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RESUMO

O cancer de pele melanoma se trata de um dos canceres mais agressivos e
metastaticos. O tratamento convencional para tal doenca enfrenta obstaculos tais
como a resisténcia a multi-drogas e a possibilidade de metastase por meio de células
remanescentes no local do tumor. O acai (Euterpe oleracea Martius) constitui uma
fonte de compostos antioxidantes, como os fendis e as antocianinas, com atividade
antitumoral em linhagens de cancer de mama e leucemia. Nanoemulsdes sao ideais
carreadores de compostos hidrofébicos, incluindo compostos bioativos como o 6leo
de acai. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de
nanoemulsdes a base de 6leo de acai na viabilidade celular, no ciclo celular e na
fragmentacdo de DNA em células de cancer de pele melanoma (B16F10), in vitro.
Com o ensaio de viabilidade celular foi possivel observar acéo citotoxica das
nanoemulsdes de acai na linhagem de melanoma, cuja viabilidade foi reduzida em
aproximadamente 40% (p<0,0001) apds 24 horas de exposi¢cdo na concentracdo de
360 ug/mL. Nessa mesma concentracao, o 6leo de acai nanoestruturado ocasionou
parada do ciclo celular na fase G1 e fragmentacdo do DNA. N&o houve diferenca
significativa no numero total de células nem integridade de membrana plasmatica das
células tratadas com nanoemulsdes de Oleo de acai comparado ao controle. Os
resultados encontrados neste trabalho sugerem que o 6leo de acai nanoestruturado
tenha como mecanismo de acdo a morte por apoptose e bloqueio do ciclo celular,
sendo necessario mais ensaios para comprovar esta hipétese. Diante do exposto as
nanoemulsdes de 6leo de acai tornam-se potenciais estratégias de tratamento para o

cancer de pele melanoma.

Palavras-chave: melanoma, nanoemulsdes, acai, Euterpe oleracea Martius, 6leo.



ABSTRACT

Melanoma skin cancer is one of the most aggressive and metastatics cancer. The
convencional treatment for this disease presents some issues such as the resistance
to multiple drugs and the possibility of metastasis through remaining cancer cells.The
acai (Euterpe oleracea Martius) constitutes a antioxidants compounds source, like
phenolic molecules and anthocyanins, and it has a antitumoral activity previously
proved in breast cancer and leukemia cell lines. Nanoemulsions are ideal hydrophobic
compounds carriers, including bioactive compounds as acai oil. In this way, the
objective of this study was to evaluate the effects of the exposure to acai oll
nanoemulsion on cell viability, cell cycle and on DNA fragmentation in melanoma skin
cancer cells, in vitro. The cell viability assay showed an acai oil nanoemulsions toxic
activity on B16F10 cells, with a cell viability reduced of 40%. The nanostructured acai
oil caused a cell cycle arrest in G1 and also DNA fragmentation. There was no
significant difference on cell growth, neither on membrane integrity of treated cells. The
results showed that nanostructured agai oil may lead to cell death through apoptosis.
More studies are needed to verify this hypothesis. In conclusion , it was demonstrated
that acai oil nanoemulsions could become a potential model to treat melanoma skin

cancer.

Key words: melanoma, nanoemulsions, acai, Euterpe oleracea Martius, oil.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de pele

O cancer € um conjunto de doencas que séo caracterizadas pela mutacéo
genética em diferentes mecanismos celulares que levam as células a apresentarem
os chamados ‘“hallmarks of cancer’; caracteristicas propostas por Hanahan e
Weinberg em 2000, nos quais foram adicionados mais duas em 2011. Estas
caracteristicas, ou simplesmente marcas-registradas do cancer, sao produtos de
mutacdes celulares que diferenciam as células normais das células tumorais. A
resisténcia a morte celular, a sinalizagao de proliferacao celular intermitente, a evasao
de supressores de crescimento, a inducdo de angiogénese, a permissao de
imortalidade replicativa e a ativacdo de invasdo e metastase, sdo exemplos de

caracteristicas adquiridas pelas células tumorais (HANAHAN, 2011).

O cancer de pele € o tipo de cancer mais prevalente no Brasil, correspondendo
a 30% das neoplasias no pais. O subtipo melanoma, no pais, representa apenas 3%
dos casos de cancer de pele, sendo responsavel por 1.547 mortes em 2013 e com
estimativa de 5.670 novos casos em 2016. Entretanto, o0 melanoma € o subtipo mais
agressivo dos canceres de pele, pois apresenta grande capacidade de metastase e
perfil de resisténcia a multi-drogas. Ele € responsavel por 80% dos casos de morte
por cancer de pele e o progndstico varia conforme a evolucédo da doenca. Em casos
mais avancados de metastase, 0 paciente apresenta poucos meses de vida, entre 6
a 9 meses. (INCA, 2016; ALADOWICZ, 2013).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude, cerca de 132.000 casos de cancer
de pele melanoma séo registrados mundialmente a cada ano. Este nimero tende a
aumentar devido a maior exposicao das pessoas a raios ultravioletas que corresponde
a um dos principais fatores de risco para desencadear o melanoma. Além disso,
acredita-se que a diminuicdo da camada de 0z6nio podera proporcionar uma maior
exposicao a raios ultravioletas e, consequentemente, aumentar o numero de casos de

cancer de pele melanoma (WHO, 2017)
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O melanoma atinge células produtoras de melanina (pigmento da pele), os
melandcitos, que séo células originarias da crista neural e estdo presentes em outros
locais além da pele tais como olhos, cabelo, meninges e trato ano genital. A melanina
€ uma molécula que absorve e dispersa os raios ultravioleta que chegam até a pele,
protegendo os queratindcitos de dano ao DNA. A producdo de melanina é estimulada
pela incidéncia de raios ultravioleta e pelo dano que eles causam nos queratinécitos.
Estas células secretam o alfa-melandcito que estimula a producéo de alfa-MSH, um
horménio que induz a ativacéo de receptores nos melandcitos e, consequentemente,
a producéo de melanina (SHAIN,2016).

Como citado anteriormente, uma das principais caracteristicas do cancer de
pele melanoma que confere a este um perfil letal é a sua capacidade de metastase. A
metastase € a capacidade de invasédo e colonizacdo em outros tecidos por células
cancerosas. Para tal fim, estas células alteram sua morfologia e moléculas de adesao,
alcangcam corrente sanguinea e vasos linfaticos e escapam de mecanismos do
sistema imunitario. Quando chegam aos chamados 6rgéos-alvo se extravasam dos
vasos e se proliferam no local, dando origem a um tumor, que é chamado de
metastase, clinicamente. (HANAHAN, 2011; ALADOWICZ, 2013).

