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RESUMO

Atualmente, o cancer cervical é considerado o terceiro tumor mais frequente nas mulheres do
Brasil e o seu desenvolvimento, na maioria dos casos, esta relacionado com o Papilomavirus
Humano (HPV). Frente ao exposto, tornam-se necessarios & busca por tratamentos
alternativos no combate do cancer cervical a partir dos produtos naturais, como a cordialina
A, isolada da planta Cordia verbenacea DC. A cordialina A possui forte atividade
antineoplasica, como também insolubilidade em meio aquoso. Dessa forma, os Sistemas
Nanoemulsionados Lipidicos (SNL) tém sido explorados como ferramentas para aumentar a
solubilidade de bioativos poucos polares em meio aquoso, como também aumentar a sua
eficacia terapéutica. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar, in vitro, a atividade
antineoplasica e os mecanismos de morte celular promovidos pela cordialina A, encapsulada e
ndo encapsulada no SNL, nas linhagens celulares de céancer de colo uterino HPV-16 (SiHa),
de HPV negativo (C-33A) e de queratindcitos humanos normais (HaCaT). Para a formulacéo
do SNL foi acrescido de colesterol, tampdo fosfato e sistema tensoativo composto por
polioxietileno 20-cetil éter e Fosfatidilcolina de Soja (FS). O diametro de particula encontrado
nas formulacGes foi de 159,53 + 8,0444 nm e 107 + 0,3333 nm, o indice de polidisperséo
(PDI) médio foi de 0,38 + 0,0466 e 0,214 + 0,0126 e o potencial zeta foi de -16,83 + 3,15 mV
e -20,16 £ 1,68 mV para SNL e cordialina A + SNL, respectivamente. As fotomicrografias
obtidas por microscopia de forca atbmica (AFM) demonstraram que SNL e SNL + cordialina
A apresentaram morfologia ovalada. A atividade citotoxica foi realizada pelo ensaio de
Sulforrodamina B (SRB), sendo obtida a Concentracdo Inibitéria 50% (Clsp) do tratamento
com a cordialina A de 106,58 uM, 83,55 uM ¢ 55,9 uM e para a cordialina A + SNL o0s Cls
encontrados foram de 0,89 uM, 0,186 uM e 0,35 uM, para as linhagens SiHa, C-33A e
HaCaT, respectivamente. O tratamento da cordialina A + SNL promoveu o tipo de morte
celular por apoptose e necrose, assim como o dano ao DNA para todas as linhagens celulares
por meio dos ensaios de Hoesch/lodeto e Cometa, respectivamente. Por ultimo, o0 ensaio com
vesiculas unilamelares (LUVS) indicou que o tratamendo com cordialina A + SNL
possivelmente possui pouca interacdo com a por¢do apolar da membrana plasmatica. Os
resultados sugerem que o sistema desenvolvido é promissor para o tratamento do cancer

cervical.

Palavras Chaves: Cancer cervical. HPV. cordialina A. Nanoemulsdo. Apoptose.



ABSTRACT

Currently, cervical cancer is considered the third most frequent tumor in Brazilian
women and its development, in most cases, is related to Human Papillomavirus (HPV).
In view of the above, they are necessary to search for alternative treatments in the fight
against cervical cancer from natural products, such as cordialina A, isolated from the
Cordia verbenacea DC plant. The cordialina A has strong antineoplastic activity, as well
as insolubility in aqueous medium. Thus, Lipid Nanoemulsion Systems (SNL) have
been explored as tools to increase the solubility of a few polar bioactive in aqueous
medium, as well as to increase its therapeutic efficacy. The aim of the present study was
to evaluate in vitro the antineoplastic activity and mechanisms of cell death promoted
by cordialin A, encapsulated and non-encapsulated in the SNL, in cervical cancer cell
lines HPV-16 (SiHa) of HPV negative (C-33A) and normal human keratinocytes
(HaCaT). For the formulation of the SNL was added cholesterol, phosphate buffer and
surfactant system composed of polyoxyethylene 20-cetyl ether and Soy
Phosphatidylcholine (FS). The particle diameter found in the formulations was 159.53 +
8.0444 nm and 107 + 0.3333 nm, the average polydispersion index (PDI) was 0.38 +
0.0466 and 0.214 + 0.0126 and the zeta potential was -16.83 £ 3.15 mV and -20.16 £
1.68 mV for SNL and A + SNL, respectively. The photomicrographs obtained by
atomic force microscopy (AFM) showed that SNL and SNL + cordialin A presented
oval morphology. The cytotoxic activity was performed by the Sulforhodamine B
(SRB) assay, obtaining the 50% Inhibitory Concentration (ICso) of the treatment with
the cordialina A of 106.58 uM, 83.55 uM and 55.9 uM and for the cordialin A + SNL
the 1Cso were 0.89 uM, 0.186 uM and 0.35 uM for the SiHa, C-33A and HaCaT lines,
respectively. The treatment of cordialina A + SNL promoted the type of cell death by
apoptosis and necrosis, as well as DNA damage for all cell lines by means of the
Hoesch/lodeto and Cometa assays, respectively. Finally, the unilamellar vesicle assay
(LUVs) indicated that the treatment with cordialina A + SNL possibly has little
interaction with the apolar portion of the plasma membrane. The results suggest that the

developed system is promising for the treatment of cervical cancer.

Key words: Cervical cancer. HPV. cordialina A. Nanoemulsion. Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER DE COLO UTERINO E HPV

A palavra cancer, de origem grega, faz analogia entre o crescimento infiltrante da
doenca com a forma que o caranguejo, crustaceo, se prende ao solo usando suas patas. Um
estudo evidenciou, atraves da primeira analise histopatoldgica de uma mdmia egipcia, 0
diagnostico de cancer retal, evidenciando que desde a antiguidade, os tumores sempre
estiveram presentes na humanidade (DAVID; ZIMMERMAN, 2010; BROWN, ATTARDI,
2005; MEIRA, 2011).

Atualmente, o cancer ¢ um nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas, tendo
como caracteristica em comum, o crescimento celular desordenado em tecidos e 6rgaos,
podendo migrar para outras regides do corpo, no processo denominado, metastase (BROWN,
ATTARDI, 2005; MEIRA, 2011). Dessa forma, o tumor de colo uterino € considerado a
segunda causa de morte por cancer em mulheres que vivem em paises em desenvolvimento,
sendo no Brasil, o terceiro tumor mais frequente, com estimativas de 16.340 novos casos,
atras do cancer de mama, colorretal e a quarta causa de morte por cancer entre a populagédo
feminina (WHO, 2015; INCa, 2016).

Nesse sentido, o cancer cervical, na maioria dos casos, € uma Doenga Sexualmente
Transmitida (DST), ocasionado pelo Papilomavirus Humano (HPV) (INCa, 2016; PSYRRI,;
DIMAIO, 2008; PINTO et al., 2005). O HPV pertence a familia Papillomaviridae do género
Papovavirus, apresenta tropismo por células epiteliais, promovendo infeccdo no trato
respiratério, digestivo superior e mucosa anogenital (DOORBAR, 2005; VAN
REGENMORTEL et al., 2000). Ja foram identificados mais de 200 papilomavirus, 0s quais
apresentam incidéncia elevada na populacdo feminina por fatores epidemioldgicos, tais como,
maltiplos parceiros sexuais, consumo de alcool e tabaco, uso de contraceptivos orais, agentes
infecciosos como Chlamidia e Candida, a qual é considerada um cofator no determinismo de
neoplasias cervicais quando associadas ao HPV (IARC, 2005; BERNARD et al., 2010;
GEARHART et al., 2015; CHELIMO et al., 2013; MELO et al., 2003; PLATZ-
CHRISTENSEN et al., 1994).

Os diferentes tipos de HPV, segundo International Agency for Research on Cancer
(IARC), sdo classificados de acordo com o potencial de induzir a transformagéo celular,
denominados virus de alto e baixo risco oncogénico (BEHZADI et al., 2015; CHELIMO et
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al., 2013; TOMMASINO, 2014). Os tipos de HPV de alto risco, 16 e 18, respondem, por
cerca de 70% dos casos do tumor cervical, por meio de mecanismos de complexagdo da
oncoproteina viral E6 com a proteina p53 da célula hospedeira, a qual tem funcéo supressora
de tumor, ocasionando além da sua degradacdo, a inibicdo do processo de morte celular por
apoptose. Ja E7 associa-se com a proteina retinoblastoma (pRb), induzindo os fatores de
transcricdo da E2F, sendo liberada da pRb para transcrever genes importantes no controle da
divisdo celular, promovendo, dessa forma, a progressdo do ciclo celular, culminando no
cancer cervical (TOMMASINO, 2014; GEARHART et al.,, 2015; BRAGAGNOLO; ELI;
HAAS, 2010).

Em estdgios iniciais, o cancer de colo uterino se apresenta assintomatico e a
descoberta se faz por meio de programas de rastreamento e deteccdo precoce de lesdes
cervicais, através do exame citopatologico do Papanicolau. J& a conduta terapéutica para lesdo
neoplasica se fundamenta no diagndstico, estadiamento e prognoéstico, levando em
consideracdo a localizagdo, tamanho, tipo histolégico do tumor, além da idade e do desejo de
ter filhos da mulher (CHAMBO FILHO et al., 2001, FRIGATO; HOGA, 2003).

