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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar nanoformulacdes
contendo licopeno da goiaba vermelha (Psidium guajava L.) e avaliar suas atividades
bioldgicas. Para tanto, trés formulacdes foram produzidas: (i) nanocapsula de poli-e-
coprolactona com nucleo lipidico contendo LEG (extrato rico em licopeno da goiaba
vermelha), chamada de nanoLEG; (i) nanoemulsdo com polisorbato 80 e
monoestearato de sorbitano contendo LPG (licopeno purificado da goiaba vermelha),
chamada de nanoLPG,; e (iii) nanoemulsao com 6leo mineral contendo LPG, chamada
de LN. No geral, as nanoparticulas foram caracterizadas quanto as propriedades
fisico-quimicas e atividades antioxidante, anticancer e anti-inflamatoria. NanoLEG e
nanoLPG apresentaram tamanho médio em torno de 200 nm, potencial zeta negativo
e formato esférico. NanoLEG apresentou pouca alteracdo durante periodo de
armazenamento de 7 meses a 5°C, bem como apresentou atividade citotoxica contra
células de cancer de mama humano (MCF-7), inibiu a ativacdo de NF-kB e a producéo
de EROs induzidas por LPS em células microgliais e ndo afetou a integridade da
membrana dos eritrécitos do sangue de carneiro. NanoLPG mostrou alteracfes
insignificantes durante os 12 meses de armazenamento a 5°C, exibiu atividade
antioxidante e auséncia de alteracbes nos parametros clinicos, comportamentais,
hematoldgicos, bioquimicos e histopatolégicos em camundongos tratados por via oral
a 10 mg/kg por 28 dias. Além disso, nanoLPG entregou com sucesso licopeno ao
figado, rim e prostata, bem como melhorou sua citotoxicidade contra células DU-145,
por via independente de necrose e apoptose classicas. LN apresentou tamanho médio
de 167,1 nm e estabilidade térmica a temperatura ambiente, bem como em
concentracédo de licopeno quando armazenada por um ano. LN foi capaz de inibir
significativamente a formagdo do edema de pata em camundongos, com efeito
inibitério maximo na dose de 50 mg/kg, tanto por via oral quanto por via intraperitoneal,
além de reduzir o infiltrado inflamatério no tecido. Estes dados demonstram que
produtos com propriedades fisico-quimicas e biologicas satisfatorias foram
desenvolvidos para aplicacdo como nutracéuticos baseados em nanotecnologia em
prol da saude humana.

Palavras-chave: carotenoides, produtos naturais, nanobiotecnologia, aplicacdes

biomédicas.



ABSTRACT

The present work aimed to develop and characterize nanoformulations containing
lycopene from red guava (Psidium guajava L.) and to evaluate their biological activities.
For this purpose, three formulations were produced: (i) poly-e-coprolactone
nanocapsule with a lipid core containing LEG (lycopene-rich extract from red guava),
named nanoLEG; (ii) nanoemulsion with polysorbate 80 and sorbitan monostearate
containing LPG (lycopene-purified from red guava), named nanoLPG; and (iii)
nanoemulsion with mineral oil containing LPG, named LN. The nanoparticles were
characterized for the physicochemical properties and antioxidant, anti-cancer and anti-
inflammatory activities. NanoLEG and nanoLPG had an average size around 200 nm,
negative zeta potential and spherical shape. NanoLEG showed low variation during a
storage period of 7 months at 5°C, as well as showed cytotoxic activity against human
breast cancer cells (MCF-7), inhibited LPS-induced NF-xB activation and ROS
production in cells microglial and did not affect the membrane integrity of sheep blood
erythrocytes. NanoLPG showed insignificant changes during 12 months of storage at
5°C, exhibited antioxidant activity and no changes in clinical, behavioral,
hematological, biochemical and histopathological parameters in mice orally treated at
10 mg/kg for 28 days. Furthermore, nanoLPG successfully delivered lycopene to the
liver, kidney and prostate, as well as improved its cytotoxicity against DU-145 cells,
through a pathway independent of classical necrosis and apoptosis. LN had an
average size of 167.1 nm and thermal stability at room temperature, as well as in
lycopene concentration when stored for one year. LN was able to significantly inhibit
the formation of paw edema in mice, with a maximum inhibitory effect at a dose of 50
mg/kg, both orally and intraperitoneally, in addition to reducing the inflammatory
infiltrate in the tissue. These data demonstrate that products with satisfactory
physicochemical and biological properties were developed for application as
nutraceuticals based on nanotechnology for the benefit of human health.

Keywords: carotenoids, natural products, nanobiotechnology, biomedical

applications.
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ALT = Alanina aminotransferase.

ANVISA = Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

AST = Aspartato aminotransferase.

BAX = BCL2 Associated X-protein, regulador de apoptose.

BCL-2 = B-cell lymphoma protein 2.

BHT = Butil-hidroxitolueno.

CG = Carragenina.

CHCM = Concentracao de hemoglobina corpuscular média.

Clso = Concentracgdo inibitéria média.

CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

CONCEA = Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal.
DLso = Dose letal média.

DLS = Dynamic Light Scattering, espalhamento de luz dindmico.
DMEM = Dubelco’s Modified Eagle’s Medium.
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DNA = Deoxyribonucleic acid, &cido desoxirribonucleico.

DP = Desvio-padrao.
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DRX = Difracéo de raio-X.

DSC = Differential scanning calorimetry, calorimetria diferencial de varredura.
DU-145 = Linhagem de células de cancer de prostata humano.

EDTA = Ethylenediamine tetraacetic acid, acido etilenodiamino tetra-acético.
EMAR = Espectrometria de Massas de Alta Resolucao.
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EPM = Erro padrao da média.

EROs = Espécies Reativas de Oxigénio.

FDA = Food and Drug Administration.

FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer.

FSC = Forward Scatter, dispersao frontal da luz.



FTIR-ATR = Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — reflectancia total
atenuada.

HBSS = Hanks’ Balanced Salt solution.

Indo = Indometacina.

IP = lodeto de propidio.

IPD = indice de polidispersao.

IRF = Interferon regulatory factor, fator regulador de interferon.

LEG = Extrato rico em licopeno da goiaba vermelha.

LN = Nanoemulsao de licopeno.

LPG = Licopeno purificado da goiaba vermelha.

LPS = Lipopolissacarideo

MCF-7 = Michigan Cancer Foundation-7, linhagem de células de cancer de mama
humano.

MET = Microscopia Eletrénica de Transmissao.

MFA = Microscopia de Forga Atomica.

MTT = Brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2, 5-difenil-2H-tetrazolio.

NanoLEG = Nanocéapsulas contendo extrato rico em licopeno da goiaba vermelha.
NanoLPG = Nanoemulsao contendo licopeno purificado da goiaba vermelha.

NF-xB = Fator nuclear kappa B.

NTA = Nanoparticle Tracking Analysis, anélise de rastreamento de nanoparticulas.
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entrega de drogas.

SFB = Soro fetal bovino.

SSC = Side Scatter, disperséo lateral da luz.

STF = Salina tamponada com fosfato.

TEAC = Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, atividade antioxidante equivalente ao

Trolox.



TGA = Thermogravimetric analysis, analises de termogravimetria.
TLR = Toll like receptors, receptor tipo Toll.

TR = Tempo de retengéo.

UV-Vis = Ultravioleta-visivel.

VCM = Volume corpuscular médio.
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INTRODUCAO

A busca de compostos bioativos a partir da biodiversidade tem ganhado cada
vez mais notoriedade, possibilitando o desenvolvimento de alternativas eficazes,
acessiveis e seguras para a prevencdo e tratamento de diversas condi¢cdes que
afetam a salude humana. Aliado a isso, o desenvolvimento da nanotecnologia tem
representado um salto na ciéncia, trazendo beneficios como estabilizagéo fisico-
quimica de moléculas bioativas, melhora da solubilidade e biodisponibilidade,
diminuicdo da toxicidade, bem como potencializacdo de atividades biolégicas,
propiciando aplicacdes na industria farmacéutica, de alimentos e cosmética (CHIARI-
ANDREO et al., 2019; REHMAN et al., 2020).

Mais especificamente, a nanotecnologia vem impactando na medicina com
avancos nas pesquisas aplicadas a diagndéstico, tratamento e prevencao de doencgas,
levando ao surgimento de um novo campo chamado nanomedicina. Durante alguns
anos, a nanomedicina era uma promessa e com perspectivas discutidas de forma
controversa, mas atualmente é reconhecida como uma area bem-sucedida académica
e industrialmente (FREITAS, 2005; LAMMERS; FERRARI, 2020). Por exemplo, foram
levantados pelo menos 51 nanomedicamentos aprovadas pela FDA e 77 produtos em
fase de experimentacdo clinica até 2015 (BOBO et al., 2016).

Esse cenéario representa um esfor¢o para o desenvolvimento de novas solucées
para doencas diversas, incluindo o cancer e as doencas relacionadas a processos
inflamatorios crénicos. O cancer € uma das principais causas de 6bito no mundo,
sendo responsavel por quase 10 milhdes de mortes em 2020, com destaque ao cancer
de mama (2,26 milhdes de casos) e cancer de prostata (1,41 milhdes de casos)
(WHO, 2021). Trata-se de um conjunto de doencas caracterizadas pela proliferacao
celular descontrolada, mesmo na auséncia de sinais extracelulares, podendo afetar
basicamente todos os tipos de tecidos (MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2020). As células
cancerosas tornam-se resistentes a apoptose, sdo capazes de evadir-se dos
supressores de crescimento celular, iniciar invasdo e mestastase e induzir
angiogénese, podendo ser apoiadas pela instabilidade genémica inerentes a estas
células, mas também pela promoc&o da inflamac&o do tecido (MARTINEZ-JIMENEZ
et al., 2020).
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Ha varias evidéncias que relacionam a inflamacdo cronica ao processo de
carcinogénese, a progressao do tumor e metastase, estimando-se que cotribua para
cerca de 25% dos canceres humanos (BHATELIA; SINGH; SINGH, 2014,
KAWANISHI et al., 2017). Tal relagéo pode ser mediada pela ativacédo dos fatores de
transcricdo NF-xB e IRF através de receptores tipo Toll (TLR) em processos
inflamatorios (BHATELIA; SINGH; SINGH, 2014).

O presente trabalho associa o desenvolvimento de produtos naturais a partir da
biodiversidade brasileira ao uso de sistemas nanotecnologicos para otimizacdo das
propriedades do produto visando aplicacbes biomédicas, com foco em céncer e
inflamacéo. A matéria-prima utilizada foi a goiaba vermelha, uma fruta que ocorre em
abundancia no Brasil, nativa da América do Sul (BARBALHO et al., 2012). No projeto
foram utilizadas as frutas em alto grau de maturacdo, especificamente aquelas
destinadas ao descarte devido caracteristicas organolépticas menos atraentes e baixo
valor comercial. Assim, este trabalho agrega valor ao fruto, aplicando-o na geracao de
produtos nanobiotecnolégicos, podendo contribuir para uma cadeia produtiva
sustentavel, para a economia e desenvolvimento regional.

A goiabeira (Psidium guava L.) € uma planta com histérico de aplicacdo com fins
medicinais, sendo aproveitadas todas as suas partes (folha, caule, raiz e fruto). Seu
fruto é rico em vitaminas A, C, ferro, fésforo, céalcio e minerais, contém alto teor de
compostos organicos e inorganicos, incluindo metabdlitos secundarios antioxidantes
(NASEER et al., 2018). Dentre estes, se encontra o licopeno, um pigmento natural da
familia dos carotenoides associado a vérios beneficios para a saude humana, agindo
como um potente antioxidante contra a oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA e
melhorando o sistema de defesa antioxidante celular (CASEIRO et al., 2020).

O licopeno (y,y-caroteno) € caracterizado quimicamente pela estrutura de
polieno de cadeia linear, com férmula molecular CaoHss, contendo onze ligacbes
duplas conjugadas e duas ndo conjugadas (PRZYBYLSKA, 2020). A estrutura é
responsavel pelo seu carater lipofilico, pela cor avermelhada e pelas propriedades
antioxidantes. A molécula apresenta varias formas isomeéricas cis e trans. Na natureza
ocorre principalmente na forma isomérica todo trans (all-E), sendo
termodinamicamente mais estavel, enquanto o isbmero cis é mais biodisponivel para

humanos (PRZYBYLSKA, 2020). Tais caracteristicas tornam o licopeno atraente para
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aplicacoes farmacéuticas, alimenticias e cosméticas, ao tempo em que limitam sua
exploracédo industrial.

Nessa perspectiva, teve inicio um conjunto de pesquisas para aproveitamento do
potencial biotecnolégico da goiaba vermelha. Resumidamente, dois tipos de extratos
de licopeno da goiaba vermelha foram produzidos: um extrato de carotenoides rico
em licopeno, demoninado LEG, obtido por metodologia de producgéao “limpa”, baseada
no uso de solventes adequados para aplicacdo na industria de alimentos (AMORIM;
LEITE; PINTADO, 2018); e um extrato mais concentrado de licopeno, denominado
LPG, obtido por uma etapa adicional de purificacdo com solvente organico apolar
(AMORIM; LEITE; ROPKE, 2016).

LEG apresenta significativa citotoxicidade em células de cancer de mama
humano e demonstrou um efeito promissor contra a dislipidemia e o estresse oxidativo
(DOS SANTOS et al.,, 2018; DA SILVA BRITO et al., 2019), e LPG apresenta
significativa atividade antioxidante e anti-inflamatéria (AMORIM et al., 2018;
VASCONCELOS et al., 2017).

Considerando a instabilidade do licopeno quando exposto ao oxigénio, luz e calor
(SRIVASTAVA,; SRIVASTAVA, 2015), foram empregados sistemas de nanoparticulas
a fim de contornar tal limitacdo da molécula. Trés nanoformula¢des foram produzidas,
as quais sao apresentadas neste trabalho de tese: (i) nanocapsula de poli-e-
coprolactona com nucleo lipidico contendo LEG; (ii) nanoemulsdo com polisorbato 80
e monoestearato de sorbitano contendo LPG; e (iii) nanoemulsdo com 6leo mineral
contendo LPG.

Nanocapsulas poliméricas tém sido amplamente estudadas, com expressivo
aumento de pesquisas voltadas para aplicacdes farmacéuticas nas duas Ultimas
décadas (DENG et al., 2020). Tem como principais vantagens a capacidade de carrear
uma grande variedade de compostos (proteinas, peptideos, enzimas, hormdnios,
metabdlitos, genes e farmacos), aumento da estabilidade da molécula e liberacao
controlada (DENG et al., 2020; ELHESAISY, SWIDAN, 2020). As nanoemulsdes se
diferenciam por serem misturas termodinamicamente estaveis de Oleo, agua e
surfactantes, e tem como principal vantagem formar suspensdes aquosas de
compostos hidrofébicos e aumento da biodisponibilidade (CHE MARZUKI; WAHAB;
ABDUL HAMID, 2019).
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Tendo em vista o potencial do licopeno da goiaba vermelha para a geracao de
produtos com tecnologia nacional escalonavel industrialmente, com cadeia produtiva
sustentavel, agregacdo de valor ao fruto de descarte e beneficios para a saude, o
presente trabalho teve por objetivo desenvolver nanoformulacdes para estabilizar o
licopeno e aplicar contra cancer e inflamacéo, bem como fornecer dados cientificos e
tecnolégicos que visam subsidiar o desenvolvimento de novos produtos
nanobiotecnolégicos com vantagens competitivas em prol da saude e da qualidade de

vida.
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Atividade citotoxica de nanocapsulas de poli- e-coprolactona com nucleo lipidico
contendo extrato rico em licopeno da goiaba vermelha (Psidium guajava L.) em

células de cancer de mama

Resumo

O objetivo deste estudo foi produzir nanocépsulas de poli-e-caprolactona com nucleo
lipidico contendo extrato rico em licopeno de goiaba vermelha (LEG), caracterizar as
nanoparticulas e avaliar seus efeitos citotoxicos em ceélulas de cancer de mama
humano. Nanocépsulas contendo o extrato (nanoLEG) foram produzidas pelo método
de deposicao interfacial do polimero pré-formado. As nanoparticulas foram
caracterizadas por Espalhamento de Luz Dindmico, indice de polidisperséo, potencial
zeta, pH, eficiéncia de encapsulacdo, Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas,
Microscopia de Forca Atdbmica e Microscopia Eletronica de Transmissao. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de MTT em células de cancer de mama humano
(MCF-7) e a inibicdo de EROs e NF-«xB foi avaliada em células microgliais humanas
(HMC3) por microscopia de imagens de lapso de tempo. Um ensaio de atividade
hemolitica foi realizado com sangue de carneiro. Os dados mostraram que o tamanho
médio das nanoparticulas ficou em torno de 200 nm, a concentracdo de
nanoparticulas/mL foi em torno de 0,1 uM, potencial zeta negativo, pH < 5,0 e formato
esférico, com baixa variacdo durante um longo periodo de armazenamento (7 meses)
a 5°C, indicando estabilidade do sistema e protecao contra a degradacgao do licopeno.
O percentual de encapsulamento variou de 95 a 98%. NanoLEG reduziu
significativamente a viabilidade das células MCF-7 apés 24 horas (61,47%) e 72 horas
(55,96%) de exposicdo, mesmo na concentracdo mais baixa testada (6,25 a 200
pg/mL) e melhorou a citotoxicidade de LEG em MCF-7. NanoLEG inibiu a ativacao de
NF-xB e a producéo de EROs induzidas por LPS em células microgliais. As particulas
nao afetaram a integridade da membrana dos eritrocitos do sangue de carneiro nas
concentragdes testadas (6,25 a 200 ug/mL). Assim, a formulagao de nanocapsulas de
nucleo lipidico com parede de poli-e-caprolactona revestida com polissorbato 80 foi
aplicada de forma eficiente para estabilizar o extrato rico em licopeno de goiaba

vermelha, gerando um produto com propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
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satisfatorias para aplicacdo como nutracéutico baseado em nanotecnologia,

enfatizando seu potencial como anticancer.

Palavras-chave: carotenoides, goiaba vermelha, nanoparticulas, cancer de mama,

viabilidade celular, nanomedicina.

1. Introducéo

O licopeno é um hidrocarboneto alifatico (C4oHss) € um pigmento da familia dos
carotenoides, responsavel pela coloracdo laranja-avermelhada de frutas e vegetais
(ANARJAN; JOUYBAN, 2017; DOS SANTOS et al., 2015; FAN et al., 2011; HA et al.,
2015; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015). Ele é conhecido como um poderoso
supressor de radicais livres e, dentre os carotenoides, é responsavel por apresentar a
mais eficiente atividade no sequestro de oxigénio singleto devido a presenca de duas
duplas ligacbes n&do conjugadas em sua estrutura, as quais lhe conferem maior
reatividade (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; ISLAMIAN; MEHRALI, 2017). Devido
a sua propriedade antioxidante, o licopeno tem sido associado a inUmeros beneficios
a saude humana. Estes beneficios tém sido estudados em cultura de células, ensaios
em animais e por meio de investigacdes epidemioldgicas para a prevencgao do cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas, inflamacgéo, entre
outras, com o potencial antioxidante e outros mecanismos intracelulares sendo
frequentemente citados (EJIKE et al., 2018; LEONG et al., 2018; PETYAEV et al.,
2018; RAO; AGARWAL, 1999; SINWOO HWANG; JOO LIM; HYEYOUNG KIM, 2017).

Recentemente, o licopeno foi extraido de forma eficiente a partir da goiaba
vermelha (Psidium guajava L.), uma fruta amplamente encontrada a nivel mundial em
regides subtropicais e tropicais. O extrato rico em licopeno de goiaba (LEG)
apresentou uma atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) de 2.980+34 uM
Trolox/g pelo método do ABTS, sendo mais potente do que o licopeno isolado da
goiaba vermelha (1.959+51 yM Trolox/g) e do extrato de tomate (1.963+50 uM
Trolox/g) (AMORIM et al., 2018). A atividade antioxidante obtida pelo método ORAC
foi de 402,80+44,40 uM Trolox/g para o LEG, enquanto os valores encontrados para
o licopeno obtido do extrato de tomate (297,92+36,37 uM Trolox/g) e o licopeno
isolado obtido da goiaba vermelha (315,39+27,98 uM Trolox/g) foram
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significativamente menores. A potente atividade antioxidante do LEG em comparacéao
ao licopeno isolado e ao extrato de tomate enfatiza seu potencial de aplicacdo na
indastria alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Além disso, o extrato rico em licopeno de goiaba demonstrou efeitos benéficos
em um modelo animal de inflamacdo aguda, proporcionando protecdo contra o
estresse oxidativo, regulando negativamente mediadores inflamatorios e inibindo a
expressdo de genes envolvidos na inflamacado (VASCONCELOS et al., 2017). Um
estudo in vitro demonstrou, ainda, que o tratamento com LEG reduziu
significativamente a viabilidade de células de cancer de mama da linhagem MCF-7
(Clso = 29,85 e 5,96 yg/mL em 24 e 72 horas, respectivamente), sem afetar de forma
significativa a viabilidade de células da linhagem NIH-3T3 (linhagem n&o-cancerosa
de fibroblastos murinos) (Clso = 1.579,00 e 911,50 pg/mL em 24 e 72 horas,
respectivamente), utilizando o ensaio do MTT (SANTOS et al., 2018).

Entretanto, o licopeno € sensivel a luz, a presenca de oxigénio e a variacfes de
temperaturas, o que pode levar a isomerizacdo ou degradacdo completa quando
exposto a condi¢cbes adversas (SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015; ZUORRO et al.,
2018). Estes fatores somados a baixa biodisponibilidade e solubilidade limitam sua
aplicacao nas industrias alimenticia e farmacéutica (REHMAN et al., 2020). Portanto,
a nanoencapsulacdo de produtos baseados em carotenoides é uma estratégia
inovadora, capaz de melhorar a estabilidade quimica destes produtos, bem como sua
solubilidade em &agua, além de aumentar sua biodisponibilidade e potencializar sua
atividade antioxidante (ANARJAN; JOUYBAN, 2017; HA et al., 2015; REZAEI et al.,
2019; ZARE et al., 2021).

Existem diversos nanocarreadores para carotenoides, como nanoparticulas
biopoliméricas, a base de polissacarideos, proteinas ou lipideos, inorganicas e
hibridas (REHMAN et al., 2020; ROSTAMABADI; FALSAFI; JAFARI, 2019; ZARE et
al., 2021). Dentre os nanocarreadores desenvolvidos para aplicagbes na saude
humana, as nanocapsulas com nucleo lipidico constituem um importante modelo. Elas
correspondem a vesiculas compostas por um revestimento polimérico e um nucleo
oleoso, capaz de encapsular e liberar uma variedade de substancias bioativas
(ELHESAISY; SWIDAN, 2020; TORGE et al.,, 2017; VENTURINI et al., 2011). A
parede € comumente composta por polimeros biocompativeis e biodegradaveis, como

o acido polilatico (PLA), poli-lactideo-co-glicolideo (PLGA), quitosana e poli-g-
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caprolactona (PCL) (ELHESAISY; SWIDAN, 2020; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).
PCL é um polimero hidrofilico, que, no corpo humano, € degradado por hidrélise em
condicdes fisiologicas. Além disso, ndo apresenta toxicidade e € apropriado para a
entrega de moléculas bioativas (DA SILVA et al., 2019; KUMARI; YADAV; YADAV,
2010).