O melanoma pode surgir tanto na pele (chamado de melanoma cutaneo) como
em outras regides onde houver este tipo celular, fazendo com que surja caracteristicas
diferentes entre estes tipos. O melanoma cutaneo tende a ser mais letal e perigoso
por estar associado a humerosos casos de metastases, e a resisténcia a multiplos
farmacos. A agressividade do melanoma depende do local de metastase, e o
diagnéstico precoce permite uma chance maior de cura total. (LI et al, 2014; DWIVEDI
et al, 2015).

O naevus ou nevo € um tipo de proliferagdo benigna que surge como manchas
na pele e ndo muda de tamanho durante anos, permanecendo em um tipo de
senescéncia celular (senescense-like). Os nevos possuem uma histologia bem
variada e sua existéncia na pele consiste em um fator de risco para aparecimento de

futuro melanoma, mas ndo necessariamente por sua evolugcdo a malignidade. Uma
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mutac&o nos melandcitos intermediarios entre o naevus e o melanoma propriamente
dito, séo os nevos displasicos, caracterizados clinicamente como manchas castanhas
com bordas indefinidas, pigmentacao diferenciada ou assimetria. Este tipo de lesdo
pode evoluir para o melanoma. Na figura 1 podemos visualizar os tipos de lesbes e

sua evolucéo para o melanoma. (SHAIN,2016)

O melanoma in situ, se inicia com a proliferacdo de melandcitos com nucleos
alargados e formacdo de bordas irregulares, cujas células se detém apenas a
epiderme, ndo possuindo caracteristica invasora. Quando os melanomas citados
acima, por mutacdes genéticas, adquirem padrdo invasor, temos o melanoma
invasivo, caracterizado pela presenca e proliferacdo de melandcitos em tecidos
subjacentes a epiderme como a derme, mucosas, etc. A letalidade e agressividade do

melanoma invasivo € “medido” pelo seu alcance de invasao. (SHAIN, 2016)

Pele Normal - Melanoma in Melanoma
Nevo Nevo Displastico ) X
situ Invasivo

o andlen - =SS
o ot Ve T -
SNE 2R OO S ==

.
He

fiss
Melandcito { | Célula Tumoral

3 ran

Figura 1 Esquema de lesdes e histologia de cancer de pele melanoma, demonstrando a aparéncia das
lesBes. Na primeira linha (da esquerda para a direita): pele normal, nevo, nevo displastico, melanoma
in situ e melanoma invasivo. Na segunda linha esquema do comportamento de invasao dos melanécitos
conforme tipo de melanoma. A terceira linha apresenta imagens de histologia celular, demonstrando
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diferenca entre os tipos de les@es. Na figura B, comparacédo entre lesdo de nevo e de melanoma in situ.
Adaptada de SHAIN,2016.

Além da exposicdo a raios ultravioleta, outros fatores de risco estdo
relacionados ao melanoma, tais como: historico familiar, cancer prévio,
imunodeficiéncias crénicas como AIDS e outras, queimaduras na infancia, entre
outros. (RIGON,2015)

A remocéao do tumor por cirurgia e a quimioterapia sao os principais tratamentos
aplicados no melanoma em fase precoce. No entanto, ambas terapias apresentam
diversos efeitos adversos. A cirurgia como terapia possui algumas limitacdes, por
exemplo, a chance de desfigurar o paciente (caso o tumor encontre-se no rosto), risco
de perda da funcéo; dores e infeccbes em casos de amputacdes; e risco de
permanéncia de células remanescentes que podem iniciar processo de metastase.
Em paralelo, a quimioterapia apresenta efeitos indesejados tais como alopecia (perda
de cabelo), distirbios gastrointestinais, infertilidade entre outros que limitam a sua
aplicacao e contribuem para que tal terapéutica possua baixa adeséo por parte dos
pacientes. Os principais quimioterapicos no tratamento do melanoma séo a
dacabarzina, IL-2 e agentes imunogénicos que apresentam eficacia no tratamento de
10-16% dos casos. (CHEN, 2016; ALADOWICZ, 2013)

Além das limitagdes da quimioterapia devido aos seus possiveis efeitos
adversos, a resisténcia das células tumorais aos quimioterapicos utilizados no
tratamento do melanoma é cada vez mais relatada. Essa resisténcia € resultante de
alteracdo de mecanismos celulares que alteram a via de morte celular por apoptose e
algumas moléculas pré-apoptoéticas; e aumento no numero de bombas de efluxo de
farmacos com consequente reducdo da concentracdo do quimioterapico no interior da
célula. Outros fatores também estdo envolvidos no processo de resisténcia a
guimioterapicos que sao intrinsecos ao medicamento antineoplasico tais como
metabolismo, distribuigéo e biodisponibilidade. (KANWAR, 2011 e CHEN, 2016)

Diante das dificuldades encontradas no tratamento convencional empregado
para o tratamento do cancer de pele melanoma, o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas para essa patologia se tornou uma necessidade.
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1.2 Oleo de acai e antocianinas

A biodiversidade brasileira dispbe de varias espécies de sua flora com
propriedades medicinais que podem ser utilizadas como alternativa para desenvolver
novas terapias antitumorais. Dentre essas espécies destaca-se 0 acai, Euterpe
oleracea Martius, uma palmeacea presente no norte do pais. Na figura 2 A, pode-se
ver o fruto desta espécie.

A B
3 "—-"hzx OH
OH
, +
‘ HO Ox
0—L o OH
OH CH 2OH

Figura 2 A) Fruto da espécie Euterpe oleracea Martius (acgai); B) Estrutura quimica da cianidina 3-
glicosideo, principal antioxidante presente no éleo de acai.

