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RESUMO

REIS, Sara Rhaissa Rezende dos. Desenvolvimento de sistema troiano de entrega de
farmacos: nanoparticulas biencapsuladas com dacarbazina e ftalocianina de zinco
radiomarcadas com técnico-99-metaestavel como nanoteragndsticos para o melanoma
metastatico. 2020. 115f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O melanoma é um céncer de pele invasivo e muito agressivo devido a sua resisténcia a
varios medicamentos, que resulta em baixa sobrevida do paciente, sendo responsavel por 80%
das mortes por canceres de pele a cada ano. Sua patogénese ainda ndo esta totalmente
elucidada, o que também justifica a alta taxa de mortalidade, adicionado a falta de alternativas
eficazes de tratamento e limitacdes no seu diagnético. E necessario testar novas abordagens
de tratamento para melhorar a eficicia terapéutica e reduzir os efeitos colaterais dos
tratamentos convencionais. Na terapia atual, a Dacarbazina (DTIC) € o Unico antineoplésico
aprovado pela FDA para o melanoma, entretanto sua taxa responsiva € baixa, tornando o
progndstico ruim. De modo a contornar este cenario critico, o diagnostico precoce e adequado
do melanoma metastatico € a chave principal para a sobrevida em potencial, sendo assim, a
utilizacdo de radionuclideos como marcadores moleculares vem se destacando dentro da
medicina. E, por meio do uso de nanoestruturas biocompativeis, viabiliza-se a producdo de
nanofarmacos capazes de agir com um elevado desempenho, em especial quanto a sua
penetrabilidade e direcionamento especifico, alcancando também resultados terapéuticos
robustos criando uma estrutura teragndstica. O que permitiu melhorar alternativas terapéuticas
como uso de agentes fotossensibilizadores na terapia fotodinamica, através da mudanca
estrutural e a funcionalizacdo de nanomaterias, capaz de realizar associacfes estaveis com
diversos farmacos ou moléculas, o que resulta numa otimizacdo do processo teragnostico. No
presente trabalho, foi desenvolvido um sistema de liberagdo de drogas de nanoparticulas (NP)
que transporta tanto quimioterdpicos (Dacarbazina) quanto agentes fotossensibilizadores
(ftalocianina de zinco) usando células de melanoma MV3 como modelo. Estudos de
viabilidade celular in vitro demonstram que a eficacia terapéutica é dependente da dose. Os
resultados in vivo demonstram que a carga do medicamento afeta a biodistribuicdo das
formulacGes de NP. O baixo acimulo de NPs no estdmago, coracao, cérebro e rins sugere que
os efeitos colaterais comuns da dacarbazina podem ser reduzidos. Este trabalho relata uma
formulacdo robusta de nanoparticulas com o objetivo de alavancar os efeitos sinérgicos de
quimioterapia e terapias fotodindmicas para potencialmente suprimir a probabilidade de
resisténcia a medicamentos e reduzir os efeitos colaterais associados a dacarbazina.

Palavras-chave: Melanoma. Radiofarmacos. Nanoparticulas Poliméricas. Teragndstico.

Nanotecnologia. Terapia Fotodinamica.



ABSTRACT

REIS, Sara Rhaissa Rezende dos. Development of a trojan drug delivery system:
biencapsulated nanoparticles with dacarbazine and zinc phthalocyanine radiolabelled with
technician-99-metastable as nanoteragnostics for metastatic melanoma. 2020. 115f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Melanoma is an invasive and very aggressive skin cancer due to its resistance to
various drugs, which results in low patient survival, being responsible for 80% of deaths from
skin cancers each year. Its pathogenesis is not yet fully elucidated, which also justifies the
high mortality rate, added to the lack of effective treatment alternatives and limitations in its
diagnosis. It is necessary to test new treatment approaches to improve therapeutic efficacy and
reduce the side effects of conventional treatments. In current therapy, Dacarbazine (DTIC) is
the only FDA-approved antineoplastic agent for melnaoma, however its responsive rate is
low, making the prognosis poor. In order to circumvent this critical scenario, the early and
adequate diagnosis of metastatic melanoma is the main key to potential survival, therefore, the
use of radionuclides as molecular markers has been highlighted within medicine. And,
through the use of biocompatible nanostructures, it is possible to produce
nanopharmaceuticals capable of acting with a high performance, especially regarding their
penetrability and specific targeting, also achieving robust therapeutic results creating a
teragnostic structure. What allowed to improve therapeutic alternatives such as the use of
photosensitizing agents in photodynamic therapy, through structural change and the
functionalization of nanomaterials, capable of making stable associations with various drugs
or molecules, which results in an optimization of the theragnosis process. In the present work,
a nanoparticle drug delivery system (NP) was developed that transports both
chemotherapeutic drugs (Dacarbazine) and photosensitizing agents (zinc phthalocyanine)
using MV3 melanoma cells as a model. In vitro cell viability studies demonstrate that
therapeutic efficacy is dose dependent. The in vivo results demonstrate that the drug load
affects the biodistribution of PN formulations. The low accumulation of NPs in the stomach,
heart, brain and kidneys suggests that the common side effects of dacarbazine can be reduced.
This paper reports on a robust formulation of nanoparticles with the aim of leveraging the
synergistic effects of chemotherapy and photodynamic therapies to potentially suppress the
likelihood of drug resistance and reduce the side effects associated with dacarbazine.

Keywords: Melanoma. Radiopharmaceuticals. Polymeric nanoparticles. Theragnosis.

Nanotechnology. Photodynamic Therapy.
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INTRODUCAO

O céancer é a principal causa de morte, e Unica barreira no aumento de expectativa de
vida, representando cerca de 12% do total de 6bitos por doengas no mundo (SIEGEL et al,
2015; BRAY et al., 2018; GOLOB-URBANC et al., 2019), e, dentre as neoplasias malignas
registradas, o0 melanoma é responsavel por mais de 130 mil casos por ano (FERLAY et al.,
2015; BRAY et al., 2018; PENTA et al, 2018). Solé (2019) ressalta que sua incidéncia mais
que duplicou desde a década de 70. O céncer de pele do tipo melanoma e melanoma
metastatico sdo responsaveis por 3% dos Obitos por cancer. No Brasil, estima-se 0
surgimento de mais de seis mil casos para o biénio 2018-2019 (INCA, 2018). Ocorrem em
2017, somente nos Estados Unidos da América (EUA), um numero de 6bitos que excede 0s
10 mil casos (SIEGEL, 2019; YABROFF et al., 2019). Estima-se que esse nimero pode ser
subestimado, devido ao diagndstico limitado e ao 6bito ocorrer em decorréncia de processo
metastatico secundario, levando a um classificacdo errbnea (CHAPMAN et al., 2011,
FLAHERTY etal., 2012; LUO et al., 2012; ISLAMI et al., 2018; TERHEYDEN et al, 2019).

O melanoma é considerado uma das neoplasias mais agressivas (DOMINGUES et al.,
2018; AASEN et al.,, 2019; ROSSI et al., 2019; TSENG et al.,, 2019), com alto teor
proliferativo e comprometimento dos niveis dérmicos (MENDES, 2014; MARQUES et al.,
2019; TERHEYDEN et al., 2019) e apresentar alto grau de disseminacdo, levando a
metastases distantes, em particular a cerebral (ISLAMI et al., 2018; SCHADENDORF et al.,
2018; SHU et al., 2018; ZENDEDEL et al., 2019).

De origem neuroectodérmica, o melanoma tem sua malignidade proveniente das
alteracdes neoplasicas dos melandcitos (ARDA et al., 2014; JOLY-TONETTI et al., 2016;
HAZARIKA et al., 2017; ROSA et al., 2017; SIMON et al., 2017; BELYSHEVA et al., 2019;
JOSHI et al., 2019;), entretanto, sua patogénese ainda ndo é completamente elucidada
(ERNST et al., 2016; MILLET et al., 2017; CHEN et al., 2018; KISZNER et al., 2019). E
importante salientar que em 95% dos casos, a falta de tratamento ou o tratamento refratario,
sdo responsaveis por uma sobrevida de apenas 5 anos (WEIDE et al., 2017; TSENG et al.,
2019; YE et al., 2019).

