no espectro de fragmentacdo da N-isobutiloleamida, que apresentou o
ion molecular de 337 m/z e pico base de 115 m/z (Figura 12).

Figura 12 - Espectro de massa (70 €V) da N-isobutiloleamida
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Os espectros correspondentes das andlises no infravermelho sdo mostrados na Figura
13. Tais espectros apresentam alta similaridade, pois sd0 as cadeias aquilicas saturadas e
insaturadas derivadas dostriglicerideos AO. O pico em 3005 cm— 1 corresponde ao estiramento
do -C-H (sp2) e 2924 e 2854 cm! ao egtiramento da ligadura —-C-H (sp3), outro pico
caracteristico dos compostos derivados dos triglicerideos apareceu em 1745 cm™!, relacionado
a0 estiramento da ligadura —C=0 do AO, e parao FAA. Os sinais do composto amidado sdo
listados como os picos em 3385 e 3304 cm— 1 que correspondem ao trecho —~NH2 e o pico em
1647 e 1658 cm™! correspondem ao dobramento da ligadura —N—H, caracteristicas da amida
gordurosa sintetizada. No passado, o pico para a banda dupla em 3385 cm™! refere-se a0
agrupamento —NH livre em amidas e o pico 1558 cm™! referindo-se a—NH2 correspondente &

deformacgdo angular simétrica no plano, confirmando o resultado do composto.
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Figura 13 - Espectro infravermelho de OA (preto) e FAA (vermelho)
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O OA eFAA apresentaram sinais de RMN de *3C muito semel hantes (Figura 14), devido
a ndo ateracdo da cadeia alquila presente no material de partida (OA) e sua manutencéo nos
produtos obtidos. A maior diferenca do espectro de RMN de *3C é observada em 62,1 e 68,9
ppm, caracteristica dos carbonos do glicerol, presentes no OA. Entretanto, o espectro de RMN
de 3C da mistura de FAA apresentou, como caracteristica principal, o carbono daligagdo -N—
CH2 sinalizando 46,8, e a auséncia de sinais de glicerol também indicou a formagdo de uma
nova substancia a partir do OA.

51



Figura 14 - Espectro de RMN de 13C de OA (a) e FAA (b)
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5.2 Caracterizacdo e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica do CLNb e CLN-FAA/FS

O perfil de estabilidade fisico-quimica das amostras de CLNb e CLN-FAA/FS foram
avaliadas nos dias 0, 3, 7, 15 e 30 ap0s o preparo e durante esse periodo ndo houve variacéo
significativa (Figura 15) do tamanho médio de particula, Pdl e potencial zeta.

Os resultados encontrados para 0 CLNb foram o tamanho médio de particula de 157,2
+ 14,4 nm, PZ de-8,03 = 7,95 mV e PdI de 0.20 £+ 0,04, parao CLN-FAA/FS o tamanho médio
de particulafoi de 136,9 + 23,6 nm, 0 PZ de -6,37 + 7,27 mV e Pdl de 0,19 + 0,04.
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Figura 15 - Representacdo gréfica da estabilidade fisico-quimica em relacdo ao tamanho,
polidispersdo e potencial zetado CLN napresenca e ausénciade FAA e FS paraostemposO, 3, 7, 15
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Osresultados da avaliacao fisico-quimicadas formul agdes propostas de CLN com e sem
FAA/FS, demonstraram que ambas formulagdes apresentam baixos valores de indice de
polidispersdo (< 0,3) e baixo tamanho médio de particulas, o que indica que as formulacdes
apresentam distribuicdo monodispersa (RIBEIRO et al., 2021).

Vae sdlientar que para uma possivel administragdo endovenosa € preferivel sistemas
com tamanho médio variando na faixa de 50 a 200 nm, uma vez que a biodistribuicdo &
fortemente influenciada pelo tamanho das particulas (DANAEI et a., 2018), de modo que
particulas menores que 10 nm podem ser rapidamente eliminadas e sujeitas a filtragdo
glomerular, enquanto que particulas maiores que 300 nm sdo0 passiveis de serem identificadas
pelo sistema fagocitario mononuclear, que as opsonizam e as retira de circulacdo (LEMOS,
2021). Neste contexto o tamanho médio de particulas quando maiores que 200 nm devem ser
evitadas porque tem efeito significativo no tempo de circulagdo, isso ocorre em virtude da
dimensdo capilar do sistema circulatério (CHENTHAMARA et al., 2019).