Desse modo, o tratamento indicado para este tipo de cancer compreende cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A principio, quando o tumor ainda ndo sofreu metastase as
pacientes conseguem ser curadas através de medidas locais, como cirurgia ou radioterapia. No
entanto, esses casos representam apenas um ter¢o da populacdo afetada, nos demais casos, a
neoplasia caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de micrometastases, indicando a
necessidade de uma abordagem sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70% dos
casos, com a quimioterapia associada a cirurgia ou radioterapia. Entretanto, estes
quimioterapicos afetam as células normais, principalmente as células de reproducéo rapida,
como as da medula 6ssea, da mucosa intestinal e dos foliculos pilosos, provocando efeitos
colaterais severos, como a mielodepressdo, nauseas, vomitos severos, neuropatia periférica,
ototoxicidade, nefrotoxicidade e fadiga (BONASSA, 2000; CHAMBO FILHO, 2001,
FRIGATO; HOGA, 2003).

Mesmo com o desenvolvimento da vacina profilatica quadrivalente (HPV tipos 6, 11,
16 e 18: Gardasil® - MSD) e a bivalente (HPV tipos 16 e 18: Cervarix® - GSK) licenciadas
pelo FDA e ANVISA em 2006 e 2009, respectivamente, a sua maior efetividade é para
pacientes que nunca entraram em contato com o HPV ou atividade sexual. Desse modo, s&o
necessarias novas pesquisas para tratamentos alternativos contra o cancer de colo uterino, a
partir de moléculas isoladas de plantas, ja que existe uma grande diversidade dos produtos

naturais, os quais se tornam uma fonte promissora na busca por moléculas eficazes na terapia
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contra o cancer (LIMA, 2009; MANS et al., 2000, BONNEZ; REICHMAN, 2010, MUNOZ
et al., 2008, BARR; TAMMS, 2007; KEAM; HARPER, 2008; MONIE et al., 2008;
SIDDIQUI; PERRY, 2006).

1.2. BIOLOGIA E CICLO DE VIDA DO Papilomavirus Humano-HPV

O HPV é um pequeno virus nao envelopado, de DNA de fita dupla, possuindo
capsideo proteico, composto por duas proteinas estruturais, as quais se organizam em 72
subunidades, denominados capsémeros, de padrdo icosaédrico com 55 nm de didmetro
(HORVATH et al., 2010).

O genoma do HPV, Figura 1, apresenta 8.000 pares de bases, organizado em oito
Open Reading Frames (ORFs), dividido em dois dominios (BOULET et al., 2007).

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HPV: genes da regido tardia (L), genes da regido precoce
(E) e a regido ndo codificadora (LCR ou URR) (MUNOZ et al, 2006).

L2

L1

O primeiro dominio é a regido ndo codificadora, denominada Long Control Region
(LCR) ou Upstream Regulatory Region (URR), localizada entre os genes L1 e a regido
precoce, possuindo, aproximadamente, 1.000 pares de bases (pb). O primeiro dominio,
embora ndo tenha funcéo codificadora proteica, contem os elementos promotores, os locais de
ligacdo de fator de transcricdo e a origem da replicacdo viral, representando 15% do genoma
viral (SOUSA et al., 1990; CHEAH & LOOI, 1998; KANODIA et al., 2007; PSYRRI &
DIMAIO, 2008; DOORBAR et al., 2005).
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O segundo dominio, regido L (late ou regido tardia) e regido E (early ou regido
precoce), codifica as proteinas virais do HPV com, aproximadamente, 3.000 e 4.000 pb,
respectivamente, representando 85% do genoma do HPV (ZUR HAUSEN, 2002; PSYRRI &
DIMAIO, 2008; ZUR HAUSEN, 2009; HORVATH et al., 2010).

Os genes da regido tardia, L1 e L2, formam sequéncias altamente conservadas em
todos os HPVs, codificando as proteinas do capsideo viral, o qual é responsavel pela
antigenicidade, sendo a proteina L1, de 54 kDa, como principal, e a L2, de 52 kDa, como
secundaria (MUNGER & HOWLEY 2002; ZUR HUNSEN 2002, 2009; ZHENG & BAKER,
2006; HORVATH et al., 2010).

Os genes precoces sdo responsaveis pela replicagdo do DNA (gene E1), pela
transcricdo (gene E2), pela maturagdo do virus, pela alteracdo da matriz, pelo citoesqueleto
celular (gene E4), pelo estimulo da proliferacdo e, por ultimo, pela manutencdo da
transformacéo celular (genes E5, E6 e E7) (BOULET et al., 2007).

O ciclo de vida do HPV (figura 2) esta diretamente ligado ao ciclo de diferenciacdo
das células epiteliais do hospedeiro infectado e inicia-se quando o virus do HPV entra nas
células da camada basal, através de micro lesbes da mucosa ou da epiderme, onde o HPV ¢é
capaz de proliferar- se de modo a criar um ambiente competente de replicacdo, 0 que permite
a amplificacdo do genoma e acondicionamento do virus (BOULET et al., 2007; STANLEY,
2008; DOORBAR, 2005).

Figura 2. Imagem esquematica do ciclo viral do HPV nas células da camada basal do epitélio do hospedeiro.
(adaptado de ZUR HUNSEN, 2002).

No inicio da infecgdo, baixos niveis de DNA viral sdo sintetizados nas células

infectadas da camada basal, formando aproximadamente 50 a 100 cépias de particulas
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epissomais do genoma viral por célula (PETT; COLEMAN, 2007). A infeccdo das células
basais pelo HPV leva a ativacdo de uma cascata de expressao de genes virais que resulta na
replicacdo de seu genoma, no entanto, a expressdo destes genes € amplamente reprimida,
existindo apenas uma limitada expressdo de genes virais especificos da regido precoce. Os
genes virais E1 e E2 e os fatores de replicacdo sdo 0s primeiros a serem expressos e formam
um complexo que se liga a origem de replicacdo, atuando no recrutamento de polimerases
celulares e proteinas acessorias que medeiam a replicacdo do DNA (KANODIA, 2007). Apds
a entrada nas camadas suprabasais, o genoma viral circular é entdo replicado e proteinas
estruturais sao formadas. Nas camadas superiores da epiderme ou mucosa, as particulas virais
completas sdo montadas e liberadas, infectando assim outras células (ZUR HUNSEN, 2002).

O HPV utiliza a maquinaria celular da célula hospedeira para se replicar, e este
processo ocorre no nucleo celular. Inicialmente, apds a infeccdo, o HPV é identificado em
particulas virais extracromossomicas, epissoma, replicando seu material genético
concomitantemente com os cromossomos da célula hospedeira, permanecendo em uma fase
latente, um processo relativamente benigno (ALBERTS, 2010). Um passo crucial, na
progressdo para o cancer, é a integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira.
(PARFANOF, 2014). As moléculas essenciais na replicacdo viral para transformacéo maligna
sdo E6 e E7, inativando dois importantes genes supressores de tumor da célula hospedeira.
Ambeas as proteinas, E6 e E7, induzem a proliferagdo, imortalizagdo e transformagdo maligna
das células infectadas (BOULET et al., 2007). A proteina E7 associa-se com pRb, um
regulador negativo do ciclo celular que normalmente previne a progressao da fase G1 para a
fase S, por se associar ao fator de transcricdo E2F. Ao se ligar a E7, pRb é degradada
liberando E2F, a qual estimulara a transcricdo de genes alvos associados a replicacdo do
DNA, resultando na proliferacdo celular desordenada (ZUR HAUSEN, 2002; MOTOYAMA
et al., 2004; IARC, 2005).

A proteina viral E6 completa o papel da E7, prevenindo a apoptose em resposta a
entrada ndo programada da fase S induzida por E7. A associacdo da proteina E6 aos tipos de
HPV de alto risco, 16 e 18, com a proteina p53 da célula hospedeira resulta na degradacdo da
p53, comprometendo a interrupcdo do crescimento celular e também da ativacdo da apoptose
induzida por erros no DNA gendmico. A perda do controle do ciclo celular, mediado por p53,
favorece a instabilidade cromossdmica e acumulo de mutacGes na célula infectada
(DOORBAR; CUBIE, 2005).

Sugere-se, entdo, que a integragdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira pode

alterar a expressao génica viral levando ao cancer (MADKAN et al., 2007). Os estudos
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direcionados na compreensao da interacdo entre a célula hospedeira e 0 HPV mostram como a

pesquisa basica pode contribuir para prevenc¢do do cancer (ZUR HAUSEN, 2002).

1.3. ASPECTOS GERAIS DA PLANTA Cordia verbenacea

Popularmente conhecida como erva-baleeira (MILLER; GOTTSCHLING, 2007), o
cha de folhas de C. verbenacea é empregado na cicatrizacdo de feridas externas e em ulceras,
inclusive em ferimentos provocados por peixes pela comunidade de pescaria local, sugerindo
dessa forma, o nome popular da planta (LORENZI; MATOS, 2002; PANIZZA, 1998;
VENTRELLA; MARINHO, 2008).