O desenvolvimento de novos métodos terapéuticos, associados ao diagndstico precoce,
se torna prioritario e desafiador (DE SOUZA ALBERNAZ et al., 2017; ROSA et al., 2017;
CHANG et al., 2018; HENRIQUES et al., 2018; KILLOCK, 2018; PORTILHO et al., 2018;
SASSE et al., 2018). Nesse cenario, o arsenal terapéutico é bastante restrito e muita das vezes
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com baixa eficacia. Atualmente, uma das poucas alternativas, € o antineoplasico alquilante
dacarbazina (DTIC) (BEBEROK et al., 2017; ROSA et al., 2017; WEHLER et al., 2017;
SANTOS-OLIVEIRA, 2018; CORREA et al., 2019), que embora apresente 20% de taxa
responsiva (AL-BADR et al., 2016; BRUSCO et al., 2019), continua a ser o tratamento
padrdo (BEBEROK et al., 2017; WEHLER et al., 2017; ZIMMER et al., 2017; GROB et al.,
2018; EGGERMONT et al.,, 2019; PAVLICK et al., 2019), j& que nenhum outro
procedimento, seja ressec¢do, quimioterapia adjuvante ou imunoterapia demonstrou ter uma
eficacia significativamente superior ao DTIC, corroborando o baixo arsenal terapéutico
disponivel (BEDIKIAN et al., 2006; MOUAWAD et al., 2010; MISHRA et al., 2018; PENG
etal., 2018).

Dentro deste contexto e de modo a contornar as dificuldades terapéuticas, o campo da
nanotecnologia vem atraindo o interesse da comunidade cientifica mundial (LIU et al., 2015;
HAFEEZ et al.,, 2017; NAVES et al., 2017; LIU et al., 2018; MELLAI et al., 2018;).
Recentemente, os radiofarmacos, que se destacam por serem medicamentos com a presenca
de um ou mais radionuclideos, passaram a ser estudados como plataformas nanotecnoldgicas
nucleares (nanorradiofarmacos), capazes de diagnosticar e tratar simultaneamente diversos
tipos de enfermidades. Assim, dentre o0s radionuclideos que compdem 0s
nanorradiofarmacos, destaca-se 0 99Tecnécio metaestavel (99mTc), devido as suas
propriedades fisico-quimicas e nucleares, permitindo que esses atuem em maior grau de
desempenho (FARZANEFAR et al., 2018; BANERJEE et al., 2019; HELAL-NETO et al.,
2019; SANTOS-OLIVEIRA, 2019; DARWISH et al., 2020; KIM et al., 2020; M. SOLIMAN
et al., 2020).

Nos ultimos anos, a associacdo de terapia ao diagndstico (teranosticos) vem se
tornando o alvo mundial da pesquisa (IDEE et al., 2013; SANTOS-OLIVEIRA et al, 2018;
STABIN et al., 2018; D’ANGELO et al., 2019). O uso de nanossistemas troianos (nome
referenciado ao Cavalo de Troia), pelo qual, o sistema biolégico alvo é enganado e acaba por
capturar um composto nocivo ao seu desenvolvimento, vem se tornando um método de
inimeras pesquisas (JACKSON et al., 2002; DAVIDS; KLEEMANN, 2011). Por fim, 0 uso
da photodynamic therapy (PDT, em portugués, terapia fotodindmica) apresenta grande
potencial em terapias dermatoldgicas, com especial énfase em melanoma (AGOSTINIS et al.,
2011; RICCI-JUNIOR et al., 2018; L1 et al., 2020;).

Compreende-se, dentro desta terapia, 0 uso de agentes fotossensibilizadores (FS),
como Zinc Phtalocyanine (ZnPc, em portugués, ftalocianina de zinco), excitados por um

comprimento de onda especifico, localizado no tecido tumoral, que produz reactive oxygen
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species (ROS, em portugués, espécies reativas de oxigénio), e leva a um dano oxidativo
celular, em sua grande maioria ao acido desoxirribonucleico (DNA) (WITTGEN et al., 2007;
HUANG et al., 2012; LI et al., 2018), o que resulta na inducdo da morte celular neoplésica, a
regressdo da massa tumoral, com baixo dano as células sadias (MARTIN-GORGOJO et al.,
2018).

Assim, foi desenvolvido um sistema de liberacdo de drogas com nanoparticulas que
transporta tanto o quimioterapico (Dacarbazina) quanto o agente fotossensibilizador
(ftalocianina de zinco) usando células de melanoma MV3 como modelo. Para melhorar as
opcOes terapéuticas contra o melanoma metastatico, uma nanoparticula polimérica
biodegradavel (NP) foi desenvolvida para fornecer dacarbazina e ftalocianina de zinco como

uma alternativa terapéutica ao tratamento do melanoma metastatico por terapia fotodinamica.
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10 CANCER

A terminologia “cancer” representa um conjunto de doengas, com diversos fatores
epidemioldgicos (FIDLER, 1989; SKUSE A., 2015), que se originam de distintos tipos
celulares, caracterizados pela sua proliferacdo irrestrita (MCGEE et al., 2019) e sua alta
capacidade de invaséo tecidual (SKUSE A., 2015). Até o século XX, estudos de Hanahan e
Weinberg (2000) propuseram que o cancer envolvia mudancas genéticas dinamicas, ndo
sendo apenas “massas insulares de proliferagdo tumoral” e, apds uma década de observagdes,
0s autores notaram uma evolucdo neoplésica celular com alta complexidade tecidual e uma
série de interacBGes heterotipicas entre si (HANAHAN; WEINBERG, 2011), abrangendo
estudos de cooperagdes do “microambiente tumoral”, papel crucial para a tumorigénese
(GRUOSSO et al., 2019; HELAL-NETO et al., 2019; MCGEE et al., 2019).

Nas Gltimas décadas, o cancer adquiriu uma dimensdo maior, enquadrando-se em um
problema de salde publica mundial (BRAY et al., 2018; SIEGEL et al., 2019). Diante desse
cenario, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima, para o0 ano de 2040, 30 milhdes de
casos incidentes e um total de 17 milhGes de mortes por cancer, sendo a Ameérica do Sul o
sétimo continente com maior niumero de casos prevalentes (Figura 1) e, dentro desta o Brasil

ocupa a primeira posicdo (Figura 2) (BRAY et al., 2018).

Figura 1 - Estimativa de casos prevalentes em cinco anos, para todos os tumores, em ambos
0s sexos com idade superior a vinte anos
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Fonte: Adaptado de (WHO, 2018).

Nota: Estatistica global que apresenta o ranking de casos prevalentes de cinco anos, em 2018, para ambos 0s sexos
com idade superior a 20 anos de idade. A ilustragdo mostra que a América do Sul se torna o sétimo continente
com maior nimero de casos, em uma proporc¢do de 100 mil, o que correponde a 5,6%, ficando atras da América
do Norte e Asia.
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Figura 2 - Estimativa de casos prevalentes em cinco anos, para todos os tumores, em ambos
0s sexos com idade superior a vinte anos, na América do Sul
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Fonte: Adaptado de (WHO, 2018).

Nota: Estatistica, que apresenta o ranking de casos prevalentes de cinco anos, em 2018, para ambos 0s sexos com
idade superior a 20 anos de idade, somente na América do Sul. A ilustracdo mostra que o Brasil se torna o
primeiro pais com maior ndmero de ocorréncias, totalizando mais 1 milhdo de casos, correspondendo a
53%.

