N~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA — UNB
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - IB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NANOCIENCIA E
NANOBIOTECNOLOGIA

FERNANDA ALTINO SILVESTRE

NANOPARTI'CULAS LIPIDICAS SOLIDAS CONTENDO CURCUMINA:
AVALIACAO DO POTENCIAL ANTITUMORAL EM CELULAS DE CANCER
DE MAMA E DA HEPATOCOMPATIBILIDADE EM CAMUNDONGOS

Brasilia-DF
2024



FERNANDA ALTINO SILVESTRE

NANOPARTI'CULAS LIPIDICAS SOLIDAS CONTENDO CURCUMINA:
AVALIAGCAO DO POTENCIAL ANTITUMORAL EM CELULAS DE CANCER
DE MAMA E DA HEPATOCOMPATIBILIDADE EM CAMUNDONGOS

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Nanociéncia e Nanobiotecnologia, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia, como parte
integrante dos requisitos para a obtencdo de titulo de
Doutora em Nanociéncia e Nanobiotecnologia.

Orientadora; Profa. Dra. Marcella Lemos Brettas Carneiro

Brasilia-DF
2024



Ficha catalografica elaborada automaticamente,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

he

Altino Silvestre, Fernanda

ESTUDO DE BISCOMPATIEILIDADE E EIODISTRIBUII:‘.E;O DE
NANoPARTICULAS LIpiDIcAs SOLIDAS CONTENMDO CURCUMINA EM
ADENOCARCINOMA MAMARIC / Fermanda Altino Silvestre;
orientador Marcella Lemos Brettas Carneiro. -- Brasilia,
2024,

£4 p.

Tese (Doutorado em Nancciéncia e Hanobiotecnologia) --
Universidade de Brasilia, 2024.

1. WNanoparticulas. 2. Curcumina. 2. Biocompatibilidade.
4. ; EBlodisponibilidade. 5. Ca3ncer de mama. I. Lemos
Brettas Carneiro, Marcella, oriemt. II. Titulo.




Folha da aprovacéao

A Comissao Examinadora, abaixo identificada, avaliara o Trabalho de Tese de
Doutorado do Curso de Pds-Graduacdo Stricto Sensu da Universidade de Brasilia.

Documento assinado digitalmente

b MARCELLA LEMOS BRETTAS CARNEIRO
g L Data: 19/12/2024 15:38:46-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profe. Drd. Marcella Lemos Brettas Carneiro
Universidade de Brasilia (UnB)
Orientadora e Presidente da banca

Documento assinade digitalmente

b LAISE RODRIGUES DE ANDRADE
g ol Data: 20/12/2024 14:46:04-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dra. Laise Rodrigues de Andrade
Universidade de Brasilia (UnB)
Examinador e Membro interno

Documento assinado digitalmente

b SUELIA DE SIQUEIRA RODRIGUES FLEURY ROSA
g L Data: 20/12/2024 11:16:42-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dra. Suélia Rodrigues Siqueira Fleury Rosa
Universidade de Cornell/EUA
Examinador e Membro externo a UnB

Documento assinado digitalmente

b MARIANA CAMPOS DA PAZ LOPES GALDINO
g .l Data: 20/12/2024 18:09:52-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dra. Mariana Campos da Paz Lopes
Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei
Examinador e Membro externo a UnB

Prof. Dra. Glécia Virgolino da Silva Luz
Universidade de Brasilia (UnB)
Suplente e membro externo ao PPGNANO



(...) Pois a loucura de Deus é mais sabia do que 0s
homens, e a fraqueza de Deus é mais forte do que
0s homens (1Corintios 1:25).

"E preciso abandonar o futuro nas maos do Bom
Deus...Nada acontece que Deus ndo tenha
previsto desde toda a eternidade” (Sta. Teresinha
do menino Jesus).
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RESUMO

A baixa solubilidade da curcumina em sistemas aquosos resultam em sua rapida metabolizacédo
e degradagdo no organismo, o que limita sua eficcia terapéutica. Para superar isso, a
nanotecnologia surge como uma solucdo promissora, melhorando sua solubilidade,
estabilidade, biodisponibilidade e direcionamento especifico a células-alvo. Nanoparticulas
Lipidicas Sdlidas (NLS) sdo carreadores lipidicos nanoestruturados promissores para o
encapsulamento de bioativos como a curcumina, visto que podem prevenir sua degradagéo
quimica, favorecendo sua biodisponibilidade e sua liberacdo sustentada. Neste estudo, avaliou-
se a biocompatibilidade de curcumina livre (CURC) ou associada a nanoparticulas lipidicas
solidas (NLMC) em modelos de cultura de células de carcinoma mamario e sua
hepatocompatibilidade em camundongos. NLMC foram formuladas a partir da manteiga de
murumuru, uma castanha nativa da Amazonia. O uso de nanoparticulas lipidicas solidas
contendo curcumina, aliado a exploragdo da manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru),
consiste em uma abordagem estratégica e inovadora para aplicacdo em cancer de mama. O uso
inovador de recursos naturais promove avancos tecnoldgicos que integram bioeconomia e
sustentabilidade, atendendo a demanda por solugdes que valorizam a biodiversidade brasileira
e geram beneficios econémicos e sociais. Nos ensaios in vitro de citotoxicidade, observou-se
gue os tratamentos com curcumina livre (CURC) e encapsulada em nanoparticulas lipidicas
solidas (NLMC) alteraram a viabilidade celular em linhagens de células tumorais (MCF-7 e
4T1) e saudaveis (NIH3-3T3), especialmente apos 48 horas de tratamento. Observou-se que
NLMC foi menos citotdxica para células saudaveis em comparacdo com células tumorais,
embora o perfil de citotoxicidade entre as duas linhagens de células tumorais tenha sido
semelhante. Em relag&o aos ensaios in vivo notou-se que os tratamentos com CURC e NLMC
ndo resultaram em alteracdes significativas no peso corporeo e nos 6rgdos (rins, figado, baco,
coragdo, pulmao e intestino) de camundongos Balb/c saudaveis ou portadores de carcinoma
mamario. Além disso, ndo se observou outras alteracGes clinicas. Também ndo foram
observadas alteracdes histopatoldgicas nos 6rgaos analisados. Assim, 0s tratamentos com
CURC ou NLMC resultaram em boa biocompatibilidade. Ademais, realizou-se andlises
cromatograficas e espectrofotométricas para quantificacdo de curcumina no figado dos
camundongos. Observou-se um aumento na concentracdo de curcumina apés 30 minutos de
tratamento, ao passo que este efeito ocorreu apenas apos 6 e 12 horas de tratamento com NLMC.
Isso indica que quando a curcumina foi nanoestruturada observou-se uma liberacao prolongada
do bioativo. Portanto, concluiu-se que NLMC aumentaram a biodisponibilidade da curcumina
no figado e apresentaram excelente biocompatibilidade, destacando seu potencial como uma
abordagem promissora para o tratamento do cancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Carreadores Lipidicos; Curcuma longa; Manteiga de murumuru;
Biocompatibilidade; Biodistribui¢cdo. Métodos analiticos.



ABSTRACT

The low solubility of curcumin in aqueous systems leads to its rapid metabolism and
degradation in the body, limiting its therapeutic efficacy. To overcome this, nanotechnology
emerges as a promising solution, improving its solubility, stability, bioavailability, and specific
targeting to target cells. Solid Lipid Nanoparticles (SLNs) are promising nanostructured lipid
carriers for the encapsulation of bioactives such as curcumin, as they can prevent its chemical
degradation, enhancing its bioavailability and sustained release. This study assessed the
biocompatibility of free curcumin (CURC) or curcumin associated with solid lipid
nanoparticles (SLNC) in breast cancer cell culture models and its hepatocompatibility in mice.
SLNCs were formulated from murumuru butter, a native Amazonian nut. The use of solid lipid
nanoparticles containing curcumin, coupled with the exploration of murumuru butter
(Astrocaryum murumuru), represents a strategic and innovative approach for breast cancer
application. The innovative use of natural resources promotes technological advancements that
integrate bioeconomy and sustainability, meeting the demand for solutions that value Brazilian
biodiversity and generate economic and social benefits. In the in vitro cytotoxicity assays, it
was observed that treatments with free curcumin (CURC) and curcumin encapsulated in solid
lipid nanoparticles (SLNC) altered cell viability in tumor cell lines (MCF-7 and 4T1) and
healthy cells (NIH3T3), especially after 48 hours of treatment. It was observed that SLNC was
less cytotoxic to healthy cells compared to tumor cells, although the cytotoxicity profile
between the two tumor cell lines was similar. Regarding the in vivo assays, it was noted that
treatments with CURC and SLNC did not result in significant changes in body weight or in
organs (kidneys, liver, spleen, heart, lungs, and intestine) of healthy or breast cancer-bearing
Balb/c mice. Furthermore, no other clinical changes were observed. Histopathological changes
in the analyzed organs were also not observed. Thus, treatments with CURC or SLNC showed
good biocompatibility. Additionally, chromatographic and spectrophotometric analyses were
conducted to quantify curcumin in the liver of the mice. An increase in curcumin concentration
was observed after 30 minutes of treatment, while this effect occurred only after 6 and 12 hours
of treatment with SLNC. This indicates that when curcumin was nano-structured, a prolonged
release of the bioactive was observed. Therefore, it was concluded that SLNCs increased the
bioavailability of curcumin in the liver and showed excellent biocompatibility, highlighting
their potential as a promising approach for breast cancer treatment.

KEYWORDS: Nanocarrier; Curcuma longa; Murumuru butter; Biocompatibility;
Biodistribution; Hepatocompatibility; Mammary Adenocarcinoma.
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1 INTRODUCAO

A curcumina, ou diferuloilmetano, é um fitoquimico do tipo polifenol isolado do rizoma
da planta Curcuma longa, nativa da india e do sudeste da Asia. Este fitoquimico foi descoberto
ha aproximadamente dois seculos quando Vogel e Pelletier relataram o isolamento de uma
“matéria de cor amarela” dos rizomas do agafrdo. Assim, eles a denominaram curcumina e
depois ela foi identificada por Rougghley e Whitting em 1973 (BERTONCINI-SILVA et al.,
2024a; JIANG et al., 2017; VAUGHN; BRANUM; SIVAMANI, 2016). Existem analogos da
curcumina com concentragdes fracionadas tais como dimetoxicurcumina (curcumina II),
bisdemetoxicurcumina (curcumina Ill) e ciclocurcumina (RAVINDRAN; PRASAD;
AGGARWAL, 2009; TEIXE-ROIG et al., 2023; YEO et al., 2022).

Diversos estudos apontaram que esse tipo de polifenol modula vérias vias de sinalizacdo
celular relacionadas a proliferacdo, inflamagéo, imunomodulagdo e morte celular. Desta forma,
a curcumina possui ampla atividade farmacolégica descrita na literatura tendo nas trés ultimas
décadas mais de 9.000 artigos cientificos indexados e 100 ensaios clinicos realizados que
relatam o uso desse fitoquimico para diversas aplicacdes (KUNNUMAKKARA et al., 2017,
EL-SAADONY et al., 2023).

Na medicina tradicional indiana sua utilizacdo terapéutica € amplamente descrita para
diversas patologias, desempenhando um papel importante na prevencdo e no tratamento de
varias doencas pro-inflamatérias neurodegenerativas, cardiovasculares, pulmonares,
metabolicas, autoimunes e neoplasicas (KUNNUMAKKARA et al., 2017; MINAFRA et al.,
2019; PATIL et al., 2015; BERTONCINI-SILVA et al., 2024).

O potencial terapéutico da curcumina para essas aplicacdes esta relacionado ao fato de
este fitoquimico intervir na modulacdo de enzimas, fatores de crescimento e seus receptores,
além de varias proteinas quinases responsaveis pela proliferacdo celular e pela progressao do
ciclo celular. Especificamente, sua aplicacdo como agente antitumoral tém sido associado ao
fato de ela pode interferir em importantes alvos moleculares como NF-kB, STAT3, B-catenina
e AP-1 (fatores de transcri¢cao), EGF, PDGF e VEGF (fatores de crescimento), COX-2, iNOS
e MMPs, ciclina D1, CDKs, Akt, PKC e AMPK (quinases), citocinas inflamatdrias como TNF,
MCP, IL - 1 e IL - 6, em alvos relacionados a regulacdo positiva de pro-apoptéticos (Bax, Bad
e Bak) e regulacéo negativa das proteinas antiapoptaticas (Bcl-2 e Bcl-xL) (GERA et al., 2017;
ANAS TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019; KHAN et al., 2019; SHEHZAD; LEE; LEE,
2013 SILVESTRE et al., 2023). Estes estudos demonstram o potencial da curcumina em
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modular a reducdo da inflamacéo e a proliferagéo celular, por meio da ativacdo da cascata

apoptdtica, em células tumorais, como evidenciado na Figura 1.

Figura 1- Mecanismo anticancerigeno da curcumina biodisponivel contra vérios tipos de cancer.
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Fonte: Adaptado de EL-SAADONY et al., 2023

Legenda: A figura ilustra como a curcumina, um composto bioativo, atua em diferentes vias moleculares para
inibir o crescimento tumoral, promover a apoptose e modular a resposta imunoldgica, destacando seu potencial
terapéutico no combate ao cancer.

A molécula de curcumina é composta por dois anéis metoxifendis ligados pela fracdo
B-dicetona, 0 que permite a curcumina exibir um tautomerismo ceto-enolico, resultando em
duas formas distintas de acdo: a cetdnica e a enolica. Esse tautomerismo, aliado a presenca do
anel aroméatico metoxifenol, confere a molécula uma caracteristica de hidrofobicidade e,
consequentemente, baixa solubilidade em sistemas aquosos como o sangue(BERTONCINI-
SILVA et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2011; SILVESTRE et al., 2023).

Assim, o grande desafio de se utilizar a curcumina consiste em superar a sua baixa
solubilidade em meio aquoso, dado que isso implica em réapidas taxas de metabolizacdo e
degradacdo e consequente limitacbes de sua eficacia terapéutica. Devido a sua baixa
biodisponibilidade, resultante da limitada solubilidade em meios aquosos, como 0 sangue, a
curcumina sofre degradacdo répida e eliminacdo sistémica acelerada em condicfes alcalinas
(CACCIOLA et al., 2023; SILVESTRE et al., 2023b).

Dessa forma, € essencial o desenvolvimento de estratégias para sua entrega sustentada,
a fim de otimizar sua eficacia terapéutica. Nesse contexto, a nanotecnologia emerge como
estratégia promissora para superar limitacGes associadas ao uso de farmacos hidrofobicos,

como a curcumina, por proporcionar recursos que melhoram a solubilidade, estabilidade,
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biodisponibilidade e direcionamento especifico de farmacos (DIMER et al., 2013,
BERTONCINI-SILVA et al., 2024; BOURANG et al., 2024).

A proposito, varios estudos tém indicado que, quando associada a nanoparticulas, a
curcumina apresenta um aumento consideravel em sua biodisponibilidade, quando
administrada por via oral. Esse efeito foi observado tanto ap6s a administragdo de uma dose
Unica quanto em tratamentos continuos de 14 dias, em diferentes concentracdes (variando de
1,25 a 2,5 mg para analise farmacocinética e 20 mg/kg na avaliacdo antitumoral). Por exemplo,
a aplicacdo de nanoparticula de curcumina exossémica, ExoCUR (2,5 mg/qg), levou ao aumento
na sua biodisponibilidade, elevando os niveis de curcumina em seis vezes em comparacgao a
forma livre do composto (SILVESTRE et al., 2023).