Essa planta, C. verbenacea, é encontrada em areas tropicais e subtropicais do mundo,
ocorrendo na Asia, Africa, Australia e América do Sul, podendo ser nomeada também como
Cordia salicina DC., Cordia curassavica (Jacqg.) Roem. & Schult., Lithocardium fresenii
Kuntze, Lithocardium salicinum (A. DC.) Kuntze e Lithocardium verbenaceum Kuntze,
apresenta carater arbdreo a arbustivo, ramificado e aroméatico comum em formacGes sobre
dunas e nos campos arenosos medindo entre 1,5 a 2,5 metros(Figura 3) (RAPISARDA et al.,
1997; BAYEUX et al., 2002; LORENZI; MATOS, 2002, GILBERT; FAVARETO, 2013).
No Brasil, essa planta é encontrada na faixa litornea brasileira estendendo da regido
amazonica até o Rio Grande do Sul (BAYEUX et al, 2002).

Figura 3. Cordia verbenacea ou “erva-baleeira” (GILBERT; FAVARETO, 2013)

——

Na medicina popular, o extrato bruto das partes areas da erva-baleeira € amplamente
utilizado através de extratos hidroetandlicos, decoccdes e infusdes com finalidade terapéutica
antimicrobiana, analgésica, de tratamento de artrite, de reumatismo e problemas de coluna
(SERTIE et al., 2005; SILVA JR et al., 1994).

Em 2005, o laboratério Aché® langou no mercado farmacéutico o primeiro
medicamento fitoterapico totalmente desenvolvido no Brasil, Acheflan®, o qual é um produto


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782015000300418&script=sci_arttext&tlng=es#B12
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anti-inflamatorio a base de 6leo essencial de C. verbenacea, apresentado nas formas
farmacéuticas de aerosol e creme, cada uma contendo 5,0 mg do 6leo essencial, padronizado
em 2,3-2,9% de monoterpeno ¢ o-humuleno. Além disso, C. verbenacea faz parte do
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009; SANTOS; PINHO, 2010; BRASIL, 2010).

Em andlises fitoquimicas de C. verbenacea, foram identificados flavonoides, acidos
graxos, monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos. Nesse sentido, a cordialina A, a qual € um
triterpeno do tipo damarano e majoritaria do extrato etanolico de folhas de C. verbenacea,
pertence a classe dos triterpenos, os quais apresentam uma ampla atividade terapéutica na
literatura, tais como, anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatéria, antidepressiva e
antimicrobiana (AKISUE et al., 1983; SERTIE et al., 1988; SERTIE et al., 1990; SERTIE et
al., 1991, MEIRA, 2011; YANG; DOU; 2010, SINGH; DUBEY, 2001, RAMACHANDRAN,
PRASAD, 2008, KO et al., 2008, ZHOU et al., 2010). Por apresentarem uma grande
diversidade estrutural quimica, os triterpenos vém despertando um grande interesse na
pesquisa, porém essa classe quimica apresenta baixo efeito citotdxico, in vitro, podendo essa
caracteristica ser atribuida, devida a sua baixa solubilidade em agua. Uma estratégia para
solucionar este problema, de ordem galénica, pode ser a encapsulacdo da molécula de baixa
solubilidade em sistema de liberacdo controlada, como as nanoemulsées, com o objetivo de
aumentar a eficacia terapéutica da molécula para o estudo em questdo (MEIRA, 2011,
LASZCZYK et al., 2006, JAGER et al., 2007, RODRIGUES, 2014).
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1.4. SISTEMA NANOEMULSIONADO LIPIDCO - SNL

Atualmente, o interesse para 0 desenvolvimento de sistemas nanotecnologicos
direcionados principalmente na éarea terapéutica para o cancer vem sendo demonstrado por
meio de incentivos financeiros de paises como os EUA, Japdo e os da Comunidade Europeia,
0s quais lideram o custeio para estas pesquisas, enquanto que no Brasil, 0 investimento ainda
gue modesto, tem apoiado iniciativas nacionais para a promocao dessa area (DIMER et al.,
2013, SHI et al, 2010).

Em 1995, a doxorrubicina, sob a forma lipossomal peguilado, foi autorizada pelo
FDA, sendo produzido pelo laboratério OrthoBiotech, de nome comercial Doxil®. Em
comparacdo com o cloridrato de doxorrubicina a forma lipossomal da mesma demonstrou
menos cardio e nefrotoxica em relagdo ao cloridrato, além de conferir beneficios nas
propriedades fisico-quimicas do ativo, como o aumento da solubilidade aquosa, a liberagdo
controlada e protecdo frente aos diferentes compartimentos do corpo humano (TARDI,
BOMAN; CULLIS, 1996, ETHERIDGE et al., 2013, TOBLER, 2014).

Apesar das propriedades tecnoldgicas interessantes, a comercializagdo dos
medicamentos nanoestruturados ainda € escassa em relacdo ao cendrio referente ao numero
crescente de pessoas acometidas pelo cancer, uma vez que os efeitos colaterais das terapias
convencionais disponiveis empregadas sdo severos (ALLEN; CULLIS, 2004, VIEIRA;
GAMARRA, 2016).

Portanto se faz necessario o desenvolvimento de novas pesquisas com bioativos de
fontes naturais em sistemas nanoemulsionados, promovendo uma alterativa promissora na
terapia contra o cancer (SOLOMON; LEE, 2009, VIEIRA; GAMARRA, 2016).

De forma conceitual, as nanoemulsGes sdo sistemas coloidais de dois liquidos
imisciveis dispersos em uma fase aquosa (O-A) ou oleosa (A-O), possuindo tamanho entre
50 e 1000 nm (SHAH et al., 2010, TADROS et al., 2004, SANTOS, 2013). A estabilidade
dos sistemas nanoemsulsinados €é adquirida através de movimentos Brownianos,
apresentando boas caracteristicas fisicas e quimicas, como transparéncia, espalhabilidade,
boa penetragdo tecidual, devida a baixa tensdo superficial e ao tamanho reduzido das
goticulas, despertando fortes interesses da sua aplicabilidade pelas industrias farmacéuticas
(BARRY, 2001, MARUNO, 2009, TADROS et al., 2004, FERNANDEZ et al., 2004,
SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004; SOLANS et al., 2005, RAMOS, 2014).
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De forma geral, as nanoemulsbes O-A (Figura 4) se apresentam com boas
caracteristicas de biocompatibilidade, em razdo das matérias primas empregadas, como 0s
6leos de origem natural ou semissintéticos e os fosfolipideos, possibilitanto a veiculagdo de
diversos tipos de moléculas, principalmente com caracteristicas hidrofobicas, como o estudo
de Chen e colaboradores (2005) que encapsularam o acido ursélico e o seu isémero acido
oleandlico em sistemas nanomulsionados com aplicagdo hepatoprotetora. Shafiq e
colaboradores (2007) empregaram estes sistemas para encapsular o anti-hipertensivo
ramipril, sendo observado um aumento de 229,62% da biodisponibilidade em relacdo as
capsulas contendo o mesmo farmaco (OLIVEIRA, 2014, BRUXEL et al., 2012).

Figura 4. Representacdo esquematica da nanoemulsdo O-A (PIRES; MOURA 2017)
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudo do potencial antitumoral da cordialina A em sistema nanoemulsionado para

tratamento de linhagens celulares de tumor cervical humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os padroes de estabilidade do SNL através do didmetro de particula, indice
de dispersdo e potencial zeta;

Caracterizar a morfologia do SNL e SNL + cordialina A, atraves da Microscopia

de Forca Atbmica (AFM);

Avaliar a citotoxicidade da cordialina A e do cordialina A + SNL, através do ensaio
Sulforrodamina B (SRB) em linhagens celulares SiHa, C-33A e HaCaT,;

Avaliar a liberacdo de carboxifluosceina através das vesiculas unilamelares-
LUV’s da cordialina + SNL;

Avaliar qualitativamente e quantitativamente a apoptose e necrose celular, para
diferenciacdo de apoptose precoce, tardia e necrose, utilizando os corantes de Hoechst e
iodeto de propidio, nas linhagens celulares de carcinoma cervical SiHa, C-33A e HaCaT;
Detectar danos precoces de DNA nas linhagens celulares de carcinoma cervical SiHa,

C-33A e HaCaT, para avaliacdo de genotoxicidade por meio do teste do cometa.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENC}AO DA CORDIALINA A

A molécula cordialina A, Figura 5, foi obtida a partir do extrato etandlico de folhas de
C. verbenacea, as quais foram coletadas no campo experimental do CPQBA-UNICAMP, no
distrito de Betel em Paulinia-SP. O isolamento da substancia foi realizado utilizando técnicas
cromatograficas tais como, Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia em
Coluna (CC), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) e Cromatografia
Preparativa (CLAE-Prep). A identificacdo foi realizada por métodos espectrométricos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e C unidimensional e bidimensional,
Espectrometria de Absorcdo no Infravermelho (IV) e no Ultravioleta (UV), realizados pelo
aluno de doutorado Juhan Augusto Scardelato Pereira do Laboratorio de Farmacognosia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara- UNESP.

Figura 5. Estrutura quimica de cordialina A (PubChem, 2018)

CHs
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3.2 PREPARO DA FORMULACAO DO SNL

O desenvolvimento da formulacdo do SNL foi adaptado da metodologia de
FORMARIZ (2010) e BONIFACIO (2014). Os componentes empregados no sistema foram o
colesterol, constituindo a Fase Oleosa (FO) — 8%; o tamp&o fosfato, Fase Aquosa (FA) — 82%
e o sistema Tensoativo (T) — 10%, o qual foi formado por 66,7% de polioxietileno 20-cetil
éter (Brij 58%) e 33,3% de Fosfatidilcolina de Soja (FS - Epikuron® 200).