As altas taxa de incidéncia, e mortalidade, sdo decorrentes do crescimento e
envelhecimento da populacdo, além da disseminacdo de fatores de riscos, que podem ser:
extrinsecos, como o uso de tabaco (SEMINERIO et al., 2019), alcoolismo (WEBER et al.,
2017), obesidade (KIM et al., 2019), habitos alimentares e estilo de vida (THEODORATOU
et al., 2017) e, principalmente, exposicao a radiacdes (ISLAMI et al., 2018); assim como
intrinsecos, relacionados o historico familiar (KITANO et al., 2019) e a anormalidades
gendmicas (PAVONE et al., 2018).

O acumulo de mutacBes genéticas, muitas das vezes especificas, ativa genes
controladores ou promotores do crescimento celular (oncogenes), 0 que inativa supressores
tumorais e realiza diversos rearranjos cromossomais, bem como alteracdes epigenéticas
(FOGEL et al., 2017; SOTGIA et al., 2019; YU et al., 2019), iniciando a tumorigénese
(MARTINEZ et al., 2019)

Como as mutacgdes sucessivas nos oncogenes resultam em proliferacdo sustentada
(DOMBLIDES et al., 2019) e resisténcia a morte celular (YUAN et al., 2017), isso torna sua
malignidade muito mais invasiva, o que também se relaciona a um conjunto de alteraces, as
“hallmarks” (Figura 3), caracteristicas essenciais para o desenvolvimento tumoral (COSTA et
al., 2018; SOTGIA et al., 2019).

O desenvolvimento envolve trés processos:

(a) iniciacdo, que consiste em alteracBes no gendtipo celular, ocasionadas pelas

modificacOes epigenéticas, ocorrendo de forma irreversivel (LIU et al., 2018);



21

(b) promocdo, que amplifica as células com gendtipo alterado, por meio de
agentes promotores em contato continuo, como 0s ex0ssomos, que contribuem
para tal proliferacdo (YANEZ-MO et al., 2015);

(c) progressédo, que expande as células mutadas com alteragcdes bioquimicas e
morfoldgicas, que se multiplicam descontrolada e irreversivelmente, pela
alteracdo do perfil de miRNA’s (MARTiN et al., 2011; CHEN et al., 2018;
AKSENENKO et al., 2019).

Figura 3 - As dez caracteristicas do cancer, conhecidas como “hallmarks” essenciais para o
desenvolvimento do tumor

Sinalizagéo para Escape de supressores de
proliferagéo sustentada crescimento celular
Desbalango
energeético

Potencial
replicativo
ilimitado

Indugédo da angiogénese Aumento da invasado
e metastase

Fonte: Adaptado de (HANAHAN et al., 2011).

Nota: A ilustragdo mostra a proposta de Hanahan e Weinberg (2011) para as dez caracteristicas do cancer,
conhecidas como “hallmarks”, que foram originalmente publicadas pelos mesmos autores em 2000. Estas
caracteristicas englobam habilidades como escape de supressores do crescimento celular e do sistema
imune, um potencial replicativo ilimitado, uma inflamacdo sustentada, um aumento da invasdo e
metéastase, além da inducdo da angiogénese, uma instabilidade gendmica, resisténcia a morte celular,
desbalanco energético e sinalizacdo sustentada, que desencadeiam a progresséao e proliferacdo tumoral.

Nos Ultimos anos o interesse em estudos sobre miRNA’s circulantes na progressao
tumoral cresceu (RIEFOLO et al., 2019; SOLE et al., 2019), definidos como pequenos RNA’s
ndo codificadores, sdo responsaveis pela regulacdo da expressdo génica pos-transcricional nos
processos de diferenciacdo e migracao celular (JIANG et al., 2014; FRIJHOFF et al., 2015;
USHIO et al., 2019), participando e facilitando comportamentos celulares (CHAMORRO et
al., 2016; ZHU et al., 2017; WANG et al., 2018). Entretanto, caso ocorra a desregulamentacéo
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de miRNA’s, ocorre a superexpressao de “oncomiRs”, oncogenes que remodelam o ambiente
e aceleram a ocorréncia e o desenvolvimento de metéastases no tumor. (BRACKEN et al.,
2016; WANG et al., 2018; ZHAO et al., 2018)

Dessa forma, a progressdo do cancer e, junto a ela, a capacidade de secretar
quimiocinas e fatores de crescimento, desencadeia uma cascata sinalizadora (CIRRI et al.,
2011; AKSENENKO et al., 2019), que constroi um microambiente favoravel, afetando a
formacéo tumoral, sua disseminacao e resisténcia celular (BRONTE et al., 2016; UMANSKY
et al., 2016; HUBER et al., 2018), principalmente em tumores do tipo melanoma (DIETRICH
et al., 2018; GALASSO et al., 2018; LI et al., 2018; SHI et al., 2018; ZHU et al., 2018;
RIEFOLO et al., 2019)

1.1 Epidemiologia e etiologia do melanoma e suas caracteristicas

Nos ultimos 30 anos, a incidéncia de melanoma vem acentuando-se consideravelmente
no mundo (WEIDE et al., 2017; CICHOREK et al., 2019). Apenas em 2018, surgiram mais
de 287 mil casos e 61 mil ébitos foram registrados. Tais casos foram mais recorrentes nas
populagcdes com baixa pigmentacdo na pele (VAN DER LEEST et al., 2015; BEHRENS et
al., 2018; BRAY et al.,, 2018), dentre as quais se atestam altos registros na Australia
(AITKEN et al., 2018) e EUA (NOONE et al., 2017). No Brasil, para o biénio 2018-2019,
estima-se mais de 6 mil novos casos, com maior prevaléncia para mulheres (Figura 4) e,
apesar da baixa incidéncia, ainda é responsavel por uma grande taxa de mortalidade (GUY et
al., 2015; BRAY et al., 2018; GRUBER et al., 2018).
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Figura 4 - Estimativa de cancer de pele melanoma para 2018-2019

Em homens () | ™ Emmulheres
¢ Y | 4
Préstata@) \ _{ N /) O Mama
68.220 A o< I 5700
Pulmio @ | | © { | | 0o l © Colorretal
18.740 |\ o | | T 7\ | il 18-980
(5 | [2) ll" ‘ (3 ) el | ) _
Colorretal @ | | \\ | o : € Colo de Utero
17.380 /| RNA| |\ Il 16.370
9N | ‘ | |"'-.v1] | N 1
Estomago@® ™| ? e 2y [ 'I O Pulmio
13.540 \ [l / \ || / 12530
Pele Melanoma €) ‘ | | ) \ © Pele Melanoma
2.920 \ ([ | l3.340

Outros canceres \ [/ Qutros canceres

' | ()1
128262 U UL — s

Fonte: Adaptado de CIPERJ, 2018 e INCA, 2018.

Nota: A ilustracdo mostra a estimativa feita pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA) de novos casos para o
biénio de 2018 e 2019, em ambos 0s sexos, de cancer de pele melanoma. Apesar da taxa de incidéncia ser
menor do que 0s canceres mais prevalentes, a malignidade do melanoma se torna importante, com quase
3 mil novos casos para homens e, 3 mil e 300 novos casos para mulheres.