Além disto, vale destacar que os valores obtidos do PZ em todos os testes se mantiveram
inferiores a -20 mv, o0 que indica estabilidade na dispersdo, ou sgja, 0 potencial zeta avalia a

repulsdo eletrostética das particulas igualmente carregadas (QU et a., 2022). As cadeias
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organicas|ongas como no caso das FAA presentes naformulagdo podem criar um impedimento
estérico que evita a interacdo entre as nanoparticulas (MELO JR. et al., 2012), neste caso, 0
nanosistema ficar com carga negativa quando as cadeias organicas sdo revestidas com
surfactante ndo i6nico como o Tween 80 utilizado na formulac&o devido acidos graxos livres
do surfactante, além disso durante o processo de obtenc¢do daformul agéo as hidroxilas anidnicas
da &gua da fase aguosa podem aprisionar-se na superficie da fase oleosa (LI et al., 2012;
MIRANDA et a., 2021; SAMIRA J. FAYAD, 2009).

5.3 Avaliacéo da estabilidade coloidal frente aos meios biol6gicos

A estabilidade coloidal é um importante pardmetro a ser avaliado em relacdo a uma
possivel administragdo in vivo visto a necessidade de se buscar novas dternativas
farmacol 6gicas, paraisso 0 CLNb e CLN-FAA/FS foram expostos aos seguintes meios. tampao
fosfato (PBS), solugdo salinade NaCl 0,9%, soro fetal bovino (SFB), plasmamurino e meio de
cultura(DMEM), no periodo de 1440 minutos.

Figura 16 - Distribuicdo de tamanho e polidispersdo do CLNb na auséncia de FAA e SF paraos
tempos 0, 60, 120, 240, 480 e 1440 minutos, em diferentes meios biol 6gicos
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A distribuicdo média do tamanho e do Pdl do CLNb sem FAA e FS em funcéo do tempo
foram obtidas em triplicatas (n=3), utilizando-se o teste ANOVA para analisar as variagoes

significativas, considerando significancia de p<0,05.
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Figura 17 - Distribuicdo de tamanho e polidispersdo do CLN-FAA/FS para ostempos 0, 60, 120, 240,
480 e 1440 minutos, em diferentes meios biol égicos
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A distribuicdo médiado tamanho e do Pdl do CLN-FAA/FS em funcéo do tempo foi obtidaem
triplicatas (n=3), utilizando-se o teste ANOVA para andlisar as variacOes significativas,

considerando significancia de p<0,05.

Os resultados obtidos em relacdo ao tamanho das particulas e Pdl no periodo de 1440
minutos parao CLNb e CLN-FAA/FS podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7 - Tamanho médio e Pdl de CLNb e CLN-FAA/FS

Carreador lipidico nanoestruturado Tamanho (nm) PDI
CLN-FAA/FS 130,90 + 08,61 0,21+ 0,04
CLN-FAA/FS+NaCl 139,20 + 16,51 0,21+ 0,04
CLN-FAA/FS+PBS 131,40 £ 09,77 0,20+ 0,04
CLN-FAA/FS+DEMEM 142,90 + 08,86 0,19+ 0,03
CLN-FAA/FS+Plasma 172,80 £ 26,71 0,20 £ 0,03
CLN-FAA/FS+FBS 141,30 £ 24,42 0,20+ 0,04
CLNb 176,70 £ 18,07 0,20+ 0,04
CLNb+NaCl 183,10 £ 12,50 0,20+ 0,03
CLNb+PBS 181,00 + 13,93 0,20+ 0,04
CLNb+DEMEM 184,20 £ 11,05 0,20+ 0,03
CLNb+Plasma 189,80 + 22,60 0,21+ 0,04
CLNb+FBS 187,20 £ 19,76 0,21+ 0,04

A avaiagdo da estabilidade coloidal em meios biologicos demonstrou n&o haver

diferenca estatisticamente significativa quando comparada com a avalicdo fisico-quimica,

porém o leve aumento coloidal observado resultante da exposi¢éo de ambas as formulagdes de
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CLN incubados em plasma murino e FBS pode ser explicado em decorrénciadas caracteristicas
destas matrizes biol6gicos complexas, ou seja, a interacdo do CLN com os componentes das
matrizes biol 6gicas como: proteinas séricas, biomoléculas, saisibnicos e aminoacidos, pode ter
influenciado o comportamento hidrodindmico dos CLN tornando-os levemente instaveis
através da adsorcdo destes componentes das matrizes, 0 que levaaformagdo de agregados que
podem influenciar o comportamento in vitro (CHENTHAMARA et al., 2019), vale salientar
gue tais resultados ainda est&o dentro dos valores aceitéaveis pela Farmacopeia Americana, no
tocante a uma possivel administracdo intravenosa relacionada as formulacdes lipidicas
injetaveis com faixa inferior a 500 nm ou 0,5 pm (UNITED STATES PHARMACOPEIAL
CONVENTION, 2020).