Existem varios tipos de nanoparticulas utilizadas com a finalidade de melhorar a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de farmacos. Dentre esses destacam-se
lipossomas, micelas, nanoemulsdes, dendrimeros, nanoparticulas metélicas, nanoparticulas
poliméricas, nanotubos de carbono, nanoparticulas de polimeros naturais e sintéticos, além de
conjugados de polimero-farmaco. A escolha do material adequado €é crucial, pois influencia
diretamente a eficicia da entrega do farmaco, a estabilidade da formulacdo e a resposta
terapéutica, permitindo que as nanoparticulas sejam otimizadas para maximizar os beneficios
de sua utilizagdo. Esses sistemas tém sido investigados por sua capacidade de melhorar a
entrega e a eficacia de medicamentos, reduzindo efeitos adversos e promovendo uma liberacéo
sustentada de farmacos (MOGHIMI et al., 2023; ZUNUNI VAHED et al., 2017).

Nanoparticulas Lipidicas Soélidas (NLS) sdo consideradas carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN). Esses sistemas, introduzidos em 1991 como um sistema de transporte
coloidal alternativo, consistem em nanoemuls@es, lipossomas, microparticulas e nanoparticulas
poliméricas. Algumas vantagens de seu uso consistem em encapsulamento eficaz contra a
degradacdo quimica e maior flexibilidade na modulacéo de liberacdo do bioativo associado, o
que favorece maior eficacia terapéutica (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; SUETH-
SANTIAGO et al.,, 2015; BAHARI; HAMISHEHKAR, 2016; SILVESTRE et al., 2023;
BOURANG et al., 2024; CHELIMELA; ALAVALA; SATLA, 2024).

NLS emergem como uma estratégia promissora na entrega de farmacos, apresentando-
se como uma solucdo versatil para formulagdes cosméticas e farmacéuticas. Sua aplicabilidade
abrange diversas vias de administragdo, incluindo oral, parenteral e topica (PARDEIKE;
HOMMOSS; MULLER, 2009; YEO et al., 2022). Essa flexibilidade ndo apenas melhora a
biodisponibilidade dos principios ativos, mas também permite uma liberacdo controlada e

direcionada, potencializando a eficacia terapéutica e minimizando efeitos adversos. Com isso,
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destaca-se a importancia de se continuar explorando e desenvolvendo tecnologias na pratica
clinica e industrial que utilizem CLN (MELLO et al., 2022; PIRES et al., 2024; WU et al.,
2021).

Segundo Pardeike, Hommoss e Muller (2009) e Akbari et al. (2022), NLS podem ser
categorizados em trés tipos de acordo com a quantidade de 6leo utilizada. O primeiro tipo
consiste em NLS imperfeita, caracterizada por uma baixa proporcéao de 6leo, o que resulta em
uma estrutura cristalina irregular e cria espaco para a insercdo de substancias ativas. O segundo
tipo € a NLS mudltipla, que possui maior quantidade de 6leo. Durante o resfriamento, as
diferengas nos lipidios provocam a formacgdo de pequenas goticulas de 6leo, gerando uma
estrutura composta por 6leo, lipidio e agua. O terceiro tipo € a NLS amorfa, em que os lipidios
sdo misturados de maneira que nao formam cristais, gerando uma matriz sélida nédo cristalina.
Essas diferentes estruturas impactam a liberacéo e a estabilidade das substancias ativas, sendo
importantes na formulagdo de sistemas de liberagdo controlada (PARDEIKE; HOMMOSS;
MULLER, 2009; AKBARI et al., 2022).

A cristalizacdo de NLS ocorre devido ao polimorfismo do lipidio solido, que €
influenciado por fatores como a proporcdo e os parametros de cristalizacdo, além da
temperatura durante a producdo dos carreadores (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER,
2009a). No processo de preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), o lipidio cristaliza
de maneira instavel, formando uma matriz polimorfica e imperfeita (BUNJES; WESTESEN,;
KOCH, 1996). A formacdo do compritol, um composto da matriz lipidica sélida com
propriedades hidrofébicas, resulta em um aumento no tamanho das particulas devido a
agregacdo. Esse processo também esta relacionado a liberagdo dos farmacos incorporados na
matriz amorfa (ABURAHMA; BADR-ELDIN, 2014).

Ao combinar triacilglicerideos com radicais acila de cadeia longa, como o Compritol®
e de cadeia média, como a manteiga de murumuru oriunda de Astrocaryum murumuru, é
possivel otimizar o encapsulamento de lipidios e substancias hidrofdbicas, como a curcumina,
no ndcleo das NLS. Esse método permite a producdo de NLS de forma simplificada, sem a
necessidade de processos de homogeneizacdo de alta energia ou solventes organicos. Vale
ressaltar que ha formacdao de regides amorfas dentro da matriz lipidica, com maior capacidade
de acomodar a curcumina (COELHO et al., 2020; GANASSIN et al., 2022).

A fase polimdrfica do compritol, lipidio solido, depende de fatores como a taxa de
cristalizacéo e a temperatura durante a produgéo dos carreadores. Quando a cristaliza¢do ocorre
lentamente, induzida pelo resfriamento, resulta em uma matriz mais complexa com diferentes

fases lamelares. Por outro lado, uma cristalizacdo mais rapida pode gerar uma unica fase lamelar
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(ELISABETTINI et al., 1998). Para sistemas de liberacdo modificada de farmacos, matrizes
mais amorfas apresentam vantagens, ja que a transicdo polimdrfica pode favorecer uma
liberacdo mais eficiente dos farmacos (JANNIN; CUPPOK, 2013)

Assim, carreadores lipidicos (CLN) como nanoparticulas lipidicas (NLS) carregadas
com fitoterapicos tém mostrado grande potencial em termos de aplicabilidade e
biodisponibilidade. Nesse contexto, a combinacdo da curcumina com esse tipo de
nanocarreador pode resultar em um tratamento mais eficaz, com liberacdo controlada e
direcionada do fitoquimico, reducao dos efeitos adversos e potencializacdo da acdo antitumoral
(EL-HELW; FAHMY, 2015; GUPTA et al., 2020; BOURANG et al., 2024).

A absorcdo celular de medicamentos e o seu perfil de liberacdo sustentada sdo
propriedades essenciais dos sistemas de administracdo de NLS, capazes de minimizar efeitos
adversos. Assim, o uso de as NLS se destaca como sistemas de liberacdo promissores para a
entrega de uma variedade de substancias ativas farmacoldgicas, que vdo desde pequenas
moléculas até proteinas e, potencialmente, material genético (GOMES et al., 2019; AKBARI
etal., 2022; CACCIOLA et al., 2023; GANASSIN et al., 2022; PIRES et al., 2024).

Neste estudo, optou-se pela escolha de NLS a qual foi baseada em estudos preliminares
do nosso grupo, conduzidos por Ganassin (2020) e por Mello e colaboradores (2022) e
fundamentada no fato de que esse sistema apresentou alta biocompatibilidade, estabilidade
coloidal duradoura e capacidade de encapsular eficazmente a curcumina (MELLO et al., 2022).
Considerando-se que essas caracteristicas tornam as NLS uma plataforma promissora para a
entrega de compostos terapéuticos, como a curcumina, este estudo trata-se de uma investigacédo
exploratéria da biocompatibilidade de NLS em um modelo de camundongo portador de
carcinoma mamario, visando aprofundar o estudo desse nanosistema para futura aplicacéo
clinica no cancer de mama (MELLO et al., 2022).

Atualmente o cancer é um grande problema de saude humana. Estima-se 30 milhdes de
Obitos, por ano, decorrentes do cancer até o ano de 2030. No Brasil, a previsao para o periodo
de 2023-2024 ¢é de aproximadamente 73.610 novos casos de cancer de mama, tornando-se o
tipo de cancer de maior prevaléncia, com excec¢do dos tumores de pele ndo melanoma. Esse
cancer € mais comum entre as mulheres das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste,
particularmente na faixa etaria de 40 a 49 anos (CHAKRABORTY, WANG et al., 2020;
BOURANG et al., 2024a; INCA, 2024; OMS, 2024). Este cenario reforca a relevancia de se
explorar novas tecnologias terapéuticas no combate ao cancer de mama (BOURANG et al.,
2024b; LEENA PANIGRAHI et al., 2024).
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A realizacdo de estudos de biodistribuicdo de um farmaco é um passo essencial para o
desenvolvimento de novas terapias anticancer, visto que esse fator afeta diretamente a eficacia
do tratamento. A biodistribuicdo refere-se a forma como um farmaco se distribui pelos
diferentes tecidos e 6rgdos ap0Os sua administracdo. Para que um tratamento seja eficaz, o
farmaco deve alcancar a concentracdo adequada no local-alvo. Se a distribuicdo for inadequada,
o farmaco pode ndo atingir os tecidos necessarios em quantidade suficiente, comprometendo
sua eficacia. Assim, a compreensdo sobre a biodistribuicdo de farmacos permite otimizar sua
eficacia e seguranca, garantindo que eles atinjam os alvos terapéuticos de maneira eficiente e
minimizando possiveis efeitos adversos (OGA et al., 2018).

Nesse contexto, ao se considerar o desenvolvimento de novas tecnologias terapéuticas
para o cancer, um passo crucial é a realizacdo de estudos de biodistribuicdo, com foco inicial
no figado, em virtude do papel central deste 6rgdo no metabolismo e na detoxificacdo de
compostos bioativos. Tal abordagem é particularmente relevante para farmacos administrados
por via oral, uma vez que o figado é o primeiro 6rgdo a metabolizar esses compostos antes de
sua entrada na circulacdo sistémica (LIMA FILHO, 2005; BAKLAUSHEV et al., 2017;
BOUFLEUR et al., 2019; KHAN et al., 2019).

A administracdo oral é amplamente preferida para a aplicacdo de medicamentos devido
a sua alta aceitacdo pelos pacientes, a auséncia de dor associada e a facilidade de aplicacéo.
Nesse sentido, o desenvolvimento de formas farmacéuticas que otimizem a biodistribuicéo e a
estabilidade dos farmacos, como a curcumina, que apresenta alta afinidade por proteinas
plasmaticas, é fundamental. A alta afinidade da curcumina por essas proteinas limita sua
farmacocinética e estabilidade, especialmente quando administrada por via endovenosa.
(RIBEIRO et al.,, 2018; COELHO et al., 2020; CACCIOLA et al., 2023). Portanto, a
administracdo oral de curcumina emerge como uma estratégia terapéutica promissora, e estudos
relacionados a sua metabolizacao tornam-se cruciais.

Nesse sentido, a circulacdo da digestdo, que se inicia no figado, desempenha um papel
fundamental no processamento de nutrientes e compostos bioativos. O figado, ao receber todo
o0 sangue oriundo da digest&o, é essencial para o metabolismo e a distribuicdo desses compostos
para a circulacdo sisttémica. Este processo influencia diretamente a biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral, determinando a fragcdo do farmaco que alcancga a circulagdo
sistémica e esta disponivel para exercer seus efeitos terapéuticos (PADULLES-ZAMORA;
LEIVA-BADOSA; JODAR-MASANES, 2013; TOEHWE et al., 2021; YU et al., 2023).

Ainda, destaca-se que estudos sobre a hepatocompatibilidade e bioacimulo de bioativos

no figado séo essenciais para prever a biodisponibilidade dos compostos. A avaliagcdo do
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bioacimulo de bioativos no figado permite identificar a extensdo do metabolismo hepatico e
prever a quantidade de fA&rmaco que estara disponivel sistemicamente. Isso é fundamental para
determinar a eficacia e a seguranca do farmaco. Farmacos que Sdo extensivamente
metabolizados no figado podem ter uma biodisponibilidade reduzida, necessitando de ajustes
na formulacdo ou na dosagem para alcancar os niveis terapéuticos desejados (LI; HUANG,
2008; SOMOGYI; EICHELBAUM; GUGLER, 1982).

Além disso, a hepatocompatibilidade, ou a capacidade do figado de metabolizar um
farmaco sem sofrer danos, € um aspecto critico a ser considerado. Farmacos que causam
toxicidade hepatica podem levar a sérios efeitos adversos, comprometendo a seguranca do
tratamento (SOMOGYI; EICHELBAUM, 1982; LI; HUANG, 2008; RWU et al., 2021,
ALMEIDA et al., 2011; EL-KATTAN et al., 2012; TEIXE-ROIG et al., 2023).

Portanto, estudos de bioacimulo no figado ndo s6 ajudam a prever a
biodisponibilidade, mas também a avaliar a seguranca hepética dos novos farmacos.

Em resumo, a relacdo entre a circulacdo da digestdo, a biodisponibilidade e a
hepatocompatibilidade é intrinseca e complexa. O figado ndo s6 processa e distribui compostos
bioativos, mas também deve ser capaz de metaboliza-los de maneira segura. A compreensao
desses processos € essencial para o desenvolvimento de terapias eficazes e seguras, garantindo
que os farmacos administrados por via oral sejam ndo apenas biodisponiveis, mas também
compativeis com a satde hepatica (LIMA FILHO, 2005).

Consequentemente, a realizacdo de estudos de bioacumulo de bioativos no figado é uma
etapa fundamental no desenvolvimento de novas terapias anticancer. Esses estudos fornecem
informagdes cruciais sobre a biodisponibilidade e a seguranca hepéatica dos farmacos,
garantindo que eles sejam eficazes e seguros para uso clinico. Farmacos que sdo bem tolerados
pelo figado e que ndo causam danos hepaticos sao mais propensos a serem eficazes e seguros
para uso clinico. Estudos sobre a hepatocompatibilidade ajudam a identificar possiveis riscos e
a otimizar a formulacdo dos medicamentos para minimizar efeitos adversos, além de servir
como referéncia para a observacdo de possiveis efeitos sistémicos (SOMOGYI,;
EICHELBAUM, 1982; LI; HUANG, 2008; RWU et al., 2021; ALMEIDA et al., 2011; EL-
KATTAN et al., 2012; TEIXE-ROIG et al., 2023).

Neste estudo avaliou-se a biocompatibilidade em cultura de células tumorais de cancer
de mama e saudaveis e a hepatocompatibilidade de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS),
oriundas da manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru) associadas a curcumina, em
culturas de células tumorais de cancer de mama, bem como sua hepatocompatibilidade em

camundongos saudaveis e portadores de carcinoma mamario. Destaca-se a originalidade deste
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CLN contendo curcumina, sendo este o primeiro estudo a investigar especificamente seu
potencial para o tratamento do cancer de mama, o que confere um carater inovador e Unico a
pesquisa. (GANASSIN, 2020; MELLO et al. 2022).

Nesse contexto, gorduras vegetais ganham destaque devido a sua composic¢éo natural,
rica em triglicerideos. A manteiga de murumuru, extraida de uma palmeira amazonica
(Astrocaryum murumuru), representa uma alternativa promissora para a producdo de NLS, visto
que € rica em triglicerideos de cadeia média, especialmente o &cido laurico, o que a torna uma
excelente opcdo para a formulacdo desse tipo de nanoparticulas (GOMES et al. 2019;
GANASSIN, 2020; MELLO et al. 2022).