Diversas condic@es estdo relacionados ao seu desenvolvimento, o que inclui o fototipo
da derme e coloracdo capilar, além de pardmetros como idade, género, histérico familiar,
nervos displasicos e localizagdo geografica (BARBARIC et al., 2016; STROMBERG et al.,
2016; WHITEMAN et al., 2016; HERNANDO et al., 2016; KARIMKHANI et al., 2017;
LIU-SMITH et al., 2017; FU et al., 2017; CORICOVAC et al., 2018; SACCHETTO et al.,
2018;). Contudo, cabe ressaltar que a exposi¢do a radiacdes ultravioletas (RUV) (RAWSON
etal., 2017; BEHRENS et al., 2018; PRADO et al., 2019; SCHIERBECK et al., 2019), assim
como o estilo de vida ao ar livre (YUAN et al., 2017; AITKEN et al., 2018;) sdo relevantes
fatores que desencadeiam o surgimento de outros fatores contribuintes para a carcinogénese,
como a inflamagdo crénica, (MONTES DE OCA et al., 2017; BEHRENS et al., 2018;
KITANO et al., 2019;), e a formacéo em excesso de radicais livres (BARBOSA et al., 2010)

Além disso, a exposicdo a RUV induz alteracGes epigenéticas (Figura 5), aquelas em
que ha modificagbes na expressdo e funcdo génica, mediada por miRNA’s (FU et al., 2017,
PRASAD et al., 2017), em genes como Proto-Oncogene RAF Viral Oncogene B Homolog
(BRAF, em portugués, homologo viral do oncogene B do proto-oncogene RAF) (BRUNO et
al.,, 2017; VALLI et al., 2019), genes do Neuroblastoma cells-Rat Sarcoma (NRAS, em
portugués, homologo oncogénico do neuroblastoma RAS) (WILMS et al., 2017), Tumor
Protein 53 (TP53, em portugués, Proteina Tumoral 53) (HAYWARD et al., 2017; RIEFOLO
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et al., 2019), Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A, em portugués, inibidor de
quinase dependente de ciclina 2A) (ERLICH et al., 2018), bem como genes supressores do
tumor (SHAIN et al., 2016; MILLET et al., 2017; ZHAO et al., 2018), 0 que desempenham
um papel fundamental para o desenvolvimento e proliferacdo tumoral do melanoma
(HADDAD etal., 2017; PENTA et al., 2018).

Figura 5 - Eventos envolvidos no melanoma induzidos pelos fatores ambientais e genéticos
quando associados a exposicao de radiacOes ultravioletas
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Legenda: Radiacao ultravioleta (RUV).

Fonte: Adaptado de (PENTA et al., 2018).

Nota: A ilustracdo mostra 0s eventos envolvidos no melanoma induzido pela exposicao a radiacdo ultravioleta
(RUV), seguida da metéastase. Esta exposicdo resulta em estresse oxidativo (OS), inflamacéo e danos ao
DNA nas células da epiderme e, sendo de forma continua e prolongada, esta exposi¢ao induz ainda mais a
expressdo de oncogenes tumorais e a supressao de genes supressores, atraves de mecanismos genéticos e
epigenéticos, transformando, desse modo, células normais nas tumorais. No estagio posterior, as células
tumorais apresentam a capacidade de metastatizar em 6rgdos distintos do corpo, expressando genes
indutores de metastase.

A sintomatologia relacionada ao melanoma se da apenas ap0s 0 aparecimento de
lesGes pigmentadas irregulares, acompanhadas de coceira ou descamacgdo (CORDORO et al.,
2013; GLAZER et al., 2017, WARD et al., 2017; AFANASIEV et al., 2019) e presenca de
queratoses solares, que se torna importante biomarcador para alta exposi¢do solar (BERWICK

et al., 2016; BETANCOURT et al., 2019). Estudos indicam que o melanoma pode ocasionar

lesbes em diferentes locais, surgindo diversos subtipos baseados em suas caracteristicas
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histoldgicas (CAINI et al., 2009; WHITEMAN et al., 2011; WARD et al., 2017; NARTEY et

al., 2018), como nos exemplos:
@ Melanoma Extensivo Superficial (MES): subtipo mais frequente,
compreendendo 2/3 de todos os melanoma, em que a exposicdo aguda na
infancia e exposigdo intermitente na vida adulta sdo considerado os fatores
etiologicos (VICENTE, 2016), o que resulta em elevada incidéncia de
mutacbes nos genes BRAF e CDKNZ2, importante supressores tumorais
(MINCU et al.,, 2019; SPATHIS et al., 2019). Caracteriza-se por ser uma
neoplasia que apresenta grandes melandcitos se estendendo por entre os
queratindcitos e, devido a sua presenca nas diferentes camadas da epiderme, a
variacdo da coloracdo surge como principal sinal clinico (ABULAFIA et al.,
1969; ABUDU et al., 2019);
(b) Melanoma Lentigo Maligno (MLM): compreende de 4% a 15% dos
melanomas (FINET et al., 2013; FLORES et al., 2018), surgindo clinicamente
como uma macula irregular e de pigmentacdo heterogénea em tons variaveis,
devido a proliferacdo de melandcitos atipicos (DONIGAN et al., 2018;
DUARTE et al., 2018), confluentes ao longo da juncdo dermo-epiderme, que
decorrem da exposicao cronica ao sol (CHARIFA et al., 2019; PLATSIDAKI
etal., 2019);
(© Melanoma Nodular (MN): segundo subtipo mais incidente dentre 0s
melanomas, apresentando o componente dérmico repleto de ninhos celular
tumorais com padrdo expansivo de crescimento, com nucléolos proeminentes e
elevado indice mitético (GUTIERREZ-CASTANEDA et al., 2019);
(d) Melanoma Lentiginoso Acral (MLA): caracterizado pela proliferacao
de melandcitos atipicos ao longo da epiderme basal com o citoplasma
preenchido com granulos de melanima e, embora acometam sitios que, muitas
vezes, ndo recebem alta incidéncia de RUV, esta constitui um fator de risco
para MLA (SUNDARARAJAN et al., 2019)
(e) Outros tipos: melanoma das mucosas, estimulada por inflamacéo
cronica  (LAMBERTINI et al., 2018; MALINOSKI et al., 2019;
YOSHIKAWA et al., 2019); melanoma ocular, onde a regido da Uvea é a mais
comum de ocorrer alteracdo de melandcitos (FIORENTZIS et al., 2018;
BROUWER et al., 2019; CASSOU-MOUNAT et al., 2019; HAO et al., 2019;
MA et al., 2019) e desmoplasicos.
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O diagnostico clinico é feito seguindo-se os cinco critérios do algoritmo ABCDE,
introduzido nos anos 80 (LEE et al., 2018), onde promove a deteccdo da assimetria,
irregularidade de borda, variabilidade de cores, diametro (>6 mm) e evolugdo das lesdes do
melanoma, de forma a identifica-las objetivamente (LEE et al., 2018; NARTEY et al., 2018;
ZIMMERLE et al., 2018).

1.1.1 Composicio da epiderme

No século XIX, a pele, um dos maiores 6rgdos do corpo humano representando 15%
do peso corpéreo (BROWN et al., 2019), foi descrita como uma barreira fisica entre o
organismo e 0 meio externo, desempenhando uma importante funcdo fotoprotetora
(DABROWSKA et al., 2018; AGARWAL et al., 2019). A depender de sua viabilidade, os
controles hemodinamicos e hidro-eletroliticos, assim como metabolismo energético e sistema
sensorial, estdo inseridos na sua funcionalidade (SAHLE et al., 2015; OSSEIRAN et al.,
2018), demonstrando que € um sistema sofisticado (CHANG et al., 2017).

As alteracOes que acometem uma regido da pele envolvem o recrutamento de uma
série de componentes celulares, sendo necessario compreender a estrutura epitelial, até entdo
formada por trés camadas (ARDA et al., 2014; SAMPAIO E RIVITTI, 2018): a epiderme,
constituida por epitélio de revestimento queratinizado no qual se reconhecem distintas
camadas celulares (PEDROSA et al., 2017; OSSEIRAN et al., 2018); a derme, tecido
conjuntivo que da suporte a camada anterior no qual abriga vasos, nervos e receptores
sensoriais (GUCLU KARADAG et al., 2017; VELA-ROMERA et al., 2019); e a hipoderme,
camada mais interna constituida de tecido conjuntivo frouxo e adiposo (HWANG et al., 2016;
HBIBI et al., 2018) (Figura 6).
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Figura 6 - Esquematizacdo da pele
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Fonte: Adaptado de (CESTARI, 2017).