A formulacdo do SNL foi preparada em um béquer transparente, sendo transferido
colesterol e sistema tensoativo, na proporcao 2:1. Desta forma, foi construido um diagrama de
fases, fixando-se a proporcao de tensoativo juntamente com a FO, procedendo a titulagdo com
a FA, tampao-fosfato 50 mmol.L™, em pH 7,4. A mistura foi sonicada, usando sonicador de
haste, Q700 da QSonica®, utilizando os parametros de 700 Watts de poténcia, com amplitude
de 17%, em modo descontinuo, por 10 minutos, com intervalo de 30 segundos a cada 2
minutos, em banho de gelo durante todo o processo. Apds sonicacdo, o SNL foi centrifugado
a 11.180 (x g) por 10 minutos, para eliminar os residuos de titanio liberados pela haste do
sonicador.

Todas as regibes do sistema foram classificadas visualmente como viscosas ou
liquidas, opticamente transparentes, semitransparentes, transltcidas ou opacas, €, ainda, por
separacdo de fases. Desse modo, foi possivel delimitar as diferentes regides no diagrama de
fases e, a partir desses dados, foram selecionadas as regies do sistema para a incorporacdo da
cordialina A. Dessa forma, antes da incorporacdo da cordialina A, foram analisados os
parametros de didmetro de particula, de indice de polidispersdo (PDI) e do potencial zeta,
utilizando o equipamento Zetasizer Nano NS — Malvern Instruments®, a fim da verificacdo da

estabilidade do sistema.

3.3 INCORPORACAO DA CORDIALINA A NO SNL

Apos, realizada a formulacdo do SNL foi incorporada a cordialina A, adicionando 2
mg dessa molécula em 1 mL do SNL, sendo realizado a homogeneizacdo da mistura atraves
do sonicador, por 10 minutos, com amplitude de 17%, modo descontinuo, em banho de gelo
e, por ultimo, realizada novamente a verificagcdo dos pardmetros de estabilidade (didmetro de
particula, PDI e potencial zeta), obtendo uma concentracdo de 2 mg/mL da cordialina A
incorporado ao SNL. O preparo do SNL, a incorporacdo da cordialina A ao SNL e a

caracterizagdo dos parametros de estabilidade, como diametro de particula, PDI e potencial
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zeta, foram realizados pela aluna de doutorado Kayla Petronila Medina Alarcon do
Departamento de Farmacos e Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP.

34  MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA - AFM

A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) baseia-se na emissdo de ions e elétrons,
como métodos de aumento, desenvolvidos durante o século XX. Em 1990, a AFM foi uma
ferramenta cientifica, sendo capaz de permitir a analise de superficies de materiais em nivel
atdbmico, promovendo um aumento do seu uso em publica¢des nas areas biologicas (VALERA
et al., 2000, FERREIRA; YAMANAKA, 2006). O principio do funcionamento do AFM
baseia-se na varredura da superficie da amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns
micras de comprimento (100 a 200 um) com menos de vinte nanometros de didmetro,
integrada em um cantilever flexivel. A sonda, a qual € composta pela ponteira e cantilever,
para alcancar resolucdo atbmica, termina em um conjunto de atomos. A forca entre a ponta e a
superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste, sendo essa deflexdo
proporcional a forca de interacdo. Na parte superior da haste, ha um espelho que reflete a luz
de um feixe de laser, passando por uma lente que incide sobre um fotodetector (fotodiodo) de
quatro quadrantes, medindo as variacdes de posicao e de intensidade da luz produzidas pelas
deflexbes do cantilever, demonstrados na Figura 6 (HOWLAND; BENATAR, 1996,
WORCESTER et al., 1988; FERREIRA; YAMANAKA, 2006).

Figura 6. Diagrama esquematico do sistema de microscopia de forga atdmica (FERREIRA; YAMANAKA,
2006).
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A medida que a ponta varre a amostra, a mesma é deslocada sob a ponta, formando os
diferentes tipos de “acidentes geograficos” encontrados sobre a superficie. As varia¢des das
interacdes sdo os fatores que provocam diferentes deflexdes. Essas diferencas, captadas no
detector, sdo armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em imagens
topograficas da superficie bi e tridimensionais. A forca mais comumente associada com AFM
na deflex@o do cantilever é a forca de van der Waals. Em geral, os estudos com AFM podem
ter aplicagBes topograficas com o objetivo de obter imagens de superficie da amostra para
uma caracterizacdo estrutural e dinamica. Em sistemas biologicos incluindo células, bactérias,
virus e biomoléculas, possibilita a compreensdo dos fendmenos biofisicos/quimicos, sendo
possivel obter novas informacOes referentes a morfologia das particulas, como o estudo
proposto para a ocasido, utilizando a cordialina A + SNL (HOWLAND; BENATAR, 1996,
WORCESTER et al., 1988; FERREIRA; YAMANAKA, 2006). As imagens foram realizadas
pelo equipamento Atomic Force Microscopy (AFM - BRUKER Dimension ICON — Santa
Barbara - CA - EUA), com uma ponta de formato retangular de silicio, constante de mola
igual a 42N/m, oscilacéo livre de 330KHz e modo de contato intermitente, em colaboragéo
com o Prof. Dr. Marcelo de Assumpcdo Pereira da Silva, nas dependéncias do Instituto de
Fisica de Séo Carlos — IFSC/USP, Séo Carlos, SP, Brasil.

3.5 LINHAGENS CELULARES

SiHa (ATCC HTB-35): células originarias de carcinoma de células escamosas do
cérvice uterino grau Il, infectadas com HPV16 (1 a 2 copias/célula), hipertriploide (69 a 72
cromossomos), com morfologia epitelial.

C-33A (ATCC HTB-31): células originarias de bidpsias de carcinoma do cérvice
uterino, negativas para 0 DNA e RNA do HPV, pseudodiploides (70% das células tem 46
cromossomos), com morfologia epitelial.

HaCaT (CLS 300493): ceélulas origindrias da pele, histologicamente normal

(queratindcitos), transformadas espontaneamente in vitro.

3.6 CULTURA CELULAR SiHa, C-33A e HaCaT

As linhagens SiHa, C-33A e HaCaT foram cultivadas em uma mistura 1:1 (v/v)
DMEM e Ham’s F10 (Sigma Co., St. Louis, USA) acrescido de 100 U/mL de penicilina, 100
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ug/mL de estreptomicina, 0,25 pg/mL de anfotericina B, 0,1 mg/mL de kanamicina (Sigma) e

10% de soro fetal bovino (Cultlab, Campinas, Brasil).

3.7 ENSAIO DE SULFORRODAMINA B - SRB

O ensaio de Sulforrodamina B (SRB) é usado para determinar a densidade celular,
baseado na mensuracdo do conteudo de proteina celular. A SRB é um corante cationico que se
combina eletrostaticamente as proteinas. O corante fixado, medido fotometricamente, apos a
solubilizacdo, € correlacionado com a taxa de sintese proteica total e, entdo, com a
proliferacdo celular. Todo protocolo técnico foi seguido conforme as recomendagdes do
fabricante (sigma-aldrich S1402).

Para determinacdo da citotoxicidade e seletividade sobre as linhagens, as células foram
cultiva em placas de cultura de células de 96 pocos, na concentracdo de 1 x 10° células/mL,
em estufa a 37°C, atmosfera com 5% de CO,, durante 24 horas, antes do tratamento. As
linhagens celulares SiHa, C-33A e HaCaT foram tratadas com cordialina A e cordalina A +
SNL nas concentragOes que variaram de 0,4 a 205,7 uM, durante os tempos de tratamento de
24 e 48 horas para a determinacdo do ICso. Os controles de veiculos utilizados foram 0 DMSO
1% e 1 g/mL de SNL e, por ultimo, o controle positivo foi a doxorrubicina, para ambos 0s
tratamentos. Apos a incubacdo, as células foram fixadas com &cido tricloroacético 50% (m/v)
por 60 minutos a 4°C. Logo ap0s, as placas foram lavadas com &gua destilada e secas em
temperatura ambiente. As células foram coradas com SRB 0,4% (Figura 7), durante 20
minutos e, posteriormente, lavadas com acido acético 1%. Apds a secagem das placas, 0
corante ligado a proteinas das células foi solubilizado com solugcdo Tris-base 10 mM (pH
10,5), sob agitacdo durante 45 segundos e, entdo, realizada a leitura em absorbancia de 570
nm (Figura 7) (SKEHAN et al., 1990; VOIGT, 2005). A porcentagem de células vivas foi
calculada em relacdo ao controle de veiculo, representando a citotoxicidade de cada

tratamento, de acordo com a equacéo 1:

Células Vivas (%)=_Absorbancia do Teste — Absorbéncia do Branco
Absorbancia do controle de Veiculo — Absorbancia do Branco (Eq. 1)
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Figura 7. Placa de 96 pocos contendo as linhagens celulares SiHa, C-33A e HaCaT coradas com SRB, apés
tempo de tratamento.