Ainda, a extracdo sustentavel da manteiga de murumuru tem potencial para gerar o
fortalecimento da bioeconomia, incentivando a valorizacao de recursos naturais da Amazonia.
Ao integrar praticas sustentaveis, esse processo contribui para a preservacdo da biodiversidade
e 0 bem-estar das comunidades que dependem desses recursos. Nesse sentido, a utilizacdo da
manteiga de murumuru se configura como uma ponte entre a inovacdo cientifica e a
sustentabilidade econdmica, criando valor de maneira responsavel e ecologicamente
consciente. A AmazOnia, com sua vasta riqueza biologica, representa uma das maiores
potencialidades bioecondmicas do Brasil. Ao promover a utilizagdo sustentavel desses recursos,
0 uso deste nanosistema impacta na valorizacdo e preservacdo da biodiversidade, a0 mesmo
tempo em que potencialmente impulsiona a economia local e nacional (COSTA, 2021; VIDAL;
SIMAO; ALMEIDA, 2021).

Portanto, o estudo das nanoparticulas lipidicas solidas contendo curcumina, aliado a
exploragdo da manteiga de murumuru, insere-se em uma abordagem estratégica que ndo so
contribui para avancos no desenvolvimento de novas tecnologias, mas também fomenta o
desenvolvimento de solucdes sustentaveis. Ao integrar bioeconomia e biodiversidade, esse
estudo ndo s6 propde o uso inovador de recursos naturais, como também responde a crescente
demanda por solugdes que agregam valor a biodiversidade brasileira e promovem beneficios

econdmicos e sociais.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocompatibilidade de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), oriundas da
manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), associadas a curcumina, em culturas de
células tumorais de cancer de mama e a hepatocompatibilidade em camundongos saudaveis e

portadores de carcinoma mamario.

1.2.1 Objetivos especificos

1) Awvaliar a biocompatibilidade de (i) nanoparticulas lipidicas sem curcumina (NLM); (ii)
nanoparticulas lipidicas contendo curcumina (NLMC) e (iii) curcumina livre (CURC),
por meio de ensaio de citotoxicidade por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -
2,5-difenil-tetrazolio), em linhagens de carcinoma mamario e de fibroblastos.

2) Validar o método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para
quantificacdo de curcumina.

3) Avaliar a biodisponibilidade de NLMC e CURC no figado de camundongos Balb-c
saudaveis e portadores de carcinoma mamario por meio de quantificacdo da curcumina,
por meio das técnicas de espectrofotometria e cromatografia.

4) Avaliar a biocompatibilidade de CURC e NLMC in vivo, por meio de analises clinicas
e histopatolégica dos rins, figado, intestino delgado e tumor em camundongos Balb/c.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A seguir, sera apresentado de forma geral o planejamento experimental do estudo, com
os detalhes de cada processo metodologico descritos nos itens subsequentes. Um desenho
esquematico do planejamento experimental esta ilustrado na Figura 2.

As formulagbes de curcumina em suspensdo (CURC) e de nanoparticulas lipidicas
solidas contendo curcumina (NLMC) foram preparadas previamente a realizacdo dos ensaios
bioldgicos. A solucdo estoque de CURC foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) para alcancgar
uma concentracdo de 2,6 mg/mL, enquanto a formulacdo de NLMC apresentou uma
concentragdo de curcumina de 0,5 mg/mL.

Neste estudo, foram realizados ensaios em cultura de células e em camundongos Balb/c.
No estudo in vitro, avaliou-se o efeito citotoxico de nanoparticula lipidica sem curcumina
(NLM), com curcumina (NLMC) e de curcumina livre (CURC), em vérias concentraces,
utilizando linhagens celulares de carcinoma mamario (MCF-7 e 4T1) e fibroblasto (NIH-3T3),
nas doses de 10 a 0,312 ug/mL. A citotoxicidade foi medida pelo método colorimétrico de
MTT.

Figura 2 - Desenho experimental do estudo.
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Fonte: Autoria prépria (criada no canva.com)

Legenda: Esse trabalho foi desenvolvido em duas etapas: (1) estudo in vitro e a (2) estudo in vivo. No estudo in
vitro, avaliou-se a viabilidade celular das linhagens NIH-3T3, 4T1 e MCF-7. Foram testadas as formula¢cdes CURC
(curcumina), NLMC (nanoparticula lipidica com curcumina) ou NLM (nanoparticula lipidica) em seis
concentragcfes de CURC, sendo 10; 5; 2,5; 1,25; 0,6-5 e 0.312 pug/mL. Na segunda etapa, analisou-se a toxicidade



24

e hepatocompatibilidade de CURC e NLMC em camundongos Balb/c, portadores de carcinoma mamario e
saudaveis nos tempos de 30 min, 1h, 6h, 12h e 24 h apds administracéo terapéutica.

Para os testes in vivo utilizou-se camundongos Balb/c fémeas (n=140) e foi avaliada a
biocompatibilidade de CURC e NLMC, administradas em dose unica de 0,5 mg/mL de CURC,
via gavagem intragastrica (volume de até 200 pL). SolucGes de PBS e NLM foram usados como
controles negativos e adotou-se 0 mesmo volume de injecéo dos tratamentos.

Utilizou-se animais saudaveis (grupo sem tumor — GST) e animais portadores de tumor
(grupo com tumor — GT). O modelo experimental in vivo foi o de adenocarcinoma mamario
(indculo de células da linhagem 4T1). Células em suspensdo foram inoculadas no flanco dos
animais.

Um esquema das intervencgdes terapéuticas e tipos de analises é ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Esquema Experimental dos Grupos de Tratamento e Tempos de Analise em Modelos Animais de
Adenocarcinoma Mamério.
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Dose Unica 0,5 mg/mL e seu volume final de 200 pL

Fonte: Autoria, (criada em biorender.com).

Neste estudo utilizou-se animais sem tumor (GST) e com tumor (GT). Os animais receberam tratamento com
CURC (curcumina), NLMC (nanoparticula lipidica com curcumina) ou salina (PBS, solucdo salina de fosfato
tamponada). Para cada grupo experimental formou-se cinco subgrupos referentes aos tempos de analises sendo de
30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h. Para os animais que receberam PBS foi formado um Unico subgrupo e adotou-se o
tempo de 24 h.

Os animais, com e sem tumor, receberam tratamento com CURC, NLMC ou PBS
(solucéo salina de fosfato tamponada). A administracdo de PBS foi realizada a fim de se manter
os estimulos usados com CURC e NLMC, porém, como solucdo inerte, servindo, portanto,
como grupo controle (PBS). Para cada grupo experimental formou-se cinco subgrupos
referentes aos tempos de analises sendo de 30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h. Para os animais que

receberam PBS foi formado um unico subgrupo e adotou-se o tempo de 24 h (Figura 3).
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Apos os periodos de 30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h, foi feita a eutanasia dos animais e
procedeu-se com a coleta de materiais biologicos (rins, figado, bago, pulmdes e coracdo e
tumor) e registros fotograficos. Foi coletado sangue, mas os materiais sofreram hemolise e,
portanto, o material ndo foi analisado. Logo, os materiais bioldgicos foram processados para
realizacdo de analises histopatoldgicas e cromatogréficas, a fim de se avaliar a toxicidade e
biodistribuicdo da curcumina apos os tratamentos com CURC e NLMC (Figura 4).

Primeiramente, realizou-se um estudo piloto de biodistribuicdo da curcumina
utilizando-se o figado como referéncia inicial e a analise foi feita por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria. Os detalhamentos experimentais serdo
descritos a seguir. O planejamento experimental do estudo in vivo esta representado na figura
4,

Figura 4 - Resumo grafico dos métodos utilizados nos estudos in vivo.
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Fonte: Autora (criada em biorender.com).

Legenda: O experimento iniciou-se com a inoculagdo de células de carcinoma mamario murino da linhagem 4T1
em camundongos Balb/c fémeas. Apos a identificagdo da infiltracdo tumoral realizou-se o tratamento com
curcumina livre (CURC) ou nanoencapsulada (NMLC). Ap6s 30 minutos, 1 hora, 6 horas, 12 horas e 24 horas, 0s
animais foram eutanasiados e os drgdos (figado, rins, baco, pulmdes, coracdo e intestino delgado) e tumor foram
coletados para realizacdo de analise histopatoldgica, cromatogréfica e espectrofotométrica, além da realizagdo de
registros fotogréficos dos érgaos e do tumor.
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2.2 ESTUDO IN VITRO

2.2.1 Origem e caracteristicas das nanoparticulas

As amostras de nanoparticulas lipidicas com curcumina (NLMC), utilizadas neste
estudo, foram sintetizadas e caracterizadas por (GANASSIN, 2020) e foram cedidas,
gentilmente, pelo colaborador Prof. Dr. Luis Alexandre Muehlmann. A seguir destaca-se um
breve relato sobre a composicao e caracteriza¢do das amostras de NLMC.

As nanoparticulas sdo constituidas por dois tipos de lipidios sendo uma de matriz sélida
de murumuru (Astrocaryum murumuru) e a outra de Compritol®. A manteiga de murumuru é
uma gordura in natura retirada de castanha com 0 mesmo nome, tipica da regido da Amazonia
(GANASSIN et al., 2022b). A curcumina foi obtida da Sigma-Aldrich® (Catalogo1386/-10G;
Lot. MKCF75775837-7) e apresentava 65% grau de pureza (CLAE).

Na formulacdo de NLMC as nanoparticulas apresentaram um diametro hidrodindmico
(DH) variando entre 50 e 60 nm, indice de polidispersividade (IPD) de 0,11 a 0,22 e morfologia
cUbica. Foi comprovada uma eficiéncia de encapsulacdo de curcumina (0,5 mg/mL) de 100%
na amostra de NLMC. Além disso, as nanoparticulas mostraram-se estaveis por até 300 dias
guando armazenadas a 4 °C (GANASSIN et al., 2022).

2.2.2 Cultivo e manutengdo das células

Foram utilizadas as linhagens celulares 4T1, MCF-7 e NIH-3T3. A linhagem 4T1
consiste em células de carcinoma mamario murino (BCRJ® Code 0022™/ATCC CRL-2539)
e representa uma linhagem celular analoga ao estagio 1V do cancer de mama em humanos. A
linhagem MCF-7 representa células de carcinoma mamario humano (BCRJ® 0162™/ATCC
HTB-22D) que mantém varias caracteristicas diferenciadas do epitélio mamario humano,
enquanto a linhagem NIH-3T3 representa células de fibroblasto murino (BCRJ® Code
0191™/ATCC CRL-1658). Todas as linhagens foram adquiridas no banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ).

As linhagens MCF-7, 4T1 e NIH-3T3 foram cultivadas em frascos de cultivo 25 cm?
contendo meio de cultivo DMEM (Eagle Modificado por Dulbecco) estéril tamponado e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico (100 Ul/mL penicilina
e 100 pg/mL estreptomicina) sob pH a 7,2. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C

e atmosfera a 5% CO: e 80% de umidade. Apos obtencdo de confluéncia de aproximadamente
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80%, as células foram incubadas com 4 mL do reagente Tripsina-EDTA a 0,25% por trés
minutos a 37°C. Logo apos o desprendimento das células do frasco, foram adicionados 4 mL
de meio de cultura para neutralizacéo da tripsina e, em seguida, o conteido do frasco da cultura
foi transferido para um tubo de centrifugacédo de 15 mL e centrifugado a 750 g por trés minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL
de meio de cultura. Para determinacdo do volume de células viaveis utilizou-se o fator de
diluicdo de 10 X, que equivalia a uma solucdo contendo 10 uL da suspensdo de células e 90 uL
de azul de tripan (0,4% de solu¢do salina de fosfato tamponada/PBS). Logo apos, 10 uL. dessa
solucdo foi colocado em camera de Neubauer e, em seguida, realizou-se a contagem das células
em microscopio de luz invertido (Leica DM1 1, Alemanha). A concentragdo de células foi
determinada por meio da quantidade de células dos quadrantes laterais da camera e 0 nUmero
total de células viaveis foi calculado conforme (CARNEIRO, 2011).

2.2.3 Tratamento das células

Foi realizado o plagueamento das linhagens celulares na terceira passagem (471 e MCF-
7) e da quarta passagem (NIH-3T3), p6s descongelamento, periodo que se obtinha 80% de
confluéncia do frasco. As células foram semeadas a uma densidade de 1x10* células/pogo em
microplacas de 96 pocos. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C em atmosfera
Umida e a 5% de COz por 24 horas para a total aderéncia das células viaveis. Em seguida, as
células foram expostas aos diferentes tratamentos com CURC, NLM e NLMC e mantidas em
incubadora por 24 ou 48 h.

Além disso, foi utilizada uma formulacéo de nanoparticula sem curcumina (NLM), nos
estudos in vitro, visto que ndo se apresentaram toxicas. Esta formulacdo foi caracterizada da
mesma forma que a NLMC, exceto pelo fato de ndo conter o encapsulamento de curcumina.
Células do grupo controle negativo receberam apenas o meio de cultura.

As células foram expostas aos tratamentos com NLM e CURC. Nos tratamentos com
CURC e NLMC foram realizados nas doses de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ng/mL de
curcumina e foram preparadas por meio de diluicdo seriada a partir de solugéo estoque com seu
respectivo meio de cultivo. Logo apés os tratamentos, a viabilidade celular foi avaliada apos 24

e 48 horas, conforme descrito a seguir.
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2.2.4 Estudo de viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina), que é um teste colorimétrico. O MTT é um composto
amarelo que, quando incubado com células vivas, é reduzido por enzimas mitocondriais e
transformado em formazan, um composto roxo, que pode ser quantificado por meio de
espectrofotometria. A quantidade de formazan formado esta diretamente relacionada ao nimero
de células metabolicamente ativas. Assim, pode-se estimar a viabilidade celular por meio da
mensuracao da quantidade de formazan (CARNEIRO, 2011a). O processo metodoldgico sera
descrito a seguir.

Apdbs o tempo de tratamento das células, descartou-se o sobrenadante dos pogos e
colocou-se 0,5 mg/mL de MTT em meio de cultivo. Logo, as células foram mantidas por 2
horas a 37°C em atmosfera imida e a 5% de CO2. Apds o periodo de metabolizagdo do MTT,
foi adicionada uma solucdo de DMSO, seguida de homogeneizacdo. O conteudo foi entdo
transferido para po¢os ndo utilizados anteriormente.

A quantificagcdo de cristais de formazan foi feita em espectrofotometro (modelo
SpectraMax M2, Molecular Devices), sob o comprimento de onda a 595 nm. A absorbéancia
medida foi correlacionada ao nimero de células vidveis ao final do experimento e expressa em
termos percentuais. Os valores obtidos foram normalizados em relacdo ao controle (células sem
tratamento). Ou seja, a viabilidade celular relativa (%) foi calculada comparando a absorbancia
do tratamento com a do controle. Para assegurar a precisdo da andlise, foi incluido um controle
de DMSO (branco), com trés pocos sem células, para descartar possivel interferéncia do
reagente nos resultados.

Os resultados foram expressos como porcentagem em relagdo ao grupo controle, que foi
definido como tendo 100% de viabilidade celular, conforme o trabalho de Ganassin (2020).

2.2.5 Analise estatistica

Todos os dados obtidos ao longo do estudo foram expressos como média + erro padrdo da
média e a andlise estatistica foi realizada considerando um nivel de significancia de p<0,05,
assegurando que as diferencas observadas fossem estatisticamente relevantes. Para essa analise,
foi utilizado o software GraphPad Prism® 8.0.