Nota: Na ilustracdo temos que anatomicamente a pele esta estratificada em trés camadas distintas, mas que, no
funcionamento, estdo intimamente relacionadas. A camada mais superficial, a epiderme, abrange diversas
camadas celulares, mas ndo apresentam terminacGes nervosas, porém nutrientes e oxigénio chegam a ela
por difusdo. Essa camada apresenta uma camada queratinizada, de revestimento, e as glandulas sebéceas
em conjunto com o poro sudoriparo. A derme, camada intermediaria, € rica em terminac6es nervosas e
vasos sanguineos, além de apresentar as glandulas sudoriparas. A (ltima camada € a hipoderme,
constituida de adipdcitos e vasos sanguineos.

As camadas celulares presentes na epiderme se distinguem devido aos seus parametros
morfolégicos e seu grau de maturacao e, principalmente a sua localizacdo (AGARWAL et al.,
2019; FREEMAN et al., 2019; VERDEL et al., 2019), onde a camada cdrnea (stratum
corneum) é a mais superficial e espessa, sendo constituida de gueratina e corneocitos (células
revestidas de proteinas e lipidios), que irdo prevenir a perda de agua transepidérmica e dar
protecdo a substancias externas nocivas (BOUSLIMANI et al., 2015; PETROVIC et al., 2018;
FERNANDEZ et al., 2019; KHIAO IN et al., 2019; SOLE et al., 2019). O revestimento
lipidico é proveniente da camada granulosa (stratum granulosum), localizada entre a cGrnea e
a espinhosa, essas por sua vez, contém granulos de querato-hialina, abrangendo glicoproteinas
e fosfolipideos que irdo se modificar e se depositar na matriz, o que acaba por gerar protecao
aos demais estratos (RINNERTHALER et al., 2018; LI et al., 2019; SANZ RESSEL et al.,
2019).

Logo abaixo da camada granulosa, encontra-se a camada espinhosa (stratum
spinosum), composta pelas células de Malpighi, que sdo queratindcitos diferenciados que
produzem além da queratina, as citocinas que participam de processos inflamatorios na

epiderme (ARGYRIS et al., 2019), estando conectados por desmossomos que permitem a
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unido das células a camada basal (stratum basale), sendo a mais profunda e proxima da derme
(GALASSO et al., 2018; LYKOVA et al., 2019). Nesta camada, ha apenas uma placa de
aderéncia de queratindcitos, denominadas de hemidesmossomos, estruturas de adesdo que
contém glicoproteinas (KHIAO IN et al., 2019; MANSO et al., 2019; PORA et al., 2019),

como demonstrado na figura 7.

Figura 7 - As cicno camadas constituintes da epiderme
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Edrato Células de Merkel
Basal Neurdnio
B sensorial

Fonte: Adaptado de (YOUSEF et al., 2019).

Nota: A ilustracdo mostra as camadas que constituem a epiderme. A camada basal, ou germinativa, apresenta a
capacidade de diferenciagdo celular, originando assim as outras camadas superiores. Nela apresenta as
células de Merkel que irdo proliferar os queratindcitos; ha também os melandcitos, células portadoras de
melanina. Esta camada possui apenas uma Unica linha celular, conhecida como hemidesmossomos, que
fornece adesdo a derme. Posteriormente, ha a camada espinhosa, ou de Malpighi, células que sdo
queratindcitos e que produzem citocinas e queratina, conectados a camada anterior pelos desmossomos. Ha
também as células de Langerhans, provenientes da camada basal e responsaveis pela comunicagdo celular
linféide. A camada granulosa apresenta granulos de querato-hialina, conferindo prote¢do as camadas
inferiores, sendo compostos de fosfolipideos e glicoproteinas. Essa composi¢do abrange as células da
camada cornea, que apresenta queratindcitos diferenciados da camada basal, que vao dar prote¢do a agentes
nocivos. Além disso a formagdo dessa camada de queratindcitos e cornedcitos previnem a perda de agua
transdérmica, funcdo presente na camada ludica, pela presenca de eleidina.

A pele é ainda constituida de uma camada basal, a qual é essencialmente germinativa,
originando as demais camadas por meio de progressiva diferenciacdo celular, por sua alta
atividade mitotica (LAJTHA, 1979; FUCHS, 2008; SOTIROPOULOU et al., 2012; WONG
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et al., 2012; MISTRY et al., 2012; PETROVIC et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2019;
KHIAO IN et al., 2019). Ha ainda outras células presentes na pele como: as células de
Langerhans, que reconhecem e processam sinais antigénicos e os comunicam as células
linféides (BOCK et al., 2018; YOUSEF et al., 2019); as células de Merkel, que sdo células
neuroenddcrinas as quais atuam na proliferacdo de queratindcitos e possuem papel na
regulacéo de doencas cutaneas (RUSH et al., 2018; LAIKOVA et al., 2019); e os melandcitos,
que contém pigmentos de melanina (ARDA et al., 2014; MERKEL et al., 2017; BIRLEA,
2017; BECKER et al., 2019; CHEN et al., 2019; VALKO-ROKYTOVSKA et al., 2019)

Os melandcitos, derivados da crista neural, em conjunto com os queratindcitos, esses
sendo funcionalmente relacionados ao primeiro, constituem as unidades epidermomelénicas
da pele (Figura 8) (ZUR MUHLEN et al.,, 1998; BERETTI et al., 2019; KOZAR et al., 2019;
ZHANG et al., 2019; ZOLLER et al., 2019;). No citoplasma dos melandcitos ha organelas
especializadas, denominadas melanossomas, que proporcionam a interacdo melandcito-
queratindcito e a sintese da melanina por meio de uma cascata de reacGes, cujo ponto de
partida é o triptofano, mediada pela enzima tirosinase (Figura 9) que entdo catalisa a
melanogénese (TARAFDER et al., 2014; DI VIRGILIO et al., 2017; KAWAKAMI et al.,
2017; DI VIRGILIO et al., 2018; MORAN et al.,, 2018; KOIKE et al., 2019; VALKO-
ROKYTOVSKA et al., 2019).

Figura 8 - Disposi¢do dos melandcitos na epiderme e sua interagdo com outros componentes
celulares
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Fonte: Adaptado de (CESTARI, 2017).
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Nota: A ilustracdo mostra a interacdo dos melandcitos com os queratindcitos formando assim unidades
epidermomelanicas da pele. Apos a producdo da melanina no interior do melandcito, nos melanossomas,
organelas especializada nesta interagdo, a melanina é transportada através deles e posteriormente
transferida para os queratinécitos, constituindo assim a pigmentagao celular.

Figura 9 - Esquema representativo das etapas envolvidas no processo da Melanogénese

T 0?
‘ Tirosina DOPA Dopaquinona
Granulo de
melanina
\ ~ (sem tirosinase)
(\ ‘\\)\ Dopacromo - Leucodopacromoa
\ Zn
A L~ ~ _@P Melanossomo lll
Golgi~J__ ‘!' | &~ tirosinase + melanina)
\)['} | | Melanossomo I X

|4/ (tirosinase + melanina)
' 5,6-diidroxindrol ——— Tndol 5,6 quinona

v

Tirosina-melanina

Sintese de
tirosinase

Reticulo
Tirosina endoplasmatico
granuloso

Melanoproteina

Legenda: Oxigénio (O2) Zinco (Zn) 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA).

Fonte: Adaptado de (ESTEVES et al., 2017)

Nota: A ilustracdo mostra que a tirosinase € sintetizada no reticulo endoplasmatico granuloso e adentra ao
complexo de Golgi, onde é acumulada em vesiculas. Essas vesiculas, uma vez livres no citoplasma e
cheias de tirosinase, sdo os melanossomos |. E nelas que se inicia a sintese de melanina, gracas & ac&o da
tirosinase sobre a tirosina. As vesiculas com tirosinase e melanina sdo os melanossomos Il e 11, onde a
enzima tirosinase hidroxila a L-tirosina ou L-hidroxifenilalanina (DOPA). Em sequéncia ha sucessivas
reacbes de oxidacdo e reducdo, até que as proteinas relacionadas a tirosinase (TRP1 e TRP2)
desaparecem, constituindo-se os granulos de melanina. Esses granulos sdo transferidos para os
queratindcitos por meio dos prolongamentos dos melandécitos.