O seu fruto faz parte da dieta basica da populacédo da regido norte do Brasil.
Ultimamente est4 sendo consumido em larga escala no Brasil e € exportado para
consumo em outros paises como Japao e EUA (PALA, 2015). A popularizacdo do seu
consumo pode ser associada a suas propriedades energéticas e nutricionais, pois
representa uma grande fonte de compostos antioxidantes e pode ser considerada uma
das novas “superfrutas”.( DE LIMA YAMAGUCHI, 2015)

Um dos motivos do seu vasto consumo é que tal fruto constitui uma fonte de
compostos poli fendlicos, ions metalicos e pigmentos como as antocianinas que séo
conhecidas por apresentarem potente atividade antioxidante.(DE LIMA YAMAGUCHI,
2015)
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Segundo Pacheco-Palencia e colaboradores (2010), o 6leo de acai extraido da
polpa da fruta é rico em fendis de nonantocianina tais como &cidos fendlicos e

procianidinas. A polpa do acai possui cerca de 90 substancias bioativas.

De acordo com Del Pozo-Insfran (2006), a capacidade antioxidante da polpa
do acai € superior a outras frutas antioxidantes como morango e outras frutas
vermelhas. Segundo este estudo, as antocianinas e compostos polifendlicos
presentes no acai sdo estaveis e podem ser eficientes como agente antitumoral em
células de leucemia HL-60. A antocianina presente em maior quantidade no acai é a
Cianidina-3-glicosideo, (cuja estrutura quimica podemos observar na figura 2 B), a
qual induziu apoptose e apresentou efeito antiproliferativo em células de cancer

melanoma, conforme estudo de RUGINA e colaboradores (2017).

Adicionalmente, a atividade anticarcinogénica dos antioxidantes ja é bastante
estudada. Tais moléculas podem induzir resposta imunoldgica com ativacdo de
células T-citotoxicas e realizar acdo sobre a expressédo de oncogenes, impedindo o
desenvolvimento de rede vascular do tumor ou estimular a diferenciacdo celular
(MAZHAR et al, 2015). Em paralelo, outros compostos presentes na composi¢céo do
acai também sdo conhecidos como sendo importantes agentes antitumorais. Pode-se
citar os compostos poli fendlicos que apresentaram atividade antiproliferativa em
cancer de colon e atividade pré-apoptética em células de leucemia (DIAS et al, 2014).
Apesar da presenca de varias moléculas bioativas, poucos estudos investigam o efeito
antitumoral do préprio 6leo de acai. Entretanto, a sua aplicagdo pode apresentar
algumas limitacbes devido as suas propriedades fisico-quimicas, tais como sua
hidrofobicidade e a capacidade de se oxidar na presenca de luz e temperatura. Novas
formas de carreamento e formulagbes, como o0 uso da nanotecnologia, sGo uma
alternativa para contornar as limitacdes do tratamento a base de biocompostos como

0 Oleo de acai.
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1.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia & a ciéncia, engenharia e tecnologia definida pela
manipulacdo de materiais em escala nanométrica, de 1 a 1000 nm, onde os materiais
assumem caracteristicas fisico-quimicas diferentes do que em seu estado inicial. A
nanotecnologia € uma ciéncia interdisciplinar que possue, no campo da medicina, 0
papel de desenvolver novas formas de diagnésticos, tratamentos, prevencao e
deteccao de patologias tais como o cancer. Esta area, conhecida como nanomedicina,
apresenta como um dos principais objetivos o desenvolvimento de um tratamento com
base na entrega especifica dos farmacos ao local de interesse (“targeted drug delivery
system”). (GAO, 2013; HULL, 2013)

O uso da nanotecnologia para o encapsulamento e transporte de moléculas
bioativas em nanocarreadores é uma alternativa bastante promissora. Uma
caracteristica especifica da farmacocinética de compostos em escala nanométrica
utilizados no tratamento do cancer, € o fenbmeno chamado EPR (enhanced
permeability and retention), ou seja a capacidade de permeacdo e retencdo de
moléculas no tumor. (MAEDA,2013) Quando ha a proliferacdo do tumor, as células
constituintes comegcam a entrar em hipoxia pela falta de circulagdo de sangue. Para
suprir tal necessidade, fatores de crescimento capazes de induzir formacao de vasos
sanguineos a partir de capilares adjacentes ao tumor séo ativados. No entanto, esse
processo de angiogénese é irregular e forma fenestras nos vasos sanguineos
tumorais, o que confere o perfil de permeacdo aumentada a macromoléculas e
nanocarreadores (Figura 3) . O principio da retencdo aumentada no tecido tumoral
esta associada a reducdo da drenagem linfatica no liquido intersticial deste tecido.

(BERTRAND, 2014)

Portanto, tendo como base esse principio do EPR, os nanocarreadores se
acumulam e conseguem permear mais facilmente os tecidos tumorais, obtendo assim
maior especificidade de tratamento, permitindo reduzir as doses aplicadas e

minimizar os possiveis efeitos adversos em células normais (Li et al, 2014).
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Figura 3 : Efeito EPR (retencdo e permeacdo aumentadas) de macro- e nanoparticulas através de
vasos sanguineos fenestrados do tecido tumoral (OMBREDANE,2016)

Dentre as varias formas de nanocarreadores, existem as nanoemulsdes
juntamente com os lipossomos, nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono,
micelas, dendrimeros, entre outros, conforme podemos ver na figura 4 As
nanoemulsdes sdo sistemas compostos por uma fase aquosa, uma fase oleosa e um
tensioativo que permite a formacao de goticulas de 6leo de tamanho nanométrico cujo
diametro hidrodindmico se encontra no intervalo de 50 a 200 nm. Estes sistemas
podem ser construidos na forma de 6leo em agua (O/A) ou 4gua em 6leo (A/O), onde
no primeiro, a 4gua é a fase dispersante e o 6leo esté contido dentro da nanoemulsao;
ja no segundo, o 6leo € o componente dispersante e a gua compde a hanoemulsao.
(ARAUJO, 2017)
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Figura 4 Representacao gréfica de formas diferentes de nanocarreadores. Adaptado de Li et al, 2014.

Os nanocarreadores podem ter suas superficies moduladas e estruturadas com
ligantes, anticorpos, polimeros, entre outros, a fim de aumentar a eficiéncia do
tratamento. Dentre os polimeros utilizados para o recobrimento da superficie de
nanoestruturas, podemos salientar o polietileno glicol (PEG), formado por varias
cadeias de Oxido de etileno. Constitui um polimero com carater hidrofilico ndo-iénico.
Quando o PEG é adicionado a nanocarreadores, confere a nanoestrutura maior tempo
de circulacdo no organismo por ndo se conjugar a proteinas plasmaticas, protege as
nanoemulsdes da opsonizacao pelo sistema imune, além de interagir mais facilmente
com microambiente tumoral e se acumular no local de interesse. (CHEN et al, 2016;
PAUTU et al, 2017)

Um componente importante das nanoemulsdes é o agente emulsificante,
também conhecido como tensoativo, que corresponde a uma molécula anfifilico capaz
de interagir com moléculas polares como a agua e com moléculas apolares como

lipideos presentes em oOleos naturais. (GANTA, 2014)
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Nanogoticula de dleo
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Figura 5 A) Esquema de nanoemulsdo 6leo em &agua. (ARAUJO,2017) B) Representacdo de
nanoemulsdo recoberta com polietilenoglicol (PEG). Adaptado de GANTA et al, 2014.