No estudo de viabilidade celular, os resultados foram calculados como média + erro padréo,

refletindo a variacdo entre os valores observados e proporcionando uma viséo detalhada da
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consisténcia dos dados em cada uma das concentracdes testadas. Este método permitiu avaliar
a viabilidade das células das linhagens NHI-3T3, 4T1 e MCF-7 em resposta as concentraces
do composto, identificando diferencas de viabilidade celular quando comparadas a um grupo
de controle sem exposi¢do ao composto.

Para aprofundar a analise, foi realizada uma comparag&o estatistica entre os grupos com
diferentes concentragdes e entre grupos que receberam a mesma concentragdo, permitindo a
avaliacdo de possiveis variacdes intra e intergrupos. A andlise foi conduzida com a aplicagéo
do teste Two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes mdltiplas de Tukey, o que
viabilizou identificar com precisdo quais grupos apresentavam diferencas significativas entre

Si.

2.3 ESTUDO IN VIVO

2.3.1 Alojamento, manejo e experimentag¢ao animal

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (protocolo SEI n°
023106.154749/2019-10, Anexo A).

Camundongos Balb/c fémeas foram obtidos do biotério central da Universidade
Catdlica de Brasilia (UCB, Laboratorio de bioensaios). Os animais tinham 3 a 5 semanas de
vida e apresentavam o peso corporeo médio de 19 g e foram alojados no Biotério do
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Brasilia.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas de pléstico posicionadas em racks
ventilados individualmente (Ventilife) sob temperatura controlada (~24°C) e ciclo circadiano
automatizado (12/12 horas claro/escuro) e com fornecimento de agua e racdo ad libidum. Todos
0s procedimentos adotados na manutencdo, manejo e experimentagdo foram realizados de
acordo com a “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de
Ensino ou de Pesquisa Cientifica— DBCA” (Resolugdo Normativa n® 30/2016). A seguir serdo
descritas as condi¢des experimentais adotadas nesta pesquisa.

Antes de iniciar os experimentos, os animais foram mantidos em quarentena por cerca
de 7 dias e, logo apds, foram pesados e alocados, aleatoriamente, em diferentes gaiolas de
acordo com os respectivos grupos de tratamento(DUTTA; SENGUPTA, 2016). Em cada gaiola
foram colocados cinco animais e utilizou-se tubo de policloreto de vinila PVC de 1 % de
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didmetro e até 10 cm de comprimento, na cor branca para promog¢do de bem-estar psicolégico
e de um ambiente para promover enriquecimento ambiental (BURKHOLDER et al., 2012;).
A fim de se evitar sofrimento dos animais adotou-se alguns cuidados para identificar a
necessidade de intervencdo e/ou afastamento dos animais ao longo do experimento. Por
exemplo, caso algum animal apresentasse alguma alteracdo em seu aspecto clinico e fisico
como perda rapida e progressiva de peso, diarreia debilitante, excessiva ou prolongada hiper ou
hipotermia, lacrimacgdo, excessiva, perda de responsividade, inabilidade de comer ou beber,
seria acionado o veterinario independente da intercorréncia para tomar medidas cabiveis.
Ainda, os animais com inoculacdo tumoral poderiam ser afastados do estudo caso estivessem
com tumor maior que 20 mm, ulcerado, necrosado ou infectado e tumor que acometesse a

mobilidade do animal.

2.3.2 Inoculagdo de células tumorais em camundongos Balb/c

Foi realizado o cultivo e a manutencdo da linhagem 4T1 com antecedéncia de duas
semanas do experimento, a fim de se estabelecer a cultura celular e obter nimero suficiente de
células para realizacdo do experimento. Para inoculacdo das células tumorais foi preparada uma
suspensdo de células em meio de cultura ndo suplementado a fim de se obter 2 x 10° células em
100 pL (volume utilizado para o in6culo das células) (GANASSIN, 2020; GANASSIN, 2022).

Primeiramente, os animais foram anestesiados, via intraperitoneal, com solugdo de
cloridrato de cetamina (10 mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (80 mL/kg). Em seguida,
realizou-se a inoculacéo, via subcutanea, de 100 pL de suspenséo contendo 2 x 10° células, no
lado direito do flanco utilizando-se agulha de calibre 8 x 0,30 mm, sob angulo de 90°. Para isso,
utilizou-se uma seringa de 1 mL. Durante todo o experimento, 0s animais foram monitorados
diariamente quanto ao desenvolvimento tumoral e modificacGes de comportamento. A detecgéo
macroscépica (palpavel) do tumor ocorreu proximo entre o 7° e 15° dias depois da inoculacao
do tumor (DUTTA; SENGUPTA, 2016).

2.3.3 Tratamento e eutanasia dos animais

Ap0s a confirmacdo da presenca de tumor (palpavel) os animais receberam diferentes
intervengdes, conforme Figura 4. O tratamento foi realizado em dose Unica, via intragastrica.
Esta via foi escolhida dado que este estudo se trata de um estudo pioneiro na avaliagdo de

administracdo de NLMC para avaliacdo de biodistribui¢do. Considerando que a via oral é uma
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via de administracdo de farmacos cléssica, iniciou-se a avaliagdo utilizando a via oral. Sabe-se
que apds a ingestdo, nanoparticulas atravessam o trato digestivo e isso pode alterar seu tamanho,
carga superficial e liberacdo de farmaco encapsulado, como no caso, a curcumina. Portanto, é
avaliar a via oral como primeira rota é fundamental (BAN et al., 2020; TEIXE-ROIG et al.,
2023).

Utilizou-se agulha de gavagem de ago inox (BD-10), com didmetro de 1,0 mm com
esfera de 1,7 mm, raio de 40 mm e comprimento de 31 mm, acoplada a uma seringa de 1 mL.
Animais sem tumor (GST) e com tumor (GT) receberam tratamento com CURC (100 pl, 0,5
mg/kg), NLMC (200 pl, dose equimolar de CURC - 0,5 mg/kg) ou PBS (100 pl). Para a
administracdo de CURC utilizou-se 6leo de girassol comercial (Liza, BR) e a solugdo foi
homogeneizada utilizando-se vortex por 5 minutos (WU et al., 2021). As condicGes
experimentais adotadas foram baseadas em estudos prévios do grupo e literatura cientifica
(GANASSIN, 2020).

Um esquema da representacdo dos grupos experimentais pode ser visualizado na Figura
3. Para cada grupo experimental formou-se cinco subgrupos referentes aos tempos de analises
sendo de 30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h. Para os animais que receberam PBS foi formado um
unico subgrupo e adotou-se o tempo de 24 h (Figura 3). Apds cada tempo de tratamento (30
min,1 h, 6 h, 12 h e 24 h) os animais receberam uma dose letal de anestésico quetamina (70
mg/kg) e xilazina e 50 mg/kg), via intraperitoneal. Logo ap6s a confirmacéo da eutanasia,

realizou-se a coleta de 6rgdos para realizacdo das analises descritas a seguir.

2.3.4 Analises clinicas

A andlise clinica dos animais foi monitorada através da avaliagdo do peso,
comportamento e taxa de sobrevida. Além disso, alteracdes clinicas e comportamentais foram
registradas ao longo do periodo experimental de 23 dias nos diferentes grupos analisados,
conforme trabalho de (CARNEIRO, 2011a).

O peso dos animais foi medido utilizando uma balanca digital (OHAUS A560) para
avaliar as variacfes no peso medio durante a progressao tumoral e o tratamento. As medicoes
foram realizadas no dia do implante das celulas tumorais, antes do inicio dos tratamentos e antes

da eutanasia dos animais.
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2.3.6 Andlise histopatolégica

O processamento histoldgico foi realizado de acordo com protocolos, previamente
estabelecidos, do Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada (NUPMIA) da
UnB. Brevemente, os tecidos foram cortados em duas partes, sendo uma secc¢ao para o estudo
de histopatologia e outra para o estudo de hepatocompatibilidade.

Apo0s a coleta para analise histologica, os tecidos foram lavados em solucdo salina
fosfato a 0,4% e depois fixados em solucdo tamponada de Formalina a 10%. Apos 24 h, os
tecidos foram acondicionados em cassetes devidamente identificados e entéo, desidratados em
um processador automatico de tecido (histotécnico modelo 808) em uma série graduada de
etanol (70%, 80%, 90% e trés vezes 100%) por 1 hora cada banho. Com o intuito de facilitar a
entrada da parafina no tecido desidratado, os tecidos sofreram diafanizagéo utilizando-se xilol
100% (3 banhos de 40 minutos) e, posteriormente, foram incluidos em parafina e emblocados
em barras de Leuckart.

Os cortes foram realizados em micrétomo Leica (RM2125RT, Alemanha) na espessura
de 5 um. As sec¢des foram distendidas, previamente, em banho-maria a 40 °C, e repassadas
para as laminas de vidro. Em seguida, mantiveram-se, overnight, em estufa a 37°C. Para a
coloracdo, os cortes histoldgicos foram desparafinizados durante 5 minutos em xilol 100% e
reidratados em concentracdes decrescentes de etanol durante 3 minutos em cada banho. Em
seguida, foram corados com eosina e hematoxilina por 60 e 120 segundos, respectivamente e
as laminas foram recobertas por laminulas, utilizando-se Entellan® para montagem e
conservacdo. Todas as ldaminas foram analisadas e fotografadas em 40x e 60x em microscopio

de luz optico (EVOS Cell Imaging Systems, ThermoFisher).

2.3.7 Andlise de hepatocompatibilidade da curcumina no figado

2.3.7.1 Validagao do método cromatografico

O aparelho de CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) foi Shimadzu-
Prominence, composto por desgaseificador (Modelo DGU 20A5), médulo de distribuicéo de
solvente (modelo LC-20AT), injetor automatico (modelo SIL-20AHT), forno de coluna
(Modelo CTO-20A), detector de fluorescéncia (modelo RF-10AXL) e controlador do sistema
85 CBM-20A.
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Os parametros utilizados na analise estdo apresentados na Tabela 1 e foram definidos
com base em uma revisao da literatura, considerando diversos artigos cientificos. Os métodos
foram aplicados e avaliados conforme os critérios especificos de cada estudo (OLIVEIRA et
al., 2011; FONSECA-SANTOS; GREMIAO; CHORILLI, 2017; ANTUNES et al., 2020;
SETYANINGSIH et al., 2021).

Tabela 1- Parametros das analises cromatograficas.

Parametro Condicéo
C18 (Eclipsed XDB de 5 um, 4,6 mm a 150
Coluna
mms)
Vazéo 1 mL/min
i Acetonitrila (0,1% trifluoracético), 50%
Fase movel ) . ] »
Agua mili-Q (0,1% trifluoroacético), 50%
. Excitagdo: 420 nm
Deteccao o
Emisséo: 550 nm
Volume de injegéo 10 puL
Temperatura da coluna 25°C
Tempo de corrida 12,5 e 30 min
Modo Isocrético

Todos os reagentes foram de grau de pureza adequado para CLAE. A obtencdo e o
processamento dos dados foram realizados através do software LCsolution (Shimadzu, Toquio,

Japdo).

2.3.7.2 Linearidade do método CLAE

A linearidade do método foi realizada primeiramente em CLAE sem fluorescéncia e
posteriormente com fluorescéncia nas concentracdes de curcumina de 0,5, 01, 002, 0,004 e
0,0008 mg/mL. A linearidade do método da molécula curcumina, foi determinada a partir da
solucdo estoque de 0,5 mg/mL e foi analisada a linearidade do método utilizando-se a
absorbancia ou fluorescéncia da curcumina.

Foi realizada uma diluicdo analitica de 100 x do volume de curcumina em metanol,
seguida por 10 min de agitacdo em vortex e, a partir da solugdo estoque, foi determinada as
concentracgdes teoricas (0,1, 0.005, 0.025, 0.0125, 0,00625, 003125, 0,00156, 0,007 e 0,0003

mg/mL) para realizacdo da curva de calibracdo (diluente). Ressalta-se que além da curcumina,
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dois outros curcumindides podem ser detectados em menor quantidade, demetoxicurcumina
(20-27%) e bisdemetoxicurcumina (10-15%).

Em paralelo, a linearidade também foi avaliada usando a matriz bioldgica, que € o
figado. O efeito matriz é primordial para determinar possivel interferéncia dos componentes
dos 6rgédos na deteccdo da curcumina. Dessa forma, 10 animais controles que receberam 200
pL de solucdo salina de fosfato tamponada (PBS) em dose Unica foram utilizados para este fim.
O figado desses animais foi coletado, lavado com solucdo PBS 4% e pesado. Em seguida, o
processo de fortificacdo foi realizado. Esse procedimento consiste em adicionar concentracao
conhecida de curcumina (0,5 mg/mL) e proceder a sua extracdo como detalhado no item 2.3.8.

O célculo de regressdo linear foi feito pelo método dos minimos quadrados e,
posteriormente, foi feita a avaliacdo da associacdo linear entre as concentraces por meio do
coeficiente de correlacdo (r) e de determinacdo (r2), de acordo com a RDC N° 658/2022
(Anvisa, 2022).

2.3.7.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada em termos de repetibilidade. As precisdes intra
e intercorridas foram avaliadas através de trés determinacdes independentes com trés
concentracdes referente ao nivel da linearidade (0,0008, 0,0032 e 0,006 mg/mL). As solucdes
de curcumina foram preparadas conforme exposto no item 2.4.4.4 da otimizacdo do método.
Em cada um dos ensaios foram determinados a recuperagdo em porcentagem e o desvio padréo
relativo (DPR) para as injeces.

Os resultados foram expressos através do coeficiente de variacdo (CV%), calculado de

acordo com a equacao:

Equacéo 1
CV% = (DP/C média) x 100
Onde: DP = estimativa do desvio padrdo da média; C média = médias das medidas em triplicata

para cada amostra analisada.

2.3.7.4 Exatidao

A exatidao demonstra o grau de concordancia entre os resultados encontrados na analise

e um valor de referéncia ou tedrico aceito como verdadeiro. A analise foi feita com as mesmas
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concentragOes utilizadas para o célculo da precisdo do método e os resultados foram expressos
em funcédo da porcentagem de recuperacao (E%), segundo a equacgéo:

Equacéao 2
E% = (Cobt/C) x 100

Onde: Cobt = concentragdo obtida apds a anélise; C = concentracao tedrica

2.3.7.5 Limite de Detecgao

Refere-se a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser detectada nas
condicdes experimentais estabelecidas, embora ndo necessariamente quantificada com precisdo

e exatidao adequadas. O limite de deteccdo (LD) foi calculado pela seguinte formula:

Equacéo 3
LD =3,30/S

Onde: 6 ¢ o desvio padrdo da curva analitica ¢ S € o coeficiente angular da mesma curva.

2.3.7.6 Limite de Quantificagdo

O Limite de Quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade de analito que pode ser
determinada com preciséo e exatiddo adequadas, de acordo com as condi¢des experimentais
estabelecidas.

Equacéo 4
O LQ teodrico foi calculado pela formula: LQ = 100/S (Equagdo 4), onde: ¢ € o desvio padrao

da curva analitica e S é o coeficiente angular da curva.