Como resultado, obtem-se a melanina, a qual confere fotoprotecdo e oxiprotecdo ao
DNA por absorver e dispersar os RUV e ROS, respectivamemte (KIERSZENBAUM et al.,
2012; CZYZ, 2018; MORAN et al., 2018; MANICA et al., 2019) através da producdo do
melanocyte-stimulating hormones (MSH, em portugés horménio estimulante de melandcito)
gue se liga ao melanocortin 1 receptor (MC1R, em portugués Receptor de Melanocortina 1) e
assim libera o pigmento protetor (LEONARDI et al., 2018; MANICA et al., 2019).

1.1.2 Fisiopatologia do Melanoma

Apesar da fisiopatologia nao estar completamente elucidada, a literatura indica que a
exposicdo as radiacdes (NATARAJAN et al., 2014; FALZONE et al., 2016; RUNGER, 2016;
JANJETOVIC et al., 2017; ROSA et al., 2017; PORTILHO et al., 2018; OBRADOR et al.,
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2019), atuam contra a pele representando um estimulo nocivo capaz de ativar ROS,
promovendo danos celulares nos melandcitos epidérmicos residentes na camada basal
(DENAT et al., 2014; CHANG et al., 2018; EGGEN et al., 2018; MILAC et al., 2018; LI et
al., 2019;), o qual € um tecido relativamente hipoxico (OBRADOR et al., 2019).

E caracteristico das células cancerosas apresentarem niveis desproporcionais de ROS
em comparacao as células normais, pela indugdo de OS (LIOU et al., 2010; LIU et al., 2015;
MINCIULLO et al., 2015; BEBEROK et al., 2017; MARTINO et al., 2018; OBRADOR et
al., 2019), o que contribui para uma microrregido mutagénica nas células da epiderme (Figura
10), resultando em alteragdes na funcdo mitocondrial e na sinalizacéo celular, o que modifica
a transducdo apoptdética (SHYUR et al., 2010; BEBEROK et al., 2017;), ou seja, torna o gene
instavel e acarreta danos no DNA, potente efeito pro-tumorigénico (MOLONEY et al, 2018;
CANNAVO et al., 2019; SCHNEIDER et al., 2019). Além disso, a propria sintese de
melanina a torna um agente fotossensibilizador que produz altos niveis de ROS intracelular.
Tal processo contribui para o aumento do fotoenvelhecimento, pois ativa respostas
inflamatdrias na matriz (CAVINATO et al., 2017); e aumenta a suscetibilidade ao melanoma
(ZAIDI et al., 2008; OBRADOR et al., 2019).

Figura 10 - Efeitos positivos ou negativos que a exposi¢do solar pode promover, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS)
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Fonte: Adaptado de Pérez-Sanchez, 2018.

Legenda: Especies reativas de oxigénio (ROS) Acido desoxiribonulceico (DNA) Matriz extracelular (MEC).

Nota: A ilustracdo mostra as a¢es das radiagBes ultravioletas (UV) solares, que promovem a sintese de
precursores da vitamina D, importante para absor¢do de calcio e tonificar ossos e musculos; e no
tratamento de algumas doencas autoimunes. Entretanto, a exposi¢do excessiva aos raios solares pode
causar eventos negativos, como a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que desencadeiam
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outros processos relacionados a: inflamacdo tecidual, que elevada o nivel de substancias proé-
inflamatorias, aumentando o dano oxidativo; e danos a0 DNA, ocasionando mutagfes genéticas e assim a
proliferacdo celular anormal até o surgimento do cancer. A geracdo de ROS compactua para que um
desequilibrio de radicais livres, que promove agdes de “photoaging”, fotoenvelhecimento da pele
decorrente da exposicdo aos raios UV que resulta no surgimento de lesfes pigmentosas e degradacdo da
mratiz extracelular (MEC), que quebram o colageno. Com isso ha potencializagdo do fotoenvelhecimento,
decorrente da acdo de radicais livres.

Adicionalmente, esse estimulos além de provocarem necrose celular podem ocasionar
reacOes complexas na vasculatura da derme, fenémeno conhecido como inflamacao
(WITTGEN et al., 2007; YANG et al., 2013; MARGOLIN, 2014; BARDI et al., 2019;
CANNAVO et al., 2019; SABAT et al., 2019), promovida pela angiogénese, tendo seu grau
de atividade se relacionando diretamente com a evolucdo do melanoma (BALLESTER et al.,
2016; BROWN CHANDLER et al., 2019; NEAGU et al., 2019). Esta hipervascularizacdo é
caracteristico da estrutura vascular tumoral o que resulta em perda de funcdo dos vasos,
importante para o desenvolvimento do melanoma e sua agressividade (BODA et al., 2018;
ROSSI et al., 2019).

Estudos indicam que no microambiente tumoral a sinalizacdo de adenosina trifosfato
(ATP) aumenta as células tumorais e a interacdo celular imunoldgica, causando uma
imunossupressdo, contribuindo assim para a composi¢do celular e bioquimica de diferentes
maneiras (LIU et al., 2015; DI VIRGILIO et al., 2017; BERTONI et al., 2018; DI VIRGILIO
et al., 2018; MANICA et al., 2019), podendo deixar o ambiente hipoxico (RUNGER, 2016;
FISCHER et al., 2018; LU et al., 2018; CICHOREK et al., 2019; OBRADOR et al., 2019;).

O microambiente hipdxico, se caracteriza por uma reduzida pressdo de O2, o que é
comum em condicBes patofisiolégicas como: o enfarte do miocardio; o acidente vascular
cerebral ou a insuficiéncia respiratoria. Situacdo similar pode ocorrer em tumores malignos
(IMAHASHI et al., 2000; KUNZ et al., 2003; PAPANDREOQOU et al., 2005; LEE et al., 2007).
Desta forma a hipoxia constitui uma caracteristica condicionante nos tumores, tendo um
grande impacto (MACINTYRE, 2014; FRIDMAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020),
auxiliando a sua progressao, além de provocar a parada do ciclo celular; o remodelamento dos
tecidos; e promoc¢do do processo tumoral (FAJERSZTAJN et al., 2017; NANDURI et al.,
2017; VIZCARDO-GALINDO et al., 2020).



33

1.1.3 Heterogeneidade do melanoma

O desenvolvimento do melanoma ocorre a partir de alteragdes que modificam a
expressdo de genes especificos (READ et al., 2016; SOURA et al., 2016; OBADOFIN et al.,
2019; PAVLICK et al., 2019), resultando em eventos que promovem a desestabilizacdo de
vias de sinalizacdo celular e perda no controle do ciclo celular (FEUERER et al., 2019;
HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018; OBRADOR et al., 2019).

E descrito na literatura, e observado na figura 11, que as frequentes exposicdes a luz
UV desencadeiam 50% das alteragdes genéticas em BRAF no melanoma (WANG et al.,
2007; BESARATINIA et al., 2014; SHAIN et al., 2016; SENER et al., 2017; CORICOVAC
et al., 2018; ERLICH et al., 2018), uma serina-treonina quinase, que quando ativada pela
proteina RAS, participa da proliferacdo celular desencadeando a via de sinalizagdo Mitogen
Activated Protein Kinasel (MAPK, em portugués, Proteinas Ativadas por Mitdgenio)
(BAROLLO et al., 2014; RICHTIG et al., 2017; TRUBINI et al., 2018), proteina quinase, que
controla processos celulares importantes, tais como: progressdo e diferenciacdo do ciclo
celular. Logo, mutacdes nestes genes comprometem-0s, promovendo a oncogénese do
melanoma (ROH et al., 2015; NAVES et al., 2017; CORICOVAC et al., 2018; LEONARDI
etal., 2018; LIU et al., 2018;).