As nanoemulsdes possibilitam a administracdo de moléculas hidrofébicas por
diferentes vias de administragdo como a parenteral ou a transdérmica, (por exemplo,
gue exigem uma hidrosolubilidade dos farmacos administrados), aumentando a
biodisponibilidade e protegendo o farmaco de efeitos dedegradacdo pelo sistema
imune, por exemplo. Dessa forma, essas nanoestruturas possibilitam uma maior
entrega do farmaco no tecido alvo, facilitando o seu acumulo e reduzindo a interacéo
com células ndo alvo (PARK et al., 2008; MARCATO et al., 2009; FIGUEIRAS et al.,
2014; ABDI, 2015). Além do aumento da biodisponilbilidade e protecdo das drogas
aos efeitos do metabolismo, as nanoemulsdes apresentam outras vantagens em
relacdo aos tratamentos convencionais tais como maior estabilidade, liberagdo
sustentada de medicamentos, maior tempo de circulacdo no sangue, reducdo de

doses e minimizacao dos efeitos toxicos. (RIGON, 2015)

Devido as suas caracteristicas e vantagens, as nanoemulsdes tem sido
estudadas para serem aplicadas na via de administracao transdérmica, cuja acao
topica é ideal para doencas como o cancer de pele. As hanoemulsdes conferem a
formulacéo alta permeacéo, capacidade de carreamento e baixa irritabilidade no local.
(DIANZANI, 2014). A via de administragdo transdérmica Apresenta vantagens em

tratamentos em que a pele € o principal alvo, na administracdo de farmacos que néo



22

possuem biodisponibilidade adequada por via oral ou intravenosa, ou quando ha a
necessidade de se evitar o metabolismo de primeira passagem (ROMGENS, et
al.,2015). Entretanto tais vias apresentam algumas limitacbes. Segundo Silva (2010),
a permeacao de substancias na pele depende, principalmente, de suas propriedades
fisico-quimicas, do seu comportamento quando colocado em um sistema farmacéutico
apropriado e, finalmente, da pele. No entanto, estas limitacbes podem ser contornadas

com o uso de nanoemulsodes.

Apesar de promissores efeitos antitumorais do acai e do uso da nanotecnologia
como adjuvante no tratamento do cancer, ha poucos estudos que investigam o0s
efeitos do 6leo de acai nanoestruturado em cancer de pele melanoma até o presente
momento. Pesquisas enfatizam o potencial do acai como alternativa para o tratamento
do cancer. O estudo de Monge-Fuentes (2016) utilizando nanoemulsdes de 6leo de
acai combinadas com terapia fotodindmica diminuiram a viabilidade celular de
linhagem de melanoma B16F10 (in vitro); e o tamanho do tumor in vivo. Em seu estudo
ARAUJO (2017), observou efeito citotdxico de nanoemulsdes a base de 6leo de acai
em linhagem de cancer de pele ndo-melanoma e também em terapia combinatoria

com acido anacardico.

Este trabalho tem como objetivo combinar os avan¢os da nanotecnologia e a
biodiversidade brasileira, através de nanoemulsdes de 6leo de acai a fim de
demonstrar novas perspectivas de tratamento do cancer de pele melanoma e

alternativa para contornar a resisténcia a quimioterapia do melanoma.
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2. JUSTIFICATIVA

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) no Brasil estimou 5.670 novos casos de
cancer de pele melanoma a serem diagnosticados em 2016, sendo 3.000 em homens
e 2.670 em mulheres. Os tratamentos convencionais (cirurgia e quimioterapia entre
outros) apresentam varios efeitos adversos a nivel biologico e psicologico no paciente,
o que limitam sua aplicacdo. Portanto, o desenvolvimento de novas alternativas para
o tratamento de cancer de pele melanoma se tornou uma necessidade. Para este fim,
a biodiversidade brasileira apresenta-se como uma fonte de compostos bioativos e
moléculas com atividade antitumoral promissora. Destaca-se 0 agai, Euterpe oleracea
Martius que possui compostos polifendlicos e moléculas antioxidantes como as
antocianinas em seu 0leo, que ja demonstraram atividade antitumoral em diversos
tipos de canceres. Entretanto, a administracdo de tais moléculas é limitada devido ao
seu carater hidrofébico. Dessa forma, o uso da nanotecnologia com a formulagéo de
nanoemulsdo, permite aumentar a biodisponibilidade do farmaco e reduzir os
possiveis efeitos adversos associados. Além disso, a eficiéncia de nanoemulsées em
carrear ativos por via transdérmica representa uma inovacao para aplicacao futuras.
Por fim, ndo existem muitos estudos relatando a atividade antitumoral de
nanoemulsdes de 6leo de acai em cancer de pele melanoma e sua influéncia sobre

ciclo celular e fragmentagéo do DNA.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de nanoemulsdes de Oleo de acai para o tratamento de

cancer de pele melanoma e investigar seu possivel mecanismo de acéao.
3.1 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de nanoemulsdes de 6leo de acai na viabilidade de células de cancer
de pele melanoma (B16F10), in vitro.

- Analisar o efeito de nanoemulsdes de 6leo de acai na proliferacéo celular por meio
da contagem do numero total de células e avaliacdo do ciclo celular de células de
cancer de pele melanoma (B16F10), in vitro.

- Investigar o efeito de nanoemulsdes de 6leo de acai sobre aspectos de morte celular
por meio da avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e fragmentacédo do
DNA de células de cancer de pele melanoma (B16F10), in vitro.
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4. METODOLOGIA

Toda a infraestrutura e apoio técnico necessarios para os experimentos foram
disponibilizados pelo Laboratério de Nanobiotecnologia (IB/UnB). O presente projeto
conta com o financiamento de recursos do Edital Universal 2014 (CNPq — Processo:
n°447483/2014-5).