2.3.8 Preparo das amostras

Apos os tempos de tratamentos, os animais foram eutanasiados e o figado de cada

camundongo foi coletado. Inicialmente, lavou-se o 6rgdo em uma solugdo tampao fosfato 4%
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e rapidamente resfriado em nitrogénio liquido para preservar a estrutura e a composicao
molecular. Posteriormente, as amostras foram armazenadas a -80°C até 0 momento da anélise
no cromatografo (CLAE).

No dia da analise, o figado descongelado foi triturado em 200 pL de solucdo contendo
0,9% de cloreto de sddio (soro fisiologico) utilizando-se placa de petri e bisturi. A amostra foi
transferida em microtubos com a solugéo extratora — metanol absoluto, e homogeneizada por
10 minutos em agitador tipo Vortex (Kasvi K-452810). Ao término do tempo transcorrido a
solucdo foi levada para banho ultrassénico por 1 h a 37°C. Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 2.575g por 10 min a 4°C. Em seguida, foi retirado o sobrenadante e este
transferido para microtubos, filtrados em filtro de 0,45 pm em criotubos (tipo vials) para

analise.

2.3.9 Andlise espectrofotométrica

A analise por espectrofotometria € uma técnica amplamente utilizada na quantificacao
de compostos bioativos, como a curcumina, devido a sua sensibilidade e praticidade. A analise
espectrofotométrica foi realizada como metodologia complementar. Essa metodologia baseia-
se na absorcdo de luz em comprimentos de onda especificos, permitindo a determinacdo da
concentracdo do composto em solucdo (ESPINOZA-TORRES et al., 2023).

A andlise foi realizada utilizando espectrofotdmetro da marca Thermo Fisher Scientific
Varioskan LUX, utilizando absorbancia e fluorescéncia. Para isso, a linearidade foi avaliada de
acordo com o preparo citada no item 2.4.1.1 e a preparacdo das amostras foi feita de acordo
com o item 2.4.1.4. Como solvente foi utilizado o metanol, pois ele ndo interfere nas medicdes
e permite uma boa dissolucéo do composto.

A andlise foi conduzida em um comprimento de excitacdo e emissdo de 700 nm e 420
nm em temperatura ambiente, respectivamente, o que é ideal para a curcumina, dada sua
estrutura quimica e propriedades Opticas. Foi realizada analise da curcumina dissolvida em
metanol (controle) e da curcumina presente no 6rgdo, utilizando como branco o metanol. As
amostras foram mantidas cobertas com papel aluminio para evitar fotodegradagédo
(MARTELO-VIDAL; VAZQUEZ, 2014; KUMAR et al., 2016; KADAM et al., 2018;
ESPINOZA-TORRES et al., 2023).
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2.4 Andlise estatistica

Para avaliar os resultados do estudo in vivo, 0 peso corporeo dos animais, assim como
0 peso médio dos 6rgaos foi mensurado e calculado para cada grupo experimental. Os valores
foram expressos como media + desvio padréo, o que possibilita uma representacdo precisa da
variacdo de peso entre os individuos dentro de cada grupo. Essa medida estatistica forneceu
uma visdo mais clara sobre o impacto do tratamento com curcumina — seja na forma livre ou
nanoencapsulada — sobre o organismo dos animais, uma vez que alteragdes no peso corporeo
ou nos 6rgdos poderiam indicar efeitos toxicos ou reacBes adversas ao tratamento.

Para as analises comparativas, os dados de cada grupo de tratamento foram contrastados
tanto entre si quanto em relacdo ao grupo controle, que ndo recebeu o tratamento com
curcumina. Essa comparagdo permitiu observar diferencgas significativas nos efeitos entre as
formulacdes de curcumina e confirmar a eficcia e seguranca da nanoencapsulacéo em relacao
a curcumina livre. As andlises foram conduzidas usando o teste estatistico Two-way ANOVA,
que € particularmente (til para analisar dados de experimentos com multiplos fatores e niveis,
como foi 0 caso em que se usou diferentes dosagens e formulag6es de curcumina, garantindo
que as variacdes observadas ndo eram decorrentes de variabilidade aleatoria.

Adicionalmente, o teste de comparac6es multiplas de Tukey foi aplicado para identificar
exatamente quais grupos apresentavam diferencas significativas. Essa técnica € especialmente
eficaz para destacar quais dosagens ou tipos de curcumina influenciaram de forma relevante o
peso dos 6rgdos e do tumor em comparagdo com o grupo controle. A utilizacdo desses métodos
estatisticos robustos assegura que as conclusGes do estudo sejam embasadas em dados
confiaveis.

Para andlise quantitativa da quantificacdo de curcumina no figado foi utilizado o
software Microsoft Excel 2023 para tabular os dados e o software Prisma para andlise da
variancia por ANOVA seguida de teste de Tukey para verificar a diferenca minima

significativa. Qualquer valor de (p<0,05) foi considerado significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 ESTUDO DE VIABILIDADE CELULAR

Nesta secdo, serdo abordados os resultados obtidos no ensaio in vitro, que teve como
principal objetivo comparar a biocompatibilidade da curcumina livre (CURC) e associada a
nanoparticula (NLMC) em cultura de células de carcinoma mamario (4T1 e MCF-7) e
fibroblastos (NIH-3T3).

Em relacdo aos resultados relativos a viabilidade celular sera feita a comparagéo entre
0s grupos de tratamento com nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC),
nanoparticulas lipidicas ndo modificadas (NLM) e curcumina livre (CURC) em relacdo ao
controle.

De maneira geral, foi possivel inferir que houve diferencas significativas na resposta
aos tratamentos com curcumina livre (CURC), nanoparticulas lipidicas ndo modificadas (NLM)
e nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC) em cultura de células NIH-3T3,
4T1 e MCF-7 (Figuras 5, 6 e 7). A seguir serdo destacados os resultados para cada linhagem
celular e tempo avaliados neste estudo.

Na Figura 5 estdo apresentados os resultados do estudo de viabilidade celular em células
NIH-3T3 (linhagem de fibroblastos murino), ap6s 24 horas (A) e 48 horas (B) de exposicéo aos
tratamentos.

Na linhagem NIH-3T3, apds 24 horas de tratamento, ndo houve reducdo da viabilidade
celular em nenhuma das doses testadas, sendo o menor percentual médio de viabilidade de 83%
no tratamento com NLM na dose de 1,25 pg/mL.

No entanto, apds 48 horas, observou-se uma reducéo significativa da viabilidade celular
com CURC nas doses de 0,325 pg/mL e 0,625 pg/mL, resultando em cerca de 20% de
viabilidade (p<0,05). Apds o tratamento com NLM houve reducdo de cerca de 30% da
viabilidade celular nas doses de 0,625 e 1,25 pg/mL. Entretanto, o tratamento NLMC néo

induziu reducdo significativa na viabilidade celular (Figura 5B).
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Figura 5: Andlise de viabilidade celular pelo método MTT em células da linhagem NIH-3T3.
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Legenda: Analise de viabilidade celular pelo método MTT em NIH-3T3 apds (A) 24 h e (B) 48 h de exposicdo
aos tratamentos com curcumina livre (CURC), nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC),
nanoparticulas lipidicas ndo modificadas (NLM). O grupo controle (CTR) néo recebeu intervengdo terapéutica.
Na abscissa sdo representados os valores de concentra¢gBes de curcumina. Letras acima das barras indicam
diferencas estatisticas em reacdo ao grupo controle (p< 0,05). Asteriscos acima das barras (*) indicam diferengas
estatisticas entre 0s grupos tratados com NLCM, NLM e CURC as diferentes amostras ha mesma concentragéo,
onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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Os resultados da analise de viabilidade em células da linhagem 4T1, apresentados na
Figura 6, mostram os efeitos dos tratamentos com NLMC e CURC ap0s 24 horas (A) e 48 horas
(B).

Ap0s 24 horas, ndo houve reducdo significativa na viabilidade celular nas concentracfes
de 0,325; 0,625 e 1,25 pg/mL, em todos os grupos experimentais. No entanto, nas concentragdes
mais elevadas (2,5 ¢ 5,0 pg/mL), o tratamento com NLMC reduziu a viabilidade celular em
85%, enquanto o CURC provocou uma reducdo de 79%. Em ambos os casos se notaram
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle (p<0,05).

Ap6s 48 horas, o tratamento com CURC na concentragdo de 0,325 pg/mL causou uma
reducdo de 43% na viabilidade celular, enquanto o NLMC na concentragdo de 2,5 ug/mL
reduziu a viabilidade em 56%, ambas as reducdes apresentando diferenca estatistica

significativa em comparacéo ao controle.
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Figura 6: Anélise de Viabilidade Celular pelo método de MTT em células da linhagem 4T1.
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Legenda: Analise de viabilidade celular pelo método MTT em 4T1 apds (A) 24 h e (B) 48 h de exposi¢do aos
tratamentos com curcumina livre (CURC), nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC),
nanoparticulas lipidicas ndo modificadas (NLM). O grupo controle (CTR) ndo recebeu intervencdo terapéutica.
Na abscissa sdo representados os valores de concentragcBes de curcumina. Letras acima das barras indicam
diferengas estatisticas em reagdo ao grupo controle (p< 0,05). Asteriscos acima das barras (*) indicam diferencgas
estatisticas entre 0s grupos tratados com NLCM, NLM e CURC as diferentes amostras ha mesma concentragéo,
onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Na Figura 7 estdo apresentados os resultados de viabilidade celular na linhagem de
células MCF-7 apds 24 horas (A) e 48 horas (B) de exposicdo dos tratamentos com CURC,
NLM e NLMC.

Na linhagem MCF-7, observou-se que apds 24 horas, houve uma reducédo da viabilidade
de 55% na concentracao de 2,5 pg/mL e 50% na concentragao de 1,25 pg/mL apds tratamento
com NLMC. Apds 48 horas, no tratamento NLMC e na concentragio de 2,5 pg/mL observou-

se reducédo de 55% na viabilidade celular, enquanto nas concentrag¢des de 5,0 e 10 ug/mL nao
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houve diferenca entre os grupos de tratamentos, observando-se reducdo significativa da
viabilidade apenas em relacdo ao controle. Assim, os resultados sugerem que, ap6s 48 horas de
tratamento, as nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC) demonstraram uma
reducdo significativa na viabilidade celular em comparacdo ao controle, indicando um efeito

citotoxico potencial.

Figura 7: Andlise da Viabilidade Celular pelo método de MTT em células da linhagem MCF-7.
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Legenda: Analise de viabilidade celular pelo método MTT em MCF-7 ap6s (A) 24 h e (B) 48 h de exposigdo aos
tratamentos com curcumina livre (CURC), nanoparticulas lipidicas carreadas com curcumina (NLMC),
nanoparticulas lipidicas ndo modificadas (NLM). O grupo controle (CTR) ndo recebeu intervencao terapéutica.
Na abscissa sdo representados os valores de concentracBes de curcumina. Letras acima das barras indicam
diferencas estatisticas em reacdo ao grupo controle (p< 0,05). Asteriscos acima das barras (*) indicam diferengas
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estatisticas entre os grupos tratados com NLCM, NLM e CURC as diferentes amostras na mesma concentragéo,
onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

3.2 ESTUDO IN VIVO

3.2.1 Analises clinicas

O estudo foi conduzido em um grupo de animais sem tumor (GST) e outro grupo de

animais portadores de tumor 4T1 (GT). Os dados referentes ao peso corpdreo dos animais e 0
peso dos orgaos do grupo de animais sem tumor (GST) estdo apresentados na Tabela 4. Na
Tabela 5 sdo apresentados dados do peso corporal do grupo de camundongos com tumor (GT).
A sigla GST representa o grupo de animais sem tumor e GT representa animais com tumor. As
numeragdes sao relativas ao grupo experimental, a saber - GST1 e GT1 representam 0s grupos
controles (grupo 1 tratado com PBS); GST2 e GT2 representam 0s grupos de animais tratados
com CURC enquanto os grupos GST3 e GT3 representam 0s grupos de animais tratados com
NLMC.
De maneira geral, ndo se observou diferencas significativas no peso corporeo e/ou peso dos
6rgdos dos animais, quando comparados 0s grupos tratados com CURC (GST2 e GT2) ou com
NLMC (GST3 e GT3) nos tempos pré-definidos de 30 minutos, 1 hora, 6 horas, 12 horas e 24
horas. Da mesma forma, ao serem comparados com o grupo controle (salina), ndo se observou
diferencas estatisticas entre os demais grupos (Tabelas 4 e 5). As fotomicrografias dos 6rgaos
séo apresentadas nos Apéndices A e B.

Portanto, os tratamentos com CURC e NLMC ndo resultaram em alteracdes
significativas no peso corporal ou no peso dos 6rgdos, como rins, figado, baco, coracdo, pulméo

e intestino nas condi¢des testadas neste estudo.
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Tabela 2 - Peso (g) corporeo e dos drgdos de animais, sem inducdo tumoral, referentes aos grupos tratados com CURC ou NLMC, nos tempos de (30 min, 1h e 6h,12 e 24h).

Peso corporal Rins Figado Baco Coracao Pulméo Intestino

30’ 18,24+ 1,09 0,27+ 0,02 1,01+0,12 0,14+0,02 0,12+0,01 0,16+0,02 0,12+0,02

g % _ 1h 17,88+ 1,83 0,26+0,03 1,00£0,12 0,14+0,03 0,12+0,01 0,19+0,02 0,14+0,05
8 2 g 6h 16,16+ 3,46 0,25+ 0,04 0,85+0,14 0,13+0,02 0,10£0,02 0,31+0,27 0,13+0,03
e £ 12h 15,90+4,26 0,24+0,03 0,98+0,18 0,13+0,01 0,11+0,01 0,19+0,02 0,14+0,01
g § - 24h 19,20+1,37 0,28+0,02 1,04+0,06 0,13+0,02 0,12+0,01 0,19+0,04 0,12+0,01
GST124h  17,2240,52 0,29+ 0,04 0,93+0,13 0,14+0,03 0,12+0,02 0,21+0,06 0,14+ 0,01

. 30’ 18,38+ 1,09 0,28+ 0,03 1,08+0,10 0,13+0,02 0,12+0,01 0,18+0,02 0,15+0,02
% %ﬂ _ 1h 16,10+2,54 0,23+0,04 0,88+0,11 0,11+0,01 0,11+0,01 0,16+0,02 0,12+0,04
2‘ é g 6h 17,4442 48 0,25+ 0,04 0,87+0,13 0,13+0,03 0,10+0,03 0,19+0,02 0,14+0,03
Eé g 12h 18,86+(12,86 0,31+0,04 1,00£0,10 0,12+0,02 0,14+0,01 0,23+0,04 0,29+0,26
3 ] 24h 13,78+1,78 0,21+0,02 0,80+0,07 0,11+0,01 0,10+0,01 0,15+0,02 0,13+0,01
GSTI 24h  17,22+0,52 0,29+0,04 0,93+0,13 0,14+0,03 0,12+0,02 0,21+0,06 0,14+ 0,01

Legenda: Peso (g) corpdreo e dos 6rgdos em camundongos do grupo sem inducéo tumoral, avaliados em diferentes intervalos de tempo (30 min, 1h, 6h, 12h e 24h). Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo. Esta tabela fornece uma visdo geral da variacdo dos pesos corpdreos indicando estabilidade em resposta ao tratamento.
Nota: GST1: Grupo controle (Salina PBS); GST2 (CUR): Grupo sem tumor que recebeu tratamento com curcumina; GST3 (NLMC): Grupo sem tumor que recebeu curcumina

encapsulada em nanoparticula lipidica sélida.
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Tabela 3 — Peso (g) corpéreo e dos 6rgaos de animais, com inducdo tumoral, referentes aos grupos tratados com CURC ou NLMC, nos tempos de (30 min, 1h e 6h ,12 e 24h).