5.4 Avaliacéo da viabilidade em linhagem de células de cancer demamamurino4T1e
fibroblastos humanos saudaveis

A avdiacdo da viabilidade celular € um importante parémetro utilizado de forma
intrinseca para mensurar a capacidade de um determinado material na producéo de alteractes
metabdlicas nas linhagens celulares de interesse, podendo este resultar ou hdo na morte das
células (WANG et al., 2015), em vista disso, aavaliacado do potencial antitumoral foi realizado
utilizando-se as células dalinhagem de cancer de mamamurino 4T1 (como linhagem de células
alvo) e paraalinhagem de células saudaveis, foi utilizado fibroblasto humanos saudaveis.

O modelo dalinhagem de célul as de cancer de mamamurino 4T1 é utilizado napesquisa
de novos farmacos antineoplésicos e foi isolado orginamente em 1983 por Fred Miller e
colaboradores do Karmonas Cancer Institute, a linhagem teve suas aplicacbes em modelos
experimentais aumentadas em decorréncia de sua elevada propensdo a metastase para 0Sso e
outroslocais (TAO et a., 2008).

As células de cancer de mama murino 4T1 possuem caracteristicas que as tornam um
modelo experimental adequado para estudar o cancer de mama, uma vez que tal linhagem é
pouco imunogénica, altamente tumorigénica e capaz de desenvolver metédstase de forma
parecida com o0 que ocorre nas glandulas mamarias humanas em diversos sitios como
linfonodos, pulmé&o, figado e cérebro (SCHIRMER et a., 2018).

Apesar das células 4T1 possuirem fendtipo invasivo, quando cultivadas de forma
confluente expressam elevado nivel de e-coderina (moléculas envolvidas na adesdo celular),
contudo células 4T1 com crescimento avulso o nivel de e-coderina é regulado negativamente

de maneira que as células formam aglomerados soltos i nterconectados onde cada célula dentro
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desse aglomerado tem liberdade para migra isoladamente, assim sua saida do grupo se limita
pela ligacdo. Essas células também podem ser utilizadas como modelo animal de cancer de
mama devido ao alto potencial metastético pois quando infiltradas na gordura da mama ou na
corrente sanguinea desenvolvem metéstase em diversos 0rgéos como figado pulméo e 0sso
(ELISHA et al., 2018).

Neste caso, 0 ensaio colorimétrico Sulforodamina B detectou reducéo na viabilidade
celular paraas culturas de células 4T1 incubadas com CLN-FAA/FS (0,18 + 0,06 pg/mL), essa
reducdo foi significativa em relacéo ao AO puro (0,32 £ 0,05 pg/mL) como demonstrado na
figura 18, isto pode ser explicado possivel mente pela quantidade de FAA disponivel e entregue
pelo CLN as células, uma vez gque as nanoparticulas lipidicas podem encapsular e aumenta a
biodisponibilidade de substancias lipofilicas, como as FAA (VARDANEGA et a., 2024).
Também foi testado o CLNb sem FAA/FS e fibroina isolada, contudo, ambas ndo tiveram

influéncia sobre a viabilidade celular, de modo que néo foi possivel estimar a | Cso.

Figura 18 - Viabilidade em células de cancer de mamamurino 4T1
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Nota: CLN-FAA/FS - Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo amida de acidos graxos e fibroina de seda;
OA — Oleo de Andiroba, CLNb — Carreador Lipidico Nanoestruturado Branco.

In vitro o CLN-FAA/FS demonstrou ser uma formulagdo com potencial para tratar
tumores mamérios, uma vez que a ICsp da viabilidade em células de cancer de mama murino
4T1 foi alcangada com concentragdo do CLN-FAA/FS 56,25% menor que a do 6leo de
andiroba. A literaturarelata que potencial antitumoral do 6leo de andiroba estarelacionado com

o teor de &cidos graxos que influenciam nos mecanismos de morte celular por apoptose, 0 que
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leva a diminuicdo da viabilidade das células (PORFIRIO-DIAS et al., 2020b) corroborando
com nossos achados.

Em nosso estudo, por ser tratar de um pool de FAA encapsuladas no CLN, podemos
sugerir que adiminuicdo da viabilidade do CLN-FAA/FS pode acontecer por dois caminhos, o
primeiro deve-se a caracteristicas das i sobutilamidas canabinomiméticos que interagem com o
receptor CB2R, que estdo expressamente aumentados no cancer de mama, independente do
subtipo (DOBOVISEK et al., 2020), sendo este um importante upregulated para muitos
tumores mamarios.

O segundo caminho, sugere-se que a N-isobutiloleamida, principal isobutilamida semi-
sintetizada a partir do 6leo da andiroba, estruturalmente assemelhasse a N-oleoiletanolamina
sendo a oleamida um protetor autdcrino contra a proliferacdo celular do cancer de mama
humano (JONES; HOWL, 2003).