4.1 Oleo de acai nanoestruturado

Foram utilizados 6leos extraidos de frutos de acai disponiveis comercialmente
(Mundo dos 6leos, Brasil). Todos os experimentos foram realizados com o0 mesmo lote
de dleo. As nanoformulactes a base de 6leo de acai foram elaboradas e fornecidas
pelo Laboratério de Nanobiotecnologia (IB/UnB). Foram utilizadas nanoemulsdes a
base de 6leo de acai com superficie negativa (ACNE-) e com superficie recoberta com
polietileno glicol “Polyoxyl 40 stearate” (ACPEG). A técnica utilizada para producéo
das nanoemulsdes de 6leo de acai, assim como seus componentes estdo veladas por

existéncia de processo de patente.
4.2 Caracterizacdo de nanoemulsdes

O diametro hidrodinamico e o indice de polidispersdo das nanoestruturas foram
determinados por meio da técnica de Espalhamento de Luz Dinamico utilizando-se o
equipamento Zetasizer (Malvern, EUA). A carga superficial foi mensurada pelo método

de mobilidade eletroforética, utilizando o mesmo aparelho.
4.3 Cultura de Células

A linhagem celular de melanoma utilizada foi a B16F10, melanoma de murino
(ATCC CRL-6475), adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. As células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
(Life, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life, EUA) e 1% de
antibiético (Penicilina — Streptomicina, Life, EUA), e mantidas em estufa umidificada a
37° C e 5% de CO:a.
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4.4Tripsinizacao das células

A fim de soltar as células aderentes do fundo da garrafa de cultura, 0 meio de
cultura foi descartado e 5 mL de tripsina (Tripsina 0,25%, Life, EUA) foram
adicionados. As células foram incubadas por 3 minutos na estufa a 37°C e 5% de CO..
ApoOs observar por microscopia de luz que todas as células estavam soltas, 5 mL de
meio de cultura completo foram adicionados para neutralizar o efeito da tripsina. O
conteldo da garrafa de cultura foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Apds
3 minutos de centrifugacdo a 1341 g a temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e utilizado

nos passos descritos a seguir.
4.5 Avaliacdo da Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular, as células de cancer de pele melanoma
foram incubadas na densidade de 2000 células por poco, em placa de cultura de 96
pocos. Esperou-se o tempo de 24 horas incubando a placa em estufa a 37°C e 5% de
COg2, para que as células fossem aderidas na placa de cultura de 96 pocos. Em
seguida, as células foram expostas as hanoemulsdes de acai por um periodo de 24
horas. As concentracBes de nanoemulsdes e seus respectivos brancos foram as
seguintes: 22,5 pg/mL; 45 pg/mL; 90 pg/mL; 180 ug/mL e 360 pg/mL. Para o
tratamento de 6leo de acai livre (ndo- nanoestruturado) foi preparada solucéo de 6leo
de acai diluido em etanol absoluto ha mesma concentracdo que a presente nas
nanoemulsdes, sendo a concentracao de etanol por poco menor que 1 %.

Os tratamentos utilizados nos ensaios in vitro constam na tabela 1:

Tabela 1 Composicdo dos tratamentos utilizados nos ensaios in vitro.

SIGLAS COMPOSICAO
CTL DMEM e agua
Nanoemulséo de 6leo de acai
ACNE ] )
(surfactante, 6leo e agua)
. Branco da ACNE

(surfactante e agua)
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Nanoemulséo de 6leo de acai com PEG
ACPEG ] ] o _
(surfactante, 6leo, agua e polietilenoglicol)
Branco da ACNE

PEG , . :
(surfactante, agua e polietilenoglicol)

oL Oleo de acai livre diluido em etanol

' absoluto
ETOH Controle de etanol absoluto

Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada por método colorimétrico MTT
(brometo de 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol). Para tanto, o meio de cultura
contendo as formulacdes foi descartado e as células tratadas foram expostas ao MTT
(15 pL de MTT 5mg/mL diluidos em 135 yL de DMEM), por periodo de 1h e 30
minutos- 2h na estufa a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, o sobrenadante foi
retirado e 100 uL de DMSO (dimetilsulféxido — Sigma - EUA) foram adicionados em
cada poco para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi
realizada em equipamento espectrofotdmetro a 595 nm.

4.6 Verificacdo da fase do ciclo celular e fragmentacdo de DNA

As células foram transferidas para uma placa de cultura de 12 pogos numa
densidade de 2,5x10* células/pogo e incubadas com éleo de acai nanoestruturado e
seus respectivos brancos por 24 horas na concentracdo de 360 pg/mL. Para a
determinacao do ciclo celular e da fragmentacdo de DNA, as células tratadas foram
lavadas com PBS 1X e armazenadas em solugéo de etanol 70% a -20° C. Apos 24
horas, as células foram incubadas com uma solucdo de RNAse (50 ug/mL) e de iodeto
de propideo (20 pg/mL diluido em PBS, pH 7,4) por 30 minutos cada e posteriormente
analisadas por citometria de fluxo (BD, EUA). Um total de 10.000 eventos foram

adquiridos.
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4.7 Avaliacéo de integridade de membrana e proliferacéao celular

O plagueamento para o teste de avaliacdo da integridade de membrana e
proliferacao celular foi realizado da mesma maneira que a citometria, em placa de 12
pocos contendo 2,5x10* células/poco. Apds 24 horas da aplicacédo dos tratamentos,
as células foram tripsinizadas, centrifugadas e o pellet obtido foi ressuspendido em
100 pL de meio de cultura. As células foram coradas com uma solugéo de azul de
tripan (0,4% em PBS — Sigma, EUA). O numero de células totais foi determinado em
camara de Neubauer, contando-se células coradas ou ndo coradas. Foi considerado
como células com membrana intacta, aquelas ndo coradas; e as coradas de azul,

como células com membrana plasmatica lesionada.