3.8 ENSAIO DE LIBERACAO DE CARBOXIFLUORESCEINA

3.8.1 ENSAIO DE PREPARAC}AO DE VESICULAS

Para elucidar o mecanismo de interacdo entre a molécula de interesse com a membrana
celular, empregam-se modelos que a mimetizam, como o modelo de vesiculas unilamelares
grandes (LUV’s) com aparato da espectroscopia de fluorescéncia. A preparacdo dessas
vesiculas foi baseada em métodos ja descritos na literatura, esquematizada na Figura 8 e
modificados de acordo com a composicdo lipidica desejada. Dessa forma, as LUVs foram
preparadas, sendo 75% de POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) e 25%
de POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)). O filme lipidico foi
pesado e diluido em uma solucdo contendo 4:1 cloroférmio/metanol num tubo de ensaio. O
solvente foi evaporado rapidamente utilizando N». O biofilme lipidico foi entdo colocado sob
vacuo overnight e hidratado a 60°C com um tampdo contendo 80 mmol/L de
carboxifluoresceina (CF), 10 mmol/L de Tris, pH 7,4, e 0,15 mol/L de NaCl para dar uma
concentracéo final de lipideo de 15 mmol/L. Esta suspensdo foi submetida a extrusdo 40 vezes
através de dois filtros empilhados de policarbonato Nucleopore de 200 nm de tamanho de
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poro utilizando um sistema de extrusdo a partir de Avanti Polar Lipids (Alabama, EUA)
(Figura 8b), a aproximadamente 40°C. As vesiculas foram separadas a partir da
carboxiflurosceina (CF) ndo encapsulada por filtracdo em gel em Sephadex G-50, utilizando
um tampéo contendo 0,01 mol / L de Tris, pH 7,4, e 0,15 mol / L de NaCl para eluicéo.

Figura 8. a) Representacdo esquematica das metodologias de preparacdo de vesiculas multilamelares (MLV),
vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares (LUV) (SANTOS; CASTANHO, 2002). b)
Imagem do extrusor (Adaptado de www.avantilipids.com).

[OlAvanti Polar Lipids, Inc.

filme lipidico seco solugdo aguosa hidratagdo

3.8.2 ESTUDOS DE PERMEABILIZACAO

A capacidade de permeacdo da cordialina A encapsulada no SNL foi avaliada
mediante a liberacdo da CF das vesiculas apds a adicdao de 1,78 uM, 0,89 uM, 0,445 uM de
cordialina A. Esta por sua vez, foi determinada por meio do aumento da intensidade de
fluorescéncia em 520 nm (comprimento de onda de excitagdo = 490 nm) num
espectrofotobmetro de fluorescéncia Cary Eclipse (Varian). A determinacdo do valor
correspondente a 100% de liberacdo de CF (100% de permeabilizacdo) foi realizada apés a
adicdo de 10% do detergente Triton X-100 (25 uL). O volume de vesicula colocado foi aquele
que proporcionou o aumento de 4 vezes em relacdo ao valor inicial. Os dados obtidos foram
apresentados em funcdo da porcentagem de liberacdo de CF apds a adicdo da amostra no
sistema, por meio da equacdo: R% = [(Ffin — Fin)/(Fmax — Fin)] x 100 onde Fin e Ffin
representam a fluorescéncia inicial e final antes e apds a adicdo do peptideo. Fmax é a
fluorescéncia apdés a adi¢do de Triton-X. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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3.9 MORTE CELULAR

3.4. ENSAIOS DE APOPTOSE

3.9.1 ENSAIO (}ITOMORFOLC)GICO DE MARCACAO COM HOECHST E IODETO

DE PROPIDEO

O ensaio citomorfologico de marcacdo com Hoechst 33342 (HO) e iodeto de propideo (IP)
permite a diferenciacdo entre apoptose precoce, tardia e necrose, utilizando o método de excluséo
de fluorocromos e alteragGes na morfologia celular (Figura 9).

Corantes fluorescentes como o Hoechst 33342 sdo amplamente utilizados para determinar
a concentracdo de DNA e para corar nucleos avaliados por microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo que emite fluorescéncia azul quando se liga ao DNA. A bisbenzidina Hoechst
33342 é permeavel nas membranas celulares e se une a liga¢cdes adenina-timina, sendo utilizada
para avaliacdo de ciclo celular, apoptose e quantificacdo de células viaveis. Este corante é
frequentemente incubado na presenga de substancias indutoras de apoptose, juntamente com
células vivas por minutos até horas (KIECHLER; ZHANG 2003). Este corante é rapidamente
absorvido pelas células durante as fases iniciais da apoptose, enquanto a membrana citoplasmatica
integra estd impermeavel ao IP. Fases tardias da apoptose apresentam corpos apoptoticos e séo
acompanhadas pelo aumento da permeabilidade da membrana celular, o que permite a entrada de
IP nas células. Desta forma, a combinacdo do Hoechst 33342 e o IP tém sido intensamente
utilizadas para a diferenciacdo dos estagios de apoptose precoce, apoptose tardia e necrose. Pode-
se também adicionar o corante diacetato de fluoresceina (DAF) que marca células com membrana
celular intacta, mesmo as apoptoticas de verde, sendo um ensaio de trés espectros coloridos
diferentes. Assim as células s&o avaliadas de acordo com a coloracéo e morfologia em citoplasma
verde e nucleo azul intacto (células viaveis), encolhimento celular com ndcleo azul condensado e
descolamento do citoplasma (apoptose precoce), nicleo vermelho condensado e fragmentado
(apoptose tardia) e nudcleo intacto vermelho (necrose) com célula aderida ao substrato
(HASHIMOTO et al., 2003, RELLO et al., 2005).

Para o0 ensaio, as células foram cultivadas em placas de 96 po¢os a uma concentracdo de
5x10 células/ml e tratadas durante 6 ou 24 horas nas concentracfes de 0,2 a 6,4uM para a
linhagem SiHa, C-33A e HaCaT. Doxorrubicina foi utilizada como controle de necrose e
curcumina como controle de apoptose. SNL foi utilizado como controle de veiculo. Ao completar
o tempo de incubagdo do tratamento, a placa foi centrifugada a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C,
para sedimentar as células que estavam flutuando. O meio com tratamento foi removido e foi
adicionado 100 pL de PBS 1X gelado a cada pogo e a placa foi centrifugada novamente a 2.500

rpm por 5 minutos a 4°C. O PBS Ix foi removido e foi adicionada 100 pl da solugdo de
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fluorocromos em cada pogo, contendo 25% de IP em solugdo aquosa (1 mg/mL), 35% de
diacetato de fluoresceina (DAF) em acetona (5 mg/ml), 15% de HO em solugdo aquosa (1
mg/mL) e 25% de PBS 1x (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10,1 mM, KH2PO4 1,8 mM
pH7,4). A reagéo foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. A placa foi centrifugada
por 30 segundos a 3700 rpm (spin de 30 segundos) e as imagens foram capturadas no aparelho IN
cellAnalyser modelo 2000, no laboratorio de Protedbmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Unesp-Araraquara. A apoptose foi avaliada qualitativa e quantitativamente, através da
determinacdo da porcentagem de células em apoptose precoce, tardia e em necrose, levando-se em

consideracdo a morfologia e coloracéo celular (Figura 10).

Figura 9. Representacdo do ensaio citomorfoldgico de exclusdo por fluorocromos em SiHa. A) Células viaveis
(V.) B) Células em necrose (N.); C) Células em apoptose precoce (A.P.) e em apoptose tardia (A.T.).
Fotomicrografias adquiridas com o IN Cell Analyser 2000 (Aumento de 200x) (MOREIRA, 2016).

Figura 10. Fluoxograma de analise do ensaio citomorfolégico de exclusdo por fluorocromos. Células viéveis:
coloracdo com DAF e HO e tamanho nuclear normal. Células em apoptose precoce: coloragdo com DAF e HO,
com nucleo reduzido ou apenas coloracdo com HO. Células em apoptose tardia: coloracdo com IP e nucleo
reduzido. Células em necrose: coloragéo com PI e ndcleo normal ou aumentado (MOREIRA, 2016).

Tamanho do
ndcleo normal

® HO Tamanho do CELULAS EM
DAF nucleo reduzido APOPTOSE PRECOCE
HO !
Tamanho do CELULAS EM

nacleo reduzido APOPTOSE TARDIA
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normal ou aumentado NECROSE
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3.10 GENOTOXICIDADE

O ensaio do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Sing e
colaboradores (1988). Primeiramente, foi realizado o plaqueamento das células da linhagem
SiHa, C-33A e HaCaT em uma concentracdo de 2x10° células/mL em placas de 24 pocos.
Para a avaliacdo da atividade genotoxica, o tempo de tratamento realizado foi de 6 horas e as
concentracdes utilizadas foram néo citotoxicas de 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 uM de cordialina A +
SNL. Como controle positivo, foi utilizado o perdxido de hidrogéniolmM, diluido em meio
de cultura sem soro fetal. Apos tratamento, as células foram colhidas com tripsina e suspensas
em 200 uL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em
PBS livre de Ca™ e Mg" (m/v). Foram adicionados 100 pL da suspensdo de células em
laminas previamente cobertas com solucdo de agarose ponto de fusdo normal 1,5%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em PBS livre de Ca™ e Mg (m/v) e cobertas com
laminulas. As laminas foram armazenadas a 4°C por 15 min e entdo transferidas para a
solucdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 10, Triton X-100
1% e DMSO 10%) onde foram mantidas por 12 h a 4°C. Apos a lise, as laminas foram
lavadas com PBS e submetidas a eletroforese alcalina (pH > 13) por 20 min (25V, 280mA).
Entdo, as laminas foram neutralizadas com Tris-HCI 0,4M (pH 7,5), fixadas com etanol
absoluto e armazenadas a 4°C para a analise. As laminas foram coradas com brometo de
etidio 20 pg/mL (Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) e observadas com filtro de 590nm
em microscopio de fluorescéncia Eclipse 50i (Nikon, Japdo) com aumento de 400x. As
imagens foram capturadas com camera digital Nikon DS-Ri1-U2 (Nikon, Japdo) e analisadas
com software TriTek CometScoreTM v1.5 (TriTek Corporation, Sumerduck, VA, EUA). Os
dados apresentados correspondem a média do Tail Moment (TM) de 50 nucledides + erro
padrdo (M £ SE) (SCOLASTICI et al., 2008).