Uma das maiores vantagens de nanocapsulas com nucleo lipidico consiste na
sua capacidade de aumentar a estabilidade quimica dos compostos encapsulados,
alta capacidade de encapsulacéo e liberagcdo controlada (ELHESAISY, SWIDAN,
2020). As nanocapsulas de nucleo lipidico tém sido utilizadas para melhorar a
estabilidade de moléculas bioativas, mostrando resultados promissores na terapia do
cancer e em testes de seguranca. Granata e colaboradores (2018) utilizaram
nanocapsulas com ndcleo lipidico para a aplicacdo nutracéutica de acidos
hidroxicinamicos, polifendis bioativos bastante comuns no reino vegetal, presentes na
alimentacdo humana e que possuem atividade anticancer. Nanocapsulas com nucleo
lipidico carregadas com curcumina (1,5 mg/kg/dia) reduziram o tamanho e a
malignidade do tumor, além de prolongar a sobrevivéncia dos animais quando
comparadas a mesma dose do composto ndo encapsulado, administrado a ratos
inoculados com células C6 de glioma (ZANOTTO-FILHO et al., 2013). Além disso,
nanocapsulas com nucleo lipidico melhoraram a seguranca gastrointestinal quando
comparadas a administracdo de trans-resveratrol livre (FROZZA et al., 2010).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo produzir nanocapsulas de poli-e-
caprolactona com nucleo lipidico contendo extrato rico em licopeno da goiaba
(Psidium guajava L.), caracterizd-las e avaliar seu efeito citotoxico em células de
cancer de mama humano e em eritrécitos de carneiro para uma possivel aplicacdo

como um nutracéutico baseado em nanotecnologia para a promoc¢ao de saude.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes

Etanol (Dinamica), acetona (Dinamica) e diclorometano (Sharlab S. L.) de grau

analitico, bem como acetonitrila (Merck), metanol (Merck), N-hexano (Tedia) e acetato
de amonio (J.T. Baker) grau cromatografico foram adquiridos. Cloroformio, polisorbato
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80 (Tween® 80), monosterato de sorbitano (Span® 60) e poli-e-coprolactona (Mn =
80.000) foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co. O 6leo de coco natural
extravirgem (Cocos nucifera L., Copra) foi comprado em uma loja especializada em
0leos no mercado local em Brasilia-DF, Brasil.

2.2. Producdo e caracterizacao do extrato rico em licopeno de goiaba

2.2.1. Extracao e espectrofotometria UV-Visivel

O extrato rico em licopeno de goiaba (LEG) foi produzido de acordo com o
método detalhado na patente n°® EP3400812 A1 de Amorim, Leite e Pintado (2018).
Goiabas vermelhas (Psidium guajava L.) em alto grau de maturacdo foram adquiridas
em um mercado local na cidade de Parnaiba, Estado do Piaui, Brasil. As frutas foram
submetidas a tratamento térmico e a extracao foi realizada com etanol, sob agitacdo
em ultrassom, até que a fruta estivesse despigmentada. Posteriormente, o extrato foi
filtrado com o auxilio de papel filtro quantitativo e seco sob pressdo reduzida (50
mbar), & temperatura ambiente, em um rota-evaporador R-215 (Buchi, Suica), sob
baixa luminosidade.

A andlise por espectrofotometria UV-Vis foi realizada para quantificacdo do
licopeno extraido, utilizando um espectrofotbmetro UV-1280 (Shimadzu, Japédo). O
LEG diluido em cloroférmio:etanol (1:20) foi submetido a varredura na regido de 600
a 300 nm, em cubetas de quartzo (1 mL). Uma solucdo de cloroférmio:etanol foi
utilizada como branco. A quantificacéo foi realizada com base na absorbancia obtida
em 472 nm, comprimento de onda de maxima absorbancia observado. Para a
quantificacdo, utilizou-se uma curva de calibracdo construida com um padrdo de

licopeno de tomate (Sigma-Aldrich) em concentragdes de 1 a 10 yg/mL.

2.2.2 Avaliacdo do extrato por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR)

A técnica de CLAE foi utilizada para determinar o perfil do extrato e o contetdo
de licopeno, conforme descrito previamente (AMORIM et al., 2018). A analise foi

realizada em um cromatografo liquido (Shimadzu, Japao), equipado com um sistema
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de bombas binario (LC-20AR), um detector de arranjo de fotodiodos (DAD, SPD-
M20A), um autoinjetor (SIL-10AF) e um software de andlise e processamento de
dados LabSolutions versédo 5.92. O LEG foi diluido em cloroférmio:etanol (1:20),
filtrado em filtro de seringa PTFE de 0,45 um e injetado (20 uL) para separagao,
utilizando uma coluna RPAQUEOQOUS Develosil C30 (4,6 x 150 mm, 5 ym).

A fase movel foi composta por acetonitrila, metanol, hexano, diclorometano e
acetato de amoénio (55:22:11.5:11.5:0,02, v:v:v:vim), com fluxo de 1 mL/minuto de 0 a
20 minutos. A deteccéo foi realizada no intervalo de 800 a 200 nm, a 1,2 nm/s, com
monitoramento em 472 nm. O padrao de licopeno de tomate foi analisado nas mesmas
condi¢gbes, numa concentracdo de 50 ug/mL (cloroférmio:etanol, 1:20). A analise foi
realizada em triplicata e a fracdo majoritaria foi coletada manualmente para avaliagéo
por EMAR.

Os dados de EMAR foram adquiridos em modo positivo, em um espectrémetro
de massas AB Sciex Triplo TOF 5600 (Canada), com uma fonte de ions electrospray
(ESI), acoplado a um cromatégrafo Eksigent Ekspert™ UltraLC 100-XL (AB Sciex,
EUA). A amostra foi injetada sob fluxo de 0,3 mL/minuto e a fase mével utilizada para
CLAE foi utilizada como branco. A analise abrangeu um intervalo de m/z de 100-1.000
Da, utilizando calibracdo externa. Os dados foram analisados utilizando o software
PeakView v2.1.

2.3. Sintese e caracterizac¢do das nanoparticulas

2.3.1. Producéo das nanocapsulas com nucleo lipidico

As nanocapsulas com nacleo lipidico contendo LEG (nanoLEG) foram
produzidas pelo método de deposicéao interfacial do polimero pré-formado, conforme
descrito por Santos e colaboradores (2016), com adaptacdes. A fase organica foi
preparada pela dissolucédo do polimero poli-e-caprolactona em acetona e misturada
com monostearato de sorbitano, Oleo de coco e LEG em etanol
(60,81:14,77:22,58:0.1:1,74, m:v.m:v.v). Diferentes quantidades de LEG foram
testadas para o processo de nanoencapsulagéo, de modo que as concentracoes finais
obtidas foram 0,3; 1,5 e 3,0 mg de licopeno/mL de nanoformulacédo. A fase organica
foi submetida a agitacdo magnética por 10 minutos a 40°C e, posteriormente,
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adicionada a fase aquosa (190 mL) contendo polisorbato 80 (150 uL), sob as mesmas
condicbes de agitacdo e temperatura previamente citadas. A formulacédo foi
concentrada sob presséo reduzida (50 mbar), a 37°C, em um rotaevaporador R-215
(Buchi, Suica), de modo a se obter um volume final de 10 mL. A formulag¢do de
nanocapsulas de nudcleo lipidico sem LEG (nhomeada nano “vazia”’) também foi
produzida como controle. Todas as nanocapsulas foram armazenadas em frascos de

plastico firmemente fechados, em refrigerador (5°C), sem protecéo contra a luz.
2.3.2. Medida do potencial de hidrogénio (pH) e da eficiéncia de encapsulacéao

O pH das nanoparticulas foi mensurado sem diluicdo prévia, em um pHmetro
digital Digimed DM23 (Brasil), a 25°C. A eficiéncia de encapsulacao foi avaliada de
acordo com Shariffa et al. (2017) e Venturini et al. (2011), com algumas adaptacdes.
Para isso, as nanoLEG foram adicionadas a uma solucdo de etanol:cloroférmio (1mL,
1:2), misturadas por 2 minutos em vortex e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos.
O precipitado foi analisado em um espectrofotdmetro UV-1280 (Shimadzu, Japao),
com varredura entre os comprimentos de onda (A) de 600 a 300 nm e quantificacdo
em 472 nm, em cubeta de quartzo (1 mL). A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi

calculada conforme a equacéo seguinte:

%EE =%x 100

Onde Ct corresponde ao conteudo total de licopeno determinado no precipitado, Ca
corresponde ao conteudo de licopeno na superficie (ndo-encapsulado) da nanoLEG
em agua destilada (1:500) e Ci corresponde a quantidade de licopeno adicionado no

processo de sintese. A nano vazia foi utilizada como controle (branco).
2.3.3. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e potencial zeta

O tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo (IPD) foram
mensurados por DLS (Dynamic Light Scattering), utilizando um equipamento Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern, RU). No momento da analise, as amostras foram diluidas em
agua ultrapura (1:200, 1 mL) e analisadas em triplicata, em um angulo de 90°, com
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tempo de equilibrio de 120 segundos a 25°C antes da andlise. O potencial zeta foi
determinado nas mesmas condicfes. As analises foram realizadas imediatamente

apods a sintese e mensalmente, durante 7 meses.

2.3.4. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A técnica de NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) foi realizada utilizando um
instrumento Malvern Panalytical NanoSight NS300, equipado com médulo laser de
642 nm (Malvern, RU). Os dados foram coletados e analisados com o auxilio do
Software NTA 3.3 para se obter o diametro hidrodinAmico e a concentracdo de
particulas suspensas no meio. As amostras foram diluidas 50.000 vezes, utilizando
agua ultrapura. Uma aliquota da suspensdo obtida foi retirada utilizando uma seringa
de plastico para que se pudesse injetar na célula de fluxo do equipamento. O foco e 0
nivel da camera foram ajustados para se obter a melhor visdo possivel das particulas,
seguindo as orienta¢des fornecidas pelo fabricante, garantindo a auséncia de bolhas
e de particulas aderidas as paredes da célula. Cinco videos, com duracdo de 1 minuto
cada, foram capturados, enquanto a amostra avancava pela célula de fluxo a uma
taxa de 2 pL/minuto, o que possibilitou a mensuragcdo de um maior niumero de
particulas diferentes ao longo da aliquota. As configuracbes de analise,
particularmente o limite de deteccao, foram ajustados dependendo da intensidade do
espalhamento de luz observada durante a captura dos videos. As medidas foram
realizadas a 25°C e, para a andlise dos dados, os valores de viscosidade da agua
foram considerados. Cada video foi analisado de forma independente e os resultados
foram automaticamente combinados de modo a fornecer o grafico de distribuicdo de
tamanhos das particulas.

2.3.5. Avaliagdo da morfologia das particulas por Microscopia de Forca Atémica (MFA)

e Microscopia Eletronica de Transmisséao (MET)

Para a andlise por MFA, as amostras foram diluidas (3:1) e depositadas em uma
superficie limpa da mica recentemente clivada e deixadas para secar ao ar. As
imagens foram realizadas utilizando um microscopio de forca atdmica JPK

Nanowizard 4 e sondas AppNano ACT, em modo de contato intermitente. As imagens
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foram obtidas em pelo menos trés diferentes areas de cada amostra e imagens
representativas foram apresentadas na Figura 4.

Para a analise por MET, as amostras foram depositadas sobre grades
revestidas de formvar tratadas com plasma, seguido de coloragcdo negativa com
acetato de uranio, lavadas e deixadas para secar ao ar. As amostras foram avaliadas
em um microscopio eletrénico de transmissao Hitachi H7000, a 10 keV. Pelo menos
seis areas foram examinadas por amostra e imagens representativas estdo

apresentadas na Figura 4.

2.4. Estudos biolégicos

2.4.1. Ensaios de viabilidade celular

A linhagem de célula de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) foi
adquirida da American Type Culture Collection (ATCC®, EUA). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (Gibco, EUA) e 1%
de antibio6ticos (10.000 U/mL penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina, Sigma-Aldrich,
EUA), a 37°C e 5% de CO2, em atmosfera umidificada. Primeiramente, as células
MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos, em uma densidade de 3 x 108
células/poco e mantidas por 24 horas nas condi¢cfes ja descritas. Entdo, as células
foram tratadas com nanoLEG (3 mg/mL) diluida em meio DMEM, em concentracdes
qgue variaram de 200 a 6,25 ug/mL, baseadas no teor de licopeno, em quintuplicata.
LEG livre diluido em 0,5% de dimetilsulféxido (DMSQO), em concentracdes de 200 a
6,25 pg/mL, ou meio DMEM foram utilizados como controles. As placas foram
incubadas por 24 e 72 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método da reducéo
do sal MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2, 5-difenil-2H-tetrazélio, Sigma-
Aldrich, EUA). Apos o tempo de exposicdo, o meio de cultura foi removido e 100 pL
de uma solucéo de MTT diluido em DMEM (0,75 mg/mL) foi adicionada a cada po¢o
e incubada por 2 horas a 37°C. Posteriormente, 100 pL de DMSO foram adicionados
aos pocos para dissolver os cristais de formazan produzidos pelas células

metabolicamente ativas. A absorbancia foi mensurada 595 nm utilizando um leitor de
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microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices, EUA). Os testes bioldgicos

foram realizados utilizando amostras armazenadas por 1-2 meses.

2.4.2. Coloragéo das células MCF-7 por Hematoxilina e Eosina

As células MCF-7 foram plagueadas em placas de 24 pocos, em densidade de 5
x 10% células/poco e mantidas por 24 horas a 37°C e 5% CO2 em atmosfera
umidificada, para analise morfologica apds o tratamento com nanoLEG. Para tanto,
as células foram tratadas com a nanoLEG 3 mg/mL, diluida em DMEM, em
concentracdes de 200 pg/mL. DMEM e peroxido de hidrogénio (H202, 1 mM) foram
utilizados como controles de viabilidade e morte celular, respectivamente. A placa foi
incubada por 24 horas e, posteriormente, o meio foi removido, as células foram fixadas
com 4% de paraformaldeido por 15 minutos e lavadas com STF (salina tamponada
com fosfato) gelada. A coloracao foi realizada com Hematoxilina e Eosina (HE) por
um minuto cada. As células foram analisadas em um microscépio invertido (Leica
Microsystems DMil, Alemanha) e as imagens foram capturadas com auxilio do

software ToupView (China), com ampliacado de 100x.

2.4.3. Andlise da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ativacéo de

fator nuclear kappa-B (NF-«B) por imagem de células vivas utilizando biossensores

A linhagem de células da micréglia humana (HMC3, JANABI et al., 1995) foi
adiquirida da American Type Culture Collection (ATCC®, EUA) e cultivada conforme
descrito por Socodato e colaboradores (2018). Para os ensaios, as células foram
plagueadas em placas de cultura com fundo plastico (u-Dish 35 mm, iBidi) e
transientemente transfectadas com o biossensor pFRET-HSP33 cys (aqui referido
como biossensor HSP) (GUZY et al., 2005) para detectar a produgao de EROs, ou
transfectadas com o biossensor plkBa-miRFP703, para mensurar a ativagdo de NF-
kB (SHCHERBAKOVA et al., 2016), utilizando Jetprime (Polyplus), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Os experimentos foram conduzidos em um microscopio
DMi6000B (Leica Microsystems, Alemanha), equipado com dicroicos apropriados para
CFPYFP FRET, conforme descrito previamente (SOCODATO et al., 2020). As células

da micréglia foram registradas por 10 minutos em HBSS (Hanks’ Balanced Salt
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solution, Sigma-Aldrich, Alemanha) para a linha de base e na presenga de 1 ug/mL de
lipopolissacarideo (LPS) por 30 minutos (periodo de estimulacao). As células foram
tratadas com nanoLEG 3 mg/mL diluida em HBSS, na concentragéo de 200 pg/mL. A
quantificacdo do biossensor foi realizada conforme descrito por Socodato e
colaboradores (2020).

2.4.4. Ensaio de atividade hemolitica

O ensaio de hemolise foi realizado de acordo com Santos e colaboradores
(2018). O experimento teve aprovacao do comité de ética em pesquisa com animais
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB), sob nimero de protocolo
09/2019 (Anexo I). O sangue foi coletado em EDTA (1,8 mg/mL), de um carneiro (Ovis
aries) da Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia. O sangue do
carneiro foi centrifugado por 10 minutos a 1.500 rpm e, posteriormente, 0s eritrocitos
foram lavados trés vezes com STF a 37°C. A solucéo de eritrdcitos foi ajustada para
obter-se 5% de células em STF. Posteriormente, 80 pL desta solucdo foram
adicionados a 20 puL de nanoLEG 3 mg/mL, diluida em STF, com concentracdes
variando de 200 a 6,25 pg/mL. As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C e,
depois, a reacao foi interrompida pela adicdo de 200 yL de STF. As amostras foram,
entdo, centrifugadas a 4.700 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi mensurado a
550 nm em um leitor de microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular devices, EUA).
Devido a alta densidade optica das solu¢des de nanoparticulas, um controle sem
células foi utilizado. O experimento foi conduzido em triplicata. Os controles negativo
(auséncia de hemolise) e positivo (100% de hemdlise) consistiram em STF e Triton-X
100, respectivamente.

2.4.5. Microscopia de Forca Atémica (MFA) dos eritrocitos

Os eritrocitos de carneiro do grupo controle e do grupo tratado (DMEM e
nanoLEG, 200 pg/mL), utilizados no experimento mencionado acima, foram
analisados por MFA para verificar a morfologia celular. Para isto, as células foram
fixadas com 2,5% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato 0,1 M (1:100) por 1 hora,

sob suave agitacdo. Subsequentemente, as células foram depositadas em laminulas
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revestidas com 0,1% de poli-L-lisina, lavadas uma vez com solucéo de cacodilato 0,1
M e uma vez com agua ultrapura, e deixadas para secar ao ar livre em sequéncia. As
imagens foram obtidas utilizando um instrumento JPK Nanowizard 4, no modo AC-
AFM (contato intermitente), utilizando cantilevers ACT (AppNano, EUA), com

frequéncia de ressonéancia de aproximadamente 300 kHz.

2.5. Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
utilizando o software Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, EUA). A andlise de
variancia (ANOVA) seguida pela analise de comparac6es multiplas de Bonferroni foi
utilizada para verificar diferengas estatisticas entre os grupos. ANOVA de duas vias
seguida de comparacdes multiplas de Bonferroni foram utilizadas para comparar as
meédias obtidas nos tempos de 24 e 72 horas. O teste t ndo-pareado foi aplicado para
comparar as médias dos grupos no teste de producao de EROs e ativacdo de NF-«kB.
As diferencas entre as médias dos grupos foram consideradas estatisticamente
significantes quando p<0,05. Os dados foram expressos como média + erro padrao

da média (EPM) das quintuplicatas de dois experimentos diferentes.

3. Resultados e discusséao

3.1. Caracterizacao quimica do LEG

O espectro de absorcao UV-Vis do LEG em cloroférmio:etanol (1:20) exibiu trés
bandas de absor¢cdo maxima na regido do visivel, nos comprimentos de onda de 503,
472 e 447 nm, as quais foram semelhantes aos valores de Amax obtidos para o padréao
de licopeno de tomate (505, 473 and 447 nm), nas mesmas condi¢cdes analiticas
(Figura 1A). A quantificacdo da concentracdao equivalente de licopeno no extrato foi
feita em 472 nm, o comprimento de onde de maxima absorgdo observada,
apresentando um rendimento de 27% de licopeno por peso de extrato seco, 0 que ja
era esperado para a metodologia aplicada (10-40%) (AMORIM et al., 2018). Além do

licopeno (contetdo de 5-cis-licopeno equivalente a 91 ug/g e de licopeno all-E de 13
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Hg/g), o extrato de goiaba também demonstra um consideravel contetdo de outros
carotenoides, como o beta-caroteno (31 pg/g), por exemplo (AMORIM et al., 2018).

A separacdo dos componentes do LEG por CLAE-DAD demonstrou um perfil
comatrografico relativamente simples em 472 nm (Figura 1B). O pico majoritario, com
tempo de retencdo (TR) de 9,50 minutos foi identificado como licopeno pela
comparacdo com o TR encontrado para o padrdo de licopeno (9,53 min). Os
compostos com TR de 8,85 e 15,41 minutos, aparentemente, também eram
carotenoides, com base no espectro UV-Vis extraido do cromatograma DAD (Amax =
498, 467 e 441 nm para o primeiro; Amax = 478 e 453 nm para o ultimo), conforme
relatado previamente na literatura (AMORIM et al., 2018). A analise do pico majoritario
por EMAR resultou em um ion molecular de [M]+ 536,4391 Da, caracteristico para o
licopeno (erro de [M]+ t = 536,4382, 1,68 ppm), e em fragmentos principais de m/z
467,3694; 444,3767; 375,3062 e 269,2274. A auséncia de um fragmento de m/z 521
sugere que o LEG contém, principalmente, licopeno all-trans (ARATHI et al., 2015;
DOS SANTOS et al., 2018).
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Figura 1. Espectro UV-Vis de 600 a 300 nm (A) e cromatograma obtido por CLAE-DAD (B) mostrando
as similaridades entre o LEG e o padrdo de licopeno de tomate (Sigma-Aldrich) diluidos em

cloroférmio:etanol (1:20).

3.2. Caracterizacédo da nanoLEG e da nano vazia

As nanocapsulas de nacleo lipidico foram produzidas utilizando poli-g-
coprolactona, um polimero biocompativel e biodegradavel (TORGE et al., 2017), como
parede da nanoparticula, estabilizada com dois surfactantes (polisorbato 80 e
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monoestearato de sorbitano) e com acetona e etanol, aplicados com sucesso em
estudos prévios (DOS SANTOS et al., 2015; FROZZA et al., 2010). O polisorbato 80
é um surfactante e emulsificante ndo-iénico, utilizado em alimentos e cosméticos, com
baixa toxicidade, classificado como “geralmente reconhecido como seguro” pela Food
and Drug Administration (FDA) (HOW, ABDULLAH, ABBASALIPOURKABIR, 2011).
O nucleo lipidico consistiu em monoestearato de sorbitano, um surfactante nao-iénico
(cadeia hidrocarbbnica - C17), com propriedades emulsificantes, dispersantes e
umectantes; 6leo de coco extravirgem prensado a frio, o qual foi utilizado como fonte
de cadeias de triglicerideos e acidos graxos entre C6 e C20, como 0s acidos caprico
e caprilico; e LEG, o composto bioativo baseado no extrato rico em licopeno. As
cadeias hidrocarbénicas dos constituintes do nucleo interagem entre si por meio da
alta &rea de superficie disponivel pela indu¢cdo de dipolos nas ligacdes C-H. Uma
representacdo conceitual da nanocapsulas de nucleo lipidico contento extrato rico em
licopeno de goiaba (nanoLEG) é mostrada na Figura 2A. As nanoformulacées
apresentaram um aspecto homogéneo, sem agregacao, formacao de fase ou licopeno
precipitado (Figura 2B).

As andlises espectrofotométricas das nanoparticulas intactas (Figura 2C, D e E)
demonstraram que o sinal UV-Vis caracteristico para o LEG foi ocultado pelo
espalhamento de luz da nanoparticula, ao passo que apdés a ruptura com
cloroférmio:etanol, o perfil UV-Vis do LEG se apresenta no precipitado, sugerindo que
0 extrato foi eficientemente encapsulado. Além disso, o perfil UV-Vis do LEG das
nanoparticulas apés 7 meses de armazenamento em frascos firmemente fechados,
mantidos a 5°C, mostrou estabilidade (Figura 2F). Em constraste, o LEG livre,
armazenado sob as mesmas condicdes, apresentou degradacédo significativa em 45
dias (Figura 2G).
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Figura 2. Representagéo conceitual da nanocapsulas de nucleo lipidico com extrato rico em licopeno
de goiaba (nanoLEG), mostrando o nucleo oleoso contendo LEG (rosa) e a parede polimérica revestida
com polisorbato 80 (A); fotografias representativas das nanocapsulas (B); espectro UV-Vis da nanoLEG
0,3 (C); 1,5 (D) e 3,0 (E) antes e apds ruptura com solucao de cloroférmio:etanol (1:2). Espectros UV-
Vis das nanoLEGs 0,3; 1,5 e 3,0 extraidos das nanocapsulas apés 7 meses de armazenamento (F) e

do LEG livre nas mesmas condi¢des (G).
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O processo de degradacao do licopeno pode ser acompanhado pela modificacéo
do seu espectro UV-Vis, o qual demonstra reducdo na distincdo entre os picos, na
intensidade e definicdo, bem como um aumento na absorbéncia da regido de vale
entre os trés picos. Também € possivel observar uma significante perda de
absorbancia em 503 nm, aumento significante na absorbancia em 447 nm e auséncia
do pico de absorcdo maxima, relacionada ao cis-licopeno (PHAN-THI, WACHE, 2014;
TAN, SODERSTROM, 1989). De forma semelhante ao observado neste estudo, a
instabilidade do licopeno livre a 5°C também foi demonstrado por Amorim e
colaboradores (2020). Além disso, uma nanoemulséo contendo licopeno purificado da
goiaba vermelha (LPG) demonstrou uma perda média de licopeno de 9,80+0,29%
guando armazenada a 8°C por 12 meses, enquanto o LPG livre apresentou cerca de
50% de perda em apenas um més de armazenamento nas mesmas condi¢coes
(AMORIM et al., 2020).