4.8 Andlise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e submetidos a analises
estatisticas em programa Prism 5. 01 (EUA). A normalidade dos dados foi verificada
por testes KS, Shapiro-Wilk e D'Agostino & Pearson. Para se verificar diferencas
estatisticas entre as médias dos grupos considerou-se valor de P < 0,001, e o desvio

padrdo, e para tal, utilizou-se o teste de variancia ANOVA e o pés-teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das nanoemulsdes

Através da técnica de Espalhamento de Luz Dinadmico (DLS) foi possivel
observar a presenca de nanogoticulas nas formulacbes apdés 24 horas de sua
obtencdo. Na tabela 2 pode-se observar que o diametro hidrodinamico das
nanogoticulas contendo o 6leo de agai ficaram em 198 nm para a ACNE- e 78,8 nm
para a ACPEG. Todos os indices de polidispersdo apresentaram valor menor que 0,4
e a carga superficial das nanogoticulas mostrou-se negativa. A carga superficial da
nanogoticula paresentou-se dentro dos parametros estabelecidos por Maeda e
colaboradores (2013), que sugere que as nanoemulsdes possuam cargas superficiais
ligeiramente negativas a fim de que ndo interajam com a superficie dos vasos

sanguineos que possui carga negativa.

O pH das formulacdes foi determinado com valor de 7 (Tabela 2) e esta dentro
do esperado para formulacdes que sao administradas por via parenteral, uma vez que

0 pH sanguineo é 7.

O diametro hidrodindmico das nanogoticulas formadas esta dentro do intervalo
aceito para que ocorra um transporte passivo para dentro do microambiente tumoral.
Além disso, o efeito EPR (enhanced permeation and retention) pode facilitar uma
melhor permeacéo, retencdo e acumulacdo das nanogoticulas no tumor. Esse efeito
EPR esta associado com a formacgdo de novos vasos sanguineos pelo tecido tumoral.
Este fendbmeno é chamado de angiogénese e é considerado imperfeito e incompleto
pois forma vasos com fenestras de 100 a 780 nm. (CHEN et al, 2016).

As nanoemulsdes recobertas com PEG (ACPEG) apresentaram diametro
hidrodindmico menor que o das nanoemulsdes nao recobertas, 0 que esta de acordo
com estudos anteriores. Esse perfil acontece devido a capacidade do PEG de agir
como porc&o hidrofilica do surfactante. (ARAUJO,2017)
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Tabela 2 Caracterizagdo por Espalhamento de Luz Dindmica das nanoemulsfes de 6leo de acai
(AGNE) e seus respectivos brancos desenvolvidas com e sem cobertura da superficie com PEG
armazenadas em condicdo de temperatura 4° C ap0s 1 dia de sua formulacéao.

GRUPOS DIAMETRO iINDICE DE CARGA pH
HIDRODINAMICO(nm) | POLIDISPERSAO | SUPERFICIAL(mV)

ACNE- 198,0 0,235 -15,8 7

L- 106,6 0,313 -14,2 7

ACPEG 78,83 0,211 -13,6 7

PEG 87,26 0,259 -10,7 7

5.2 Avaliacédo da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi verificada por meio de ensaio de MTT, onde as células
foram expostas por durante 24 horas as nanoemulsdes ACNE-, ACPEG, dleo livre e
seus respectivos brancos nas concentragdes de 22,5 pg/mL; 45 ug/mL; 90 ug/mL; 180
pg/mL e 360 pg/mL. Estes grupos de tratamentos foram comparados com o controle
cuja viabilidade foi tomada como 100%. Os grupos de concentragao de 22,5 ug/mL e

45 pg/mL foram testados e ndo houve redugao na viabilidade celular.

Os dados obtidos estéo descritos nos gréaficos abaixo (Figuras 6 e 7). O controle
foi considerado o valor absoluto de 100% de viabilidade celular e todos os grupos

foram comparados a este.

O conjunto de grupos experimentais denominados “Brancos ” (L-, PEG e
ETOH) sdo os componentes das formulagdes sem o 6leo de acai, ou seja, somente
0s excipientes. Estes grupos foram testados para que fosse verificado se a atividade

citotoxica observada é realmente do 6leo nanoestruturado (Figura 6).

Como podemos observar na figura 6, os grupos de tratamento dos brancos, ou

seja, os excipientes da formulacdo, ndo diminuiram significativamente a viabilidade
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das células de cancer de pele melanoma. A amostra de PEG na concentracdo de 360
Mg/ mL reduziu ligeiramente a viabilidade celular, mas podemos considerar
biologicamente significativo (**: p<0,001). Isso indica que a formulagdo sem o 6leo
nao € toxica as células, fazendo com que nanoemulsao “vazia” seja promissora para

carrear 6leos e outros tipos de principios ativos.

1501

1001t

7.
v

Viabilidade celular (%)
3
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Grupos Experimentais

Figura 6 Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de cancer de pele melanoma de murino
(B16F10) submetidas aos tratamentos com diferentes concentracdes de nanoemulsGes de L-
(surfactante e 4gua); PEG (polietileno glicol, surfactante e agua) e ETOH

Na figura 7, pode-se observar a viabilidade celular apds exposicdo com as
nanoemulsdes de acai e o O6leo livre. Pode-se notar que o Oleo livre (n&o
nanoencapsulado) n&do apresentou atividade na viabilidade celular, quando
comparado ao controle, o que indica que possivelmente seu perfil hidrofébico néo é

capaz de permear barreiras celulares e atuar nas células tumorais.

Ja nos tratamentos com nanoemulsées do 6leo de acai, pode-se perceber uma
reducdo significativa na viabilidade celular, superior a 35%. A ACNE manteve a

viabilidade celular de 61,9 £ 3,6 % para a concentracdo de 90 ug/mL; 59,7 £ 5,9%
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para a concentracdo de 180 pg/mL; e 52,7 £+ 8,8% na concentracdo de 360 ug/mL. A
ACNE apresentou diferenca significativa em todas as concentragdes testadas quando
comparado com o controle (p< 0,0001). No entanto, ndo houve diferenca significativa
na taxa de viabilidade celular entre as concentracdes, o que indica que o tratamento

€ independente de dose.

As nanoemulsdes de 6leo de acai associadas a PEG (polietileno glicol) também
reduziram a viabilidade celular gquando comparadas ao grupo controle. A porcentagem
de viabilidade celular da linhagem celular B16F10 exposta ao tratamento de 24 horas
de ACPEG foi de 61,5 £ 7,3 % para concentragdo de 90 ug/mL; 52,3 £ 4,5 % para
concentragcdo de 180 pg/mL; e 48,6 £ 6,1 % na concentracdo de 360 pg/mL. As
diferentes concentracdes ndo apresentaram diferenca significativa entre si.. Pode-se
concluir que os tratamentos a base de nanoemulsdes de 6leo de acai e PEG possuem

acdo citotoxica nas condi¢des avaliadas, porém a mesma nao é dose-dependente.