Peso corporal Rins Figado Baco Coracao Pulméo Intestino

30’ 18,24+ 1,09 0,27+ 0,02 1,01£0,12 0,14+0,02 0,12+0,01 0,16+0,02 0,12+0,02

g ,% ) 1h 17,88+ 1,83 0,26+0,03 1,00£0,12 0,14+0,03 0,12+0,01 0,19+0,02 0,14+0,05
8 é 3 6h 16,16+ 3,46 0,25+ 0,04 0,85+0,14 0,13+0,02 0,10+0,02 0,31+0,27 0,13+0,03
< p= 12h 15,90+4,26 0,24+0,03 0,98+0,18 0,13+0,01 0,11+0,01 0,19+0,02 0,14+0,01
'5 S 24h 19,20+1,37 0,28+0,02 1,04+0,06 0,13+0,02 0,12+0,01 0,19+0,04 0,12+0,01
GTI24h 19,02+ 3,30 0,36+ 0,04 1,15+0,14 0,23+0,05 0,16+0,05 0,27+0,04 0,58+0,60

30’ 19,42+ 0,95 0,30+ 0,01 1,11+0,02 0,19+0,07 0,12+0,01 0,20+0,04 0,18+0,02

Og 1h 17,52+ 3,76 0,28+0,08 0,91+0,17 0,15+0,06 0,1440,08 0,26+0,09 0,15£0,04
; ;z’" 6h 19,82+ 1,60 0,33+ 0,07 1,0720,18 0,17£0,05 0,19+0,06 0,22+0,03 0,15£0,04
o €. 12h 19,06+2,98 0,31+0,05 1,09+0,21 0,18+0,09 0,14+0,01 0,23+0,04 0,15+0,03
5 3 24h 16,74+4,11 0,27+0,05 1,01£0,22 0,16+0,04 0,11+0,01 0,20+0,07 0,30+0,26
GTI 24h 19,02+ 3,30 0,36+ 0,04 1,15+0,14 0,23+0,05 0,16+0,05 0,27+0,04 0,58+0,60

Legenda: Peso (g) corporeo e dos 6rgdos em camundongos com inducgdo tumoral, avaliados em diferentes intervalos de tempo (30 min, 1h, 6h, 12h e 24h). Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo. Esta tabela fornece informagdes sobre a resposta dos animais ao tratamento com curcumina e nanoparticulas lipidicas, permitindo a

anélise da biocompatibilidade e possiveis efeitos adversos associados a indugdo tumoral.
Nota: GT1: Grupo com tumor; GT2 (CUR): Grupo com tumor que recebeu tratamento com curcumina; GT3 (NLMC): Grupo com tumor que recebeu curcumina encapsulada

em nanoparticula lipidica sélida.
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3.2.2 Andlise histopatolégica

A seguir sdo ilustradas analises histologicas dos 6rgdos de camundongos Balb/c sem e
com inducdo tumoral e sob tratamento com curcumina livre (CURC) e nanoparticulas lipidicas
carregadas com curcumina (NLMC). A seguir os dados serdo descritos a fim de destacar as
diferencas morfologicas e a integridade tecidual resultantes de cada abordagem terapéutica. As
imagens sdo organizadas em colunas, onde na primeira coluna sdo apresentados os 6rgaos de
animais tratados com CURC e na segunda coluna sdo mostrados os 6rgéos tratados com NLMC.
Todas as informagdes a seguir, bem como as imagens representadas nas figuras, sdao
representativas da analise de trés laminas. Na Figura 8 sdo apresentadas fotomicrografias de
animais que nao receberam inducdo tumoral ao passo que a Figura 9 representa imagens de
tecidos de animais que receberam inducdo tumoral. Nas Figura 8 A e 9 A séo representadas
fotomicrografias dos 6rgdos figado, intestino e de rins de animais tratados com PBS (grupo
controle) ou CURC nos tempos de 30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h. Para o tratamento com PBS foi
avaliado o tempo de 24 h. Ja na Figura 8 B e 9 B sdo representadas fotomicrografias dos
mesmos 6rgaos de animais tratados com PBS (grupo controle) ou NLMC nos tempos de 30
min, 1 h,6h, 12 he 24 h.

De maneira geral, notou-se que tais tecidos apresentaram caracteristicas histoldgicas
sem alterac@es significativas. Conforme pode ser verificado nas Figuras 8 e 99, o parénquima
hepatico se apresentou bem estruturado, com l6bulos no formato hexagonal. Ainda, 0s
hepatdcitos apareciam dispostos radialmente nesses l6bulos e separados por capilares
sinusoidais, revestidos de células endoteliais e com células de Kupffer em seu meio. No
intestino, na secdo do duodeno, apresentou vilosidades na mucosa e enterdcitos visiveis. O
tecido renal apresentou morfologia caracteristica semelhante ao controle salina, com zona

cortical e medular intactas (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 - Fotomicrografia dos drgéos sem inducéo tumoral.
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Legenda: Fotomicrografia dos 6rgaos de animais que ndo receberam enxerto tumoral. Foi usado PBS (tampé&o
fosfato salina) como controle negativo. (A) Tratamento com CURC nos tempos de 30 minutos; 1 h; 6 h, 12 he 24
h. (B) Tratamento com NLMC no tempo de 30 minutos; 1 h; 6 h, 12 h e 24 h. As imagens foram fotografadas em

microscépio optico no aumento de 40 X e 60 X. Coloragdo HE.
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Figura 9 - Fotomicrografia dos érgéos de camundongos que receberam indugdo tumoral.
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Legenda: Fotomicrografia dos érgdos dos animais que receberam enxerto tumoral. (A) Tratamento com
CURC no tempo de 30 minutos; 1 h; 6 h, 12 h e 24 h, comparados com o controle. (B) Tratamento com NLMC no
tempo de 30 minutos; 1 h; 6 h, 12 h e 24 h. As imagens foram fotografadas em microscépio 6ptico no aumento de
40 X e 60 X. Coloracéo HE.

Foram analisados os tecidos de tumores excisados do flanco direito dos animais (Figura
11). Nas figuras 10 a 12 hé indicagdes caracteristicas de tecido epitelial tais como epiderme,
derme, hipoderme, regido muscular, foliculo piloso, glandula sebacea e ductos sudoriparos,
conforme legenda (Figura 10A). Em relac&o a analise histoldgica do tecido tumoral observou-
se caracteristicas convencionais de um tecido tumoral maligno, ou seja, desorganizac&o celular,
células em mitose, células pouco diferenciadas e intensa atividade inflamatéria (Figuras 10, 11
e 12).

Ademais, foram observadas células com alteragdes nucleares como hipercromia, quando
0 nacleo ocupa mais de 50% do citoplasma; pleomorfismo, cariorrexe e cariélise, evento em
que ha dissolucdo da cromatina, diminuindo a pigmentagdo do nucleo. Por meio da analise
histopatoldgica do tumor notou-se células em processos mitoticos e inflamagéo (Figuras 10, 11
e 12). Nas figuras 11 e 12 sdo apresentadas fotomicrografias de tecidos tumorais excisados de
camundongos Balb/C tratados com CURC ou NLMC, respectivamente.
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As Figuras 11A e 12A representam a histologia do tumor do grupo salina, ou seja,
representam o controle negativo. Nas Figuras 11B a E sdo representadas fotomicrografias de
tumor de animais dos grupos submetidos aos tratamentos com CURC nos tempos de 30 min; 1;
6; 12 e 24 h, respectivamente. Ja nas Figuras 12B a E sdo representadas fotomicrografias de
tumor de animais dos grupos submetidos aos tratamentos com NLMC nos tempos de 30 min;
1; 6; 12 e 24 h, respectivamente. Ndo se observou alteracdes histologicas resultantes de

processos relacionados a efeitos adversos aos tratamentos.



50

Figura 10 - Fotomicrografias da pele do flanco e dos tumores (carcinoma mamario) excisados de camundongos Balb/C tratados com salina PBS.

Legenda: A) Histologia do tecido da pele do flanco de camundongo Balb/c (A) E submetido ao enxerto tumoral e ao tratamento com PBS (solucdo salina fosfato, B),
representando o grupo controle. B e C) cariorrexe (ponta de seta), nicleos picnéticos (setas pretas) e Linfdcitos (circulo vermelho). Representacéo histolégica da massa tumoral
sob aumento de 40x e 60x, respectivamente. Nota: Epiderme (E), Derme (D), Hipoderme (H), Regido muscular (M), Foliculo piloso (FP), Glandula Sebacea (GS) e Ductos
Sudoriparos (DS). As imagens foram fotografadas em microscépio éptico no aumento de 40 X e 60 X. Coloracdo HE.
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Figura 11 - Fotomicrografias de carcinoma mamario do flanco de camundongos Balb/c tratados com curcumina (CURC).

Legenda: A) Representacdo histoldgica do tumor de camundongo Balb/c submetido a tratamento com salina (controle negativo). B - F Tratamento com curcumina no tempo de
30 minutos; 1 h; 6 h, 12 h e 24 h. Nota: Linfdcitos (circulo vermelho), nicleos picndticos (setas pretas), cariorrexe (ponta de seta), cari6lise (seta vermelha) e pontos de
hemorragia (asterisco). As imagens foram fotografadas em microscopio 6ptico no aumento de 40 X e 60 X. Coloragdo HE.
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Figura 12 - Fotomicrografias de carcinoma mamario do flanco de camundongos Balb/c tratados com formulagdo contendo nanoparticula lipidica com curcumina (NLMC).

Legenda: A) Representacdo histoldgica do tumor de camundongo Balb/c submetido a tratamento com salina (controle negativo). B) Tratamento com NLMC no tempo de 30
minutos; 1 h; 6 h, 12 h e 24 h, respectivamente. Nota: Linfocitos (circulo vermelho), nicleos picnoticos (setas pretas), cariorrexe (ponta de seta), caridlise (seta vermelha),
pontos de hemorragia (asterisco) e fibras musculares (M). As imagens foram fotografadas em microscopio éptico no aumento de 40 X e 60 X. Coloracdo HE.
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3.3 ESTUDO DE BIODISTRIBUICAO E BIODISPONIBILIDADE

Nesta secdo, sdo apresentados os dados referentes ao processo de calibracéo e validacéo
do método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e

espectrofotometria.

3.3.1 Linearidade do método (CLAE)

A andlise quantitativa da curcumina em solvente foi feita através de CLAE.
Inicialmente, foi construida a curva matriz para quantificacdo das moléculas de curcumina e
seus analogos, de acordo com a preparacao das amostras descrita no item 2.3.8. A partir dessa,
obteve-se a padronizacdo da curva analitica da curcumina, composta pelo padrdo com o diluente
e a substancia avaliada (curcumina), ambas nas mesmas concentragdes (0,1, 0.005, 0.025,
0.0125, 0,00625, 003125, 0,00156, 0,007 e 0,0003 mg/mL). Os dados apresentados até aqui séo
relativos a absorbancia sem fluorescéncia (Figura 13).

A curva padréo realizada com a curcumina e metanol foi adequada, visto que se obteve
uma linearidade de 0,999 (Figura 13 C). Ja a curva construida com a matriz (figado) e a
curcumina apresentou um coeficiente de 0,998; demonstrando uma boa linearidade também. O
tempo de retencdo da curcumina foi entre 15 e 16 minutos. Ao comparar as duas curvas padroes
(Figura 13 A e B), observou-se uma queda de 49% na recuperacdo da curcumina (dados nao
mostrados), a qual demonstra uma baixa porcentagem de curcumina no figado, de acordo com

a exatiddo do método.
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Figura 13 - Curva padrédo e Curva Matriz da curcumina.
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Legenda: Representacéo grafica da curva de calibragdo utilizada para validar o método analitico por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificacdo da curcumina por meio da avaliagdo de absorbancia (A e
B, sendo a diferenca a escala de representacdo). As curvas ilustram a relacdo entre a concentracao da substancia
analisada e a resposta do detector, permitindo a determinacéo precisa da concentragdo de curcumina nas amostras.
(C) Cada cor representa uma concentracao, de curcumina. Os pontos de dados representam as médias de multiplas
medicOes e a linha de melhor ajuste demonstra a linearidade do método (D). Tempo de retencéo foi de 15 a 16
minutos.

A curva matriz realizada com a curcumina no figado, foi validada, demonstrando
linearidade de 0,9987 (Figura 14A) e a curva padrdo apresentou linearidade de 0,9994
(Figura 14B). Observou-se que 0 maior pico correspondeu a curcumina, enquanto 0S menores
pontos da curva sugerem a presenca de seus anadlogos (desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina) (Figura 14 C).

Comparando as duas curvas padrGes com suas respectivas concentracdes, pode se
observar uma recuperacao superior a 90% na concentracdo de 0,0032 mg/mL da curcumina,
sugerindo que, nessas condi¢des, a matriz bioldgica ndo interferiu na analise da quantidade de
curcumina absorvida. A recuperacdo da curcumina atingiu seu valor maximo (106,27%) na
concentracdo de 0,1 mg/mL, indicando uma maior eficiéncia na recuperagdo a medida que a
concentracéo se eleva (Tabela 6).

Entretanto, por meio desse método, ndo se detectou curcumina no figado de animais
tratados com curcumina, Vvisto que a concentragdo de curcumina no 6rgédo foi indetectavel

(dados ndo mostrados).
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Figura 14- Curva padrdo e Curva Matriz da curcumina com fluorescéncia.
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Legenda: Representacdo gréfica da (A) curva matriz, na quantificacdo da curcumina em amostras de figado de
camundongos Balb/c; (B) Curva padrdo comparada a curva matriz. As equagdes apresentadas (A: y = 79531x +
164096, R2 = 0,9987; B: y = 9E+07x + 89067, R? = 0,9994) demonstram a relacdo linear entre a concentracdo de
curcumina (0,000625, 0,0125, 0,025, 0,05 e 0,1 mg/mL) e a fluorescéncia medida; (C) Cromatograma (CLAE) do
perfil da curcumina (0,5 mg/mL) com diluente (metanol) e seus analogos. O tempo de retengdo da curcumina foi
em torno de 11 minutos.

Tabela 4 — Dados da concentracdo de curcumina em amostras de figado de camundongos Balb/c.

Recuperacéo da

Concentracao tedrica Figado A
curcumina

0,0032 mg/mL 311,570 92,922
0,00625 mg/mL 582, 551 98,934
0,0125 mg/mL 1,179 98,148

0,025 mg/mL 2,3 100,2
0,05 mg/mL 4,266 104,47
0,1 mg/mL 8,3 106, 265

Legenda: A tabela apresenta os valores de concentragdo tedrica da curcumina e do solvente, quantidade de
curcumina presente no figado e a taxa de recuperacdo para as concentra¢fes indicadas. A recuperacdo da
curcumina no solvente atingiu seu valor maximo (106,27%) na concentragdo de 0,1 mg/mL, indicando uma maior
eficiéncia na recuperacdo a medida que a concentracdo se eleva.

A fim de prosseguir com o estudo de biodistribuicdo da curcumina no figado, realizou-
se analise também por espectrofotometria, a qual sera descrita a seguir.