Tail moment (TM)= % DNA cauda X comprimento da cauda (Eq. 2)
% DNA total
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Figura 11. Representacdo do cometa corado com brometo de etideo e analisado por microscopia de flurescéncia.
Fonte: arquivo pessoal

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de citotoxicidade pelo ensaio de SRB e a obten¢do do ICs, foi
obtido pelo teste One WayANOVA e Two WayANOVA com pos-teste de Tukey e regressao
linear, respectivamente. Para o ensaio de liberacdo da CB por vesicula unilamelar—LUVs e de
morte celular por Hoesch e lodeto as estatisticas empregadas foram One WayANOVA com
pos-teste de Bonferroni. Por ultimo, o ensaio do Cometa, a andlise estatistica foi por Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn’s. Todas as analises estatisticas foram obtida pelo programa
GraphPad Prism verséo 5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO SNL E CORDIALINA A +SNL

Logo apo6s o preparo do SNL e da cordialina A + SNL, foram avaliados alguns
parametros no equipamento Zetasizer Nano NS — Malvern Instruments®, a fim de caracterizar

a estabilidade e viabilidade do sistema. Os dados obtidos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Valores das médias e desvio-padrdo dos diametros de particulas, indice de polidisperséo e potencial
zeta referentes ao SNL e cordialina A + SNL

Parametros SNL cordialina A + SNL
Diametro de Particulas (nm) 159,5333 + 8,0444 107 +0,3333
indice de Polidisperso 0,38 £ 0,0466 0,214 +£0,0126
Potencial Zeta (mV) -16,8333 + -3,1555 -20,1666 + -1,6888

O diametro de particula nanoemulsionada esta relacionado com a seguranca da utilizacéo
da formulacdo, assim como a estabilidade do sistema, cuja desestabilizacdo é verificada
através da fusdo das goticulas, resultando em sua coalescéncia. A particula nanoestruturada
pode apresentar-se em média entre 100 e 300 nm, dependendo da composi¢do quanti e
qualitativa das formulacGes, como a natureza dos 6leos empregados no sistema, a viscosidade,
a hidrofobicidade, a tensdo interfacial das substancias empregadas e, por ultimo, pela
metodologia empregada (SCHAFFAZICK et al., 2003, BRUXEL et al., 2012). O indice de
polidispersdo (PDI) é uma medida da distribuicdo de tamanho derivada da analise cumulativa
de Espalhamento de Luz Dinamica (Dynamic Light Scattering — DLS), descrevendo a
qualidade da dispersdo. Os valores do PDI iguais ou menores que 0,1 representam suspensao
de boa qualidade, com homogeneidade elevada, e quanto mais proximo esse valor ser igual a
1, significa dizer que as suspensdes sdo de baixa qualidade, sugerindo uma ampla distribuicao
de tamanho ou, mesmo, varias populacdes (ANTON et al., 2008, GAUMET et al., 2008,
SANTOS, 2013). O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em raz&o da dissociagéo de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no
meio aquoso de dispersdo, sendo dificil propor um valor especifico para o Potencial Zeta, pois
h& variacdo do comportamento conforme a diluigdo, pH e salinidade. No entanto, afirma-se

que valores, na maioria dos casos, mais baixos do que -10 mV séo relatados com uma boa
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estabilidade devido a alta energia funcionando como uma barreira entre as particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003, MORA-HUERTAS, 2010).

A partir dos valores obtidos, representados na Tabela 1, o comportamento do SNL e da
cordialina A encapsulada no SNL, apresentou-se isotropico, pois ndo ocorreram indicios de
floculacdo ou precipitacdo, quando solubilizados em meio aquoso. A partir da verificacdo do
pardmetro do didmetro da particula, pode-se observar uma pequena diminui¢do do didmetro
das goticulas no cordialina A + SNL em relacdo ao SNL, sendo consideradas fisicamente
estaveis. O valor do potencial zeta, apresentado pelo SNL, demonstrou-se estabilizado devido
aos grupamentos ésteres livre [-O-C=0] da fostatidilcolina de soja, contribuindo para a carga
negativa do sistema (SILVA et al., 2017). Apds a incorporacdo da cordialina A ao SNL, o
potencial zeta apresentou ser mais negativo, sugerindo que este comportamento deve-se as
interacdes quimicas da cordialina A, quando encapsuladas no SNL, deixando a superficie da
carga mais negativa, resultando em um importante aumento da estabilidade coloidal das
goticulas do SNL, diminuindo a possibilidade de floculacdo ou coalescéncia em sistemas
bioldgicos nos periodos de armazenamento em temperatura refrigerada (4°C — 8°C).

4.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA- AFM

A caracterizacdo da morfologia do SNL e da cordialina A + SNL foi realizada por
Microscopia de Forca Atomica (AFM), onde as amostras foram devidamente preparadas,
apresentando-se formato esférico com superficie rugosa, demonstrada na Figura 12.

A partir das imagens topograficas por AFM é possivel observar que a cordialina A foi
encapsulada no SNL, através do aumento da quantidade das nanogoticulas, demonstradas nos
aumentos de 500 nm, 2 um e 10 um (Figura 12). Estas imagens, junto com os parametros obtidos
de didmetro de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta confirmam a encapsulagédo da
cordialina A no SNL.
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Figura 12. Caracterizacdo morfolégica do SNL e do SNL + cordialina A, através da AFM - BRUKER
Dimension ICON — Santa Barbara - CA - EUA. Nanogoticulas apresentadas em formato esférico/elipsoidal,
superficie rugosa: A e B. SNL e SNL + cordialina A, 500 nm. C e D. SN e SNL + cordialina A, 2 um. E e F.

SNL e SNL + cordialina A, 10 pm.

A) SNL 500 nm

B) SNL + cordialina A 500 nm

100 200 300 400

5002Hnd P

E) SNL 10 um
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4.3 AVALIACAO CITOTOXICA DA CORDIALINA A E DA CORDIALINA A
ENCAPSULADA NO SNL

A caracterizacdo da atividade citotoxicidade da cordialina A e da cordialina A
encapsulada no SNL foram avaliadas nas concentragdes de 12,8 a 205,7 uM ¢ 0,4 a 6,4 uM,
respectivamente, solubilizadas em meio de cultura nas linhagens celulares SiHa, C-33 A e HaCaT,

nos tempos de tratamento de 24 e 48 horas, demonstrados nas Figuras 13, 14 e 15.

Figura 13. Ensaio de citotoxicidade SRB. Avaliacdo da cordialina A em relagdo a porcentagem de células vivas
das linhagens SiHa, C-33A e HaCaT no tempo de tratamento de 24 horas. Os dados referem-se a trés
experimentos independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de Veiculo: DMSO 1%; CP: Controle
Positivo, Doxorrubicina, 91,9 pM. Analise estatistica: ANOVA one-way, com pds-teste de Tukey. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 14. Ensaio de citotoxicidade SRB. Avaliacdo da cordialina A encapsulada no SNL em relacdo a
porcentagem de células vivas das linhagens SiHa, C-33A e HaCaT no tempo de tratamento de 24 horas. Os
dados referem-se a trés experimentos independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de Veiculo: SNL;
CP: Controle Positivo, Doxorrubicina 91,9 uM. Andlise estatistica: ANOVA one-way, com pds-teste de Tukey.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 15. Ensaio de citotoxicidade SRB. Comparacéao entre as concentracGes da cordalina A encapsuladas no
SNL com porcentagem de células vivas das linhagens SiHa, C-33A e HaCaT nos tempos de tratamento de 24 e
48 horas. Os dados referem-se a trés experimentos independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de
Veiculo: SNL; CP: Controle Positivo, doxorrubicina 91,9 uM. Analise estatistica:ANOVA two-way, com pds-
teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01.
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A partir dos dados apresentados da Figura 13, foram observados através do ensaio de
viabilidade celular, SRB, que no tempo de tratamento de 24 horas, realizado apenas com a
cordialina A, nas concentragoes entre 12,8 4 205,7 uM, a ocorréncia da atividade citotoxica a
partir de 102,9 uM (p<0,001) para SiHa e HaCaT. Ja para a linhagem C-33A, ocorreu morte
celular a partir da concentra¢do de 51,4 uM (p<0,05). Nas menores concentragdes testadas,
ndo foram observados morte celular significativa (p>0,05). As concentracdes capazes de
reduzir em 50% a viabilidade celular (ICsp) foram de 106,58 uM, 83,55 uM e 55,9 uM nas
linhagens SiHa, C-33A e HaCaT, respectivamente. Os Indice de Seletividade (IS) obtidos do
tratamento somente com a cordialina A frente as linhagens de cancer de colo uterino, SiHa e
C-33A, foram de 1,9 e 1,49, respectivamente, indicando uma baixa seletividade (1S<3),
quando comparadas com a linhagem de células normais HaCaT.