A acado independente de dose observada na atividade antitumoral das
nanoemulsdes de 6leo de acai pode ser devido a acdo em via especifica de inibicao
da viabilidade celular. Tal modo de ag&o confere ao ativo maior especificidade de acéo
no local desejado e menor interacdo com células saudaveis o que diminui a ocorréncia

de efeitos adversos.
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Figura 7 Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de cancer de pele melanoma de murino
(B16F10) submetidas aos tratamentos com diferentes concentra¢cdes de nanoemulsées de ACNE
(nanoemulséo de 6leo de acai); ACPEG (nhanoemulséo de polietileno glicol e 6leo de agai); e éleo livre
(O.L) comparados com controle (CTL) por 24 horas. Representacdo de média + desvio padrdo.Teste

ANOVA e poés-teste Tukey (***; p<0,0001) juntamente com o desvio padrao.

Com este ensaio pode-se mostrar que as nanoemulsdes de 6leo de acai
diminuiram a viabilidade celular de células tumorais como ja encontrado em estudos
anteriores (ARAUJO, 2017; MONGE-FUENTES, 2016 e DEL POZO-INSFRAN,2006).
A inovagao deste presente estudo foi a utilizagdo de surfactante diferente dos
empregados em trabalhos anteriores. Além disso, nanoemulsdo foi associada com
PEG.

Em estudos anteriores com nanoemulsdes de 6leo de acai em cancer de pele
nao-melanoma, a viabilidade celular de células A431 foi reduzida em média 30% apos
24 horas de exposicdo (ARAUJO, 2017). Em outro estudo, a nanoemuls&o de acai foi
combinada com terapia fotodindmica reduzindo a viabilidade celular em 85%,
sugerindo que nanoemulsdes de acai pode ser utilizada como fotossensibilizante.
(MONGE-FUENTES, 2016)
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No trabalho de Freitas e colaboradores (2017), as frac6es hidro alc6olicas do
extrato de acai diminuiram a viabilidade celular de células de cancer de mama MCF-
7 em aproximadamente 25% apds tratamento de 24 horas, um pouco abaixo do que
encontramos neste estudo. As fracBes hidro alcodlicas seriam uma alternativa de
contornar a hidrofobicidade do 6leo de acai e seus compostos. No entanto, o achado
nesse estudo com o tratamento utilizando a nanotecnologia, alcanga uma maior

reducao na viabilidade celular.

As fracOes extraidas de acai também foram testadas como tratamento em
células de leucemia HL-60, onde diminui a viabilidade celular em 24 horas, obtendo
taxa de mortalidade maiores que 50%. (DEL POZO-INSFRAN,2006)

No presente estudo, as nanoemulsdes de 6leo de acai apresentaram reducao
na viabilidade das células de cancer de pele melanoma quando comparadas ao
controle no tempo de exposicdo de 24 horas. O tipo de superficie da nanoemulséo
nao influencia em sua atividade citotoxica, que também €& devido ao Oleo
nanoestruturado e ndo aos excipientes da formulagéo. O uso de nanoemulsdes para
veicular o 6leo de acai é eficiente para o tratamento de células tumorais B16F10, ja
gue o mesmo 6leo de acai livre ndo foi capaz de reduzir a viabilidade celular desta

linhagem.

Diante dos resultados do ensaio de viabilidade celular, escolhemos as
formulac6es de ACNE e ACPEG 360 pg/mL para continuarmos 0s experimentos e
investigarmos os efeitos das mesmas no numero total de células, integridade de

membrana plasmatica, no ciclo celular e na fragmentagéo do DNA.

5.3 Avaliagéo da integridade de membrana

O ensaio com azul de tripan foi utilizado para avaliar a integridade de membrana

das células de cancer de pele melanoma (B16F10) e a proliferagdo celular, quando
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submetidas aos tratamentos com nanoemulsdes de 6leo de acai durante 24 horas e

na concentracéo de 360 pg/mL.

Neste ensaio, 0 controle apresentou 95,3 £ 5,0% de células com membrana
intacta e 4,6 = 5,0% de células com membrana lesionadas (Figura 8). Quanto aos
tratamentos, o tratamento que mais apresentou células com membrana lesionada foi
0 grupo ACPEG, no entanto sua porcentagem nao foi diferente significativamente
gquando comparada ao controle, assim como 0s outros grupos de tratamentos.
Portanto, este ensaio sugere que as nanoemulsdes de acai e seus respectivos

brancos ndo causam lesdées na membrana celular.
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Figura 8 . Porcentagem de células de cancer de pele melanoma B16F10 com lesdo de membrana
plasmatica apés exposicdo por 24 horas as hanoemulsdes de 6leo de acai e seus respectivos brancos
a 360 pug/mL em comparacgédo ao controle agua ultrapura (CTL). Teste ANOVA e post-teste Tukey. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos de tratamento e o controle.

De acordo com este ensaio sugere-se que 0 mecanismo que induz redugéo na
viabilidade celular de linhagem de céancer de pele melanoma por nanoemulsdes de
Oleo de acai, ndo aconteca por necrose, ja que a presenca de células com membrana
lesionada é um indicio deste tipo de morte celular. Outros ensaios podem ser realizado
para a confirmacdo da exclusdo dessa hipétese por meio da citometria de fluxo com

marcacao de iodeto de propidio, por exemplo.
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5.4 Verificacdo da fase do ciclo celular, fragmentacdo de DNA e proliferacéo

celular

No ensaio de verificagdo do ciclo celular obtivemos a quantidade de células em
cada fase do ciclo (G1, S, G2/M) que estdo representados nos histogramas abaixo
(Figura 9).
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Figura 9 Histogramas da verificag&@o das fases do ciclo celular de células de cancer de pele melanoma
de murino (B16F10) marcadas com iodeto de propidio, sendo os grupos controle (CTL) e as células
tratadas com nanoemulsées de 6leo de acai na concentracao de 360 pg/mL com (ACPEG) e sem PEG
(NE-).

Na figura 10 podemos observar o padréo de ciclo celular das células B16F10
guando submetidas a citometria de fluxo. A porcentagem de células em cada etapa
do ciclo celular (G1, S, G2/M) foi comparada com o controle que obteve 60,4% das
células em fase G1, 17,7% em fase S e 21,8% em fase G2/M. Os grupos de amostras
de nanoemulsédo de 6leo de acai, ACNE e ACPEG, obtiveram diferenca significativa
da quantidade de células nas fases do ciclo celular. Podemos observar um aumento
da porcentagem de células em fase G1 nos dois grupos (ACNE e ACPEG), o que
ocasiona uma diminuicédo da proporcéao de células nas outras fases do ciclo. A amostra
ACNE aumentou 10% a proporcéo de células na fase G1, enquanto a ACPEG induziu

um aumento de 17%.