3.3.2 Linearidade do método por espectrofotometria

A curva padrdo, realizada com a curcumina e metanol demonstrou uma linearidade de
R2 0,987 (equacdo y = 1107,3x + 44,472, Figura 15). Ademais, a concentracdo da curcumina,
detectada no figado, foi calculada a partir da equacdo da curva padrdo em solvente e serviu
como padréo para as analises subsequentes, visto que ndo foi detectada interferéncia da matriz

(figado) na curva (dados ndo mostrados).
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Figura 15 - Curva padréo da curcumina.
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Legenda: Curva padrdo da curcumina com solvente. A equacdo apresentada (y = 1107,3x + 44,472) demonstra
que o valor de R? foi de 0,9987. As concentragdes testadas foram 0,0001pg/mL, 0,0002 g/mL, 0,0003 pg/mL e
0,0004 mu/mL de curcumina.

3.3.3 Andlise de hepatocompatibilidade

Os resultados do estudo de biodisponibilidade da curcumina no figado revelaram
informacdes significativas sobre a absorcdo e a biodistribuicdo do composto no figado,
conforme descrito a seguir.

Na figura 16 estdo representados os dados da fluorescéncia, obtidos em
espectrofotdmetro, os quais representam a concentracao de curcumina no figado em diferentes
tempos (30 min, 1h, 6 h, 12h e 24h) e tratamentos (CURC ou NLMC). N&o foi detectada
fluorescéncia, equivalente ao comprimento de onda da curcumina no figado (dados néo
mostrados).

A analise foi comparativa com animais sem e com tumor. Na figura 16 A representado
os dados de animais sem tumor enquanto na figura 16 B representa os dados de animais com
tumor. Na Figura 16 A pbde-se observar uma tendéncia de aumento da concentragdo da
curcumina no figado no tempo de 30 min, quando se comparado a0 mesmo tempo, mas em
diferentes tratamentos (CURC e NLMC). Ademais, houve diferenca tanto em animais sem
tumor e como com tumor (Figura 16A e 16B). Ainda, no tratamento com NLMC pode-se
observar um aumento significativo da concentracdo da curcumina no figado em 6 h e 12 h
(Figura 16 A).

Ao se avaliar animais com tumor e tratados com curcumina nao se observou alteragdes

significativas em relacdo a concentragcdo da curcumina no figado e quando comparado ao
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NLMC (Figura 16B). Porém, em animais tratados com NLMC notou-se um aumento
significativo da concentra¢do da curcumina no figado em todos os tempos de tratamento no
tempo de 24 h (Figura 16 B). Assim, percebeu-se que o tratamento com NLMC resultou em
maior acimulo de curcumina no figado em relacdo a CURC, correspondendo a mais de 10

ng/mL, quando comparado aos animais com tumor e sem tumor.
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Figura 16 - Avaliacdo da concentracdo de curcumina no figado de animais sem e com tumor.
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Legenda: Avaliacdo da concentracdo de curcumina em figados de animais sem tumor (A) e com tumor (B) ap6s
30 minutos, 1, 6, 12 e 24 horas de tratamento com curcumina livre (CURC) e curcumina associada a nanoparticulas
lipidicas solidas (NLMC). Observou-se diferenga entre os tratamentos nos tempos de 6 e 12 h. Também se
observou-se diferenca significativa entre os tratamentos com CURC e NLMC no tempo de 24 h entre os
tratamentos p<0,001. # representa diferenca significativa entre os tempos do mesmo tratamento. A avaliagéo foi
realizada utilizando-se técnica de espectrofotometria.
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4 DISCUSSAO

A busca por terapias mais eficazes e menos invasivas no tratamento do cancer é de
extrema importancia, considerando-se a alta mortalidade e morbidade associadas a essa doenca.
Nesse contexto, as plantas medicinais tém se destacado como alternativas promissoras aos
tratamentos convencionais, oferecendo uma abordagem terapéutica complementar e menos
invasiva. Entre esses compostos naturais, a curcumina, extraida do Curcuma longa, tem sido
amplamente estudada por suas propriedades anticancerigenas. No entanto, devido a sua baixa
solubilidade em sistemas aquosos, sua biodisponibilidade é limitada (LIN etal., 2012; ABDEL-
HAFEZ; HATHOUT; SAMMOUR, 2018; CHENG et al., 2020; ELBIALY et al., 2020).

Nos ultimos anos, inovacdes significativas e multidisciplinares, tém resultado no
desenvolvimento de novos produtos, servicos e solucdes. Entre essas inovacoes, destaca-se a
area da nanobiotecnologia, um campo emergente que visa a manipulacdo de materiais
nanométricos, em escalas atdmicas e moleculares, com foco na aplicacdo em sistemas
bioldgicos. Essa tecnologia tende a levar ao desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos
invasivas, por melhorar a estabilidade e solubilidade de compostos associados (LI et al., 2020;
SHIM et al., 2017; YADAV et al., 2020).

Neste contexto, 0 uso de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) torna-se uma estratégia
vantajosa para melhorar a solubilidade de curcumina por favorecer o aumento da meia vida
desse composto, proporcionando melhor biodisponibilidade as células alvo. Além disso, esses
sistemas de NLS podem favorecer uma liberacao controlada e sustentada da curcumina, o que
consequentemente, pode promover niveis terapéuticos constantes ao longo do tempo e reduzir
a necessidade de doses frequentes. Outro beneficio relevante é a entrega direcionada deste tipo
de nanoparticulas aos tecidos tumorais, o que potencializa a concentracdo de curcumina na area
desejada e minimiza os efeitos adversos sobre os tecidos saudaveis (EL-HELW; FAHMY,
2015b; GUPTA et al., 2020b; PATRA; DEY; CHAKRABORTY, 2023; BOURANG et al.,
2024).

Nesta pesquisa, utilizou-se nanoparticulas lipidicas solidas produzidas com manteiga de
murumuru, extraida de uma palmeira amazo6nica - Astrocaryum murumuru, com curcumina. A
manteiga de murumuru representa uma alternativa promissora para a producdo de NLS.
Tecnologias que envolvem extracdo sustentdvel da manteiga de murumuru geram
fortalecimento da bioeconomia, incentivando a valorizagdo de recursos naturais da Amazénia.
Ao integrar praticas sustentaveis, esse processo contribui para a preservacao da biodiversidade

e 0 bem-estar das comunidades que dependem desses recursos. Nesse sentido, a utilizagdo da
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manteiga de murumuru se configura como uma ponte entre a inovacgdo cientifica e a
sustentabilidade econbmica, agregando valor a biodiversidade (GOMES et al. 2019;
GANASSIN, 2020; MELLO et al. 2022).

Neste estudo, observou-se que tanto os tratamentos com curcumina livre (CURC)
quanto com a curcumina encapsulada em nanoparticulas lipidicas solidas (NLMC) reduziram
significativamente a viabilidade celular, sendo notado maior efetividade ap6s 48 horas de
tratamento em células tumorais. Entretanto, apos os tratamentos com nanoparticulas lipidicas
solidas (NLMC e NLM) nédo foram observadas o0 mesmo efeito, mesmo nas doses mais baixas
em células saudaveis. Estes achados estdo de acordo com estudos da literatura que demonstram
efeito citotoxico diferenciado entre compostos bioativos livres e associados a nanoparticulas
(PATRA; DEY; CHAKRABORTY, 2023; GANASSIN, 2020; MELLO et al. 2022).

No entanto, € importante notar que, apesar de a NLMC apresentar menor toxicidade
para células saudaveis em comparacdo a curcumina livre, o efeito citotdxico sobre as células
tumorais foi pronunciado, especialmente apds 48 h de tratamento. Isso sugere que a forma
encapsulada pode ser mais eficaz no controle de células tumorais, 0 que oferece uma margem
de seguranca maior para células ndo tumorais (PATRA; DEY; CHAKRABORTY, 2023).

Pesquisas semelhantes envolvendo a curcumina livre e sua versao encapsulada em
nanoparticulas lipidicas corroboram os resultados obtidos, pois demonstram uma reducao mais
significativa na viabilidade de células tumorais, especialmente apds 48 horas de tratamento,
apos o tratamento com nanoparticulas associadas a curcumina (GANASSIN, 2020). Ainda, foi
relatado que a curcumina encapsulada em nanoparticulas lipidicas pode ter uma menor
capacidade de perturbar a homeostase do Ca** intracelular, uma vez que inibe a Ca*-ATPase
do reticulo endoplasmadtico, resultando em um aumento na concentracdo de Ca** no citosol. O
calcio é essencial para a regulacdo de diversos processos fisioldgicos, incluindo a regulacdo da
proliferacdo celular e a apoptose (GANASSIN et al., 2022).

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) s&o tipos de nanomateriais promissores
para entrega de farmacos, apresentando-se como uma solucdo versatil para formulacfes
cosmeticas e farmacéuticas. Sua aplicabilidade abrange diversas vias de administrag&o,
incluindo oral, parenteral e topica. Essa flexibilidade ndo apenas melhora a biodisponibilidade
dos principios ativos, mas também permite uma liberacdo controlada e direcionada,
potencializando a eficacia terapéutica e minimizando efeitos adversos (PARDEIKE;
HOMMOSS; MULLER, 2009a; YEO et al., 2022).

E importante destacar que o emprego de nanocarreadores lipidicos em produtos

farmacéuticos e cosméticos pode, portanto, representar um avanco significativo na otimizagéo
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de tratamentos e cuidados com a saude. Com isso, destaca-se a importancia de continuar a
explorar e desenvolver essas tecnologias na préatica clinica e industrial que utilizem CLN
(MELLO etal., 2022; PIRES et al., 2024; WU et al., 2021).

Ainda, estudos de biocompatibilidade sdo essenciais para predizer a toxicidade de
nanomateriais, pois avaliam a seguranca e a compatibilidade desses materiais com os tecidos
bioldgicos, ajudando a identificar potenciais riscos toxicoldgicos. Neste estudo, avaliou-se a
biocompatibilidade e hepatocompatibilidade de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS),
oriundas da manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), associadas a curcumina, um
composto bioativo com propriedades anticancerigenas em camundongos saudaveis e portadores
de carcinoma mamario (COSTA, 2021; GOMES et al., 2019; PADULLES-ZAMORA,; LEIVA-
BADOSA; JODAR-MASANES, 2013).

De maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo ao peso
corporeo e peso dos 6rgdos de animais dos grupos controle e tratados com NLMC e CURC, o
que mostra uma tendéncia de biocompatibilidade dos tratamentos com curcumina e com
nanoparticulas lipidicas contendo curcumina, nas condicGes testadas neste estudo. Estes
achados estdo de acordo com estudos prévios que utilizaram este mesmo sistema de NLS
(GANASSIN et al., 2022).

Inclusive, no estudo de Ganassin e colaboradores (2022) a formulacdo de nanoparticulas
lipidicas solidas contendo curcumina (NLMC) demonstrou ser estavel, biocompativel e
apresentou atividade citotoxica em células cancerigenas de colon retal. A encapsulacdo de
curcumina em NLS apresentou-se como estratégia promissora para melhorar a sua solubilidade
e estabilidade. Isto € particularmente relevante em contextos clinicos, onde a estabilidade e a
biodisponibilidade dos agentes terapéuticos sdo fatores criticos para o sucesso do tratamento.
Estudos prévios, realizados pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram que as NLMC
apresentaram estabilidade desejavel para este tipo de formulacdo (GANASSIN et al., 2022a;
MELLO et al., 2022).

Analises histopatologicas sdo andlises complementares em estudos de
biocompatibilidade, pois podem indicar tendéncias de toxicidade. Com isso, é possivel avaliar
se um dado tratamento induz alteragBes microscopicas nos tecidos tais como inflamagéo,
necrose ou outras lesdes celulares, que indicam a toxicidade do candidato a farmaco. Esses
estudos ajudam a determinar a dose segura e a identificar possiveis efeitos adversos antes que
o farmaco seja avaliado em ensaio clinico (XIE et al., 2011; CHEN et al., 2019).

Neste estudo, ndo foram observadas alteragfes histopatologicas sugestivas de

toxicidade em nenhum dos grupos ou tempos avaliados. Isto evidencia que as intervencdes
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terapéuticas com NLMC e com CURC ndo induziram toxicidade aguda, nas condigdes
analisadas. Outros estudos também tém demonstrado que a curcumina livre e/ou
nanoencapsulada ndo induziu toxicidade aguda (HEWLINGS; KALMAN, 2017; LAO et al.,
2006).

Um sinal cléssico de toxicidade se refere a inflamac&o, caracterizado por sinais como
edema, degeneracdo celular e necrose. Lesfes nos rins de natureza toxica poderiam causar
acumulo de agua dentro das células ou resultar em diferencas macroscopicamente evidentes ou
em alteracOes estatisticas no peso dos 6rgdos. No entanto, nenhuma dessas caracteristicas foi
observada nos 6rgédos analisados, o que indica que o tratamento com NLMC n&o provocou
efeitos tdxicos, nas condicOes testadas. Esses resultados corroboram estudos anteriores,
demonstrando que nanoparticulas lipidicas solidas possuem baixa toxicidade devido a
biocompatibilidade e biodegradabilidade da matriz lipidica e do emulsificante (SILVA et al.,
2011; XIE et al., 2011; BHANDARI et al., 2021).

Em relacdo ao tecido tumoral, todos os grupos de tratamento apresentaram
caracteristicas tipicas do desenvolvimento tumoral, com células indiferenciadas e
desorganizadas, além de células mitdticas e polimérficas (ALBERTS et al., 2002; HU et al.,
2020). Esses achados sdo compativeis com o modelo experimental utilizado. A presenca de
células em mitose e a desorganizacdo celular observadas nas andlises histoldgicas séo
indicativas de um tumor ativo e em crescimento, caracteristicas esperadas em um modelo de
adenocarcinoma mamario. Tais caracteristicas do tecido tumoral estdo alinhadas com a
literatura (CARNEIRO, 2011; CHEN et al., 2019). Apesar das particularidades observadas,
neste estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre os grupos tratados com
CURC ou NLMC, nem entre os diferentes tempos de tratamento (30 min a 24 h).

Um passo crucial no desenvolvimento de novas tecnologias terapéuticas para o cancer,
além da biocompatibilidade, consiste na realizacdo de estudos de biodisponibilidade e
biodistribuicdo. A biodisponibilidade refere-se a fracdo e a velocidade com que a dose
administrada de um farmaco atinge a circulacéo sistémica e estd disponivel no local de acéo,
sendo influenciada por fatores como a absor¢cdo do farmaco no trato gastrointestinal,
metabolismo de primeira passagem no figado e a liberacdo do farmaco a partir da forma
farmacéutica (CHEN et al., 2019; GUO et al., 2019; YU et al., 2023).

A biodistribuicdo influencia a biodisponibilidade, especialmente para farmacos
administrados por via oral, que precisa ser absorvido pelo trato gastrointestinal e metabolizados
pelo figado antes de alcangar a circulagdo sistémica. Neste contexto, o figado desempenha um

papel central no metabolismo dos farmacos. O metabolismo de primeira passagem no figado
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pode reduzir a biodisponibilidade de um farmaco administrado por via oral. 1sso, por sua vez,
afeta a quantidade de farmaco que chega a circulagdo sistémica e, consequentemente, sua
biodistribuicdo (CHEN et al., 2019; GUO et al., 2019; YU et al., 2023).