Na Figura 14, é possivel observar o perfil citotoxico da cordialina A encapsulada no
SNL, no tempo de tratamento de 24 horas, nas concentracfes testadas de 0,4 a 6,4 uM,
indicando que todas as concentracGes testadas, resultaram na atividade citotdxica (p<0,01 e
p<0,001) para todas as linhagens celulares estudadas. Os ICsy obtidos foram de 0,89 uM,
0,186 uM e 0,35 uM para SiHa, C-33A e HaCaT, respectivamente. Os valores encontrados
para IS foram de 2,54 e 0,53 para SiHa e C-33A, respectivamente, indicando um leve
aumento da seletividade para SiHa e uma baixa seletividade para C-33A, quando comparado
com os valores do IS obtidos do tratamento com apenas a cordialina A.

O perfil citotoxico apresentado para o tratamento da cordialina A (Figura 13), quando
comparado com o do tratamento do cordialina A, quando encapsulada no SNL (Figura 14),
no tempo de tratamento de 24 horas, demostrou significativa diferengca nas concentracGes
testadas para gerar a atividade de morte celular nas linhagens celulares estudadas, pois no
tratamento da cordialina A + SNL ocorreu morte celular a partir da menor concentracao
testada, 0,4 uM (p<0,01) para SiHa e C-33A e (p<0,001) para HaCaT. Ja para o tratamento
com apenas a cordialina A, as concentracdes que apresentaram a atividade citotoxica foram
102,4 uM (p<0,001) para SiHa e HaCaT e 51,4 uM (p<0,05) para a linhagem C-33A,
sugerindo, dessa forma, que o efeito citotdxico gerado pela cordialina A € otimizado, quando
encapsulado no SNL. Dessa forma, foi calculado a partir das concentragdes do ICsp, que a
cordialina A + SNL demostrou ser 119,45 vezes mais potente para SiHa, 449,19 vezes para
C-33A e 238,71 para a HaCaT, quando comparado ao tratamento somente com a cordialina
A.
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Por ultimo, a Figura 15 representa o perfil citotoxico comparativo da cordialina A +
SNL entre os tempos de tratamento de 24 e 48 horas, a fim de investigar a liberacdo
controlada da cordialina A pelo SNL dependente do tempo. Para ambos o0s tratamentos, 24 e
48 horas, o perfil citotoxico demonstrou-se semelhante com elevada taxa de morte celular
(p<0,001 e p<0,01) para as concentracdes testadas nas linhagens celulares estudadas,
evidenciando, dessa forma, que a atividade citotoxica apresentada pela cordialina A + SNL
ndo apresentou muitas variagoes (p>0,05), podendo concluir que a cordialina A incorporada
ao SNL néo teve aumento da liberacdo controlada em relacdo a taxa de morte celular entre os
tempos de 24 e 48 horas, nas linhagens celulares SiHa, C-33A e HaCaT.

Diante destes resultados expostos (Figura 13, 14 e 15), mesmo n&o sendo encontrado
na literatura nenhum dado antitumoral, especificamente, com a cordialina A, existem outros
estudos com moléculas pertencentes a classe dos triterpenos que corroboram com tais
resultados em questdo, como o estudo de morte celular realizado por Wu e colaboradores
(2016), o qual demonstrou que as moléculas actina e 26-deoxiacteina, triterpeno tetraciclico,
promoveram citotoxicidade para as linhagens tumorais K562, HL-60, HepG-2, EJ, Raji,
Hep2, Bcap-37, A431, U937, SKOV3, A549. Em 2009, Xi e colaboradores, encapsulou o
acido ursolico, triterpeno pentaciclico, em sistema auto-emulsionante, otimizando seu
potencial terapéutico na terapia contra o cancer de mama e de prostata. Por Gltimo, ndo
menos importante, Parisotto et al (2010) verificou que o extrato bruto da Cordia verbenacea

induziu a morte celular, através do método do MTT, para as linhagens TAE e MCF-7.

4.4 AVALIAGCAO DA LIBERACAO DA CARBOXIFLUROSCEINA-CB

A partir da concentracdo inibitéria obtida do ensaio de citotoxicidade da linhagem
celular SiHa (ICsp 0,85 uM), a qual é enfoque desse estudo, foi estabelecido uma faixa de
concentracdes da cordialina A encapsulada no SNL, para realizacdo do ensaio com vesicula

unilamelares (LUVSs), indicado na Figura 16.
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Figura 16. Avaliagdo em porcentagem de liberagdo da CF em funcdo das concentragcdes da cordialina A
encapsulada no SNL. Resultados expressos das médias dos valores da liberacdo da CF em relacdo ao veiculo.
Anélise estatistica por One-Way ANOVA com pos-teste de Bonf Bonferroni (tratados vs CV). CV: Controle de
Veiculo/SNL.
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A partir dos resultados obtidos da liberacdo da CF, apos tratamento com a cordialina A
encapsulada no SNL, indicaram pouca interacdo com a porcdo hidrofébica desse sistema
representativo de membrana celular (p>0,05), muito embora seja observado um efeito de
concentracdo resposta ao tratamento, sugerindo interacdes eletrostaticas entre as cargas do
tratamento com as cargas dos Luvs (Figura 16). Outra possibilidade seria 0 emprego do
colesterol da fase oleosa do SNL, direcionar o tratamento para os receptores de colesterol na
membrana, os quais sdo mais expressos em células tumorais, verificados pelos estudos de
Kader et al., 1998 e Chu et al., 2001, quando encapsularam o antineoplasico doxorrubicina em
colesterol, para tratamento de células tumorais. Por dltimo, as interagdes quimicas
hidrofébicas entre o0s componentes empregados nas vesiculas, fosfatidilglicerol e
fosfatidilcolina (item 3.9.1) com os do SNL, colesterol e fostatidilcolina (item 3.2), ndo
devem ser desconsideradas, podendo influenciar a acdo que a cordialina A + SNL exerce para
este modelo de membrana, j& que existem estudos que utilizam LUV’s como sistema de
liberacdo de moléculas apolares, como o estudo de Alves et al. (2007) que utilizou vesiculas
unilamelares para encapsular isotretinoina.

Desse modo, devido a grande complexidade da membrana citoplasmatica, séo
necessarios ensaios mais precisos para elucidar quais outras interagdes que cordialina A +
SNL possa exercer na membrana celular (CORDEIRO, 2009).
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45 ENSAIO CITOMORFOLOGICO DE VIABILIDADE CELULAR POR EXCLUSAO
COM FLUOROCROMOS: HOECHST, IODETO DE PROPIDEO E DIACETATO DE
FLUORESCEINA

A avaliagdo do tipo de morte celular promovida pela cordialina A foi avaliada nas
concentragdoes de 0,2 a 6,4 uM para a linhagem SiHa, C-33A e HaCaT, nos tempos de
tratamento de 6 e 24 horas. A curcumina e doxorrubicina foram utilizados como controle de
apoptose e necrose, respectivamente, em concentracdo de 1,0 x 10° células/poco por
tratamento, sendo classificadas em células em apoptose precoce, apoptose tardia e necrose. A
figura 17, 18 e 19 apresenta os graficos com a quantificagdo das células que foram classificadas
em apoptose precoce, apoptose tardia e necrose das linhagens celulares em questéo.

Figura 17. Taxa de apoptose precoce/tardia e necrose por coloracdo Hoechst / IP na linhagem celular SiHa.
Tempo de tratamento: a) 6 horas e b) 24 horas. Resultados expressos pela média de trés experimentos
independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de Veiculo/SNL; Doxorrubicina: 91,9 uM. Curcumina:
37,5 mM. Analise estatistica one-way ANOVA com pdés-teste de Bonferroni (tratados vs CV)*p<0,05; **p<0,01;

xx%0<0,001.
a) SiHa b) SiHa
@ 1004
)
IS
(2]
@
E]
o 504
o
()
©
X
0-
NN NN S G @O Q¥ o ¥ 0 ol Y
P | SRR |
cordialina A incoporada no SNL (uM) cordialina A encapsulada no SNL(uM)

I Apoptose precoce [ ]Apoptose tardia [ INecrose



% de células mortas

44

Figura 18. Taxa de apoptose precoce/tardia e necrose por coloracdo Hoechst / IP na linhagem celular C-33A.
Tempo de tratamento: a) 6 horas e b) 24 horas. Resultados expressos pela média de trés experimentos
independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de Veiculo/SNL; Doxorrubicina: 91,9 uM. Curcumina: 37,5
mM. Analise estatistica one-way ANOVA com p0s-teste de Bonferroni (tratados vs CV) *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001
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Figura 19. Taxa de apoptose precoce/tardia e necrose por coloragdo Hoechst / IP na linhagem celular HaCaT.
Tempo de tratamento: a) 6 horas e b) 24 horas. Resultados expressos pela media de trés experimentos
independentes. CN: Controle Negativo; CV: Controle de Veiculo/SNL; Doxorrubicina: 91,9 uM. Curcumina: 37,5
mM. Andlise estatistica one-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni (tratados vs CV) *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001.
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A partir dos gréficos referentes aos tempos de tratamento de 6 e 24 horas indicados na
Figura 17, € possivel descrever que a morte da linhagem SiHa, quando exposto no menor tempo
de tratamento (Figura 17a), ocorre por apoptose precoce nas menores concentracfes de 0,2 e 0,4
MM (p<0,05 e p<0,001), respetivamente. A partir da concentragdo de 0,8 UM, a morte celular
acontece de forma mista, por apoptose precoce (p<0,01) e necrose (p < 0,001), sendo possivel,
também observar, um efeito de concentracdo resposta do tratamento para a atividade necrotica
(Figura 17a). Ja para o tempo de 24 horas, verificou-se que 0 mesmo tratamento resultou em uma
morte, majoritariamente, por necrose a partir da concentragédo de 0,8 UM (p < 0,001) (Figura 17b).