O grupo L-, contendo apenas lecitina, apresentou diferenca significativa na fase

G2/M com 3% a menos de células, quando comparada ao controle. No entanto, o
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grupo ACNE diminuiu 7% do numero de células nesta fase, fazendo com que
houvesse diferenca significativa entre estes grupos, sendo a ACNE mais eficaz em
parar o ciclo celular na fase G1 e diminuir na fase G2/M,do que o branco L- fazendo-

nos concluir que o 6leo de acai possui a¢do no ciclo celular.

Quando comparadas entre si, a ACPEG obteve melhor resposta na mudanca
do perfil do ciclo celular do que a ACNE.
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Figura 10 Avaliacdo do ciclo celular por Citometria de fluxo ap0s 24 horas de exposicdo as ACNE
(nanoemulséo de agai), ACPEG (nanoemulsao de 6leo de agai associada a polietileno glicol), O.L (6leo
de acai), L- (surfactante), e PEG (polietileno glicol e surfactante) a 360 pg/mL de células de cancer de
pele melanoma (B1610). Teste ANOVA e p0s-teste Tukey, diferenga significativa quando comparado
com o grupo controle (***; P<0,0001).

A avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo esta disposta na
figura 11, onde pode-se observar que os grupos de nanoemulsao ACNE e ACPEG e
o Oleo livre (O.L) aumentaram a porcentagem de células com DNA fragmentado, e no
caso das nanoemulsdes, também diminuiram o numero de células com DNA integro
(Figura 10). Os achados nesse estudo de fragmentacdo do DNA corroboram com os
encontrados no ensaio de ciclo celular. Segundo Fofaria e colaboradores (2014), o
dano ao DNA representado neste estudo pelo DNA fragmentado faz com que as
células fiqguem aprisionadas na fase G1 a fim de que ndo continuem o ciclo celular

devido a defeitos no material genético. Caso o dano seja reparado as células seguem
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o ciclo celular, caso contrario, entram em processo de apoptose. Em um estudo, o
extrato de piperina foi testado e foi capaz de manter as células em fase G1 e causar
apoptose nas células de cancer de pele melanoma B16F10 e SK MEL 28 (FOFARIA
et al, 2014).

No estudo de Araujo (2017), foi observado parada do ciclo celular na fase G1
de células de céancer de pele ndo-melanoma A431 causada por tratamento com
nanoemulsdes de 6leo de acai e também em combinacdo com &cido anacardico. Em
outro estudo células de cancer de pele melanoma B16F10 expostas a nhanoemulséo
de 6leo de acai e terapia fotodinAmica apresentaram perfil de morte celular por
apoptose tardia/necrose.(MONGE-FUENTES, 2016)

Porcentagem de células (%)

Grupos de Tratamentos

Figura 11 Avaliacéo da fragmentacdo de DNA por Citometria de fluxo apds 24 horas de exposicao as
ACNE (nanoemulsdo de acai), ACPEG (nanoemulsdo de 6leo de acai associada a polietileno glicol),
O.L (6leo de acai), L- (surfactante), e PEG (polietileno glicol e surfactante) a 360 pug/mL de células de
cancer de pele melanoma (B1610). Teste ANOVA e pos-teste Tukey, diferenga significativa quando
comparado com o grupo controle (***:P<0,0001).

No ensaio de azul de tripan para avaliacdo do numero total de células, os
grupos analisados néo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao

controle (Figura 12). Pode-se notar apenas uma tendéncia a diminuicdo do namero
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total de células que pode indicar ini]jcio de morte celular ou parada no ciclo celular.
Este dado n&o exclui a diminuigdo da viabilidade celular ja que o ensaio de MTT avalia
a capacidade da mitrocondria reduzir o MTT em cristais de formazan. Portanto, pode
acontecer das mitocondrias estarem anormais, mas as células ndo entraram ainda em

processo de morte.

8 4000000
=)

"8 3000000-
(]

o :
g 2000000 f NN
© 10000004
()]

=

3

Z 0

Grupos Experimentais

Figura 12 Avaliag&o por Azul de tripan do nimero total de células de cancer de pele melanoma B16F10
apos exposicao por 24 horas as ACNE (nanoemulsdo de agai), ACPEG (nanoemulsdo de 6leo de acai
associada a polietileno glicol), O.L (6leo de acai), L- (surfactante) e PEG (polietileno glicol e surfactante)
a 360 pg/mL. Contagem das células em camara de Neubauer. Ndo se observou diferenca significativa
quando comparado com o controle (CTL) em teste ANOVA e post-teste Tukey.
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6. Conclusao e perpectivas

O oOleo de acai constitui uma fonte rica em compostos bioativos com
propriedades antioxidantes e atividade antitumoral j& descritas. A fim de melhorar a
eficicia do tratamento com biocompostos como 6leos, que possuem caracteristicas
fisico-quimicas limitantes (hidrofobicidade e oxidacdo por luz), o uso de
nanoestruturas como as nanoemulsdes mostra-se uma alternativa inovadora. Com a
possibilidade de associar-se tais estruturas a polimeros como o polietileno glicol,
aumenta-se as vantagens destes tratamentos em células tumorais como € o caso do

cancer de pele melanoma.

Neste estudo, 0 uso de nanoemulsdes de 6leo de acai associadas ou ndo a
polimero PEG no tratamento de cancer de pele melanoma, in vitro, reduziu a
viabilidade da linhagem celular B16F10,causaram parada no ciclo celular na fase G1
e aumentaram a proporcao de células com fragmentacdo de DNA. Além disso, apos

24 horas de exposicao, nao foi possivel observar lesdo de membrana plasmatica.

Em conjunto, esses dados sugerem um mecanismo de morte celular por
apoptose e bloqueio do ciclo celular. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para
confirmar a suposicdo de mecanismo de acéo por apoptose, tais como ensaios de
caspase, Anexina V, além da investigacao da atividade das nanoemulsdes de 6leo de
acai sobre o perfil de invasdo e metastase das células de cancer de pele melanoma.
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