Alguns estudos tém demonstrado a biodistribuicdo de curcumina em concentracdes
variando de 1,5 mg/kg a 50 mg/kg, nos intervalos de tempo de 0,025 minutos a 24 horas ou até
7 dias. Ainda, diferentes vias de administragdo ja foram testadas. Tem sido relatado que, quando
a curcumina foi associada a nanoparticulas, observou-se um tempo prolongado de sua
eliminacdo. Isso sugere que as formulacGes de nanoparticulas, como sistemas de liberagéo,
podem aumentar o tempo de circulagao sistémica e melhorar a biodisponibilidade da curcumina
(GUO et al., 2019; CHEN et al., 2019 WANG et al., 2021; SILVESTRE et al., 2023).

Técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria
podem fornecer dados valiosos sobre a absorcao e biodistribui¢do de um dado farmaco. Esses
métodos permitem uma andlise da intensidade de fluorescéncia da curcumina, o que pode ser
utilizado na compreensdo de como a formulacao influencia a biodistribuicdo a e acimulo do
composto em diferentes 6rgdos (SUN et al., 2019; SANDHIUTAM et al., 2021).

Neste estudo, utilizou-se a via oral para administracdo de CURC e NLMC. Estudos de
biodistribuicdo devem ser realizados em varios 6rgdos a fim de se avaliar a farmacocinética da
curcumina. O figado é um 6rgdo importante para se avaliar inicialmente a biodistribuicdo de
curcumina, visto que este 6rgdo desempenha um papel central no metabolismo e na
detoxificacdo de compostos bioativos. Isto é particularmente relevante para farmacos
administrados por via oral, pois o figado é o primeiro 6rgdo a metabolizar esses compostos
antes que eles entrem na circulagdo sistémica (SOMOGYI; EICHELBAUM, 1982; LI;
HUANG, 2008; RWU et al., 2021; ALMEIDA et al., 2011; EL-KATTAN et al., 2012; TEIXE-
ROIG et al., 2023).

Destaca-se que estudos sobre a hepatocompatibilidade e bioacimulo de bioativos no
figado sdo essenciais para prever a biodisponibilidade dos compostos. A avaliagdo do
bioacimulo de bioativos no figado permite identificar a extensdo do metabolismo hepatico e
prever a quantidade de fArmaco que estara disponivel sistemicamente. Isso é fundamental para
determinar a eficacia e a seguranga do farmaco.(YANG et al., 2020) Farmacos que sdo
extensivamente metabolizados no figado podem ter uma biodisponibilidade reduzida,
necessitando de ajustes na formulacdo ou na dosagem para alcancar os niveis terapéuticos
desejados (SOMOGYI; EICHELBAUM, 1982; LI; HUANG, 2008; RWU et al., 2021;
ALMEIDA et al., 2011; EL-KATTAN et al., 2012; TEIXE-ROIG et al., 2023).
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Além disso, a hepatocompatibilidade, ou a capacidade do figado de metabolizar um
farmaco sem sofrer danos, € um aspecto critico a ser considerado. Fa&rmacos que causam
toxicidade hepatica podem levar a sérios efeitos adversos, comprometendo a seguranca do
tratamento. Portanto, estudos de bioacimulo no figado ndo sé ajudam a prever a
biodisponibilidade, mas também a avaliar a seguranca hepética dos novos farmacos.

Em resumo, a realizagdo de estudos de bioacimulo de bioativos no figado é uma etapa
fundamental no desenvolvimento de novas terapias anticancer. Esses estudos fornecem
informacdes cruciais sobre a biodisponibilidade e a seguranca hepatica dos farmacos,
garantindo que eles sejam eficazes e seguros para uso clinico. Farmacos que s&o bem tolerados
pelo figado e que ndo causam danos hepaticos sdo mais propensos a serem eficazes e seguros
para uso clinico. Estudos sobre a hepatocompatibilidade ajudam a identificar possiveis riscos e
a otimizar a formulacdo dos medicamentos para minimizar efeitos adversos (SOMOGY],;
EICHELBAUM, 1982; LI; HUANG, 2008; RWU et al., 2021; ALMEIDA et al., 2011; EL-
KATTAN et al., 2012; TEIXE-ROIG et al., 2023).

A escolha de estudar a biodistribui¢do desse nanosistema (NLMC) no figado se justifica
pela importancia desse 6rgdo no metabolismo e absor¢do de bioativos, sendo um alvo
importante na avaliacdo da eficacia terapéutica de nanoparticulas, uma vez que o bioacimulo
no figado pode impactar diretamente a resposta a um tratamento (BAKLAUSHEV et al., 2017;
KHAN et al., 2019).

A utilizacdo de sistemas de entrega, como nanoparticulas, tem sido estudada por sua
capacidade de otimizar a distribuicdo e a estabilidade de compostos bioativos, o que pode
melhorar a resposta ao tratamento. Contudo, deve-se considerar também os riscos de um
acumulo excessivo no figado, podendo ocorrer efeitos téxicos, caso a curcumina ou 0S
componentes das nanoparticulas provoquem danos hepaticos (YU et al., 2023; CHEN et al.,
2019; GUO et al., 2019).

Considerando a limitacdo terapéutica do uso da curcumina em decorréncia do seu
metabolismo réapido, torna-se imprescindivel a compreensao da farmacocinética da curcumina,
especialmente nos 6rgaos onde pode ocorrer sua maior absor¢do como o figado (GUPTA et al.,
2020; SILVESTRE et al., 2023; BERTONCINI-SILVA et al., 2024). A metaboliza¢do da
curcumina no figado pode impactar sua farmacocinética, limitando sua acéo terapéutica. O uso
de nanoparticulas para a entrega de curcumina pode melhorar sua estabilidade e otimizar sua
farmacocinética, resultando em uma maior concentragdo nos tecidos-alvo e, portanto, efeito

terapéutico. Portanto, a principal vantagem das nanoparticulas reside na sua capacidade de
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melhorar a biodisponibilidade e a entrega direcionada da curcumina, potencializando sua
eficacia ao longo do tempo.

Neste estudo, avaliou-se a biodisponibilidade da curcumina no figado. Observou-se um
aumento na concentracdo de curcumina neste 6rgao apds 30 minutos de tratamento. Por outro
lado, o tratamento com NLMC levou a um aumento significativo na concentragéo de curcumina
no figado apenas nos tempos de 6 e 12 horas. Isso evidencia que houve maior acimulo de
curcumina no tratamento com NLMC do que com CURC livre em um tempo mais longo.

Alguns estudos tém revelado niveis mais baixos de curcumina livre do que associada a
nanoestruturas. Isso foi observado no soro, em tecidos, no figado e no intestino e por diferentes
vias de administracdo. Estes resultados tém sido associados as rapidas taxas de degradacdo da
curcumina, as quais limitam a biodisponibilidade da curcumina em tecidos alvo
(KUNNUMAKKARA et al., 2017; SILVESTRE et al., 2023; EL-SAADONY et al., 2023). Em
nosso estudo, percebeu-se que houve maior concentragdo da curcumina no tempo de 30 minutos
e depois houve uma queda ao passo que quando a curcumina estava associada a NLS aconteceu
0 oposto, ou seja, hotou-se maior concentracdo posteriormente (6 e 12 h). Isso mostra que houve
um prolongamento da liberacao de curcumina quando esta foi associada a nanoparticulas, o que
esta de acordo com os achados da literatura.

Sueth-Santiago e colaboradores (2015) exploram as diferentes vias de administracao da
curcumina em ensaio clinico e como elas afetam a formagdo de metabdlitos, ressaltando a
importancia de elucidar o metabolismo da curcumina para otimizar sua eficacia terapéutica.
Outros autores discutem a biodisponibilidade da curcumina e os desafios associados a sua
absorcdo, além de apresentar dados sobre a metabolizac¢do da curcumina em diferentes 6rgaos,
incluindo figado e rins, 0 que é relevante para a compreensdao de sua farmacocinética
(PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014).

Pesquisas realizadas em ensaios ndo clinicos confirmam que nanoparticulas lipidicas
melhoraram significativamente a biodistribuicdo da curcumina nos tecidos tumorais em
comparagao a curcumina livre. Esses achados estdo em consonancia com a literatura que sugere
gue o uso de nanoparticulas pode facilitar a entrega direcionada de medicamentos, elevando a
concentracdo do agente terapéutico na area alvo desejado (BERTONCINI-SILVA et al.,
2024;SHEHZAD; LEE; LEE, 2013; SILVESTRE et al., 2023). Dessa forma, torna-se evidente
a importancia da compreensdo da farmacocinética da curcumina como promissor candidato
quimioterapico.

Neste estudo, foi demonstrado que NLS ndo apenas aumentaram a biodisponibilidade

da curcumina no figado, mas também demonstraram uma excelente biocompatibilidade. Essa
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combinacdo e fundamental, pois 0 uso de sistemas de liberacdo que ndo induzam toxicidade é
essencial para a criagdo de terapias tanto seguras quanto eficientes. A literatura reforca esse
conceito, ressaltando que a biocompatibilidade desempenha um papel crucial na aplicacdo
clinica de novas abordagens terapéuticas (GANASSIN et al., 2022). A juncdo desses aspectos
evidencia o potencial de NLMC lipidicas como uma abordagem inovadora e promissora para

futura aplicacéo clinica no cancer de mama.
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4 CONCLUSOES

Considerando os principais resultados, obtidos nesta tese, pdde-se concluir que:

1. Os tratamentos com curcumina livre (CURC) e encapsulada em nanoparticulas
lipidicas solidas (NLMC), em células tumorais (linhagens MCF-7 e 4T1) e
saudaveis (linhagem NIH3-3T3), alterou a viabilidade celular, especialmente apds
48 horas de tratamento.

2. NLMC demonstrou ser menos citotoxica para células saudaveis em comparagao
com células tumorais. Porém, o perfil de citotoxicidade dos tratamentos com NLMC
foi semelhante entre as duas linhagens de células tumorais.

3. Os tratamentos com CURC e NLMC néo resultaram em alteragdes significativas no
peso corpdreo e no peso dos 6rgdos (rins, figado, baco, coracdo, pulmao e intestino),
bem como outras alteragdes clinicas, sendo isso um indicativo de baixa ou nula
toxicidade sistémica.

4. Os tratamentos com CURC e NLMC néo induziram alteracdes histopatoldgicas nos
orgdos analisados, demonstrando ter uma boa biocompatibilidade.

5. O tratamento com CURC levou a um aumento na concentragcdo de curcumina no
figado no tempo de 30 minutos.

6. O tratamento com NLMC levou a um aumento significativo na concentragdo de
curcumina no figado nos tempos de 6 e 12 horas, 0 que indica maior acimulo de
curcumina encapsulada do que de curcumina livre e por um tempo mais longo.
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5 PRODUCAO CIENTIFICA E ATIVIDADES ACADEMICAS

A producdo cientifica da autora se destaca pela sua contribuicdo na interface entre
farmacocinética, nanotecnologia e terapias anticancer, com énfase no potencial da curcumina

como agente terapéutico. Em seu artigo Pharmacokinetics of Curcumin Delivered by

Nanoparticles and the Relationship with Antitumor Efficacy: A Systematic Review, a autora,

como primeira autora, apresenta uma analise abrangente sobre a farmacocinética da curcumina
administrada por meio de nanoparticulas. A revisao sistematica discute como essa abordagem
pode melhorar a biodisponibilidade da curcumina e sua eficacia antitumoral, além de abordar
os desafios e as perspectivas futuras para o uso de nanoparticulas no tratamento do cancer. Os
resultados deste artigo foram fundamentais para o desenvolvimento deste projeto, servindo
como alicerce para todo o planejamento experimental. A pesquisa reflete 0 compromisso da
autora em explorar novas formas de entrega de farmacos e em desenvolver estratégias
terapéuticas inovadoras com o objetivo de aprimorar os tratamentos oncoldgicos, fornecendo
uma contribuicéo significativa para o avanc¢o da ciéncia aplicada ao cancer.

Além de suas publicacdes, a autora tem se destacado como palestrante e educadora em
eventos cientificos e académicos. Atuou como palestrante no Encontro Nacional de Pesquisa
em Oncologia da Universidade de Brasilia (UNB), compartilhando seu conhecimento sobre a
aplicacdo de nanotecnologia no tratamento do cancer. Foi também convidada a palestrar no
Simpoésio Nanotecnologia de Moléculas Bioativas: Sintese, Avaliacdo e Aplicacdo, promovido
pela UNB, onde discutiu as implicacdes do uso de nanomateriais para a entrega otimizada de
compostos bioativos em terapias anticancer.

Sua contribui¢do a formacao de novos profissionais e a disseminacao do conhecimento
também é notavel, com destaque para os cursos de Gestdo de Biotério ministrados pela Fiocruz
e sua atuacdo como palestrante na Semana de Risco e Prevencdo, organizada pela - Secretaria
de Saude do Distrito Federal, onde capacitou profissionais da salde em préaticas preventivas.

No contexto académico, a autora tem se dedicado ao ensino, atuando como monitora
nas disciplinas de Metodologia Cientifica e Biologia Estrutural de Tecidos, orientando
estudantes na elaboracdo de projetos de pesquisa. Sua atuagdo como tutora de iniciacdo
cientifica também tem sido de grande impacto, com uma de suas orientadas recebendo mencéo
honrosa pelo melhor trabalho de graduacdo na Universidade de Brasilia. Esses compromissos
demonstram n&o apenas sua dedicagdo a pesquisa cientifica, mas também seu papel crucial na
formacdo de novos cientistas e profissionais da saude, consolidando sua posi¢do como

educadora e tutora interdisciplinar no cenario académico nacional.
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APENDICES

APENDICE A - FOTOGRAFIA ANATOMICA DOS ORGAOS APOS A INCISAO
CIRURGICA DOS CAMUNDONGOS SEM INDUCAO TUMORAL

Fotografia anatdmica dos érgéos dos 6rgdos apds a incisao cirargica dos camundongos sem indugéo
tumoral: Primeira coluna controle (CR), tratamento com CURC; segunda coluna, tratamento com NLMC.

Legenda: Cada 6rgdo identificado com a primeira letra do nome do 6rgdo Rins (R), Figado (F) Intestino (1),
Coracéo (C), Pulméo (P) e Baco (B).
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APENDICE B - FOTOGRAFIA ANATOMICA DOS ORGAOS APOS A INCISAO
CIRURGICA DOS CAMUNDONGOS COM INDUCAO TUMORAL
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Fotografia anatdmica dos 6rgaos ap6s a inciséo cirdrgica dos camundongos com indugao tumoral.
Primeira coluna controle (CR), tratamento com CURC; segunda coluna, tratamento com NLMC. Legenda: Cada
6rgdo identificado a primeira letra do nome do 6rgdo Rins (R), Figado (F) Intestino (1), Coracédo (C), Pulmé&o (P)
e Baco (B).
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ANEXOS

ANEXO A — CERTIFICADO DE AUTORIZACAO DE COMISSAO DE ETICA NO
USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA.

e
Universidade de Brasilia

instituto de Chénclas Blolégicas:
Conocds & EDca ne Use Animal

Brasilia, 06 de margo de 2020.
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Protocolo n_2 03,2020, sob responsabilidade do Professora Dra. Ménica Pereira Gardia foi avaliado e aprovado pela ComissSo de Etica no Uso Animal {CEUA)
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