Outra sinalizacdo alterada via MAPK sdo as mutacfes nos genes NRAS,
representando cerca de 30% das alteragdes no melanoma (HALABAN et al., 2005;
GANDOLFI et al., 2016; GRZYWA et al., 2017). Sdo proteinas estimulantes da transducéo
de sinal e, as alteracGes da longa exposic¢do solar promovem sua hiperativagdo e consequente
aumento da sinalizacdo da via MAPK, progredindo assim o melanoma (WILMOTT et al.,
2012; SENER et al., 2017; MARTIN-GORGOJO et al., 2018).

1 Subfamilia de proteinas-quinase especificas de serina/treonina que respondem a estimulos extracelulares
(mitégenos) e regulam varias atividades celulares, como expressdo génica, diferenciagdo, sobrevivéncia
celulare apoptose (morte celular). Regulada por fosfatases, tem comunicagdo com outras vias, tal como a
proteina quinase B e as vias AKT/m-TOR.
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Figura 11 - Esquematizacdo genética participante no desenvolvimento de melanoma através
da via de sinalizacdo MAPK e PI3K

Legenda: Homdlogo Oncogénico Do Neuroblastoma RAS (NRAS); Homélogo Viral Do Oncogene B Do Proto-
Oncogene RAF (BRAF); Inibidor De Quinase Dependente De Ciclina 2A (CDKN2A); Homélogo de
Fosfatase e Tensina (PTEN); Proteina Tumoral (TP53); Fosfatidilinositol-3-cinases (PI3K); Lifoma de
células B (BCL2); Proteina Retinoblastoma (RB); Ciclina D1 (CyclinD1); Prote[ina Cinase 4
dependente de Ciclina (CDK4); Proteina Cinase 6 dependende de Ciclina (CDK®6).

Fonte: Adaptado de (BALLESTER et al., 2016; INAMDAR et al., 2010)

Nota: MAPK é uma familia de serina/treonina-quinases envolvidas em no crescimento celular, na diferenciacéo
e apoptose. A atividade das enzimas é regulada por uma cascata de fosforilagéo iniciada pela ativacdo de
uma membrana receptora. A ativagdo do receptor é o resultado de uma conformagdo estrutural da proteina
apos a ligacdo. Esta alteracdo conformacional induzida pelo ligante promove a interagdo do receptor de
membrana com uma proteina adaptadora intracelular (Shc, GRB2). A proteina adaptadora, por sua vez,
interage com um fator de troca de nucleotideos de guanina (SOS), que comunica o sinal a uma pequena
proteina de ligacdo a GTP (RAS). Posteriormente, o0 RAS ativa 0 RAF (MAPKinase), a primeira quinase
intracelular na cascata. As quinases RAF sdo uma familia de serina/treonina quinases, incluindo BRAF.
Uma vez ativado, o RAF fosforila a quinase a MEK, que por sua vez ativa a quinase regulada por sinal
extracelular (ERK), que pode fosforilar diretamente vérias transcri¢des, regulando a expressdo de genes
envolvidos no crescimento e proliferacdo celular. Alteragdes em diferentes pontos desse caminho podem
levar ao crescimento e proliferacdo descontrolados de células e contribuir para o desenvolvimento de varios
tipos de cancer, incluindo melanoma.

As alteragdes epigenéticas no DNA podem estar associadas ao desenvolvimento do
melanoma, como fatores atuais na progressdo (SARKAR et al., 2015; CHALMERS et al.,
2017; SALVAING et al., 2017; FUJIWARA et al., 2018), o que pode incluir o perfil de
expressdo de miRNAS (RIEFOLO et al.,, 2019), além das modificagdes nas histonas e
remodelamento da cromatina (ASKARIAN-AMIRI et al., 2018).
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1.2 O melanoma Metastatico (MM)

Quando as células apresentam a capacidade de invadir e evadir de barreiras fisicas,
como a matriz extracelular (GAJOS-MICHNIEWICZ et al., 2019; HAO et al., 2019), e
extravasar para 0 sistema vascular e assim se infiltrar em drgdos secundarios para sua a
proliferacdo, ocorre a metastase (SUGARBAKER, 1979; ADLER et al., 2017; HAYWARD
et al., 2017; JANSSEN et al., 2017). Essa capacidade ocorre devido as alteracbes nas
proteinas caderinas2 que perdem sua funcdo de promover a adesdo intercelular, facilitando
assim o desprendimento das células (FIDLER, 1989; VILLANUEVA et al., 2008).

O melanoma é uma das neoplasias mais letais devido a sua alta metastatizacdo para
multiplos érgdos humanos, como o figado, o cérebro e o pulmédo (VILLANUEVA et al.,
2008; VARAMO et al., 2017; LEONARD et al., 2017; BAl et al., 2018; THYAGARAJAN et
al., 2018;). Esse processo multifatorial ocorre devido a instabilidade cromossomica
(RUNDLE, 2017), ativacdo do oncogene, perda de genes supressores de tumor e reducdo da
vigilancia imunolégica (JANSSEN et al., 2017; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2017),
sensibilidade excessiva a RUV (LEONARD et al., 2017; THYAGARAJAN et al., 2018),
assim como alteracbes de expressdes de perfil de proteinas (CHEN et al., 2019), perfil
genético e o papel dos miRNAs (HAYWARD et al., 2017; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al.,
2017; VARAMO et al., 2017; SMIT et al., 2019), ja descritos anteriormente.

Seu desenvolvimento segue multiplas etapas com caracteristicas clinicas e histologicas
distintas (Figura 12): (1) os nevos adquiridos se formam como resultado do aumento da
proliferacdo dos melandcitos (GAJOS-MICHNIEWICZ et al., 2019); (2) crescimento com
diferenciacdo anormal (HAYWARD et al.; 2017); (3) desenvolvimento da Radial Growth
Phase (RGP, em portugués, fase de crescimento radial) dentro da epiderme; (4) os melanomas
RGP adquirem potencial invasivo através de alteracGes genéticas, caracterizadas por ser a
Vertical growth Phase (VGP, em portugués, Fase de crescimento vertical) (BEVONA et al.,
2003; THYAGARAJAN et al., 2018; VILLANUEVA et al., 2008), tornando assim as opgoes
de tratamento mais limitadas e (5) formacdo da lesdo metastatica, representando um estagio
complexo da tumorigénese (HAYWARD et al., 2017; KANEHISA et al., 2017).

2 Glicoproteinas transmembrana dependentes de Ca+2 extracelular que permitem a adeséo entre células vizinhas
(VAN ROY, 2014)
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Figura 12 - AlteracBes morfoldgicas associadas a progressdo do melanoma metastatico e
relacionadas as mutacdes espontaneas no DNA e suas modulacBes epigenéticas
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Legenda: Raios Ultravioletas Tipo B (UVB); Raios Ultravioletas Tipo A (UVA); Fase De Crescimento Radial
(RGP); Fase De Crescimento Vertical (VGP); Homélogo Oncogénico Do Neuroblastoma RAS
(NRAS); Homdlogo Viral Do Oncogene B Do Proto-Oncogene RAF (BRAF); Inibidor De Quinase
Dependente De Ciclina 2A (CDKN2A); Homologo de Fosfatase e Tensina (PTEN); Proteina Kinase
B (AKT); Proteina Tumoral (TP53).