Além disso, o percentual de LEG encapsulado foi alto em todas as hanocapsulas,
indicando a viabilidade deste sistema mesmo para concentragdes maiores de extrato.
A eficiéncia de encapsulacao variou ligeiramente conforme a concentracdo de LEG
aumentava, flutuando de 98% para a nanoLEG 0,3 mg/mL a 95% para nanoLEG 3
mg/mL (Tabela 1). A alta eficiéncia de encapsulacao pode estar relacionada ao nacleo
oleoso, o qual retém moléculas lipofilicas, como o licopeno. Alta eficiéncia de
encapsulacdo também foi relatada por Nazemiyeh e colaboradores (2016) para
nanoparticulas lipidicas soélidas carregadas com licopeno de tomate (98,4%) e foi
maior do que o reportado por Dos Santos e colaboradores (2016) para nanocépsulas
de nucleo lipidico contendo extrato de licopeno de tomate (40%).

O pH das nanocéapsulas diminuiu conforme a quantidade de LEG aumentou e
durante o periodo de 7 meses de andlise, mas ainda assim se manteve em uma faixa
satisfatoria (Tabela 1). O pH é um parametro importante de estabilidade, uma vez que
a taxa de degradacao de carotenoides, como o licopeno, em emulsdes agua/dleo é
maior em pH 3 do que em pH 4-8 (QIAN et al., 2012). Isto ocorre por que a acidez
induz reacOes de isomerizacao cis-trans e reacdes adicionais de degradacéo pela
protonacéo dos carotenoides (MORTENSEN, SKIBSTED, 2000; QIAN et al., 2012).
NanoLEG 0,3; 1,5 e 3,0 mostraram pH compativel com o observado para
nanocapsulas com nucleo lipidico contendo extrato de licopeno de tomate (6,01) (DOS
SANTOS et al., 2016). Ademais, Gonzalez-Reza e colaboradores (2018)
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correlacionaram os tamanhos das nanoparticulas ao pH, indicando que particulas com

tamanho médio de 220-290 nm seriam observados em formulacdes com pH préximo

ab.

Tabela 1. Caracterizagdo das nanocapsulas de nucleo lipidico (nanoLEG e nano vazia).

Parametro Més Nano NanoLEG NanoLEG NanoLEG

vazia 0,3 15 3,0

EfICIenCIa; de . 98 96 95
encapsulacéao (%)

H 0 7,31 7,13 6,69 5,80

P 7 6,10 5,37 5,89 5,25
Tamanho (nm)? 0 238,9+1,76 251,0+2,59 223,6+2,22 211,3+2,57
7 255,0+0,20 246,9+4,94 245,3+227 234,9+4,83
IPD! 0 0,134+0,06 0,112+0,01 0,087+0,02 0,142+0,04
7 0,176+x0,06 0,127+0,03 0,127+0,02 0,173+0,01
Potencial zeta 0 -28,0+1,35 -22,0+0,49 -24,3+0,38 -36,3+1,22
(mV) 7 -24,3+0,55 -26,0+0,11 -27,4+0,25 -21,6+0,85

1 Dados obtidos por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS).

Considerando o tamanho das nanoparticulas, os dados de DLS (Tabela 1)
revelaram um didmetro maior que 200 nm, com pequenas variacbes observadas
durante o periodo de armazenamento, 0 que sugere mudancas nao significativas no
tamanho das particulas durante 7 meses. O indice de polidispersao (IPD) encontrado
foi proximo a 0,1, e aumentou muito discretamente durante os 7 meses de
armazenamento para todas as amostras. De acordo com Gonzalez-Reza e
colaboradores (2018), valores de IPD entre 0,1 e 0,3 indicam homogeneidade na
distribuicdo de tamanhos, enquanto valores acima de 0,5 estdo associados a uma
distribuicdo mais heterogénea. Portanto, as nanoLEGs e a nano vazia apresentaram
homogeneidade na distribuicdo de tamanhos, com boa estabilidade ao longo do
tempo.

Os dados obtidos por NTA corroboraram as informacdes fornecidas pela
técnica de DLS, mostrando amostras polidispersas, com diametro hidrodinamico na
faixa de 100 a 300 nm, e tamanho médio préximo a 200 nm (Figura 3). A concentracéo
de nanoparticulas foi semelhante entre as amostras, variando em, aproximadamente,

0,1 puM. O tamanho das nanoparticulas é um dos parametros que governam as
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propriedades de sistemas de entrega e, portanto, é crucial determinar o tamanho e a
distribuicdo das nanoparticulas com alta precisdo (KIM et al., 2019). A técnica de NTA
fornece uma andlise precisa de tamanho por meio da visualizagcdo e rastreamento
individual, direto e em tempo real das particulas, complementando os dados de DLS
(FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010; GRIFFITHS; CARNELL-MORRIS; WRIGHT, 2020;
KIM et al., 2019)
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Figura 3. Diametro hidrodindmico e distribuicao por analise de NTA para a nano vazia (A), nanoLEG
0,3 (B); nanoLEG 1,5 (C) e nanoLEG 3,0 (D). As amostras foram diluidas 50.000 vezes e analisadas

na célula de fluxo a 2 pL/minuto com captura de videos ao vivo, com 1 minuto de duracgdo, cada.

A literatura cientifica mostra que a distribuicdo de tamanhos das nanopatrticulas,
bem como a distribuicdo quantitativa de particulas nas amostras, possuem
importantes implicagcbes no desenvolvimento de nanosistemas para aplicagoes
biolégicas e podem influenciar na interacdo com ceélulas e nos parametros
farmacocinéticos (BHATTACHARJEE, 2016; HUANG et al., 2010). H4 um consenso

de que o tamanho de 100 nm é utilizado como limite superior para uma nanopatrticula,
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mas nao ha evidéncia cientifica que comprove a adequacdo deste valor
(BHATTACHARJEE, 2016). De fato, nanocapsulas de nucleo lipidico contendo trans-
resveratrol apresentaram um didmetro médio de 241 nm e um indice de polidispersédo
de 0,2 e demonstraram um melhoramento na seguranga gastrintestinal quando
comparadas a substancia livre (FROZZA et al., 2010). Em um outro exemplo,
nanocapsulas lipidicas otimizadas para aumentar a biodisponibilidade e
permeabilidade oral de curcumina exibiram tamanho médio de 190 nm e indice de
polidispersao de 0,24, com excelente estabilidade (BAPAT et al., 2019).

O potencial zeta das nanoparticulas foi negativo para todas as formulacdes e se
manteve durante o periodo de armazenamento, sugerindo que o sistema apresenta
estabilidade fisico-quimica (Tabela 1). O potencial zeta esta relacionado a densidade
de carga da superficie das particulas e, quando diferentes de zero (0), aponta para
repulsé@o eletrostatica, o que previne a agregacdo (RAVIADARAN et al., 2018). Os
valores encontrados devem-se aos grupos carboxila da poli-e-coprolactona (GRILLO
et al., 2012). Ainda que a repulséo eletrostatica previna a agregacéo, a estabilidade
das nanoparticulas pode, também, ser afetada por repulséo estérica devido a “cabeca
polimérica” advinda do polisorbato 80 (ZHU et al., 2019).

A andlise morfolégica das nanoLEGs foi realizada por MFA e MET (Figura 4). As
micrografias de MET para as nanoLEGs 0,3; 1,5 e 3,0 mostram nanoparticulas
esféricas, com distribuicdo de tamanhos heterogénea. Particulas esféricas constituem
as mais reportadas na literatura, embora particulas néo-esféricas demonstrem
aplicacdes biomédicas promissoras devido a sua circulacdo prolongada no sistema
cardiovascular (DE CARVALHO et al.,, 2018; JINDAL, 2017; YOO; CHAMBERS;
MITRAGOTRI, 2010; ZHAO; STENZEL, 2018).

Nas imagens de MFA (Figuras 4A, C e E) € possivel observar a tendéncia das
particulas em agruparem-se na superficie da mica, provavelmente durante o processo
de secagem no preparo das amostras, conforme relatado previamente para
nanoparticulas similares (FIEL et al., 2011; LEITE et al., 2005). Intrigantemente, as
imagens de MFA mostram uma textura unica, com aspecto “fibroso” na superficie das
nanoparticulas, o que, presume-se, seja causada agentes poliméricos de
encapsulacdo. Esta textura ndo é visivel por MET, uma vez que esta € uma técnica
muito menos sensivel para a caracterizacdo de superficies. Reconhecidamente, a

forma € um parametro crucial para a performance das nanoparticulas.
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Figura 4. Micrografias representativas obtidas por MFA (a esquerda) e MET (a direita) para nanoLEG
0,3 (A e B), nanoLEG 1,5 (C e D) e nanoLEG 3,0 (E e F). Todas as figuras séo apresentadas com uma
escala de 1 pm. A seta no painel 4C evidencia uma nanoparticula parcialmente ofuscada, conforme

discutido no texto.
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As imagens mostradas na Figura 4 sugerem que as nanoparticulas pareciam ser
maiores quando analisadas por MFA em comparacdo a MET, embora uma alta
dispersdo nos tamanhos tenha sido observada em ambas as técnicas. Embora nédo
tenhamos realizado uma anélise exaustiva das imagens obtidas, medidas realizadas
em algumas particulas representativas (informacao ndo mostrada) de fato demonstrou
que as particulas analisadas por MFA se mostravam maiores em média do que o
observado pelas anélises por MET.

Um estudo prévio discutiu amplamente potenciais diferencas no tamanho de
particulas sélidas utilizando diferentes técnicas de microscopia (EATON et al., 2017),
dentre as quais o ja conhecido alargamento, causado pela dilatacdo da ponta em AFM,
0 que pode explicar nossos resultados (EATON, WEST, 2010). Outro aspecto
importante a ser considerado € que as particulas secas foram espalhadas sobre
diferentes substratos (mica para MFA versus formvar tratado com plasma para MET),
seguido de secagem, o que pode resultar em diferencas em suas caracteristicas de
espalhamento. Além disso, enquanto MET faz imagens através da amostra como um
todo, a técnica de MFA sofre interferéncia de alguns tipos de material organico
presentes na amostra, o que pode ofuscar algumas particulas menores (veja a seta
na Figura 4), potencialmente distorcendo os resultados para particulas maiores.
Semelhantemente ao observado por DLS e NTA, observou-se uma ampla variedade
de tamanhos entre as amostras. As técnicas de MFA e MET séo Uteis para andlises
morfologicas, enquanto DLS e NTA sdo mais relevantes para medidas de tamanho,

nao sofrendo interferéncias por artefatos de secagem.

3.3. NanoLEG apresentou toxicidade contra células de cancer de mama

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias e alto conteddo de
licopeno, a nanoLEG 3,0 mg/mL (denominada nanoLEG 3,0) foi utilizada nos estudos
bioldgicos frente a uma linhagem de cancer de mama humano. O ensaio de viabilidade
celular foi realizado pelo método do MTT em células da linhagem MCF-7 (Michigan
Cancer Foundation-7), uma linhagem de adenocarcinoma de mama humano com
fendtipo luminal epitelial, isolada de uma mulher caucasiana de 69 anos, em 1970
(COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015). O ensaio demonstrou que o tratamento com a
nanoLEG 3,0 (6,25 a 200 pg/mL) reduziu significativamente (p<0,05) a viabilidade
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celular em 24 e 72 horas de exposicdo, mesmo nha menor concentracao (Figura 5A).
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Figura 5. Efeito da nanoLEG 3,0 (A) e do LEG (B) em células de cancer de mama humano (MCF-7)
apos 24 e 72 horas de exposicao. Valores expressos em médias + EPM. **p<0,01 e ****p<0,0001 versus

grupo controle (DMEM).

O tratamento com LEG livre afetou significativamente (p<0,05) a viabilidade
celular, desde a menor concentracgéo (6,25 pg/mL) (Figura 5B). O efeito foi semelhante
ao relatado em um estudo prévio realizado com LEG, onde se observou um efeito
significativo em células MCF-7 em concentracdes variando de 6,25 a 1.000 pg/mL,
com Clspo de 29,85 e 5,96 ug/mL em 24 e 72 horas, respectivamente (DOS SANTOS
et al., 2018).

As nanocdpsulas de nucleo lipidico aumentaram os efeitos deletérios ja
observados para o LEG livre na linhagem MCF-7. Os dados demonstraram uma
reducao de 24,35% da viabilidade celular apds a exposicdo ao LEG livre a 6,25 pug/mL,
por 24 horas, enquanto reducdes de 61,47% e 55,96% foram observadas para a
mesma linhagem apdés a exposicao a 6,25 pg/mL de nanoLEG durante 24 e 72 horas,
respectivamente. Estes resultados sugerem que o LEG tem sua atividade citotoxica
em células cancerosas otimizada quando carreado em nanocapsulas de nucleo
lipidico. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os
tempos de exposicédo de 24 e 72 horas para a nanoLEG. Outros estudos relevantes
corroboram estes resultados e demonstram que nanoparticulas tém sido efetivas no
melhoramento da atividade anticAncer de farmacos e substancias bioativas, incluindo

o licopeno. Resultados obtidos por Geng, Kutlu e Guney (2015) mostraram que o efeito
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inibidor de nanoparticulas lipidicas solidas carregadas com vitamina B12 foi
significativamente maior que a vitamina B12 livre na linhagem cancerosa 5RP7
(fibroblastos murinos transformados por H-ras), com inibicdo méaxima de 53% a 20 uM.
Yang e colaboradores (2013) demonstraram que nanocarreadores lipidicos contendo
paclitaxel, revestidos com acido hialurénico, aumentaram a atividade antitumoral do
farmaco em comparacao com o paclitaxel livre em camundongos Kunming inoculados
com a linhagem B16.

Nanoparticulas lipidicas solidas carreando trans-licopeno mostraram
citotoxicidade aumentada (Clso = 77,84+0,89 pg/mL) frente a células de céancer de
mama da linhagem MCF-7 comparado ao licopeno livre (84,06£0,81 pg/mL) apos
exposicao durante 24 horas (JAIN et al., 2017). Outro estudo mostrou que o licopeno
manteve sua toxicidade contra células MCF-7 quando incorporado em nanoparticulas
proteicas e que o processo de encapsulacdo ndo afetou sua atividade anticancer
(JAIN et al., 2018). Entretanto, até 0 momento ndo ha dados disponiveis na literatura
sobre a atividade de nanocdpsulas de poli-e-coprolactona com nucleo lipidico
contendo extrato de licopeno.

E importante mencionar que, embora n&o tenha sido possivel determinar a Clso
no presente estudo, a reducdo na viabilidade celular observada apds o tratamento
com nanoLEG a 6,25 ug/mL foi eficiente e satisfatéria quando comparada a agentes
quimioterapicos aprovados para uso clinico, tais como o 5-Fluorouracil (Clso = 10 uM
ou 1,3 ug/mL) (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2006) e a doxorrubicina (Clso = 375,804
nM ou 0,204 ug/mL de acordo com Lestari et al., 2015 e Clso = 0,4 um ou 0,217 pg/mL
segundo Meiyanto et al., 2014).

Além disso, a analise morfologica das células MCF-7 revelou que as células do
controle (Figura 6A) mostravam um contorno citoplasméatico bem definido, ndcleo e
nucléolos evidentes, basofilia preservada, granulosidade citoplasméatica esperada
para esta linhagem, arranjo tipico em domo, formando uma monocamada,
caracteristicas sugestivas de células sem danos. Em contraste, as células tratadas
com H20:2 (Figura 6B) exibiam caracteristicas que, juntas, sdo sugestivas para dano
celular, como eosinofilia celular e nuclear aumentada, muitos debris celulares, células
menores e retraidas, mas ainda unidas e poligonais; algumas células encontravam-se

em processo de apoptose, menores e mais coradas. O H202 € reconhecido por
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promover morte celular por mecanismos intracelulares que resultam em apoptose
(MARTIN-GUERRERO et al., 2017).

As células MCF-7 tratadas com nanoLEG 3,0 a 200 pg/mL por 24 horas (Figura
6C) exibiam alteragdes morfolégicas proeminentes quando comparadas ao grupo que
recebeu DMEM, com danos visiveis a integridade celular. E possivel observar
eosinofilia celular e nuclear aumentada, muitas células em processo apoptotico, com
nucleos menores e picnéticos e muitos debris, sugerindo morte celular. Estes dados
corroboram a atividade citotoxica observada para a nanoLEG em células MCF-7 pelo
método do MTT. De acordo com Dos Santos e colaboradores (2018), o LEG causou
detencdo do ciclo celular, fragmentacdo do DNA, modificagbes na membrana
mitocondrial e alterac6es morfolégicas relacionadas a granularidade e ao tamanho
das células MCF-7, levando a efeitos citostéticos e citotoxicos nas células de cancer
de mama via inducédo de uma via semelhante a apoptose. Entretanto, 0 mecanismo
exato pelo qual a nanoLEG desempenhou os efeitos observados na linhagem

cancerosa ainda precisa ser melhor explorado.
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Figura 6. Fotomicrografias representativas das células MCF-7 tratadas com DMEM (A), H202 (B) e
nanoLEG 3,0 em uma concentracdo de 200 pug/mL (C) por 24 horas. As células foram coradas com

hematoxilina e eosina e as imagens foram capturadas em aumento de 100x.

3.4. A nanoLEG inibiu a ativacdo de NF-kB e a produgédo de EROs induzidas por LPS

em células da microglia

Os efeitos da nanoLEG no estresse oxidativo e na sinalizagéo intracelular foram

avaliados em células microgliais humanas estimuladas com LPS, por meio de



54

experimentos de imagem. A nanoLEG 3,0 (200 pg/mL) inibiu a ativagédo de NF-«kB,
bem como a producédo de EROs, em uma analise de 40 minutos (Figura 7). A figura
7A demonstra que, apdés 15 minutos de incubacéo, houve uma evidente inibicdo de
NF-kB nas células tratadas com nanoLEG em comparacéo as células nao tratadas. O
papel do fator de transcricdo NF-kB é bem descrito na regulacdo de processos
fisioldgicos, tais como respostas imunes, inflamacéo e ciclo celular (BAUD, KARIN,
2009). Uma vez que o NF-kB estimula a proliferacédo celular e previne a apoptose, ele
desempenha um importante papel no desenvolvimento e na progressdo do cancer
(TANIGUCHI, KARIN, 2018). Além disso, a inflamacgdo tem sido citada como uma
caracteristica favoravel a formacao de tumor, facilitando a aquisicdo de marcadores
do cancer e, por esta razdo, o NF-kB tem sido considerado um potencial alvo
terapéutico (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019; HANAHAN; WEINBERG, 2011;
TANIGUCHI; KARIN, 2018). Estudos prévios demonstraram que o licopeno isolado,
em concentracdes de 1-2 pg/mL, foi capaz de reduzir a atividade transcricional do NF-
kB, conforme observado pelo ensaio de gene repdrter em células de cancer de mama
e de préstata (ASSAR et al., 2016). Em ensaio imunohistoquimico, o tecido obtido da
pata inflamada de animais tratados com licopeno purificado da goiaba vermelha (LPG)
demonstrou baixa imunopositividade para o NF-xB (26,20+5,84 células
imunocoradas/5 campos) quando comparado ao grupo controle que recebeu
carragenana (72,75+11,31 células imunocoradas/5 campos), sugerindo que o
licopeno de goiaba pode prevenir a expressao de genes envolvidos no processo
inflamatério (VASCONCELOS et al., 2017).

E notavel que nos primeiros minutos (< 15 min) a diferenga comportamental entre
0 grupo LPS e o grupo nanoLEG + LPS é pequena (Figura 7A), 0 que sugere que a
manutencdo e a estabilidade do LEG no sistema nanoestruturado pode reduzir a
velocidade de liberacdo do licopeno e, apds a ruptura do sistema, o efeito redutor no
NF-xB é, entdo, observado. Conforme demonstrado previamente, alteracées em vias
metabdlicas podem ser avaliados em um sistema de células vivas por meio da
utilizacao de sondas FRET nos primeiros momentos de contato com o agente externo
(SOUSA et al., 2020). Uma vez que estes estudos foram conduzidos em células gliais,
a atividade da nanoLEG frente a neuroinflamacéo e até mesmo a manutencdo da

atividade constituinte do LEG nesta formulacéo sao esperadas.
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Figura 7. (A) Inibicdo da via do NF-kB em células HMC3 tratadas com nanoLEG (200 pg/mL) sob
estimulacdo por LPS (sinais fluorescentes normalizados). Mudancgas na intensidade de fluorescéncia
de acordo com o intervalo de tempo sdo demonstradas para o sensor inibidor da via do NF-xB (n =7
células). *p<0,001 versus grupo LPS. (B) Producéo de EROs por células HMC3 tratadas com nanoLEG
expressando o hiosenssor pFRET-HSP33 cys (biosenssor HSP) sob estimulagdo por LPS (doador
normalizado/propor¢cdes FRET). Medidas de geracdo de EROs de acordo com o tempo sédo
demonstradas (n = 7-9 células). *p<0,005 versus grupo LPS. As imagens abaixo séo representativas

de células microgliais humanas expressando o biossensor HSP.
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Além disso, a nanoLEG 3,0 reduziu a producdo de EROs em células microgliais
humanas estimuladas com LPS (Figura 7B). De modo interessante, as mesmas
caracteristicas encontradas na curva prévia da via de inibicdo do NF-kB também foram
observadas, onde os efeitos para 0s grupos controle e experimentais sdo semelhantes
nos primeiros minutos de incubagéo, mas na curva de producdo de EROs, um efeito
pronunciado s6 é observado apds 20 minutos. Este comportamento j& era esperado,
uma vez que a cadeia de eventos que levam a reducdo de EROs pode estar
relacionada a inibicdo da via do NF-kB intracelular, embora este evento relacionado
aos mecanismos do licopeno ainda precise de maiores investigacoes. De maneira
geral, estes resultados demonstram que os efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
do licopeno da goiaba vermelha, previamente descritos na literatura, sdo preservados
na formulacdo nanoLEG.

A producdo excessiva de EROs, causada pela disfuncdo mitocondrial, pode
facilitar o crescimento de células tumorais e causar efeito antiapoptotico pela ativagdo
de vias de sinalizac&o de sobrevivéncia, como a via do NF-xB e a expressao de seus
genes-alvo (KARIN et al.,, 2002). Jeong, Lim e Kim (2019) demonstraram que o0
licopeno reduziu o nivel de EROs intracelular e mitocondrial, a atividade do NF-xB e
a expressao de genes de sobrevivéncia dependentes de NF-kB em células PANC-1
(células de cancer pancreético). Além disso, o licopeno reduziu a viabilidade celular,
com aumento da atividade da caspase-3 e da relacdo BAX/BCL-2 em células PANC-
1. A partir de entdo, mais estudos precisam ser conduzidos para esclarecer 0s
mecanismos de acao da nanoLEG. Finalmente, estudos para aumentar a estabilidade
da nanoLEG podem levar a novas estratégias para modular o processo inflamatério
que possa estar associado a promoc¢ao tumoral.