Outro achado importante foi em relacdo aos fibroblastos (Figura 19), de modo que,
mesmo com as concentragdes mais el evadas acima de 100 pg/mL, parao CLN-FAA/FS (137,8
1+ 9,9 ug/mL) e OA (147,7 + 7,9 pg/mL) ndo foi possivel calcular o 1Cso, de forma semelhante,
em todas as concentragdes testadas do CLNb sem FAA/FS e fibroina também ndo houve
reducéo da viabilidade celular dos fibroblastos saudaveis.

Figura 19 - Viabilidade em fibrobl astos humanos saudaveis
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Nota: CLN-FAA/FS - Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo amida de acidos graxos e fibroina de seda;
OA — Oleo de Andiroba, LCNb — Carreador Lipidico Nanoestruturado Branco.
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A baixatoxicidade do CLN ja é bem definida (LUDTKE et al., 2022), jaem relagio a
FS, ensaios envolvendo nanoparticulas de fibroina corroboram com estes achados, uma vez
que, as nanoparticulas com FS podem ser facilmente difundidas para dentro das células, mas
com guase nenhuma toxicidade para elas, mesmo variando a concentracdo da FS nas
nanoformulagdes, isto é importante, no tocante a substituicdo de surfactantes sintéticos dos
nanosistemas por FS (HOLANDA et al., 2023; KUNDU et a., 2010).

A fibroina da seda (FS) ou simplesmente seda como € conhecida comercialmente trata-
se de uma proteina natural extraida do casulo produzido pela larva do bicho-da-seda (Bombyx
mori). (LINARDI; ZIBORDI; LOPES, 2020).

Esta proteina é utilizada como biomaterial e possui caracteristicas interessantes de
biodegradabilidade, estabilidade térmica e biocompatibilidade. A literatura aponta que estudos
invitro ein vivo demonstram que a fibroina da seda quando comparada com outros polimeros
biodegradavei s apresenta menor resposta inflamatéria. Outro atributo que merece destaque é a
capacidade de regulacéo da estrutura e morfologia polimérica da seda que em um processo
aquoso torna a FS um candidato de suporte para aplicagdes de liberacdo de farmacos
(RESTREPO, 2019).

Em matrizes de biomateriais a FS potencializa a eficécia das substancias ativas, o0 que
resultaem melhoriado efeito terapéutico nos processos de Drug delivery, umavez que aumenta
a biodisponibilidade e a biodistribuicdo (QUEIROZ-SOUZA et a., 2024).
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6 CONSIDERACOESFINAIS E PERSPECTIVAS

A reacdo de sintese de amidacdo direta a partir do éleo da andiroba foi bem sucedida,
umavez que o 6leo € uma excelente fonte de triglicerideos para a sintese de FAA, além disso,
como ja era de se esperar, a principal molécula sintetizada teve sua concentracéo proporcional
a0 componente magjoritario presente no oOleo, que foi confirmado através das andlises
espectroscopicas do FTIR, RMN 3C e GC-MS.

Os produtos da reacdo de sintese foram as isobutilamidas, estas quando estdo em
temperatura ambiente apresentam-se como verdadeiras “graxas” o que dificulta seu
aprisionamento em um sistema nanoestruturado com baixa afinidade lipofilica, sendo
necessario aguece-las até se tornarem liquidas para incorpora-las em nanoparticulas lipidicas
como o CLN, isso justifica a escolha desta plataforma de nanoentrega, além disso, para
melhorar a eficiéncia do encapsulamento foi incorporado a FS, afim de utiliza-la com
surfactante e suporte de entrega de farmaco.

No estudo da estabilidade fisico-quimica o sistema CLN/FAA-FS se manteve dentro
dos parametros esperados em relagdo ao tamanho médio das particulas, potencial zeta e Pdl,
mostrando-se apto para uma possivel administracdo endovenosa em um ensaio in vivo, neste
sentido a avaliagdo da estabilidade coloidal corroborou mostrando que o sistema ndo sofre
ateracOes significativas em meios biol 6gicos.

No ensaio in vitro do sistema CLN/FAA-FS demonstrou ter potencia citotéxico em
células de cancer de mama murino 4T1, superior ao 6leo puro, além disso, mostrou seguranca
para células saudéveis como fibroblastos humanos, demonstrando maior afinidade pelas células
alvo tumorais.

Nesta conjuntura, através deste screening o CLN/FAA-FS tem potencial paratornar-se
um candidato a farmaco para tratar tumores mamarios como demonstrado, contudo, outros
ensaios futuros que contemplem a farmacocinética e a farmacodinamica precisam ser
realizados, bem como conhecer o mecanismo de acdo farmacol 6gico e 0 mecanismo de morte

ceular.
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