Jé& para a linhagem celular C-33A, o perfil de morte celular ao tratamento nos tempos de 6
e 24 horas (Figura 18), apresentou-se, predominantemente, por necrose em ambos tempos. No
tempo de 6 horas (Figura 18a) foi possivel observar essa atividade a partir da concentracdo 1,6
UM (p<0,01) com efeito concentracdo resposta para 0s demais tratamentos (p < 0,001). Ja para
o tempo de tratamento de 24 horas (Figura 18b), a atividade necrdtica é verificada em todas as
células tratadas, sendo mais expressivas nas maiores concentracdes testadas (p < 0,001). Nesse
mesmo tempo (Figura 18b), nota-se a manifestacdo da atividade apoptotica precoce e tardia,
porém sem significancia estatistica (p>0,05).

Por ultimo, as células saudaveis de queratindcitos humanos, HaCaT, ap6s tratamento
com a cordialina A + SNL, apresentou um perfil de morte semelhante de apoptose precoce e
necrose em ambos tratamentos, 6 e 24 horas (Figura 19). No menor tempo de tratamento, 6
horas (Figura 19a), é verificado o inicio da atividade de morte celular a partir da concentracéo
de 1,6 uM por apoptose precoce (p<0,01) e necrose (p<0,05), sendo observado ainda, um
efeito concentracdo resposta para atividade necrética e aumento da taxa de apoptose nas
maiores concentracBes. Para o tratamento de 24 horas (Figura 19b), a atividade apoptética
(p<0,05) e necrdtica (p<0,001), se inicia a partir da concentracdo 0,8 M.

De um modo geral, o perfil de morte das trés linhagens de estudo, quando comparadas,
demonstrou-se semelhante, com uma observacao para as menores concentracdes testadas de
0,2 uM e 0,4 UM que promoveu a morte apenas das linhagens tumorais.

Para os resultados de apoptose obtidos da cordialina A, ndo foi encontrado nenhum
estudo descrevendo o mecanismo de morte celular na literatura, entretando outros trabalhos
com triterpenos sdo bem descritos como o estudo de LIU e ZHONG (2011) que verificou a
inducdo da atividade apoptotica na linhagem celular de cancer uterino (Hela), apds tratamento
com os triterpenos acidos ganodéricos (GA-Mf) e acido ganodérico S (GA-S), isolados da
Ganoderma lucidum, nas concentragdes de 0,39 UM e 97,7 uM, repectivamente, no tempo de

tratamento de 12 horas, induziram perda do potencial de membrana mitocondrial, ocorrendo a
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liberacdo do citocromo ¢ para o citosol e a ativacdo da caspase-9 e -3. Sugerindo, dessa forma,
que a apoptose induzida pelos acidos ganodéricos envolvem a regulacdo das proteinas
mitocondriais Bax, para cima, e Bcl-2, para baixo. Outra molécula triterpénica, como o acido
lucidénico B, induziu 0 mesmo mecanismo promovidos pelos acidos ganodéricos (Hsu et al.,
2008).

J& 0 estudo de BYUN et al (2009) demonstrou que o tratamento com o triterpeno
pristimerina nas concentrages de 0,85 a 1,7 uM para as linhagens celulares de carcinoma
cervical humano (HelLa, CaSki e SiHa) induziu a morte celular mitocondrial através da
ativacdo dependente de ROS de JNK1 e PARP-1. Em resumo, acumulacdo de ROS
intracelular, em resposta ao tratamento, ativacdo da maquinaria da morte celular através da
JNK 1 e PARP 1. A ativacdo de JNK1 é necesséria para a ativacdo de Bax e perda de
potencial mitocondrial, por ultimo, a PARP-1 também esta envolvido na perda de potencial
de membrana mitocondrial.

Dessa forma, pode-se dizer que os dados encontrados na literatura, podem sugerir
mecanismos de morte celular mais complexos, quando expostas ao tratamento com a

cordialina A para este estudo.

4.6 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE - ENSAIO DO COMETA

Os resultados do ensaio do Cometa tiveram como objetivo a avaliacdo da
genotoxicidade, por meio da medida da fragmentacdo do DNA, demonstrados na Figura 21.
Foram utilizadas as linhagens celulares SiHa e C-33A e HaCaT tratadas com 0,2; 0,4; 0,8 e
1,6 uM de cordialina A + SNL. Para a realizacdo do experimento, as células foram tratadas
por 6 horas. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo (M+EP) da
porcentagem de DNA na cauda. As analises estatisticas de variancia foram feitas pelo teste
Kruskal Wallis com pos-teste de Dunns (Tratados vs CV). Sendo a significancia representada
por * p<0,05,**p<0,0le***p<0,001.
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Figura 20. Genotoxicidade da cordialina A + SNL representada pela % de DNA na cauda em linhagem celular
SiHa, C-33A e HaCaT tratadas com 0,2 uM, 0,4 uM, 0,8 uM e 1,6 uM por 6 h. Resultados sdo expressos como a
média da % de DNA na cauda de 150 células por concentracéo e controles analisados por Kruskal-Wallis test com
pos-teste de Dunn’s (tratados vs CV). CP: 1mM de perdxido de hidrogénio por 10 minutos, CV: controle de veiculo-
SNL.* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.
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Na anélise da genotoxicidade frente ao tratamento com cordialina A + SNL na linhagem
celular SiHa, foi apresentado efeito concentragdo-resposta nas concentracdes testadas (* p <
0,05) e (*** p < 0,001) quando comparadas ao controle de veiculo, que demonstrou
significancia em relagdo ao controle de veiculo. Ja para a linhagem C-33A € possivel observar
uma forte atividade genotdxica em todas as concentracdes testadas (*** p < 0,001) e, por
ultimo, a linhagem HaCaT, demonstrou tal atividade nas concentragdes 0,4 e 0,8 uM (Figura
20).

Com o estudo de BYUN et al (2009), foi possivel verificar que pelo ensaio genotdxico
H,AX, a pristimerina induziu um grau significativo de dano do DNA nas linhagens de cancer
cervical HeLa, CaSki e SiHa, sugerindo para tal resultado, que a ativacdo da PARP-1 pode ter
ocasionado danos ao DNA. Dessa forma, para este trabalho sugere mecanismos para agédo

genotdxica da cordialina A frente as linhagens de tumor de colo uterino.
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5 CONCLUSOES

A partir dos parametros obtidos do SNL e cordialina A + SNL, como tamanho de
particula, potencial zeta e indice de dispersdo, pode-se concluir que o sistema
nanoemulsionado, apresentou-se estdvel para aplicacdo em ensaios bioldgicos

propostos para o estudo em questao;

A molécula cordialina A encapsulada no SNL demonstrou maior eficacia na atividade
citotoxica, em comparacdo ao tratamento com apenas a cordialina A, frente as
linhagens SiHa, C-33A e HaCaT,;

Diante do ensaio de liberagdo de CB, tanto o SNL, quanto a cordialina A, demonstrou

pouca interacdo com a parte apolar do sistema de mimetizacdo de membrana celular;

A morte celular demonstrou ser mista através de apoptose precoce e necrose frente ao
tratamento da cordialina A + SNL nos tempos de tratamento de 6 e 24 horas, para as
linhagens SiHa, C-33A e HaCaT,;

A avaliagdo da genotoxicidade pelo ensaio do Cometa, demonstrou que o tratamento
com cordialina A + SNL ocasionou danos genotdxicos nas linhagens de carcinoma
cervical imortalizadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C-33A) e HaCaT no

tempo de tratamento de 6 horas;

O tratamento antitumoral com a cordialina A, quando encapsuladas no SNL
demonstrou ser eficaz contra as linhagens tumorais de cancer de colo uterino infectado

e ndo infectado pelo virus do HPV.
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6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, pode-se dizer que a pesquisa por meio de produtos
naturais, quando encapsulados em sistemas nanoemulsionados, demonstrou-se promissora em
relacdo a eficacia terapéutica no tratamento contra o cancer de colo uterino. De modo geral, os
resultados ndo demonstraram seletividade somente para as células neoplésicas, estimulando ainda
mais, a busca pela diminuicdo dos efeitos toxicos em células normais, através do respaldo das
ferramentas oferecidas pela pesquisa, uma vez que ja existem no mercado medicamentos
antitumorais com essas propriedades, incentivando, portanto, o proposito de melhorar a qualidade
de vida de pacientes afetados pelo céancer, através de pesquisas por medicamentos que

proporcionem o seu bem estar.
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