3.5. A nanoLEG néo apresentou atividade hemolitica

A nanoLEG 3,0 (Figura 8A) ndo afetou a viabilidade de eritrocitos de carneiro nas
concentracOes testatas (6,25 a 200 pg/mL), indicando biocompatibilidade frente ao
modelo celular utilizado. Dos Santos e colaboradores (2018) avaliaram a atividade
hemolitica do LEG em eritrocitos de carneiro e demonstraram que o tratamento
apenas causou 5% de reducédo na viabilidade celular em uma concentracdo de 800

pug/mL, o que é muito maior do que a janela de concentracdo testada no presente
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estudo. Em ambos os casos, o valor da CHso (concentracdo hemolitica média) néo

pode ser determinado, indicando auséncia de citotoxicidade.
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Figura 8. Efeito citotéxico da nanoLEG em eritrocitos de carneiro (A) e micrografias obtidas por
Microscopia de Forca Atdmica para os eritrécitos de carneiro tratados com STF (Controle, B) e
nanoLEG (200 pg/mL, C) Os valores estdo expressos em média + EPM. Os pequenos pontos indicados

pelas setas correspondem a nanoparticulas. STF = salina tamponada com fosfato.

Adicionalmente, a morfologia dos eritrécitos, avaliada por Microscopia de Forca
Atbmica, revela que a nanoLEG a 200 pg/mL (Figura 8C) causou alteracdes em
comparacao a morfologia das células do grupo controle (Figura 8B), as quais exibem
o tipico formato discoide biconcavo. As células mostraram morfologia globular quando
tratadas com as nanocpsulas na maior concentracéo testada no ensaio de hemdlise.
Mesmo que tenha havido uma alteracdo morfoldgica, estes dados mostram que as

nanoparticulas em alta dose ndo causa prejuizos a membrana eritrocitaria, de forma
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gue as alteracdes possivelmente estdo mais relacionadas a um efeito da ormolaridade
do meio no experimento do que a uma acao citotoxica. A hemocompatibilidade das
nanoparticulas é considerada um parametro critico para aplicacdes em saude, uma
vez que os eritrocitos representam uma alta fracdo da composi¢do sanguinea. Em
estudos prévios, nanoparticulas com polimeros biodegradaveis também exibiram
hemocompatibilidade. Este efeito foi demonstrado por Bender e colaboradores (2012)
para nanocdpsulas de nucleo lipidico estabilizadas com polisorbato-80 e lecitina in
vitro e por Bulcao e colaboradores (2013) para nanocapsulas de poli-e-comprolactona

com nucleo lipidico revestidas com polisorbato 80, in vivo.

4. Conclusao

Os resultados encontrados no presente estudo trazem evidéncias de que as
nanocapsulas de nucleo lipidico produzidas com uma parede de poli-e-coprolactona
revestidas com polisorbato 80 foram eficientemente aplicadas para a estabilizacdo do
extrato rico em licopeno de goiaba, gerando um produto com propriedades fisico-
guimicas e biolégicas satisfatorias. As nanocapsulas de nucleo-lipidico otimizaram a
estabilidade do licopeno a 5°C por 7 meses, melhoraram sua toxicidade frente a
células cancerosas da linhagem MCF-7, inibiram a producdo de EROs e NF-kB em
células microgliais humanas e ndo afetaram a integridade de membrana em
eritrécitos, o que enfatiza seu potencial uso como um tratamento para o cancer. Mais
estudos utilizando modelos biolégicos adicionais ainda sao requeridos para entender
melhor e caracterizar 0s mecanismos anticancer observados para a hanoLEG, bem
como sua seguranca, visando sua aplicagdo como um nutracéutico baseado em

nanotecnologia na promoc¢ao de saude.
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Promissor sistema autoemulsificante de entrega de droga carreando licopeno
de goiaba (Psidium guajava L.): toxicidade in vivo, biodistribuicéo e

citotoxicidade em células de cancer de prostata

Resumo

Um sistema autoemulsificante de entrega de droga carregando licopeno purificado de
goiaba vermelha (nanoLPG) foi produzido e caracterizado. A atividade antioxidante, a
toxicidade in vivo, a distribuicdo nos tecidos e a citotoxicidade em células de
carcinoma de préstata humano (DU-145) foram avaliadas. A NanoLPG exibiu
propriedades fisico-quimicas satisfatorias. Os parametros de tamanho, indice de
polidispersao e potencial zeta sofreram alteragdes insignificantes durante os 12 meses
de armazenamento a 5°C. NanoLPG exibiu atividade de eliminacdo de radicais livres.
Os estudos in vivo revelaram auséncia de alteracdes significativas nos parametros
clinicos, comportamentais, hematologicos, bioquimicos e histopatolégicos em
camundongos tratados por via oral com nanoLPG a 10 mg/kg por 28 dias. Além disso,
a nanoLPG entregou com sucesso licopeno ao figado, rim e préstata, bem como
melhorou sua citotoxicidade contra células DU-145, por via independente de necrose
e apoptose classicas, de acordo com dados de citometria de fluxo e microscopia
eletrdnica de transmisséo. Assim, a nanoLPG é um candidato promissor e biosseguro
para sistema de entrega de licopeno como um produto baseado em nanotecnologia

aplicado a saude.

Palavras-chave: nanomedicina; autoemulsionante; goiaba; carotenoides;

antitumoral.

1. Introducéao

O licopeno (CaoHses) € um pigmento de cadeia alifatica que pertence ao grupo dos
carotenoides, ocorrendo naturalmente em frutas e vegetais vermelho-alaranjados,
bem como em fungos, bactérias e algas (PRZYBYLSKA, 2020). Ele é um antioxidante
bem conhecido e tem sido associado a protecao contra substancias toxicas sintéticas

ou naturais, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes e muitos tipos
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de cancer (EJIKE et al., 2018; HEDAYATI et al., 2019; PRZYBYLSKA, 2020).
Conforme descrito previamente, extratos ricos em licopeno foram satisfatoriamente
obtidos a partir da goiaba vermelha (Psidium guajava L.) e apresentaram alta atividade
antioxidante (2.890+34 uM Trolox/g pelo método do ABTS) (AMORIM et al., 2018). A
administracao intraperitoneal e oral de um extrato rico em licopeno de goiaba (LEG) e
do licopeno purificado da goiaba vermelha (LPG) inibiu a inflamacédo aguda causada
por carragenina em camundongos Swiss em doses de 50 e 12,5 mg/kg,
respectivamente (VASCONCELOS et al., 2017). Além disso, o LEG reduziu
significativamente a viabilidade de células de adenocarcinoma de mama humano
(MCF-7) (Clso = 29,85 e 5,96 pg/mL em de 24 e 72 horas, respectivamente), bem
como diminuiu as taxas de triglicerideos e biomarcadores de peroxidagéo lipidica em
hamsters (DA SILVA BRITO et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2018).

Entretanto, o licopeno pode sofrer isomerizacdo ou completa degradacédo quando
exposto a luz, ao oxigénio e a variacdes de temperatura, além de exibir baixa
biodisponibilidade oral e solubilidade em agua, o que representa um desafio para o
desenvolvimento de produtos comerciais contendo carotenoides (CHERNYSHOVA et
al., 2019; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015). Neste contexto, a hanobiotecnologia
tem sido vista como uma alternativa inovadora para melhorar a estabilidade e as
atividades bioldgicas deste composto. Por exemplo, nanocapsulas de nucleo lipidico
com uma parede de poli-e-coprolactona revestidas com polisorbato 80 foram
eficientemente aplicadas para estabilizar o LEG por 7 meses e melhorar sua atividade
citotoxica contra cancer de mama (VASCONCELOS et al., 2020).

Dentre os principais nanocarreadores descritos na literatura, os sistemas
autoemulsificantes de entrega de drogas (SEDDS) tém emergido rapidamente nos
altimos anos como um sistema atrativo para carrear moléculas bioativas, com o
objetivo de propor aplicacbes na induastria alimenticia, cosmética, quimica e
farmacéutica. Os SEDDS apresentam alta capacidade em melhorar a solubilidade em
agua, a estabilidade fisico-quimica e a biodisponibilidade oral de compostos lipofilicos,
sdo termodinamicamente estaveis e facilmente produzidos (BETAGERI, 2019;
SINGH, BAJPAI, MISHRA, 2020). Trata-se de um método de emulsificacdo
espontanea, o qual utiliza Oleos, surfactantes e solventes, mas é diferente da

emulsificacdo convencional (TRAN, PARK, 2021). A emulsificacdo por SEDDS é
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realizada, inicialmente, por meio de uma mistura de 6leo com surfactante, em agitacao
suave, seguido pela diluicdo na fase aquosa (TRAN; PARK, 2021; ZHAO et al., 2020).

No presente estudo, uma formulagcdo promissora utilizando um sistema
autoemulsificante de entrega de drogas para o licopeno purificado da goiaba
vermelha, denominado nanoLPG, é apresentada. Ademais, este trabalho avaliou suas
caracteristicas fisico-quimicas, atividade antioxidante, toxicidade in vivo, distribuicédo
tecidual e citotoxicidade in vitro contra células de cancer de préstata humano, para
avaliar sua potencial aplicacdo como um produto anticancer baseado em

nanobiotecnologia.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes

Etanol (Dinamica), diclorometano (Shalab S. L.), acetona (Dinamica) e
dimetilsulféxido (DMSO, Dinamica) de grau analitico, bem como acetonitrila (Merck),
metanol (Merck), N-hexano (Tedia) e acetato de aménia (J.T. Baker) de grau
cromatografico foram adquiridos. Cloroférmio, polisorbato 80 (Tween® 80),
monostearato de sorbitano (Span® 60), padréo de licopeno de tomate (L9879, = 90%),
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), DPPH (2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil) e MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difeniltetraz6lio) foram
comprados da Sigma-Aldrich Chemical Co. Oleo de coco natural extravirgem (Cocos
nucifera L., Copra) foi comprado em uma loja especializada em 6leos de um mercado
local, em Brasilia, DF, Brasil. O meio de cultura Dubelco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), soro fetal bovino (SFB), tripsina-EDTA (0,5%) e a solugéo de antibidticos

foram comprados da LGC Biotecnologia.

2.2. Producéo do licopeno purificado da goiaba vermelha

O licopeno purificado da goiaba vermelha (LPG) foi produzido de acordo com a
metodologia de Amorim e colaboradores (2018) e detalhada na patente nimero BR
102016030594-2 (AMORIM, LEITE, ROPKE, 2016). Goiabas vermelhas (Psidium

guajava L.), em alto grau de maturacao, foram adquiridas em um mercado local na
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cidade de Parnaiba, Piaui. As frutas (500 g) foram submetidas a desidratacdo com
etanol e extracdo com diclorometano em agitacdo ultrassdnica. O extrato foi,
posteriormente, filtrado em papel filtro quantitativo e seco sob presséo reduzida (50
mbar), a temperatura ambiente, em um rotaevaporador R-215 (Buchi, Suica), sob
baixa luminosidade. Subsequentemente, o extrato foi submetido a cristalizacdo a -
20°C e o licopeno purificado foi obtido por lavagens com etanol e cloroférmio. Apds a

extracdo e purificagao, o licopeno isolado foi armazenado a -80°C.

2.3. Avaliacao do extrato de licopeno por espectrofotometria UV-Vis e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A analise UV-Vis foi realizada para verificar o perfil de absorcéo e quantificar a
concentracdo equivalente a licopeno no extrato utilizando um espectrofotometro UV-
1280 (Shimadzu, Japéo). O LPG foi diluido em cloroférmio:etanol (1:20) e avaliado
por varredura entre 600 e 300 nm, utilizando cloroférmio:etanol como branco, em uma
cubeta de quartzo (1 mL). A quantificacédo foi conduzida em 472 nm, o comprimento
de onda com maxima absorbancia, utilizando uma curva de calibracdo construida a
partir de concentracfes conhecidas (1 a 10 pg/mL) de um padrdo de licopeno de
goiaba.

Para a andlise por CLAE, o LPG foi diluido em cloroférmio:etanol (1:20), filtrado
em filtros de seringa de 0,45 um (PTFE) e injetado (20 pL) para separacéao utilizando
uma coluna RPAQUEOUS Develosil C30 (4,6 x 150 mm, 5 um), em um cromatografo
liquido (Shimadzu, Japao), equipado com um detector de arranjo de fotodiodo (DAD,
SPD-M20A). A fase mobvel foi composta por acetonitrila, metanol, hexano,
diclorometano e acetato de amoénio (55:22:11,5:11,5:0,02, v:v:viv:m), com fluxo de 1
mL/min de 0 a 20 minutos. A detecc¢ao foi realizada no intervalo de 800-200 nm, a 1,2

nm/s, com monitoramento em 472 nm.

2.4. Sintese e caracterizacdo da nanoemulsao

2.4.1. Producéo do sistema autoemulsificante de entrega de drogas contendo licopeno

purificado da goiaba vermelha (nanoLPG)
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NanoLPG foram produzidas conforme o método de Yen e colaboradores (2017),
com modifica¢des. O LPG, monostearato de sorbitano e 6leo de coco (1:10:0,6 m:m:v)
foram misturados com etanol e acetona (1:8, v:v), sob agitacdo magnética por 10
minutos a 40°C. Depois, a mistura foi despejada em agua destilada (pH 7) contendo
polisorbato 80 (0,45 g), sob as mesmas condicbes de agitacdo e temperatura,
seguindo uma proporc¢ao de 1:2,5 (v:v) das fases organica:aquosa. A formulacéo foi
concentrada sob presséo reduzida (30 mbar) a 37°C em um rotaevaporador R-215
(Buchi, Suica) até atingir um volume final de 20 mL, eliminando os solventes
organicos. A nanoLPG foi armazenada em frascos de plastico fechados, em
refrigerador (5-8°C).

2.4.2. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e potencial zeta

O tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo (IPD) foram
mensurados por DLS (Dynamic Light Scattering) utilizando um equipamento Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern, RU). As amostras foram diluidas no momento da anélise em
agua ultrapura (1:400) e analizadas em triplicata, em um angulo de 90°, com tempo
de equilibrio de 60 segundos a 25°C antes das medidas. O potencial zeta foi
determinado nas mesmas condi¢cfes. As andlises foram realizadas imediatamente

apos a sintese e depois mensalmente por 12 meses.

2.4.3. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A nanoLPG foi diluida 50.000 vezes em &gua ultrapura e o diametro
hidrodindmico e a concentracdo de particulas suspensas no meio foram obtidos
utilizando um instrumento Malvern Panalytical NanoSight NS300, equipado com um
modulo laser de 642 nm (Malvern, RU). A coleta e a andlise de dados foram realizadas
utilizando o software NTA 3.2. Cinco videos, com 1 minuto de duracdo cada, foram
capturados com os seguintes parametros: célula de fluxo a 2 pL/min, temperatura de
25°C, viscosidade da agua a 0,9 cP e limite de deteccdo 4. Cada video foi analisado
independentemente e os resultados foram automaticamente combinados para formar

o grafico de distribuicdo de tamanhos.
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2.4.4. Conteudo de licopeno

O conteudo de licopeno na nanoLPG foi avaliado por espectrofotometria. A
nanoemulsédo (50 pL) foi diluida em 950 pL de cloroférmio com uma solugdo saturada
de cloreto de sddio (1:1, v/v). A amostra foi misturada por 1 minuto e depois
centrifugada a 1.000 rpm por 5 minutos. A fase cloroférmica (precipitado) foi
mensurada por varredura de 600 a 300 nm, em cubeta de quartzo (1 mL), com
quantificacdo em 472 nm, utilizando um espectrofotbmetro UV-1280 (Shimadzu,
Japao). O LPG livre também foi analisado para avaliar a estabilidade quando

armazenado nas mesmas condi¢cdes da hanoLPG, conforme descrito na seccéo 2.3.

2.4.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A ultraestrutura da nanoLPG foi avaliada por MET utilizando um microscopio Jeol
JEM-1011 (Japéo). A amostra foi diluida 1.000 vezes em agua ultrapura e depositada
em grades revestidas com formvar. Posteriormente, a amostra foi corada com acetato

de uranila, lavadas, secas ao ar e examinadas a 80 keV.

2.4.6. Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo de reflectancia total atenuada
(ATR) utilizando um espectrémetro FTIR Perkin-Elmer Spectrum BX, equipado com
um unico cristal de ATR. As medidas foram realizadas entre 500 e 3000 numeros de

onda, com uma resolucdo de 2 nimeros de onda.

2.4.7. Estabilidade coloidal da nanoLPG em meio bioldgico

A estabilidade coloidal da nanoLPG em meio de cultura foi investigada seguindo
a metodologia proposta por Friedrich et al. (2015). A nanoemulséo foi diluida em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (5.000 U/mL
de penicilina e 5.000 U/mL de estreptomicina), em concentra¢des de 3,125; 25 e 200
pg/mL. Estas concentragcOes foram baseadas no conteudo de licopeno na nanoLPG e

nos subsequentes ensaios citotoxicos. O tamanho meédio das particulas e o indice de
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polidispersao (IPD) foram medidos por DLS, utilizando um equipamento Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern, RU) imediatamente e 24 horas apoés a incubacédo a 37°C e 5%

de CO2 em atmosfera Umida.

2.5. Avaliacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante da nanoLPG foi avaliada utilizando o ensaio do
sequestro do radical DPPH. Uma solug&o-estoque de 100 uM de DPPH foi preparada
em etanol de grau cromatografico e mantida a -20°C por um periodo inferior a uma
semana. Momentos antes do experimento, a solucdo-estoque de DPPH foi diluida até
atingir uma absorbancia de 0,7 a 517 nm para produzir a solu¢cdo de trabalho de
DPPH. A nanoemulséo foi diluida para 0,1 mg/mL em salina tamponada com fosfato
(STF) e 25 pL foram misturados a 225 pL da solucdo de trabalho de DPPH em
microtubos. Os tubos foram incubados no escuro, a temperatura ambiente, por 30
minutos. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 5
minutos para remover qualquer material insolavel.

Entdo, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para microplacas de 96 pocos
de fundo chato pretas (#3605, Corning, EUA) e lidas em 517 nm em um leitor de
microplacas (Spectramax® Plus 384, Molecular Devices, EUA). Contando com uma
possivel interferéncia das nanoparticulas a 517 nm, experimentos controles foram
realizados utilizando a nanoemulséo e etanol (sem DPPH) em paralelo. A habilidade
da nanoLPG em sequestrar o radical DPPH foi comparada as de diluicdes de Trolox
em STF, em uma curva de calibracdo com concentracdes variando de 12,5 a 200 pM.
O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como uUM
equivalentes a Trolox/g de nanoLPG.

2.6. Estudos in vivo.

2.6.1. Animais e comité de ética

O comité de ética em pesquisa animal do Instituto de Biologia da Universidade

de Brasilia aprovou previamente os experimentos sob protocolo nimero 66728/2016

(Anexo II) e os procedimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes do
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Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com a
legislacdo nacional vigente, Lei 11.794/2008 e 9.605/1988.

Camundongos Swiss machos (25+5 g, 8-12 semanas de idade) mantidos no
biotério do Centro de Pesquisa em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) foram usados para a avaliacdo de toxicidade aguda do LPG.
Camundongos Swiss machos (30+5 g, 6-8 semanas de idade) mantidos no biotério
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB, Brasil) foram usados
para os estudos de toxicidade de doses repetidas e biodistribuicdo de nanoLPG. Os
animais foram mantidos em temperatura controlada (22+2°C), em ciclo claro/escuro

12/12 com livre acesso a agua e comida.

2.6.2. Toxicidade em dose Unica do LPG

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 5) e tratados
com agua (grupo controle) ou LPG em dose Unica de 2.000 mg/kg (grupo teste) por
via oral. Os animais foram observados por 8 horas no primeiro dia e, depois,
dirariamente por 14 dias para avaliar sinais de toxicidade aguda, de acordo com a
diretriz 420: Procedimento oral para toxicidade em dose fixa da Organizacdo para a

Cooperacéo e o Desenvolvimento Econémico (OCDE, 2002a).

2.6.3. Toxicidade em doses repetidas da nanoLPG

O efeito téxico in vivo da nanoLPG foi avaliado segundo a diretriz 407: Estudo de
toxicidade em doses repetidas para roedores em 28 dias, da Organizacédo para a
Cooperacédo e o Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2008). Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 9) e tratados com agua (grupo
controle) ou nanoLPG a 10 mg/kg (grupo teste) diariamente por via oral durante 28
dias. Os animais foram eutanaziados 1 dia apds a administracdo da ultima dose, com
cetamina e xilasina, administradas por via intraperitoneal, conforme estabelecido

pelas diretrizes para a pratica de eutanasia do CONCEA.

2.6.3.1. Andlise clinica e comportamental
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Os parametros clinicos e comportamentais foram avaliados de acordo com o
Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as
Human Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation, da OECD
(OCDE, 2002b). Pontuacgtes foram estabelecidas para mensurar o grau de mudanca
de cada parametro, onde zero (0) indicava auséncia de efeito e trés (3) efeito severo.
Além disso, ganho de peso corporal, bem como o consumo de alimento e agua foram
avaliados diariamente durante 4 dias e, depois, a cada 3 dias por 28 dias. ApGs a
eutandsia, os orgaos foram removidos, seus aspectos clinicos foram analisados e seu

peso foi mensurado.

2.6.3.2. Parametros bioquimicos e hematol6gicos

Amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca em tubos sem e com
EDTA para analises bioquimicas e hematoldgicas, respectivamente. Os marcadores
bioguimicos glicose, ureia, creatinina, colesterol, triglicerideos, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FAL)
foram mensurados utilizando um analisador bioquimico semiautomatizado (Bio-200,
BIOLUS, Brasil) e reagenstes LABTEST® (Brasil), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O hemograma foi realizado utilizando um analisador hematolégico
automatizado (SDH-3 VET, LABTEST®, Brasil). O conteido de hemoglobina e
proteinas plasmaticas totais foram analisadas em um analisador bioquimico
semiautomatizado (Bio-200, BIOLUS, Brasil). A analise morfolégica dos leucdcitos e
eritrocitos foi realizada por microscopia Optica em esfregaco sanguineo corado pelo
método panético (NEWPROV, Brasil).

2.6.3.3. Biodistribuicdo

Cérebro, coracédo, pulméo, figado, baco, rins e prostata foram congeladas em
nitrogénio liquido e preservados a -80°C. Os orgaos (100-300 mg) foram
homogeneizados em uma solucdo de etanol, &gua, butil-hidroxitolueno (BHT) e
hidréxido de potassio (54.9:44.98:0,02:0,01) a 1:5 (m:v) sob agitagéo ultrassdnica por
15 minutos a 50°C, seguido de banho gelado. A extracdo do licopeno a partir do
homogenato foi conduzida com 2 mL de diclorometano:hexano (1:5, v:v). As amostras
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foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos a 10°C e o sobrenadante foi coletado,
filtrado e seco utilizando um concentrador LabConco CentriVap (EUA). O processo de
extracao foi repetido trés vezes.

A quantificacdo do licopeno extraido dos 6rgdos foi realizada por CLAE. As
amostras foram injetadas (70 pL) para separacdo utilizando uma coluna
RPAQUEOUS Develosil C30 (4,6 x 150 mm, 5 um). A fase movel foi composta por
acetonitrila, metanol, hexano, diclorometano e acetato de aménio (55:22:11,5:0,02,
v:viv:viw), a um fluxo de 1 mL/min de 0 a 20 minutos. A deteccéo foi feita no intervalo
de 800-200 nm, a 1,2 nm/s, com monitoramento em 472 nm e o licopeno foi
quantificado utilizando uma curva de calibracdo construida com um padrdo de

licopeno de tomate em concentra¢cfes que variavam de 0 a 20 pg/mL.

2.6.3.4. Andlise histopatologica

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos (n = 5) e tratados
com agua (grupo controle) ou nanoLPG a 10 mg/kg (grupo teste) em doses repetidas
por via oral durante 28 dias. O cérebro, coracdo, aorta, pulmao, figado, baco,
estbmago, esbfago, intestino delgado, intestino grosso, pancreas e rins foram fixados
com formalina tamponada neutra a 10% por 24 horas. Os espécimes de tecido foram
desidratados com concentracbes crescentes de etanol, diafanizados em xileno e
embebidos em parafina histolégica. As amostras foram seccionadas em 4-6 uym e
corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes histolégicos foram examinados
utilizando um microscopio ScanScope Aperio (Leica Biosystem Inc, EUA), equipado
com um sistema de captura e processamento de imagens ScanScope Cansole
v10.2.0.2352, em aumento de 400x. As analises histopatologicas foram realizadas por
um observador em todos os cortes para avaliar a arquitetura tecidual e realizar a
analise semiquantitativa. Mudancas histopatologicas foram classificadas entre

normais a lesdes severas.

2.7. Citotoxicidade in vitro

2.7.1. Ensaio de viabilidade celular
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A linhagem de carcinoma de préstata humana (DU-145) foi adquirida do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado por calor e 1% de antibiéticos (5.000 U/mL de
penicilina e streptomicina) a 37°C e 5% de CO2 em atmosfera umidificada. O ensaio
de viabilidade celular foi realizado pelo método do MTT, utilizando uma densidade
celular de 3 x 103 células/poco. As placas de 96-pogos foram mantidas por 24 horas
a 37°C e, posteriormente, as células foram tratadas com a nanoLPG, em
concentragdes que variaram de 200 a 3,125 pg/mL. O LPG livre diluido em 0,5% de
DMSO (200 - 6,25 pg/mL), meio DMEM e 20% de DMSO foram utilizados como
controles. As células foram incubadas por 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Apds o tempo de
exposicdo, o meio foi removido e 100 pL de uma solucdo de MTT diluido em DMEM
(0,75 mg/mL) foi adicionada a cada poco e as placas foram incubadas novamente por
2 horas a 37°C. Posteriormente, adicionou-se DMSO (100 L) para dissolver os sais
de formazan produzidos pelas células viaveis. A absorbancia foi mensurada a 595 nm,
utilizando um leitor de microplacas SpectraMax® (Molecular Devices, EUA). Os dados

foram representativos para as triplicatas de dois experimentos independentes.

2.7.2. Ensaio de integridade de membrana celular

A integridade de membrana das células DU-145 foi avaliada pelo ensaio com
azul de tripan. As células foram tratadas com nanoLPG e com o LPG livre, em
concentracfes de 200 a 6,89 pg/mL em triplicata e incubadas por 24 horas. O meio
DMEM e 20% de DMSO foram utilizados como controles. Apds o tempo de exposicao,
as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C, e
lavadas com STF trés vezes. As suspensodes celulares (50 uL) foram coradas com
uma solucéo de azul de tripan 0,4% (1:1, v/v) e 10 pL foram contados em camara de
Neubauer. As células foram classificadas como: com perturbacdes de membrana ou
integras. Fotomicrografias representativas das células DU-145 do controle ou tratadas
foram capturadas com aumento de 100x utilizando um microscopio Nikon Exlipse Ts2

(Japao) com software Nis Elements L Imaging (versao 1.02.00).

2.7.3. Andlises de citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia
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Para avaliar o mecanismo de morte da célula cancerosa tratada com a nanoLPG,
0 ensaio de Anexina-V FITC/IP foi utilizado a fim de distinguir as células apoptoticas
das necrdticas. Células da linhagem DU-145 foram plagueadas em placas de 24
pocos, em uma densidade de 1,5 x 10° células/poco e mantidas a 37°C por 24 horas.
Apos o tratamento com a nanoLPG ou com o LPG livre (6,89 e 200 pug/mL) e incubacéo
por 24 horas a 37°C, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e 2.500 rpm por 5
minutos a 4°C e lavadas com STF trés vezes. As células foram ressuspensas em 100
pL de tampéo de ligagéo (BD Pharmingen™) e marcadas com 5 uL de Anexina-V FITC
e 10 uL de iodeto de propidio (IP) (BD Pharmingen™) por 15 minutos a temperatura
ambiente, protegidos da luz. Em seguida 100 yL do tampao de ligagdo foram
adicionados e a suspensao celular foi analisada em citbmetro de fluxo (LSR I
Fortessa™, BD, EUA), com uma taxa de 20.000 eventos por amostra. DMEM e 20%
de DMSO foram usados como controles. O ensaio foi conduzido em triplicata.
Fotomicrografias representativas das células DU-145 controles ou tratadas foram
obtidas por microscopia de contraste de fase e microscopia de fluorescéncia utilizando
um microscopio Nikon Eclipse Ts2 (Japao) equipado com o software Nis Elements L

Imaging (verséao 1.02.00), com aumento de 200x.

2.7.4. Andlise ultraestrutural das células cancerosas

As células DU-145, a uma densidade de 1 x 10° células/poco, foram tratadas com
meio DMEM (controle), LPG livre ou hanoLPG (6,89 e 200 pg/mL) e incubadas por 24
horas a 37°C. As células foram tripsinizadas, centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos
a 4°C, lavadas trés vezes com STF e fixadas com solugéo fixadora de Karnovsky. As
amostras foram lavadas, fixadas com tetroxido de ésmio (1%) desidratadas utilizando
acetona (50-100%) e embebidas em resina Spurr. As células foram coradas com 0,5%
de acetato de uranila e examinadas por MET utilizando um microscépio Jeol JEM-
1011 (Japéo).

2.8. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GaphPad Prism versao
8.4.3 (GraphPad Software, EUA). O teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
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comparacdes multiplas de Dunn foram utilizados para verificar as diferencas
estatisticas nos parametros fisico-quimicos da nanoemulsédo ao longo do tempo. O
teste t ndo-pareado foi utilizado para analisar as diferencas estatisticas no ensaio de
estabilidade coloidal e com relacdo aos parametros de toxicidade in vivo. Para os
experimentos em células, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguida da anélise
de compara¢Bes multiplas de Bonferroni, foi empregada para analisar as diferencas
estatisticas entre os grupos. ANOVA de duas vias seguida pela andlise de
comparacdes multiplas de Bonferroni foram utilizadas para comparar as médias entre
os tempos de exposicdo no ensaio de citotoxicidade. As diferencas entre as médias

foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacéo do LPG e da nanoLPG

A andlise espectrofotométrica do LPG mostrou um perfil de absor¢ao equivalente
ao da referéncia analitica de licopeno do tomate, exibindo trés bandas de absorcao
maxima (Amax) em 503, 472 e 447 nm (Figura 1A). O espectro de absor¢édo do LPG foi
semelhante ao relatado por Amorim e colaboradores (2018), com valores de Amax de
505, 473 e 448 nm, correspondendo ao 5-Z-licopeno. A quantificacdo do licopeno no
extrato apresentou um rendimento de 97,70% de licopeno/massa de extrato seco e
82,18 mg de licopeno/100 g de fruta. O rendimento corrobora com o descrito por
Amorim et al. (2018) para o0 mesmo método de extracdo (61,66+0,73 mg de 5-Z-
licopeno/100 g de goiaba). Os dados de CLAE para o LPG em 472 nm (Figura 1B)
mostrou um pico majoritario com tempo de retencéo (TR) de 9,49 minutos, o qual foi
identificado como licopeno ao comparar-se com 0 TR e o0 espectro DAD observado

para o padréao de licopeno (9,53 minutos).
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Figura 1. Espectro UV-Vis de 600-300 nm (A) e cromatograma por CLAE-DAD (B) do LPG e do padréo

analitico de licopeno de tomate em uma concentragédo de 50 ug/mL.

Um sistema autoemulsificante de entrega de drogas contendo licopeno purificado
da goiaba vermelha (hanoLPG) foi produzido aplicando surfactantes reconhecidos
como seguros pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, Brasil) e pela
Food and Drug Administration (FDA, EUA) e empregado com sucesso em estudos
prévios (DOS SANTOS et al.,, 2015; VASCONCELOS et al., 2020). A nanoLPG
apresentou-se como um liquido de aspecto turvo, leitoso e homogéneo (Figura 2B). A
amostra foi inicialmente analisada quanto ao tamanho médio, distribuicdo, potencial
zeta, concentracao e estabilidade de licopeno na nanoparticula.

A andlise por DLS mostrou nanopatrticulas polidispersas, com um diametro médio
de aproximadamente 200 nm (Tabela 1). Os dados de NTA (Figura 2A) reveleram um
didmetro hidrodindmico no intervalo de 100 a 300 nm, com um didmetro médio de 180
nm, corroborando os dados de DLS. A concentracdo de nanoparticulas por mililitro foi
de 3,74 x 10''. O tamanho das nanoparticulas é um parametro importante para
aplicacBes biologicas, uma vez que pode afetar a estabilidade do sistema devido a
sedimentacdo ou agregacéo, bem como a internalizacao celular e a toxicidade em
células (BARANOWSKA-WOJCIK et al., 2020; WANG et al., 2020). No presente
estudo, o tamanho das nanoparticulas se mostrou satisfatério, de acordo com estudos
prévios envolvendo nanoparticulas de licopeno (211,30+2,5 e 250+8,21 nm)
(VASCONCELOS et al., 2020; WANY!I et al., 2020). Embora o valor do IPD e os dados
de NTA tenham indicado polidispersdo, a distribuicAo dos tamanhos das

nanoparticulas estava adequadamente uniforme. Para Silva e colaboradores (2020),
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valores de IPD entre 0,1 e 0,5 expressam uma distribuicho de tamanhos
suficientemente homogénea. De fato, uma distribuicdo de tamanhos maiores esta
associada a valores de IPD acima de 0,5 (GONZALEZ-REZA et al., 2018).
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Figura 2. Distribuicdo do didmetro hidrodindmico por NTA da nanoLPG (A). Fotografia da nanoemulséo
e fotomicrografia da nanoLPG (seta) por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (B). Espectro FTIR-
ATR do LPG e da nanoLPG (C). Conteudo de licopeno na nanoLPG pelo periodo de 12 meses (D) e
espectro UV-Vis do LPG extraido da hanoemulséo e do LPG livre mantidos sob as mesmas condi¢des
de armazenamento (E). Dados de média e modo do NTA expressos como média + EPM. *p<0,05 versus

més 0.
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O potencial zeta € um parametro representativo da carga de superficie das
particulas, determinando seu carater catibnico, aniénico ou neutro (SMITH et al.,
2017). O valor do potencial zeta encontrado para a nanoLPG foi negativo (Tabela 1),
contribuindo para a repulsdo eletrostatica que previne sua agregacao e confere
estabilidade fisica ao nanosistema. O valor negativo pode ser atribuido aos grupos
hidroxilas do polissorbato 80 (XIONG et al., 2012; ZARDINI et al., 2018).

Tabela 1. Caracterizacdo da nanoLPG.

Parametro Més nanoLPG
0 239,90+8,67
1 ] ’
Tamanho (nm) 12 248 000,80
0 0,22+0,03
1 ’ ’
IPD 12 0,21+0,02
. 0 -28,30+0,52
Potencial zeta (mV) 12 -33.00£0.17
Conteudo de licopeno 0 4,13+0,02
(mg/mL) 12 1,78+0,01"

1 Dados obtidos por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). Dados foram expressos como média + DP.

*p<0,05 versus més 0.

Juntos, o tamanho, o indice de polidispersdo e o potencial zeta sofreram
alteracdes insignificantes durante 12 meses de armazenamento (Tabela 1), sugerindo
estabilidade fisico-quimica para as nanoparticulas. Adicionalmente, a andlise
morfolégica da nanoLPG realizada por MET mostrou particulas com formato esférico
e topologia lisa (seta vermelha, Figura 2B). O formato esférico € a morfologia mais
comum reportada na literatura e apresenta um potencial expressivo para a liberacao
controlada e a preservacado das moléculas encapsuladas. Isto provavelmente esta
associado a pequena area de superficie especifica e o contato minimo com o
ambiente aquoso (ZARDINI et al.,, 2018). Além disso, nanoparticulas esféricas
provaram ser mais citotoxicas do que outras morfologias quando analisadas em
células cancerosas Hela, provavelmente devido ao pequeno tamanho e a pouca
agregacao que ocorrem nestas nanoparticulas (WOZNIAK et al., 2017).

Os resultados de FTIR-ATR para a analise de LPG e nanoLPG estado
representados na Figura 2C. No espectro do LPG, o pico em 959,7 cm™ pode ser
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atribuido a ligacdo C-H conjugada trans fora de plano e as bandas entre 1379 e 1462
cm® sdo tipicos do estiramento C=C do licopeno. No geral, as frequéncias vibracionais
do LPG foram semelhantes as encontradas para o extrato rico em licopeno de goiaba
por Dos Santos et al. (2018). A auséncia do pico acentuado em 959,7 cm pode estar
relacionada a encapsulacdo do LPG, conforme sugerido por Li e colaboradores
(2018), que também observaram o desaparecimento deste pico apos a
nanoencapsulagdo (em um sistema diferente). Entretanto, ndo é possivel descartar
gue este pico esteja, na verdade, ofuscado pela presenca de uma forte e larga banda
de OH em 750 cm, proveniente da 4gua no sistema.

Com relacao ao conteudo de licopeno na nanoemulsédo, a perda de licopeno foi
estatisticamente significante (p<0,05) apenas a partir do décimo més de
armazenamento a 5-8°C (Figura 2D). Entretanto, o perfil UV-Vis do licopeno extraido
da nanoemulsédo apés 12 meses ainda esta caracteristico para a molécula, com as
trés bandas de absor¢cdo maxima em 503, 471 e 447 nm (Figura 1E). Em contraste, o
LPG livre armazenado nas mesmas condicbes da nanoLPG apresentou total
degradacdo no primeiro més (Figura 2E). O perfil espectrofotométrico sugestivo para
a degradacao do licopeno mostra uma perda significante da absorbancia na regiao
préxima a 503 nm, auséncia de distincéo entre os trés picos e um aumento progressivo
na absorbancia da regido abaixo de 447 nm, semelhante ao que ja foi descrito
previamente (TAN, SODERSTROM, 1989; VASCONCELOS et al, 2020). A
temperatura € um dos principais fatores que afetam a estabilidade do licopeno,
resultando inicialmente em isomerizacdo, seguida de auto-oxidacdo das ligacGes
insaturadas, dificultando possiveis aplicacdes biolodgicas (ALIYU; KABIRUYUNUSA,;
ABDULLAHI, 2020; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015). Estes dados sugerem que
a nanoemulsdo preserva o licopeno por um periodo satisfatério em temperatura de
refrigeracao, propiciando sua aplicacdo biotecnologica.

NanoLPG diluida em DMEM a 3,125 e 25 pg/mL demonstrou um aumento
significativo (p<0,05) no tamanho de particula 24 horas apos a incubacdo a 37°C
(Tabela 2), indicando agregacéao. O aumento no IPD na concentracao de 3,125 pg/mL
apos 24 horas sugere que apenas parte da populacdo das nanoparticulas sofreu
agregacdo, resultando em uma distribuicdo de tamanhos heterogénea. O tamanho e
os valores de IPD das nanoparticulas diluidas em DMEM (3,125 e 25 pg/mL)

imediatamente analisadas (0 horas) foram comparaveis aqueles obtidos para
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nanoLPG avaliada sob procedimentos experimentais padréo. Entretanto, estes
resultados ndo foram observados para a hanoLPG em meio de cultura a 200 pg/mL.
Esta diluicdo exibiu alta opacidade e viscosidade, sendo, portanto, inapropriada para
uma analise por DLS. Segundo observado por Panchal e colaboradores (2014) para
tamanhos padrdo de particulas de poliestireno e amostras de IgG agregadas em
baixas e altas concentracfes, na maior concentracdo, o instrumento de DLS n&o foi

capaz de determinar os valores.

Tabela 2. Estabilidade coloidal de nanoLPG diluida em meio de cultura de células.

~ 0 hora 24 horas
Concentracao Tamanho
(ng/mL) (nm) IPD Tamanho (nm) IPD
3,12 226,90+3,96 0,26+0,01 391,20+33,20* 0,61+0,01*
25 256,80+1,79 0,17+0,08 359,60+26,06* 0,17+0,09
200 66,41+1,02 0,50+0,01 52,85+0,89 0,47+0,02
DMEM 20,59+1,43 0,73+0,10 26,79+0,73 0,88+0,03

Dados foram expressos como média + DP. *p<0.05 versus 0 hora.

Portanto, estes dados sugerem uma instabilidade parcial das nanoparticulas em
condicdes bioldgicas, como as utilizadas em cultura de células, as quais poderiam
afetar sua atividade biolégica ou biodistribuicdo. A estabilidade pode ser afetada pelos
grupos de cabecas poliméricas do polisorbato 80, promovendo estabilizacdo estérica
e aumentando o tempo de circulacdo sanguinea devido a prevencdo da adsorcéo
plasmética (FRIEDRICH et al., 2015; ZHU et al., 2019). Apesar da nanoLPG conter
polisorbato 80, possivelmente ndo foi suficiente para prevenir a agregagdo em meio
bioldgico e conferir estabilidade coloidal para as nanoparticulas. Por outro lado, o nivel
de polisorbato 80 na nanoLPG foi projetado para seguir as sugestdes de ingestao oral
diaria segura (10-25 mg/kg) (EFSA, 2015; KRIEGEL et al., 2019).

3.2. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante da nanoLPG foi avaliada pelo método do sequestro do

radical DPPH comparado ao Trolox. Como pode ser observado na Figura 3, a
nanoLPG a 0,1 mg/mL exibiu atividade de sequestro do radical, com 171,10+7,41 puM
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equivalente de Trolox/g. A atividade antioxidante da nanoLPG corroborou os dados
observados por Amorim e colaboradores (2020) para o licopeno da goiaba vermelha
(LPG) pelo método do ABTS. Os autores relataram que o LPG exibiu a capacidade de
sequestrar o radical ABTS equivalente a 139,52+0,30 uM de Trolox/g. Embora os
resultados tenham sido obtidos por meétodos diferentes, o DPPH e o ABTS
demonstraram valores aproximados e possuem 0 mesmo mecanismo antioxidante
(CAETANO-SILVA et al., 2020). E possivel sugerir que a nanoLPG possui um efeito
antioxidante produzido pelo mecanismo de doacgédo de hidrogénio, uma vez que o
radical DPPH é um aceptor de hidrogénio para converter-se em uma molécula estavel
(MARSUP et al., 2020).
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Figura 3. Atividade antioxidante da nanoLPG pelo método do sequestro do radical DPPH comparada
ao Trolox. Dados expressos como média + DP.

3.3. Toxicidade do LPG e da nanoLPG in vivo

A avaliacao da toxicidade do LPG livre ndo demonstrou morte ou alteragdes dos
parametros comportamentais ou clinicos dos camundongos Swiss tratados com uma
dose Unica oral do extrato a 2.000 mg/kg e observados por 14 dias. Além disso,

nenhuma mudanca significativa foi observada no peso corporal ou dos 6rgdos dos
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animais (Tabela 3). Estes resultados indicam a auséncia de toxicidade aguda
sistémica para o LPG. Uma vez que ndo houve mortes, ndo foi possivel determinar a

dose letal média (DLso).

Tabela 3. Peso corporal e dos érgaos de camundongos Swiss tratados com dose Unica de LPG (2.000
mg/kg) e observados por 14 dias.

Parametro Dia Controle LPG
0 29,26+3,06 29,54+3,41
Peso corporal () 14 28,72+2,64 20,16+3,38

Peso dos 6rgaos (g)

Coracéao 0,12+0,01 0,11+0,02
Pulmao " 0,16+0,02 0,16+0,02
Figado 0,99+0,14 0,95+0,12
Rim 0,38+0,04 0,37+0,08

Valores foram expressos como média £ EPM. N = 5 animais por grupo.

Os animas expostos a nanoLPG a 10 mg/kg por 28 dias nédo exibiram
caracteristicas clinicas anormais ou mudancgas no comportamento em geral quando
comparados com o grupo tratado com agua (Tabela 4). Nenhuma morte foi registrada
nos grupos tratado e controle.
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Tabela 4. Efeito da nanoLPG em parametros clinicos e comportamentais de camundongos Swiss.

Controle NanoLPG
Dia0O Dia 28 Dia 0O Dia 28

Parametro

Hiperatividade 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0

Estimulante Tremores 0 0 0 0
Convulséo 0 0 0 0

Piloerecao 0 0 0 0

Ptose 0 0 0 0

Bulbo do nariz 0 0 0 0

Bulbo da bochecha 0 0 0 0

Posicéo da orelha 0 0 0 0

Alteracdo do bigode 0 0 0 0

Depressivo Sedacao/Anestesia/Analgesia 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0

Reflexo de endireitamento 0 0 0 0

Catatonia 0 0 0 0

Perda de reflexo corneal 0 0 0 0

Perda de reflexo auricular 0 0 0 0

Diarreia 0 0 0 0

Relacionado Constipacao 0 0 0 0
ao sistema Lacrimacao 0 0 0 0
nervoso Salivacao/Vémito 0 0 0 0
Cianosis 0 0 0 0
Deambulacao 0 0 0 0

Auto-limpeza (grooming) 0 0 0 0

Outros Escalgda i 0 0 0 0
Vocalizagao 0 0 0 0

Contor¢ao abdominal 0 0 0 0

Mortes 0 0 0 0

0 = sem efeito. N = 9 animais por grupo.

A evolucdo no ganho de peso corporal (Figura 4A) e no consumo de racao e
agua (Figura 4B) dos camundongos Swiss ao longo dos 28 dias de acompanhamento
nao apresentou mudancas significativas entre o grupo tratado oralmente com a
nanoLPG a 10 mg/kg e os grupos controle. O peso dos 6rgaos também ndo mostrou
modifica¢des significativas quando comparados ao grupo tratado com agua (Figura
4C). Além disso, a analise macroscopica dos 6rgados ndo demonstrou modificacdes
significativas tanto no grupo tratado com a nanoLPG quanto no grupo controle. Estes
resultados indicam a auséncia de toxicidade sistémica no tratamento com doses

repetidas de nanoLPG pelo periodo dos experimentos.
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Figura 4. Evolucdo do ganho de peso corporal (A), consumo de alimento e agua (B) e peso relativo
dos érgaos (C) de camundongos Swiss do grupo controle ou tratados oralmente com a nanoLPG a 10

mg/kg por 28 dias. Dados expressos como média £ EPM. N = 9 animais por grupo.

Os parametros bioquimicos e hematolégicos sdo importantes para monitorar as
condicdes gerais de saulde, resposta imune e lesGes teciduais induzidas por
substancias. No presente estudo, o hemograma dos camundongos tratados com
nanoLPG ndo mostrou alteracdes significativas quando comparado ao do grupo
controle (Tabela 5). Estes dados sugerem que houve hemocompatibilidade da
nanoLPG nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Ademais, ndo houve variagédo
significante na contagem de leucdcitos, o que indica que a nanoLPG ndo provocou
leucopenia ou leucocitose nos camundongos apos 28 dias de tratamento (Tabela 5).
Outra observacdo importante foi a auséncia de bastonetes no sangue periférico. Os
bastonetes sdo neutréfilos imaturos que podem entrar na circulagdo em resposta a
estresse, como inflamacgao, dano tecidual ou infeccdo, caracterizando um fendmeno
denominado desvio a esquerda (CORNBLEET, 2002). Neste contexto, a nanoLPG a
10 mg/kg ndo induziu aumento de neutréfilos imaturos nos camundongos 28 dias apés
o tratamento.

N&o houve mudangas significativas na contagem de plaquetas (Tabela 5). A
toxicidade no sistema de coagulacdo pode ser afetada pela carga superficial das
particulas. Conforme demonstrado por Wu e colaboradores (2018) para
nanoparticulas lipidicas sélidas, a superficie catibnica apresenta maior risco para
ativacao e agregacéo plaquetéria sistémica in vivo, reduzindo o tempo de circulagao
sanguinea das nanoparticulas e sua captagcado celular. Uma vez que a nanoLPG
apresenta potencial zeta negativo, toxicidade trombodtica ndo foi observada.
Finalmente, as proteinas plasmaéticas totais ndo foram afetadas pelo tratamento com

a nanoLPG por 28 dias (Tabela 5). Alteragcbes nas proteinas do sangue sao
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normalmente associadas com flutuacées nos niveis de albumina e globulina, como
resultado de desordens no sistema imune e de lesBes no figado e nos rins
(GHELICHPOUR et al., 2017).

Tabela 5. Efeito da nanoLPG em parametros hematoldgicos de camundongos Swiss.

Parametros Controle NanoLPG
Hematdcrito (%) 48,60+0,51 46,13+0,85
Eritrocitos (x108 células/pL) 09,95+0,13 09,39+0,20
Hemoglobina (g/dL) 17,72+0,55 18,14+1,29
VCM (fL) 48,82+0,79 49,23+1,11
CHCM (%) 36,44+1,08 39,36+2,89
Leucdcitos (células/uL) 5750+1096 4275575
Mondcitos (%) 2,20+0,37 2,37+0,59
Linfécitos (%) 79,80+2,15 76,88+1,96
Eosindfilo (%) 0,60+0,24 0,25+0,16
Basofilo (%) 0,00+0,00 0,00+0,00
Neutrdéfilos imaturos (%) 0,00+0,00 0,00+0,00
Neutréfilos segmentados (%) 17,40+2,31 20,50£2,03
Plaquetas (cells/pL) 800000+107165 897250166576
Proteinas plasmaticas totais 6.56+0,29 6.85+0,88

(g/dL)

Dados foram expressos como média + EPM. VCM: volume corpuscular médio. CHCM: concentragédo

de hemoglobina corpuscular média. N = 5-9 animais por grupo.

Além disso, as taxas de glicose, colesterol total e triglicerideos néo
demonstraram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas aos do
grupo controle (Tabela 6). Os marcadores de lesado renal usuais, ureia e creatinina,
sugerem a auséncia de nefrotoxicidade nos camundongos tratados com nanoLPG.
Estes achados sdo muito importantes, considerando que nanoparticulas na circulagéo
sanguinea devem passar pela vasculatura renal (DU; YU; ZHENG, 2018). Com
relacdo aos marcadores de funcdo hepatica (ALT, AST e FAL), notou-se uma
tendéncia a redug&o nos niveis no grupo tratado com a nanoLPG em relacdo ao grupo

controle (Tabela 6). Entretanto, a diferenca entre os grupos nao foi estatisticamente
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significativa, indicando uma flutuacdo normal dos valores acumulados e ndo um

achado fisiolégico.

Tabela 6. Efeito de nanoLPG em parametros bioquimicos de camundongos Swiss.

Parametro Controle NanoLPG
Glicose (mg/dL) 215,90+9,74 238,60+11,18
Colesterol (mg/dL) 127,00+3,57 128,70+5,12
Triglicerideos (mg/dL) 130,70+£16,06 152,60+£27,29
Ureia (mg/dL) 42,75%2,46 49,02+2,47
Creatinina (mg/dL) 0,42+0,04 0,33+0,04
ALT (U.L/IL) 68,67+10,16 55,6316,96
AST (U.1/L) 339,40+51,42 272,30+28,56
FAL (U.1/L) 101,02+5,94 89,28+10,64

Dados foram expressos como média + EPM. ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato

aminotransferase. FAL: fosfatase alcalina. N = 5-9 animais por grupo.

Em suma, a nanoemulsdo carregada com licopeno da goiaba vermelha nao
apresentou alteragdes fisiologicas sugestivas de toxicidade in vivo considerando todos
0os parametros analisados neste estudo. A toxicidade das nanoparticulas é uma
caracteristica critica para aplicacéo bioldgica como sistema de entrega de drogas e

precisa ser muito bem explorada.

3.4. Analise histopatolégica

A andlise histopatolégica do cérebro, aorta, coracdo, pulméo, figado, baco, rim,
estdbmago, esofago, intestino delgado, intestino grosso e pancreas revelou que a
administracao oral da nanoLPG a 10 mg/kg por 28 dias ndo induziu danos patoldgicos
com significado clinico sugestivo para toxicidade em camundongos Swiss (Figura 5).
Sinais minimos foram observados no figado, como degeneracgé&o hidropica difusa nos
hepatocitos (seta vermelha). A degeneracao hidropica ou vacuolar pode ser resultante
da dificuldade dos hepatocitos em manter a homeostase iGnica e fluida, o que aumenta
a agua intracelular (SUSILO et al., 2019). Vale ressaltar que esta € uma lesdo aguda
reversivel e ndo letal. Estes resultados corroboram os achados clinicos, bioquimicos

e hematologicos.
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Figura 5. Fotomicrografias representativas das andlises histopatolégicas de diversos tecidos de
camundongos Swiss apos o tratamento oral com nanoLPG a 10 mg/kg ou com agua (controle) por 28
dias. Ampliagdo de 100x a esquerda (exceto para aorta, cuja ampliacdo é de 200x) e barra de escala
=200 nm; ampliagdo de 400x a direita e barra de escala de 50 nm. A seta vermelha indica degeneragéo
hidrépica nos hepatdcitos. N = 5 animais por grupo.

3.5. Distribuicéo tecidual de licopeno
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A biodistribuicéo do licopeno obtida pela administracdo oral da nanoemulséo foi
avaliada por CLAE para o cérebro, coracdo, pulmao, figado, baco, rins e prostata de
camundongos tratados por 28 dias com uma dose de 10 mg/kg. O licopeno foi
detectado na prostata (0,03+0,01 pg/g), nos rins (0,11+0,02 pg/g) e no figado
(0,18+0,09 ug/g) (Figura 6), enquanto néao foi detectado nos demais 6rgaos e no grupo
controle. Conforme demonstrado em estudos em humanos e animais, o licopeno
intacto pode se concentrar em varios tecidos, como o figado, glandulas adrenais,
baco, pulmdes, prostata, colon e pele (MIRAHMADI et al.,, 2020; SRIVASTAVA,
SRIVASTAVA, 2015; WANG, 2012).
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0,20 0,20 0,20

0,15 0,15 0,15
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- 1 0,05 - 1 0,05 0,05

K3

0 0 0

Prostata Rim Figado

Figura 6. Biodistribuicdo do licopeno avaliada nos tecidos do cérebro, coracdo, pulmao, figado, baco,
rins e prostata de camundongos Swiss apés tratamento oral com nanoLPG a 10 mg/kg por 28 dias.

Dados expressos como média + EPM. N = 9 animais por grupo.

A concentracdo de licopeno na préstata foi comparavel ao relatado em outros
estudos. O nivel de licopeno na prostata dos camundongos alimentados com uma
dieta suplementada com licopeno comercial a 150 mg/kg por 60 dias foi de 0,81+0,08
nmol/g (equivalente a 0,4349 ug/g) (LINDSHIELD et al., 2008). Nota-se que o nivel de

licopeno foi 13 vezes maior do que o encontrado no presente trabalho, mas vale
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ressaltar que a dose administrada foi 15 vezes maior do que a utilizada neste estudo.
Na prostata de ratos tratados com a oleorresina de tomate a 4,6 mg/kg por 9 semanas,
a concentracao de licopeno observada foi de 24+10,3 nmol/kg (equivalente a 0,0129
Hg/g) (FERREIRA et al., 2000). Consistentemente, o nivel de licopeno relatado foi de,
aproximadamente, a metade encontrada no presente trabalho, assim como a dose
também foi equivalente a metade da utilizada no trabalho citado. Portanto, a
administracdo oral da nanoLPG fornece licopeno ao tecido prostatico de forma
correspondente ao que ocorre com o licopeno de outras fontes.

A presenca de licopeno no rim pode ser resultado das nanoparticulas na corrente
sanguinea, incluindo na vasculatura renal, embora a literatura relate o acumulo de
licopeno via receptores scavenger classe B tipo 1 (SR-B1) encontrados neste tecido
(WANG, 2012). A concentracao de licopeno no figado tende a ser maior do que em
outros o6rgdos. De acordo com Korytko e colaboradores (2003), a avaliacdo da
distribuicao tecidual do licopeno administrado oralmente a 30 mg/kg em cédes machos
revelou que uma maior concentracdo de licopeno no figado foi encontrada 1 e 5 dias
apos o periodo de 28 dias de tratamento (65,6 e 91,0 nmol/g, respectivamente), o que
esta em consonancia com o encontrado no presente estudo.

A distribuicdo das nanoparticulas para a entrega de compostos bioativos pode
ser influenciada pelo diametro hidrodinamico (KAGA et al., 2017). Baranowska-Woajcik
e colaboradores (2020) avaliaram o efeito dos diferentes tamanhos de nanoparticulas
de diéxido de titanio na biodistribuicdo apds a administracdo oral em dose Unica e
demonstraram que particulas maiores (>80 nm) sédo predominantemente acumuladas
no figado. Semelhantemente, Kaga e colaboradores (2017) descreveram que
nanoparticulas poliméricas de maior tamanho foram rapidamente biodistribuidas para
o figado e para o bago. Embora os parametros farmacocinéticos ndo tenham sido
avaliados neste estudo, os dados demonstram que a nanoLPG fornece
satisfatoriamente licopeno para os tecidos. Além disso, o acumulo de licopeno nos
tecidos pode prevenir diversas doencas, como o cancer de préstata, colestase,
esteatose, inflamacgé&o, doenca hepéatica alcodlica, entre outras (STICE, XIA, WANG,
2018; WADIE et al., 2020).

3.6. Efeito citotoxico em células de cancer de prostata
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Devido ao acumulo de licopeno na préstata de camundongos tratados com a
nanoLPG, avaliou-se a citotoxicidade da nanoemulsdo em uma linhagem de células
de adenocarcinoma de préstata humana (DU-145). O ensaio do MTT demonstrou que
o tratamento com o LPG livre afetou significativamente (p<0,05) a viabilidade celular
apos 6 horas de exposicdo, mesmo na menor concentracdo empregada (3,125
pg/mL), com uma reducdo de 19,33+2,36% (Figura 7A). De maneira similar, a
nanoLPG também reduziu significativamente (p<0,05) a viabilidade das células da
linhagem DU-145 apdés 6 horas de exposicdo a 3,125 pg/mL, apresentando
44,65+6,90% de reducdo (Figura 7B). Note que a nanoemulsdo potencializou os
efeitos deletérios do LPG livre nas células de cancer de prostata.

Este efeito pode também ser observado pelos valores de Clso, 0s quais foram
marcadamente menores para a nanoLPG em comparagéo ao LPG livre, em todos os
tempos avaliados (Figura 7C). Além disso, os valores de Clso foram gradualmente
reduzidos ao longo do tempo até 48 horas (Figura 7C). O efeito maximo para o LPG
livre e para a nanoLPG foi observado 72 horas ap0s a exposi¢cdo a 200 pg/mL
(93,20+0,31% e 100£3,32% de reducgéo na viabilidade, respectivamente). Entretanto,
nao houve diferencas estatisticamente significativas com relacdo ao tempo de 48

horas de exposicdo para ambas as amostras.
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Figura 7. Efeito do LPG (A) e da nanoLPG (B) na viabilidade de células de carcinoma de préstata
humana (DU-145) apés 6, 12, 24, 48 e 72 horas de exposicdo. (C) Valores de Clso obtidos pelo teste
de viabilidade celular para DU-145. (D) Integridade de membrana celular apés 24 horas de exposicao.

Ver fotomicrografias representativas das células DU-145 tratadas com meio DMEM (E), nanoLPG a
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6,89 pg/mL (F) e 200 pg/mL (G) por 24 horas. As células foram coradas com azul de tripan e as imagens
foram capturadas em ampliacéo de 100x. As setas vermelhas indicam células com morfologia sugestiva

de morte celular. Dados expressos como média + EPM. *p<0,01 versus grupo controle DMEM.

O mecanismo inerente aos efeitos da nanoLPG nas células DU-145 foi avaliado
seguindo os parametros: concentracdo correspondente a Clso da nanoemulséo (6,89
pg/mL) e a maior concentracdo (200 pg/mL) com exposicao por 24 horas. A analise
de integridade de membrana celular pelo método de coloragdo por azul de tripan
demonstrou que o LPG livre (6,89 e 200 pug/mL) ndo causou danos significativos em
24 horas de exposi¢cao quando comparadas ao controle negativo DMEM (Figura 7D).
Este resultado corrobora com o observado por Dos Santos e colaboradores (2018)
para o extrato rico de licopeno de goiaba (LEG) em células MCF-7.

O tratamento com a nanoLPG causou danos estatisticamente significativos a
membrana celular apenas na concentracao de 200 ug/mL (Figura 7D). O azul de tripan
cora células ndo-vidveis com uma coloracdo azul devido a ruptura da membrana,
enquanto células ndo danificadas aparecem sem coloracdo (CROWLEY et al., 2016a).
Portanto, € possivel notar nas fotomicrografias que as células do controle falham em
captar o corante (Figura 7E), células tratadas com a nanoLPG a 6,89 ug/mL também
estavam sem coloracdo, embora muitas apresentassem morfologia sugestiva de
morte celular (setas vermelhas, Figura 7F), enquanto as células tratadas com a
nanoLPG a 200 pg/mL encontravam-se coradas pelo tripan (Figura 7G). Este
resultado mostra que a nanoemulsédo, em altas concentracdes, é capaz de afetar a
integridade de membrana.

Além disso, a analise por citometria de fluxo das células DU-145 revelou que a
nanoLPG, nas concentracfes de 6,89 e 200 pg/mL induziu alteragcbes morfolégicas
expressivas (Figura 8A, D, E e F). Observou-se uma reducéao significativa (p < 0,05)
na disperséao frontal de luz (Forward Scatter - FSC, Figura 8A) e na dispersao lateral
de luz (Side Scatter - SSC, Figura 8D), o que € um indicativo de redugcé&o no tamanho
e na granulosidade das células, respectivamente. Estas alteragcdes morfologicas
sugerem ruptura de membrana e extravasamento de conteudo citoplasmatico, o que
ocorre na morte celular por necrose, como foi evidenciado também pelo ensaio com o
azul de tripan. Nenhuma alteracdo morfologica significativa foi observada em células
tratadas com o LPG livre (Figura 8A, D, G e H) quando comparado ao controle com

DMEM (Figura 8A, B e D), o que pode estar relacionado ao baixo percentual de células
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mortas neste ensaio. O grupo controle com DMSO (Figura 8A, C e D) exibiu reducao

na FSC e aumento na SSC, indicativos de encolhimento celular, o que acontece na

morte celular por apoptose.
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Figura 8. Efeito do LPG livre e da nanoLPG nos parametros morfolégicos das células DU-145

analisadas por citometria de fluxo (20.000 eventos/amostra) apés 24 horas de exposicdo a

concentracbes de 6,89 e 200 pg/mL. Média geométrica do espalhamento frontal (FSC, A) e
espalhamento lateral (SSC, D). Scatter-plot dos grupos DMEM (B), DMSO 20% (C), nanoLPG a 6,89

pg/mL (E), nanoLPG a 200 pug/mL (F), LPG a 6,89 pug/mL (G) e LPG a 200 ug/mL (H).

A analise da linhagem DU-145 por citometria de fluxo utilizando Anexina-V

FITC/IP esta representada na Figura 9. As células tratadas com o DMSO exibiram

aumento na intensidade de fluorescéncia do IP e da Anexina-V, sugestivos de

apoptose tardia (Figura 9B). A Anexina-V é comumente utilizada como um marcador

para a fase inicial da via de apoptose tradicional por sua afinidade com a
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fosfatidilserina (CROWLEY et al., 2016b; DOS SANTOS et al., 2018). O iodeto de
propidio € um composto fluorigénico que se liga aos acidos nucleicos, utilizado para
marcar células necréticas (CROWLEY et al., 2016b). Uma vez que as células tratadas
com a nanoLPG (Figura 9C e D) ndo foram marcadas significativamente com a
Anexina-V, o mecanismo de morte celular desempenhado pela amostra néo
corresponde a apoptose tradicional. Entretanto, a coloracdo por IP também néo foi
estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle tratado com
DMEM (Figura 9A), embora os ensaios mencionados anteriormente sugiram um
componente de necrose para a nanoLPG. Portanto, € possivel hipotetizar que os
efeitos desempenhados pela nanoLPG nas células DU-145 também ndo devem
contemplar a necrose classica. A necrose é tradicionalmente uma forma passiva e
traumatica de morte celular, mas a literatura descreve que certas necroses podem
ocorrer de uma maneira altamente regulada, como a morte celular por parthanatos,
necroptose, piroptose, entre outros (LU et al., 2021; NIRMALA; LOPUS, 2020).

As células tratadas com o LPG livre (6,89 e 200 ug/mL) ndo exibiram aumento
na intensidade de fluorescéncia do IP e/ou da Anexina-V (Figura 9E e F), o que pode
estar relacionado ao baixo percentual de células mortas neste ensaio. Dos Santos e
colaboradores (2018) demonstraram que o extrato rico em licopeno da goiaba
vermelha (LEG) foi citotdxico para células de cancer de mama humano (MCF-7), pela
inducdo de uma via semelhante a apoptose. InUmeros estudos in vitro e in vivo
descrevem os efeitos do licopeno no cancer de prostata. Mirahmadi e colaboradores
(2020) revisaram recentemente que a atividade contra células de cancer de préstata
era mediada principalmente pela inibicdo da proliferacdo celular, inducéo de apoptose,
detencéao do ciclo celular, controle da fase metastatica e por meio de “up” ou “down”
regulacdo de moléculas sinalizadoras e fatores de transcricdo. Entretanto, o
mecanismo especifico de morte celular do LPG e da nanoLPG nas células de cancer

de prostata ainda precisa ser mais investigado.
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Figura 9. Andlise por citometria de fluxo (20.000 eventos/amostra) de células DU-145 tratadas com

LPG livre e com nanoLPG apés 24 horas de exposicdo a 6,89 e 200 ug/mL utilizando marcagéo por
Anexina-V FITC/lodeto de propidio. DMEM (A) DMSO 20% (B), nanoLPG a 6,89 ug/mL (C), nanoLPG
a 200 pg/mL (D), LPG a 6,89 pg/mL (E) e LPG a 200 pg/mL (F).
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Células marcadas por fluorescéncia também foram analisadas em microscopio
invertido sobre luz visivel ou fluorescente. No grupo controle tratado com DMEM,
observaram-se células viaveis, exibindo contorno citoplasmatico bem definido (Figura
10A) e ndo-marcadas com Anexina-V (Figura 10B) ou IP (Figura 10C). Por outro lado,
no grupo controle tratado com DMSO, as células mostraram caracteristicas de dano
celular, como aumento na granulosidade, perda do contorno citoplasmatico bem
definido e algumas células retraidas (Figura 10D). Nota-se a intensidade de
fluorescéncia para ambos os marcadores de morte celular utilizados: Anexina-V
(Figura 10E) ou IP (Figura 10F), caracteristicos de apoptose tardia. As células tratadas
com LPG a 200 pg/mL apresentaram-se semelhantes as células do grupo controle
DMEM (Figura 10G), mas com a presenca de poucas células marcadas com Anexina-
V (Figura 10H) ou IP (Figura 10I). As células tratadas com a nanoLPG a 200 pug/mL
apresentaram uma série de alteracBes morfologicas sugestivas para morte celular e
mais células marcadas por fluorescéncia do que o LPG, mas ainda insuficientes
guando comparadas ao grupo DMSO (Figura 10J, K, L). Estes resultados apoiam o0s

dados observados por citometria de fluxo para necrose/apoptose.
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Figura 10. Fotomicrografias de microscopia de fluorescéncia representativas para as células DU-145
tratadas com meio DMEM (A, B, C), DMSO (D, E, F), LPG a 200 ug/mL (G, H, I), e nanoLPG a 200

pg/mL (J, K, L) por 24 horas. As células foram marcadas com Anexina-V FITC/lodeto de propidio e as

imagens foram capturadas em aumento de 200x. A esquerda: imagens de contraste de fase; no meio:

marcacao por Anexina-V; a direita: marcagéao por iodeto de propidio.

As alteracgbes ultraestruturais das células DU-145 tratadas com o LPG livre e
com a nanoLPG foram analisadas por MET, que fornece informacgdes adicionais sobre
0S mecanismos que possam estar envolvidos nos efeitos da nanoemulséo nas células
de cancer de préstata. A célula controle (Figura 11A) apresentavam superficie com
algumas microvilosidades (cabeca de seta azul), reticulo endoplasmatico abundante
(cabeca de seta vermelha) e nacleo oval (N), o que € considerado aspecto basal da
linhagem DU-145 (STONE et al., 1978). As células tratadas com LPG a 6,89 ug/mL
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exibiram algumas alteracbes, como digestdo celular (seta vermelha, Figura 11B),
focos necroticos (seta azul, Figura 11C), mas com formacdo de estruturas
membranosas (seta verde, Figura 11C) sugestivas de compartimentalizacdo celular,
que acontece no processo de apoptose. Nota-se que na mesma célula ha
componentes necroticos e apoptéticos (Figura 11C). A Figura 11D mostra a morfologia
das células tratadas com LPG a 200 pg/mL, exibindo digestdo intracelular difusa,
aspecto vacuolizado, dissolu¢cdo da membrana nuclear e do contorno citoplasmatico,
mas sem sinais de rompimento na membrana celular. As células tratadas com
nanoLPG a 6,89 pg/mL mostrou focos necraticos (seta azul, Figura 11E e F) e aspecto
vacuolizado (Figura 11E). Focos necroticos também foram observados nas células
tratadas com nanoLPG a 200 pg/mL, associados com tumefacao citoplasmética (seta
azul, Figura 11H), mas sem danos visiveis & membrana celular. A auséncia de danos
abruptos na membrana corrobora com a observacao de poucas células marcadas com
o IP nos ensaios de fluorescéncia. Resumidamente, estes achados mostram
alteracdes morfolégicas sugestivas para necrose nao classica, o que corrobora com
os dados de citometria. Golla, Hong e Chefetz (2021) avaliaram morte celular por
necroptose utilizando MET e descreveram que o padréo visual tipico destas células
inclui células em tumefacéo, mitocdndrias aumentadas, vacuolos globulares, mas
também ruptura da membrana e extravasamento do contetdo celular. Apesar das
semelhancas, mais estudos sdo necessarios para confirmar 0 mecanismo de morte
celular.

Além disso, as imagens de MET séo evidéncias da interacao e da internalizacéo
da nanoLPG. As setas laranjas indicam que a nanoLPG esta ligada a membrana
celular (Figura 11E e H), internalizada no endossomo (Figura 11E e F) e fragmentada
em um endolisossomo (Figura 111). De maneira interessante, os fragmentos das
nanoparticulas podem ser vistos no citoplasma ou associados a sistemas
endomembranares (Figura 11G), bem como formando um rearranjo esferoidal em
nanoescala dentro da célula (Figura 111). Isto pode estar relacionado ao carater
lipidico das nanoparticulas e do licopeno.
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Figura 11. Micrografias representativas obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET) para
as células DU-145 tratadas com meio DMEM (A), LPG a 6,89 ug/mL (B e C) e 200 ug/mL (D), e
nanoLPG a 6,89 uyg/mL (E, F e G) e 200 pg/mL (H e 1) por 24 horas. N = Nucleo. Cabeca de seta azul
= microvilosidades, Cabeca de seta vermelha = reticulo endoplasmético, seta vermelha = area de

digestéo, seta verde = area apoptoética, seta azul = foco necrético e seta laranja = nanoLPG.

4. Conclusao

No presente estudo, um sistema autoemulsificante de entrega de drogas
contendo licopeno purificado da goiaba vermelha foi satisfatoriamente produzido. A
formulacdo mostrou propriedades fisico-quimicas satisfatérias, com tamanhos em
torno de 200 nm, potencial zeta negativo, morfologia esférica e conferindo estabilidade
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ao licopeno a 5°C por 10 meses. A nanoLPG exibiu uma atividade antioxidante atrativa
e nenhuma alteracdo significativa foi observada nos parametros clinicos,
comportamentais, bioquimicos e histopatologicos por 28 dias. Além disso, a nanoLPG
forneceu licopeno para o figado, rins e prostata com sucesso, bem como potencializou
sua toxicidade contra células de cancer de prostata da linhadem DU-145,
provavelmente por uma via independente das vias classicas de apoptose e necrose.
Juntos, estes resultados indicam que a nanoLPG pode ser um candidato viavel e
seguro para um sistema de entrega de licopeno, podendo ser aplicado como um

produto baseado em nanotecnologia voltado para a saude.
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Otimizacéao da atividade anti-inflamatdria e antioxidante do licopeno da goiaba

em um sistema nanoemulsificado

Resumo

O sistema de nanoemulsdo pode melhorar a estabilidade de moléculas antioxidantes
em comparacdo a molécula isolada. Portanto, este estudo teve como objetivo
estabelecer condi¢cdes de estabilidade térmica, realizar a caracterizacdo quimica e
determinar a atividade antioxidante e anti-inflamatdria de uma nanoemulsdo de
licopeno. Diferentes ensaios quimicos foram utilizados para caracterizar a
nanoemulsdo de licopeno (LN) e o licopeno purificado da goiaba vermelha (LPG),
como CLAE, UV-Vis, DLS e ABTS para analisar a atividade antioxidante da
nanoemulsdo de licopeno. Para testar sua estabilidade térmica como uma
nanoemulsdo antioxidante, as analises de termogravimetria (TGA) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram utilizadas. O modelo de edema de pata induzido
por carragenana em camundongos Swiss foi utilizado, juntamente com a analise
histopatoldgica, para avaliar a atividade anti-inflamatoria do sistema. Uma emulséo
com um diametro médio da particula de 167,1 nm foi produzida. O UV-Vis detectou
Amax = 447,1; 473,7 e 505,3 nm para o licopeno de goiaba e a analise por CLAE-DAD,
utilizando uma coluna C30, em 472 nm identificou a presenca do licopeno na
nanoemulsdo. Esta nanoemulsdo de licopeno apresentou estabilidade térmica a
temperatura ambiente, bem como em concentracdo quando armazenada por um ano.
O produto também foi capaz de inibir significativamente (p<0,05) a formacdo do
edema, com efeito inibitorio maximo na dose de 50 mg/kg, tanto por via oral quanto
por via intraperitoneal, além de reduzir a migracao neutrofilica para o tecido da pata.
A nanoemulsédo de licopeno apresenta potencial como candidata para a investigacéo
e tratamento de varias doencgas, incluindo a inflamacdo, uma vez que esta emulséo
apresentou aplicacdo terapéutica para doencas inflamatorias, além de ter potencial

uso como um aditivo para pomadas/cremes de aplicagéo topica.

Palavras-chave: anti-inflamatorio, licopeno, nanoemulséo, comportamento térmico.
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1. Introducéao

As nanoemulsbes fazem parte das dispersdes coloidais. Elas sdo sistemas
ternarios simples, compostos de uma fase oleosa, uma fase aquosa e um surfactante,
gue se formam espontaneamente por meio de um auto-organizacao termodinamica
(HUANG et al., 2015; KOROLEVA; YURTQV, 2012). Os antioxidantes séo, por sua
vez, moléculas muito instaveis, conhecidas por seu potencial de neutralizar espécies
reativas de oxigénio (EROs), as quais danificam as membranas biolégicas
(BOYACIOGLU et al., 2016). Dentre os mais conhecidos antioxidantes, encontram-
se os compostos fendlicos, enzimas, tocoferois, vitamina C e os carotenoides
(Vitamina A e licopeno).

Os carotenoides sdo pigmentos lipossollveis, responsaveis pela coloracdo
vermelha e laranja de algumas frutas. Dentre eles, o licopeno é o carotenoide que
apresenta maior capacidade antioxidante contra o oxigénio singleto, prevenindo
doencas cardiovasculares e o cancer de préstata (BOEIRA et al., 2014). Ele pode ser
encontrado em frutas vermelhas como a goiaba, tomate, melancia e uvas (ANESE et
al., 2015), apresenta alta sensibilidade a luz, deteriora-se facilmente durante o
processamento e armazenamento e apresenta baixa biodisponibilidade (HA et al.,
2015).

Obter licopeno estavel é um desafio devido a presenca de 11 liga¢des duplas
conjugadas em sua estrutura, as quais conferem maior instabilidade a molécula
(DEGROU et al., 2013), mas também a fazem altamente reativa com o oxigénio
singleto. Nanoemulsdes utilizam surfactantes lipofilicos e hidrofilicos, bem como agua,
para construir diagramas de fase pseudoternarios (KOROLEVA; YURTOV, 2012).

Entdo, a maior parte dos estudos conduzidos até o momento tem sido realizada
assumindo que um aumento na solubilidade em agua desempenha um importante
papel no aumento da biodisponibilidade de compostos bioativos. A modificacdo das
caracteristicas fisicas das particulas pode alterar a transparéncia, as propriedades de
liberacdo, de absorcéo e a estabilidade do licopeno durante o armazenamento em
nanoemulsdes preparadas para produtos alimenticios (AMORIM et al., 2018; PEPE et
al., 2012).

Portanto, os principais objetivos deste estudo consistiram em realizar a

caracterizacdo quimica e analisar a atividade biolégica de uma nanoemulséo de
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licopeno, determinar a estabilidade do licopeno na nanoemulsdo, bem como a
influéncia desta nanoemulsdo na atividade antioxidante e anti-inflamatoria do
licopeno. Para isto, varias técnicas como espectrofotometria (UV-Vis), cromatografia
(CLAE), estabilidade térmica (DSC), raios-X (DRX), mensuracao de tamanho (DLS) e
potencial zeta foram utilizadas para realizar a caracterizagdo quimica da
nanoemulsdo. O ensaio de ABTS foi utilizado para determinar sua atividade

antioxidante e a atividade anti-inflamatdria foi determinada em modelo animal.

2. Material e métodos

2.1. Materiais

Os reagentes diclorometano, cloroférmio, etanol e acetato de aménio (Brasil,
Portugal) eram de grau analitico, enquanto a acetonitrila, o hexano e o metanol
(Portugal) utilizados para a anélise de CLAE eram de grau cromatogréafico. O padréao
de licopeno de tomate foi comprado da Sigma-Aldrich (Portugal). Agua Milli-Q foi
utilizada para o ensaio antioxidante. O filtro Millipore (Brasil) foi utilizado para as
analises de DLS e potencial zeta. Indometacina e A-carragenina foram adquiridas da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

2.2. Animais

Camundongos Swiss (machos e fémeas, 30+5 g) foram mantidos sob um ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com controle de temperatura (24+2°C) e acesso livre a
agua e comida. Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, sob nimero de protocolo 068/14
(Anexo 1), e os procedimentos foram realizados de acordo com o Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA).

2.3. Isolamento do licopeno

O licopeno foi extraido de goiabas vermelhas, em alto grau de maturacéo, de
acordo com as metodologias descritas por Amorim et al. (2018) e Amorim, Leite e
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Pintado (2018). As goiabas vermelhas foram obtidas da produc&do orgénica dos
Tabuleiros Litoraneos (Parnaiba, Piaui, Brasil). A fruta foi submetida a tratamento
térmico apos congelamento. A extragdo com solvente organico (etanol) foi realizada
até a completa extracdo da coloracdo vermelha da fruta.

O extrato de licopeno obtido foi concentrado em rotaevaporador (R215, Buchi,
Suica), a temperatura ambiente, e depois submetido ao processo de purificacéo.
Todos os passos foram conduzidos em ambiente com baixa luminosidade e em
atmosfera de nitrogénio. Os perfis do licopeno purificado da goiaba (LPG) e do

licopeno na nanoemulsao foram analisados por CLAE.

2.4. Preparo da Nanoemuls&o de Licopeno (LN)

O licopeno em excesso foi solubilizado em 6leo mineral: 5 mg de licopeno foram
adicionados a 1 mL de 6leo mineral. Esta mistura foi deixada em uma incubadora com
agitagédo (35°C) por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
8944 x g por 10 minutos para separar as moléculas dissolvidas no sobrenadante. A
guantidade néo dissolvida do composto foi obtida no pellet precipitado. Aliquotas do
sobrenadante foram diluidas em uma solucdo de fosfato de potassio (KH2POa) e

quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.5. Espectrofotometria UV-Vis

Os espectros UV-Vis do padrédo de licopeno e da nanoemulséo foram analisados
em agua, no intervalo de varredura de 600-200 nm e as absorgdes maximas (Amax)
dos compostos foram determinadas. Os espectros foram obtidos utilizando um
espectrofotometro UV-1800 Shimadzu (Tokyo, Japdo). Para as medidas, um volume
de 50 pL foram retirados das amostras em cloroférmio (LPG e padréo de licopeno) e
diluidos em 3 mL de etanol. Para a nanoemulséo, 50 yL foram diluidos em 3 mL de

agua.

2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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As concentracdes de licopeno na nanoemulsdo e do licopeno purificado da
goiaba foram determinadas com um sistema de CLAE Waters 2690, com um detector
de arranjo de fotodiodos 966 (Waters Series 600, Massachussets, EUA), usando uma
coluna RPAQUEOUS Develosil C30 (4,6 x 150 mm, 5 mm), com uma pré-coluna
contendo a mesma fase estacionaria (SymmetryVR, C18) e mantida a 25°C. A fase
movel utilizada consistiu em acetonitrila:metanol:hexano:diclorometano:acetato de
amonio (55:22:11,5:0,02 v/viviviw), em condicdes isocraticas e fluxo de 1 mL.min™.
Os espectros DAD foram coletados de 600 a 200 nm, em intervalos de 2 nm. Os
tempos de retencdo, bem como os espectros, foram comparados com padrdes na
mesma faixa. Uma curva de calibracéo foi construida com licopeno e foi calculada
como equivalentes a licopeno, em As472 nm, em mg.mL! na nanoemulsdo (AMORIM,
LEITE, PINTADO, 2018).

2.7. Espalhamento de Luz Dinamico e potencial zeta.

A técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) foi utilizada para medir o
tamanho hidrodindmico (diametro), em modo batch, utilizando um equipamento
Malvern Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments, Reino Unido). O detector
apresentava uma abrangéncia de 10° - 175° e umas resolucao de 0,9° por etapa. A
amostra foi filtrada com um filtro de 0,45 um (Millipore) e equilibradas por 5 minutos,
a 25 °C antes das medidas. Trés medidas foram realizadas por amostra. Os valores
de potencial zeta (¢) foram obtidos utilizando 1 mL de uma solugéo de LN, diluida em
uma proporcdo de 1:200, em um espectrometro Zetasizer Nano-ZS (Malvern

Instruments, Reino Unido), a 25°C.

2.8. Difracao de raios-X (DRX)

Os dados de DRX foram obtidos com um difratdbmetro Rigaku Ultima, modelo IV,
com anodo de Cu e detector 2D, equipado com monocromador de grafite e tubo de
anodo giratorio, operando em CuKa e A = 15,406 nm, 50 kV e 100 mA. Os padrdes de
difracdo em po foram obtidos no modo de varredura continua, 2 horas, 3° - 50°,

intervalos de 0,02° e 5s/intervalo. O software Peak fitting module (PEAK Fitting
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Module. Northampton: OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza) foi utilizado

para decomposicao do padrao semicristalino.

2.9. Anélise térmica

O ponto de fusédo, entalpia e calor especifico aparente foram medidos por
calorimetria diferencial de varredura - DSC (modelo TGA-50H Thermobalance
Shimadzu), de acordo com Singh, Tiwary e Rana (2013), com modificagbes. Para isto,
10+£1 mg de LN foram pesados em cadinho de aluminio de 50 pL e hermeticamente
fechados. Nitrogénio, em um fluxo de 20 mL.min1, foi utilizado como carreador. As
amostras foram resfriadas e aquecidas de 20 - 600°C, a 2°C.min! e equilibradas por
10 minutos. Um cadinho idéntico e vazio foi utilizado como referéncia durante os
experimentos e agua deionizada foi utilizada para ajustar a linha de base. Cada
termograma foi analisado para determinar o inicio utilizando o software do DSC. Os

valores médios de trés medidas replicadas foram obtidos.

2.10. Avaliacao da atividade antioxidante pelo ensaio de ABTS

O ensaio de sequestro do radical ABTS foi adaptado de Amorim e colaboradores
(2018) e aplicado neste estudo. A solucao estoque de ABTS+- foi preparada por meio
dareacao de 7 mM de ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio (agente oxidante)
e diluindo a solucdo estoque em &gua ultrapura até obter uma absorbancia de
0,7000%0,020 em 734 nm (espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu 1240). Um volume de
50 pL da LN de goiaba foi adicionado a 950 pL de uma solugédo de ABTS+* e a
absorbancia foi mensurada exatamente 6 minutos apds a mistura inicial. A inibicdo do
conteudo de ABTS+- (%) para a amostra testada e para as concentra¢des conhecidas
de Trolox foi calculado de acordo com a seguinte formula: % Inibicdo = [100 x (Ao-
A)/Ac], onde Ao corresponde a solucdo de ABTS+- diluida na auséncia da amostra e
A corresponde a absorbancia final da solucdo de ABTS++ na presenga da amostra. A
curva de calibragéo (Figura 9, Equacgédo 1) foi construida com Trolox em concentragdes
variando de 20 - 1.200 mM. Os resultados foram expressos em valores equivalentes

a Trolox em puM de Trolox g* (Tabela 1).
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y = -0,0003x + 0,3405; r2 = 0,9974 (1)

2.11. Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria por edema de pata induzido por

carragenina

O edema de pata induzido por carragenina foi conduzido de acordo com o
método sugerido por Vasconcenlos e colaboradores (2017). Camundongos Swiss
foram divididos aleatoriamente em grupos (n = 11) e o edema foi induzido por injecéo
intraplantar (i.pl) de 50 pL de uma suspensao de carragenina (500 pg/pata em solucéo
salina estéril a 0,9%), na pata traseira. Os animais receberam um pré-tratamento trinta
minutos antes da indugc&o do edema com Indometacina (10 mg/kg), como farmaco de
referéncia, licopeno purificado de goiaba vermelha (LPG 12,5 mg/kg) ou LN (25, 50
ou 100 mg/kg). As amostras foram administradas por via intraperitoneal (i.p) ou oral
(v.0). O volume da pata foi medido imediatamente apds o estimulo (Vo: volume basal)
e 1, 2, 3 e 4 horas depois (Vi) por deslocamento de dgua em pletistbmetro (LE 7500,
Panlab, Barcelona, Espanha). O percentual de inibicdo do edema para o grupo tratado
em comparacao ao grupo controle, que recebeu carragenina, foi calculado segundo a

formula:

(Vt —Vo)controle — (Vt — Vo)tratado X 100

‘hicrs 0, =
Inibigao (%) (Vt — Vo)controle

2.12. Analise histopatoldgica

As peles da regido plantar dos camundongos foram obtidas dos grupos
submetidos aos testes de edema de pata induzido por carragenina apos 4 horas de
inducéo da inflamacao. Os tecidos foram fixados em 10% de formaldeido tamponado
por 24 horas, desidratados com concentracdes crescentes de etanol, diafanizados
com xileno, impregnados e embebidos em parafina, seccionados (5 um) e corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). As imagens dos cortes histologicos foram obtidas
utilizando um ScanScope Aperio (Leica Biosystem Inc, EUA), com aumento de 400x.
Um anico observador conduziu as analises histopatolégicas em todos os cortes, para

avaliar a arquitetura tecidual e quantificar o infiltrado inflamatério. A avaliacéo foi
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realizada em trés areas equidistantes (2,25 x 10* um?) utilizando o Software Aperio

ImageScope verséo 12.4.0.5043 (Leica Biosystem Inc, EUA).

2.13. Anédlise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
média e desvio padrdo (DP) por ANOVA. A andlise estatistica do ensaio bioldgico foi
realizada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov para determinar a normalidade
dos dados, analise de variancia de uma via (ANOVA) e pés-teste de comparacoes
multiplas de Newman-Keuls para determinar significancia estatistica entre os grupos.
Considerando dados paramétricos, ANOVA seguida do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni foram utilizados para comparar os dados histopatoldgicos
obtidos para os grupos independentes. As analises realizadas empregando o software
PRISM® 5.0 (GraphPad, EUA, 2005). Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM), e significancia estatistica foi considerada quando
p<0,05.

3. Resultados

3.1. Sintese e caracterizacao quimica da LN

A Figura 1 mostra os espectros obtidos para o padrédo de licopeno e a LN com
trés absor¢cdes maximas, espectros tipicos de carotenoides. A presenca do licopeno
na nanoemulsao foi confirmada pelo espectro com absorbéancia entre 400 e 600 nm,
com absorgdo maxima (Amax) localizada em 447,1; 473,7 e 505,3 nm (AMORIM et al.,
2018; DOS SANTOS et al., 2018; LIU et al., 2010). Estes Amax foram consistentes com

a faixa observada para o padrao de licopeno.
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Figura 1. Espectros UV-Vis do licopeno purificado da goiaba (A) e da nanoemulsado de licopeno (B).

A area do pico de licopeno na nanoemulsao detectado por CLAE-DAD em 472
nm foi identificada como licopeno de goiaba. Os picos de interesse foram identificados
pelos seus tempos de retencdo e espectros UV-Vis nas amostras e no padrdo. No
presente estudo, dois picos com absor¢cdo maxima em diferentes tempos de retencéo
foram detectados (Figura 2) com espectros tipicos do licopeno (Figura 1). A eluicdo
da LN pela coluna C30 demonstrou a presenca de um alto conteudo de licopeno
semelhante ao obtido a partir da goiaba e um baixo contetudo de licopeno semelhante
ao padréo, cujos tempos de retencdo foram 10,6 minutos e 9,8 minutos (Figura 2). A
coluna C30 foi escolhida para esta técnica por ser conveniente em termos de eficiéncia
e velocidade, mas também por favorecer a separacdo de amostras com alto conteudo
de isbmeros (AMORIM; LEITE; PINTADO, 2018; ARATHI et al., 2015).
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Figura 2. Cromatogramas do padrdo de licopeno (A), do licopeno purificado da goiaba — LPG (B) e da

nanoemulsao de licopeno — LN (C).

O modelo de regressao linear foi utilizado para calcular o contetdo de licopeno
na nanoemulsdo. Este modelo foi aplicado tanto para a espectrofotometria UV-Vis
(3A) quanto para CLAE (3B), como demonstrado na Figura 3. A regressao linear dos
pontos de calibracéo foi fixada de acordo com o melhor coeficiente de correlacéo (r?)
e duas regressodes lineares demonstraram r? eficiente, com valores préximos a
unidade, 0,993 e 0,999 para UV-Vis e CLAE, respectivamente.
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Figura 3. Regresséo linear para o licopeno por UV-Vis (A) e CLAE (B).

O resultado mostra que o UV-Vis detectou menor quantidade de licopeno na
nanoemulsdo (0,035+0,98) quando comparado a CLAE (0,021+001). Observou-se
gue houve uma perda significativa de licopeno de goiaba durante a formulacdo e
elaboracdo da nanoemulsdo. O uso de um método combinado pode ser uma
alternativa para minimizar esta perda, uma vez que as propriedades das
nanoemulsdes dependem de varios métodos de preparo (KOROLEVA, YURTOV,
2012).

Os dados de estabilidade mostraram uma média de perda de licopeno de
9,80%z=0,29 quando armazenada em 8°C por 12 meses (Figura 4), enquanto o LPG
apresentou aproximadamente 50% de perda em um més sob as mesmas condi¢des,
0 que mostra que o sistema nanoemulsificado pode conferir maior estabilidade para a
molécula (HUANG et al., 2015).
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Figura 4. (A) Analise de UV-Vis para a LN. (B) Percentual de perda de licopeno e (C) Analise UV-Vis

para o LPG ap6s 1 més a 8°C.

A figura 5 mostra os resultados de TGA/DSC para o LPG (A) e a LN (B). Na figura
5A, é possivel observar uma perda de massa significante a 106,4 °C na curva de TGA.
Uma mudanca no estado fisico foi observada nesta temperatura. Isto demonstra que
o LPG é um antioxidante apropriado considerando os processos metabolicos do corpo
a 37°C. A Figura 5B mostra os dados de TGA/DSC da LN, onde € possivel observar,
na curva de DSC, um primeiro ponto de inflexdo préximo a 80°C, o segundo ponto em
111°C e outro proximo a 398°C. A curva de TGA demonstra perda de massa nessas
temperaturas e estes pontos indicam perda de licopeno na nanoemulsédo. A analise
da curva de TG mostra que a LN apresentou maior perda de massa entre 71 e 100°C
e outra perda menor que finaliza em 413,8°C, referente a degradacédo dos segmentos

da LN com maior estabilidade. Na figura 5A, o LPG, por sua vez, apresentou 0 mesmo
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comportamento, mas seus pontos de inflexdo ocorreram em 50°C e 228°C,

mostrando, portanto, menor estabilidade térmica em comparacéo a LN.
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Figura 5. Analise térmica por TGA/DSC para o licopeno purificado da goiaba (A) e para a nanoemulsao

de licopeno (B).

A distribuicdo de tamanhos e potencial zeta da LN foram mensurados por
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). Os resultados obtidos para a andlise de
tamanhos estdo representados na Figura 6 e demonstraram distribuicdo normal

(diametro 167,1 nm) de particulas. O valor de intersecao € normalmente utilizado para
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julgar a qualidade dos dados e valores maiores que 0,9 indicam um bom sistema. No
presente estudo, o sistema analisado (LN) apresentou um valor de intersecdo de
0,918. O potencial zeta das nanoparticulas da nanoemulséo de licopeno em pH =5
oscilou entre -39,9 e -29,9 mV (média de 35,35 mV), o que indica a presenca de

particulas com a superficie carregada negativamente.
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Figura 6. Perfil de distribuicdo de tamanho para a nanoemulséo de licopeno obtido por DLS.

A caracterizacdo do LPG e da LN foi completada pela difracdo de raios-X. Para
uma comparacao precisa entre todas as amostras e o padréo, ajustes foram feitos e
os parametros de cela obtidos para os compostos foram: a =7,7795 (3) A°, b = 9,4357
(7) A°, ¢ = 23,3613 (0) A" e B = 92,9178 (1)° (15). Portanto, os resultados indicaram
gue € possivel estabelecer o carater cristalino do LPG e da LN préximo a 12,38° e

23,62° (Figura 7).
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Figura 7. Difrac&o de raios-X para a nanoemulséo de licopeno, licopeno purificado da goiaba e padréo

de licopeno.
3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante da nanoemulséo de licopeno e do licopeno purificado foi
avaliada pela andlise de sua capacidade em sequestrar o radical ABTS* comparado
ao Trolox (Figura 8). O licopeno purificado (LPG) demonstrou uma capacidade de
sequestro de ABTS*™ equivalente a 139,52+0,30 mM de Trolox.g, enquanto os
resultados encontrados para a nanoemulsdo de licopeno (LN) consistiram em
127,66+0,45 mM de Trolox.gl. Estes resultados demonstraram que a atividade
antioxidante da LN em termos de capacidade de sequestro do radical ABTS* foi
relativamente menor quando comparada ao LPG, em um tempo de reacao de 6

minutos no ensaio de ABTS™ (Tabela 1) para inibir 80% do radical ABTS™".
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Figura 8. Curva padrao de Trolox para o ensaio de sequestro do radical ABTS.

Tabela 1. Dados quantitativos para a atividade antioxidante do licopeno purificado da goiaba e da

nanoemulsao de licopeno.

Amostra UM Trolox gt Licopeno mgmL-*t Licopeno mgmL*t

(CLAE) (UV-Vis)
LPG 139,52+0,302 0,019+0,012 0,041+0,452
LN 127,66+0,45" 0,021+0,012 0,035+0,98°

LPG = Licopeno purificado da goiaba vermelha, LN = nanoemulséo de licopeno.
Resultados foram expressos como média =+ DP (n = 3).
Médias com as diferentes letras ha mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,05).

3.3. Efeito anti-inflamatdrio da nanoemulsao de licopeno (LN)

A LN inibiu significativamente (p<0,05) a formacdo do edema, com excecdo da
menor concentragdo testada. O efeito inibitdrio maximo foi observado na segunda
fase, a 50 mg/kg (0,016+0,008 mL) por via oral (Figura 9A), bem como a 50 e 100
mg/kg (0,010+0,004 e 0,007+0,004 mL) por via intraperitoneal (Figura 9B),
apresentando 60%, 75% e 82,5% de inibicdo, respectivamente. O efeito da LN foi
semelhante ao do farmaco de referéncia, a Indometacina (10 mg/kg). Em contraste, a
LN a 100 mg/kg (0,044+0,005 mL) por via oral demonstrou alto edema de pata no
tempo de 2 e 3 horas (Figura 9A). Entretanto, o efeito pré-inflamatério ndo diferiu

estatisticamente do observado para o grupo carragenina (0,040+0,008 mL).



126

Além disso, o LPG, em uma concentracdo de 12,5 mg/kg, foi utilizado como
controle, apresentando 70% de inibicdo por via oral (0,012+0,005 mL) e 57,5% de
inibicdo por via intraperitoneal (0,017+0,006 mL) na terceira hora. Um estudo prévio
demonstrou que o LPG apresenta atividade anti-inflamatoria no modelo de edema de
pata induzido por carragenina nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, mas este efeito nao foi
observado na dose de 50 mg/kg tanto na administracao por via oral quanto por via
intraperitoneal (VASCONCELOS et al., 2017).

-8 Salina 8 Salina
A -+ CG B -+ CG
-+ CG + Indo -+ CG + Indo
0,06+ o CG+LPG125 0,06 o CG+LPG125
- CG+LN25 <+ CG+LN25
CG+LN 50 CG + LN 50

-+ CG + LN 100 -+ CG + LN 100

0,044 0,04

0,024 * 0,02 *

Volume da pata (mL)
Volume da pata (mL)

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 9. Efeito da nanoemulséo de licopeno de goiaba (25, 50 ou 100 mg/kg) administrada por via oral
(A) ou por via intraperitoneal (B), na formacao de edema de pata induzido por carragenina, 1, 2,3 e 4
horas ap6s o estimulo com o agente flogistico. Indometacina (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco de
referéncia. Os valores foram expressos em média £ EPM. *p<0,05 versus grupo carragenina. #p<0,05
versus grupo salina. CG = Carragenina; Indo = Indometacina; LPG = Licopeno purificado da goiaba
vermelha; LN = Nanoemulsdo de licopeno.

3.4. Andlise histopatologica

A andlise histopatolégica foi conduzida para os grupos controle e tratado com
maximo efeito inibitério. A avaliacdo mostrou a preservacdo dos tecidos epitelial e
conjuntivo nos diferentes grupos. No grupo salina, sem inducé@o de edema, é possivel
observar a derme reticular composta por tecido conjuntivo denso e arquitetura normal,
sem evidéncia de infiltrado inflamatorio (seta verde, Figura 10A). Por outro lado, o
grupo controle carragenina apresentou denso infiltrado inflamatorio, ao longo de toda
area tecidual, mostrada em menor aumento (Figura 10B), com predominio de
neutrofilos (Figura 10C). A presenca de eritrocitos, sugestiva para &areas

hemorragicas, foi encontrada em todos os tecidos dos animais que receberam
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carragenina e esta representada nas Figuras 10D, F e G dos grupos indometacina,
LPG 12,5 mg/kg i.p. e LN 50 mg/kg v.o. (seta verde).

Figura 10. Fotomicrografias da pele da planta das patas de camundongos Swiss, representativas para
0s grupos controle salina (A) e carragenina (B e C) e para os grupos tratados com indometacina
(D),LPG 12,5 mg/kg v.o. (E), LPG 12,5 mg/kg i.p. (F), LN 50 mg/kg v.o. (G) e LN 50 mg/kg i.p. (H).
Coloracgéo por HE (aumento de 200x para B e 400x para as demais imagens). Escala: 100 um e 200
um para B. Seta amarela: epiderme. Seta verde: derme reticular. Ponta de seta amarela: células

inflamatdrias; ponta de seta verde: presenca de eritrécitos sugestiva de hemorragia.

A andlise semiquantitativa mostrou que o tratamento com indometacina
(30,08+7,34 células/2,25 x 10* um?), LPG 12,5 mg/kg v.o. (34,41+4,05 células/2,25 x
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10 um?), LPG 12,5 mg/kg i.p. (27,08+5,24 células/2,25 x 10* um?) e LN 50 mg/kg i.p.
(27,66+5,92 células/2,25 x 10* um?) reduziram significativamente (p<0,05) a migracéo
de neutroéfilos para a derme em comparagcdo com o grupo carragenina (74,16+13,54
células/2,25 x 10* um? (Figura 11) apds 4 horas de inducéo da inflamacdo. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos mencionados acima e 0 grupo
salina (13,83+1,64 células/ 2,25 x 10* um?). A LN a 50 mg/kg v.o. (47,00+1,84
células/2,24 x 10* um?) ndo demonstrou diferencas estatisticas no que diz respeito a

reducdo da migracdo de neutréfilos em comparagdo ao grupo carragenina.
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Figura 11. Numero de neutréfilos presentes na derme do tecido obtido das patas dos camundongos.
As células foram gquantificadas em uma area de 2,25 um?2 dos cortes histolégicos dos tecidos dos
camundongos Swiss submetidos ao edema de pata induzido por carragenina, 4 horas apos a inducéo
da inflamacéo. Os valores estdo expressos como média + EPM. *p<0,05 versus grupo carragenina
(CG).

Além disso, diferencas significativas (teste t, p<0,05) foram observadas entre as
vias de administrac&o oral e intraperitoneal nos tratamentos com LN 50 mg/kg, onde
a via intraperitoneal demonstrou-se mais eficiente (Figura 11). Em contraste, nenhuma
diferenca estatisticamente significativa (teste t, p>0,05) foi observada entre as vias de
administracdo oral e intraperitoneal para os tratamentos com LPG 12,5 mg/kg (Figura
11).
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4. Discusséao

O licopeno, responséavel pela coloracdo vermelha das frutas, apresenta uma
absorbancia tipica na técnica de espectrofotometria UV-Vis entre 400 e 600 nm, com
maxima absorcdo entre 470 nm (HONDA et al., 2015). No presente estudo, o0s
resultados obtidos pelo método colorimétrico para o licopeno purificado e para a
nanoemulsdo de licopeno foram confirmados pelos cromatogramas registrados em
472 nm, 0s quais sao caracterizados pela auséncia de picos.

Os perfis cromatograficos da nanoemulsdo, do licopeno purificado da goiaba
vermelha e do padrédo de licopeno estdo representados na Figura 2 e, por estes
resultados, a presenca do licopeno na nanoemulsdo proposta foi confirmada. A
literatura relata a qualidade da coluna C30 para a purificacdo e identificacdo de
isdBmeros em extratos de carotenoides. Mariutti, Rodrigues e Mercadante (2013)
realizaram a separacao por cromatografia (CLAE-DAD) com eluicdo em coluna C30
de dezesseis compostos de um extrato de murici (fruta tropical), dentre os quais 13
eram carotenoides e foram identificados com base na combinacéo das informacdes
obtidas pelas caracteristicas de UV-Vis, pela Amax espectral de sua estrutura fina.
Informacdes desta varredura e testes de caracterizac&o sao utilizados pelos quimicos
como um ciclo de feedbacks para a identificacdo de moléculas com propriedades
isoméricas e deveriam ser arquivadas em dispositivos como bibliotecas de compostos.
Portanto, com base nas informacdes disponiveis na literatura, foi possivel verificar que
os valores de Amax encontrados por UV-Vis e os tempos de retengéo obtidos por CLAE
demonstraram que o licopeno mais abundante na nanoemulsdo € o 5-Z-licopeno
(HONDA et al., 2015; AMORIM, LEITE, PINTADO, 2018).

Os dados de estabilidade mostraram que a LN tem a capacidade de conferir
maior estabilidade ao licopeno em comparagdo com o LPG nas mesmas condi¢oes
por 1 ano. Isto € possivel devido as caracteristicas das nanoemulsdes, as quais sao
sistemas com propriedades fisico-quimicas que conferem estabilidade termodinamica
a moléculas instaveis quando armazenadas a 4 e 25°C por 3 meses ou quando
aquecidas a 100°C por 4 horas, conforme demonstrado por Qian e colaboradores
(2013).
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Na curva de DSC (Figuras 5A, B), ha uma reacdo exotérmica muito forte que
causa a deformacédo do pico do DSC e a deformacéo da curva de TGA (adicionando
o calor de forno e o calor gerado pela queima da amostra). A estabilidade térmica por
volta de 71°C demonstrou que a LN apresentou melhor desempenho, sendo capaz de
prevenir ou minimizar com maior eficiéncia os danos causados pela oxidacao térmica
do licopeno.

Dois picos foram observados ao aquecer a LN, indicando que ocorreram
transicdes polimérficas e derretimento do cristal (QIAN et al., 2013). Portanto,
conhecer o comportamento térmico de uma nanoemulsao é muito importante para
direcionar sua aplicacao na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, uma vez
que a temperatura determina seu comportamento termodinamico (RAO,
MCCLEMENTS, 2011). A partir destes resultados, espera-se que a LN possa ser
utilizada como uma opcédo de antioxidante para estes produtos.

Suspensfes com valores de potencial zeta inferiores a 30 mV séo consideradas
estaveis, portanto, um sistema em emulsdo consistindo de éleo deve apresentar-se
como um liquido monofasico estavel a temperatura ambiente. Esta propriedade das
suspensdes permite uma andlise objetiva de seu comportamento em termos de
estabilidade (OH et al., 2011).

A biodisponibilidade das moléculas esta relacionada a cristanilidade das
nanoparticulas, que afeta sua dissolucdo (ZHU et al., 2010). Portanto, o LPG e a LN
foram caracterizados por DRX como demonstrado na Figura 7. As mudancas na
posicao dos picos pode ser atribuida a diferencas estruturais entre o 3-caroteno e o
licopeno. O difratograma obtido para o LPG mostrou varios picos mais definidos do
que o observado para a LN. As nanoparticulas de licopeno mostraram alguns padrées
de difracdo difusos, caracteristicos de material amorfo. Por outro lado, o LPG parece
ter apresentado maior cristalinidade, devido a presenca de picos afilados no DRX
(ZHU et al., 2010). O maior estado amorfo observado para a LN na Figura 7 pode ser
explicado pela sua rapida difusdo em agua, o que adiciona uma caracteristica
favoravel a longa molécula de licopeno, que ndo apresenta solubilidade em agua em
seu estado isolado (PEPE et al., 2012; ZHU et al., 2010).

O valor encontrado neste estudo para a atividade antioxidante € similar aos
resultados observados em um estudo publicado previamente com uma nanoemulsao

de licopeno (HA et al., 2015). Portanto, estes achados sugerem que a reagdo com o
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radical ABTS™ é mais rapida para antioxidantes ndo-emulsificados do que para as
nanoemulsdes, que protegem os antioxidantes da oxidacao.

A formacgéo de edema pela administracao de carragenina (500 pg/pata) alcancou
seu pico 3 horas apés a injecéo (0,04+0,008 mL) (Figura 9), corroborando o relatado
em estudos prévios (ANILKUMAR et al., 2017; SILVA et al., 2013). A carragenina &
um agente comumente utilizado como modelo de inflamacéo aguda local para testar
substancias bioativas. Ela apresenta uma resposta bifasica, caracterizada pelo
aumento da permeabilidade vascular na primeira e infiltrado neutrofilico, liberacéo de
citocinas, bradicinina, prostaglandinas e radicais livres na segunda fase (SILVA et al.,
2014; SILVA et al.,, 2015). No presente estudo, a resposta anti-inflamatéria foi
observada principalmente na segunda fase. A LN mostrou efeito inibidor contra o
edema de pata induzido por carragenina e reduziu a migracéo de neutréfilos.

A via de administracdo nao afetou o efeito inibitério contra o edema de pata, mas
a administracdo de LN por via intraperitoneal reduziu de forma mais eficiente o
infiltrado inflamatdério. De fato, os parametros farmacocinéticos de uma substancia ou
de nanoparticulas estdo associados as suas vias de administracdo. Fluidos séo
absorvidos da cavidade peritoneal com consideravel rapidez devido aos numerosos
vasos sanguineos encontrados na regidao (STARLING, 1896). Yang e colaboradores
(2013) avaliaram a biodistribuicdo in vivo de nanoparticulas funcionalizadas e
demonstraram que diferentes tipos de nanoparticulas ndo foram capazes de ser
absorvidas pelo sistema digestivo apds administracao oral.

Neste estudo, uma nanoemulsdo de licopeno estavel foi produzida e
caracterizada. Andlises do licopeno na nanoemulsdo por CLAE-DAD com coluna C30
demonstraram a caracterizagao deste carotenoide comparado ao tempo de retencao
e espectros UV-Vis observados para o padrédo de licopeno. A nanoemulsdo de
licopeno exibiu capacidade de sequestro de radicais livres e atividade biol6gica contra
inflamacg&o aguda local. Portanto, estudos futuros sdo importantes para avaliar a
capacidade desta nanoemulsdo em permitir uma liberacdo controlada do composto,
bem como investigar seu potencial como anti-inflamatorio ou outras aplicagdes, como
antimicrobiano e anticancer. Além disso, emulsdes utilizando estabilizantes
hidrofilicos e lipofilicos podem ser amplamente utilizadas em modelos cardiacos in
vitro e in vivo.

Referéncias bibliograficas



132

AMORIM, A. G. et al. HPLC-DAD, ESI-MS/MS, and NMR of lycopene isolated from P.
guajava L. and its biotechnological applications. European Journal of Lipid Science
and Technology, v. 120, n. 3, p. 1700330, 2018.

AMORIM, A. G. N.; LEITE, J. R. S. A.; PINTADO, M. E. Obteinment process of
carotenoids concentrate rich in lycopene from red fruits and/or red fruit pulp.
Depositante: Universidade Catdlica Portuguesa. Patente n°® EP3400812 Al, 2018.

ANESE, M. et al. Effect of ultrasound treatment, oil addition and storage time on
lycopene stability and in vitro bioaccessibility of tomato pulp. Food Chemistry, v. 172,
p. 685—691, abr. 2015.

ANILKUMAR, K. et al. Evaluation of anti-inflammatory properties of isoorientin isolated
from tubers of Pueraria tuberosa. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v.
2017, p. 1-10, 2017.

ARATHI, B. P. et al. An improved method of UPLC-PDA-MS/MS analysis of lycopene
isomers. Food Analytical Methods, v. 8, n. 8, p. 1962-1969, set. 2015.

BOEIRA, S. P. et al. Lycopene treatment prevents hematological, reproductive and
histopathological damage induced by acute zearalenone administration in male Swiss
mice. Experimental and Toxicologic Pathology, v. 66, n. 4, p. 179-185, jul. 2014.

BOYACIOGLU, M. et al. The effects of lycopene on DNA damage and oxidative stress
on indomethacin-induced gastric ulcer in rats. Clinical Nutrition, v. 35, n. 2, p. 428—
435, 2016.

DEGROU, A. et al. Physicochemical parameters that influence carotenoids
bioaccessibility from a tomato juice. Food Chemistry, v. 136, n. 2, p. 435441, jan.
2013.

DOS SANTOS, R. C. et al. Lycopene-rich extract from red guava (Psidium guajava L.)
displays cytotoxic effect against human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 via an
apoptotic-like pathway. Food Research International, v. 105, p. 184-196, 2018.

HA, T. V. A. et al. Antioxidant activity and bioaccessibility of size-different
nanoemulsions for lycopene-enriched tomato extract. Food Chemistry, v. 178, p.
115-121, jul. 2015.

HONDA, M. et al. Spectral characterisation of Z-isomers of lycopene formed during
heat treatment and solvent effects on the E/Z isomerisation process. Food Chemistry,
v. 171, p. 323-329, mar. 2015.

HUANG, R.-F. S. et al. Inhibition of colon cancer cell growth by nanoemulsion carrying
gold nanopatrticles and lycopene. International journal of nanomedicine, v. 10, p.
2823, 2015.

KOROLEVA, M. Y.; YURTOV, E. V. Nanoemulsions: the properties, methods of
preparation and promising applications. Russian Chemical Reviews, v. 81, n. 1, p.
21-43, 31 jan. 2012.



133

LIU, Y. et al. Preparative separation and purification of lycopene from tomato skins
extracts by macroporous adsorption resins. Food Chemistry, v. 123, n. 4, p. 1027—-
1034, dez. 2010.

MARIUTTI, L. R. B.; RODRIGUES, E.; MERCADANTE, A. Z. Carotenoids from
Byrsonima crassifolia: Identification, quantification and in vitro scavenging capacity
against peroxyl radicals. Journal of Food Composition and Analysis, v. 31, n. 1, p.
155-160, ago. 2013.

OH, D. H. et al. Effect of process parameters on nanoemulsion droplet size and
distribution in SPG membrane emulsification. International Journal of
Pharmaceutics, v. 404, n. 1-2, p. 191-197, fev. 2011.

PEPE, D. et al. Decylglucoside-based microemulsions for cutaneous localization of
lycopene and ascorbic acid. International Journal of Pharmaceutics, v. 434, n. 1-2,
p. 420-428, set. 2012.

QIAN, C. et al. Impact of lipid nanoparticle physical state on particle aggregation and
B-carotene degradation: Potential limitations of solid lipid nanoparticles. Food
Research International, v. 52, n. 1, p. 342-349, jun. 2013.

RAO, J.; MCCLEMENTS, D. J. Formation of flavor oil microemulsions, nanoemulsions
and emulsions: influence of composition and preparation method. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 59, n. 9, p. 5026-5035, 11 maio 2011.

SILVA, R. O. et al. Phytol, a diterpene alcohol, inhibits the inflammatory response by
reducing cytokine production and oxidative stress. Fundamental & Clinical
Pharmacology, v. 28, n. 4, p. 455-464, ago. 2014.

SILVA, R. O. et al. Riparin A, a compound from Aniba riparia, attenuate the
inflammatory response by modulation of neutrophil migration. Chemico-Biological
Interactions, v. 229, p. 55-63, mar. 2015.

SILVA, V. G. et al. Anti-inflammatory and antinociceptive activity of epiisopiloturine, an
imidazole alkaloid isolated from Pilocarpus microphyllus. Journal of Natural
Products, v. 76, n. 6, p. 1071-1077, 28 jun. 2013.

SINGH, K.; TIWARY, A. K.; RANA, V. Ethylenediaminediacetic acid bis(carbido amide
chitosan): Synthesis and evaluation as solid carrier to fabricate nanoemulsion.
Carbohydrate Polymers, v. 95, n. 1, p. 303-314, jun. 2013.

STARLING, E. H. On the absorption of fluids from the connective tissue spaces. The
Journal of Physiology, v. 19, n. 4, p. 312-326, 5 maio 1896.

VASCONCELQS, A. G. et al. Lycopene rich extract from red guava (Psidium guajava
L.) displays anti-inflammatory and antioxidant profile by reducing suggestive hallmarks
of acute inflammatory response in mice. Food Research International, v. 99, p. 959—
968, set. 2017.

YANG, X. et al. Hyaluronic acid-coated nanostructured lipid carriers for targeting
paclitaxel to cancer. Cancer Letters, v. 334, n. 2, p. 338-345, jul. 2013.



134

ZHU, Z. et al. Polyelectrolyte Stabilized Drug Nanoparticles via Flash
Nanoprecipitation: A Model Study With B-Carotene. Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 99, n. 10, p. 4295-4306, out. 2010.



135

CONCLUSAO

Em suma, o presente trabalho apresenta o desenvolvimento de trés formulagbes
nanotecnoldgicas para estabilizacdo do licopeno obtido da goiaba vermelha, com
propriedades fisico-quimicas satisfatérias para aplicacdes biomédicas. Nanocapsulas
de nucleo lipidico produzidas com uma parede de poli-e-coprolactona revestidas com
polisorbato 80 otimizaram a estabilidade do licopeno por 7 meses e apresentaram
atividade contra células de cancer de mama e inibiram a producéo de EROs e NF-xB
em células microgliais humanas. Um sistema autoemulsificante de entrega de drogas
conferiu estabilidade ao licopeno por 10 meses, ndo apresentou toxicidade in vivo e
entregou licopeno para o figado, rins e préstata de camundongos com sucesso, além
de potencializar a toxicidade do licopeno contra células de cancer de prostata. A
nanoemulsdo de licopeno conferiu estabilidade a molécula por um ano e preveniu os
efeitos da inflamacdo aguda em camundongos. Esses resultados indicam que as
nanoformulacdes apresentam potencial para serem aplicadas como um produto
baseado em nanotecnologia voltado para a saude, a partir da biodiversidade
brasileira, obtido por metologia simples e escalonavel industrialmente e com cadeia

produtiva sustentavel.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The aims of this study were to produce poly-e-caprolactone lipid-core nanocapsules containing lycopene-rich
Carotenoids extract from red guava (LEG), to characterize those nanoparticles and to evaluate their cytotoxic effects on
Red guava human breast cancer cells. Lipid-core nanocapsules containing the extract (nanoLEG) were produced by the
Nanoparticles

method of interfacial deposition of the preformed polymer. The nanoparticles were characterized by Dynamic

::_]a:;m]j ' Light Scattering (DLS), Polydispersity Index, Zeta Potential, pH, Encapsulation Efficiency, Nanoparticle Tracking
Nanmudjc?rne Analysis (NTA), Atomic Force Microscopy (AFM) and Transmission Electron Microscopy (TEM). Cell viability

was evaluated by the MTT dye reduction method in the human breast cancer MCF-7 cell line and inhibition of
ROS and NF-xB was assayed in living human microglial cell line (HMC3) by time-lapse images microscopy. A
hemolytic activity assay was carried out with sheep blood. Data showed that nanoparticles average size was
around 200 nm, nanoparticles concentration/mL was around 0.1 pM, negative zeta potential, pH < 5.0 and
spherical shape, with low variation during a long storage period (7 months) at 5 °C, indicating stability of the
system and protection against lycopene degradation. The percentage of encapsulation varied from 95% to 98%.
The nanoLEG particles significantly reduced the viability of the MCF-7 cells after 24 h (61.47%) and 72 h
(55.96%) of exposure, even at the lowest concentration tested (6.25-200 pg/ml) and improved on the cyto-
toxicity of free LEG to MCF-7. NanoLEG inhibited LPS-induced NF-kB activation and ROS production in mi-
croglial cells. The particles did not affect the membrane integrity of sheep blood erythrocytes at the con-
centrations tested (6.25-200 pg/mL). Thus, the formulation of lipid-core nanocapsules with a polysorbate 80-
coated poly-e-caprolactone wall was efficiently applied to stabilize the lycopene-rich extract from red guava,
generating a product with satisfactory physico-chemical and biological properties for application as health-
promoting nanotechnology-based nutraceutical, emphasizing its potential to be used as a cancer treatment.
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Self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) has attracted attention due to
advantages in solubility and bioavailability of lipophilic compounds. Herein, a SEDDS
loading lycopene-purified from red guava (nanoLPG) was produced. The
nancemulsion was characterized by dynamic light scattering (DLS), zeta potential,
nanoparticle tracking analysis (NTA), transmission electron microscopy (TEM), Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), lycopene content, and colloidal stability in cell
culture medium. The antioxidant activity, in vivo toxicity, tissue distribution, and
cytotoxicity on human prostate carcinoma cells (DU-145) were evaluated. NanoLPG
exhibited satisfactory physico-chemical properties, with a size around 200 nm,
negative zeta-potential, spherical morphology, and stability to lycopene at 5°C for 10
months. The size, polydispersity index, and zeta potential parameters suffered
insignificant alterations during the 12 months storage at 5°C. The nanoemulsion
showed partial aggregation in cell culture medium at 37°C for 24 hours. NanoLPG at
0.10 mg/mL exhibited radical scavenging activity of 171.1027.41 pM Trolox
equivalent/g. The in vivo studies did not reveal any significant changes in clinical,
behavioral, hematological, biochemical, and histopathological parameters in mice
orally treated with nanolLPG at 10 mg/kg for 28 days. In addition, nanoLPG
successfully delivered lycopene to the liver, kidney and prostate, as well as improved
its cytotoxicity against DU-145 prostate cancer cells, probably by pathway independent
on classical necrosis and apoptosis, according to data from flow cytometry and TEM.
Thus, nanoLPG stands as be a promising and biosafe candidate for the lycopene
delivery system as a nanotechnology-based health product.
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