Fonte: Adaptado de (LARRIBERE; UTIKAL, 2019; MILLER etal., 2017)

Nota: A ilustracdo mostra alteracGes moleculares propostas associadas ao inicio e progressdo do melanoma que
podem ocorrer em diferentes estagios. A proliferacdo desenfreada de melandcitos normais, em resposta a
radiacdo UV, resulta na formacdo de nevos benignos ou displasicos. O melanoma da fase de crescimento
radial (RGP) apresenta capacidade de crescimento intraepidérmico, seguido de invasdo da derme na fase
de crescimento vertical (VGP), culminando assim na metastase. Nota-se que apenas cerca de metade dos
melanomas sdo conhecidos por surgir de nevos, e a progressao pode ocorrer sem passar por todos os
estagios descritos. Varios genes de suscetibilidade ao melanoma foram identificados, como as mutac6es
hereditarias de CDKN2A e as muta¢Bes germinativas de PTEN e TP53. As mutacfes espontaneas do
DNA foram observados em varios genes e postulam estar envolvidos em diferentes estagios de
progressdo do melanoma, de acordo com evidéncias de diversos estudos. Zaidi, Day e Merlino (2008)
propuseram que 0s eventos epigenéticos desempenham um papel importante na interacdo gene-ambiente
associada a iniciacdo e progressdo do melanoma.

O melanoma metastatico (MM), segundo a Organizacdo Mundial da Saude, afetou
mais de 200 mil pessoas, e foi responsavel por 55 mil ébitos (LO et al., 2014; WHO, 2014;
KEMP et al., 2017; WANG et al., 2017; CROSBY et al., 2018). Apresenta um prognostico de
10 a 20% com uma sobrevida média global de apenas 9 meses (PANDIANI et al., 2017).

Por esta razdo que resultados modestos sdo obtidos apenas com alguns agentes
terapéuticos convencionais, aprovados pela FDA para 0 MM (NAVES et al., 2017), como a
Dacarbazina (DTIC) e o Interferon-2 (HIL-2), ambos apresentando até 20% de taxa de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/melanocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dysplastic-nevus-syndrome
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resposta (ROSA et al., 2017; PORTILHO et al., 2018), limitando sua terapéutica, o que torna
necessarias novas alternativas (LO et al., 2014; CERQUEIRA-COUTINHO et al., 2017;
GLAZER etal., 2017; PORTILHO et al., 2018; RICCI-JUNIOR et al., 2018).

1.3 Terapéutica associada a uma terapia-alvo

No tratamento de MM, a excisdo cirlrgica vem como primeira op¢do terapéutica em
lesBes primérias (PAVRI et al., 2016; CRAWFORD et al., 2018;), proporcionando alivio na
fase inicial (GELLER et al., 2017; PATEL et al., 2017; YUAN et al., 2017; YUAN et al.,
2019) e melhor estadiamento da doenca (GROB et al., 2018; ASCIERTO et al., 2019);
entretanto, as possibilidades de cura sdo limitadas (NORAIN et al., 2016; GATZKA, 2018;
HUBER et al., 2018;), uma vez que 0 melanoma apresenta grande capacidade de recidivas e
metastase para outros orgdos (EGGERMONT et al., 2011; COENS et al., 2017; MA et al.,
2019).

Essa abordagem muda com a introducdo de novas estratégias, desde terapia adjuvante
e imunoterapia (SHI et al., 2012; KOYAMA et al., 2016; HAFEEZ et al., 2017; QUINN et
al., 2017; MINCU et al., 2019) até o desenvolvimento de agentes quimioterapicos (WEBER
et al.,, 2017; EGGERMONT et al., 2018;), que se tornaram uma terapia alvo na oncologia
contra as células tumorais, de forma que apresente um potencial direcionamento de atividade
citotoxica apenas nas células alteradas (BRYS et al., 2016; NAVES et al., 2017), como o caso
da DTIC, o primeiro antineoplasico aprovado pela FDA em 1975 (DAVEY et al., 2016;
CORREA et al., 2019).

Apesar da DTIC ser o quimioterapico-padrdo, este ndo apresenta taxa de sobrevida
ampla (BLAY et al., 2019; MISHRA et al., 2019; PIOTROWSKA et al., 2019; YANG et al.,
2019). Contudo, desde 2011 o numero de terapias direcionadas e alternativas terapéuticas vém
sendo buscadas globalmente (Quadro 1):

(a) terapias direcionadas:
- 0s inibidores BRAF, agentes como Vemurafenib, Dabrafenib e
Encorafenib inibem mutacfes nesta proteina, bem presentes no MM
decorrentes da exposicdo a RUV. Capazes de inibir a sinalizacdo de
MAPK, importante nos processos de progressao e diferenciacdo celular
(SOLIT etal., 2011; HAUSCHILD et al., 2012; SCATENA et al., 2019);
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- 0s inibidores MEK (ou MAPK), o Trametinib, Cobimetinib e
Binimetinib que sdo agentes responsaveis por inibir agdo das quinases, ou
seja, a impedem a catalisacdo dos residuos de tirosina e treonina que,
quando fosforiladas, ativam a proteina quinase MAPK (GILMARTIN et
al., 2011; FLAHERTY et al., 2012; LONG et al., 2014; AASEN et al.,
2019;)

(b) terapias imunoldgicas:
- 0 inibidor Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4, em
portugués, Proteina associada aos linfdcitos T citotoxicos 4), Ipilimumab,
atua nas células T elevando sua concentracdo, 0 que anexa e blogueia a
atividade da proteina CTLA-4, responsavel pelo controle da atividade
dos linfdcitos, importante para o sistema imunolégico (BUCHBINDER
etal., 2016; EGGERMONT et al., 2016 ASCIERTO et al., 2019);
- os inibidores Programmed Cell Death Receptor 1 (PD-1, em portugués,
Receptor 1 de morte celular programada), Pembrolizumab e Nivolumab,
bloqueiam este receptor impedindo a inibicdo da atividade de células
imunoldgicas e, consequentemente, a progressdo do MM (KAUNITZ et
al., 2017; EGGERMONT et al., 2018; ASCIERTO et al.,, 2019;
EGGERMONT et al., 2019).
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Quadro 1 - Lista dos tipos de terapia, e suas drogas especificas aprovadas pela FDA, com seus
mecanismos de acdo correspondentes, comumente usado no tratamento do

melanoma
Tipo de i Aprovacao i ~
P : Medicamento P ¢ Mecanismo de Acéo
Terapia FDA
Interferon alfa-2b Ativacdo JAK/STAT
Interleucina-2 1998 Ativacdo de células imune
] Nivolumabe 2014 Anticorpo Monoclonal Anti-
Imunoterapia | pemprolizumabe 2015 PD-1
Talimogene Terapia oncolitica viral
- Anticorpo monoclonal Anti-
Ipilimumabe 2011 CTLA-4
Cobimetinibe
Binimetinibe Inibidores da MEK
Encorafenibe
Terapia-alvo p—"
Dabrafenibe
Trametinibe 2013 -
) Inibidores BRAF
Vemurafenibe 2011
Quimioterpia Dacarbazina 1975
P Alquilacdo do DNA
Temozolomide

Legenda: Proteina associada aos linfécitos T citotoxicos 4 (CTLA-4); Receptor 1 de morte celular programada
(PD-1); homélogo viral do oncogene B do proto-oncogene RAF (BRAF).
Fonte: Adaptado de (ASCIERTO et al., 2013; IVES et al., 2017; GROB et al., 2018).
Nota: O quadro mostra as terapias atuais aprovadas pelo FDA e seus respectivos mecanismos de acdo no
melanoma.

1.3.1 Dacarbazina como quimioterapico-padrdo no tratamento de MM

Entre as alternativas terapéuticas aprovadas pelo FDA, a dacarbazina é um dos
membros da classe de drogas antineoplasicas conhecidas como agentes alquilantes nao
classicos (LUI et al., 2007; XIN et al., 2016; BITEGHE et al., 2017; CORREA et al., 2019),



40

inicialmente desenvolvido como um pro-farmaco que requer ativagdo metabolica pelo sistema
hepético do citocromo P4503 (WITHROW et al., 2012; KIM et al., 2016).

A atividade da DITC ocorre pela ligacao aos grupos sulfidrila das proteinas, formando
ions metilcarbdnicos que atacam grupos nucleofilicos, inibindo a sintese do DNA e RNA. Sua
atividade antitumoral se da por essa metilacdo de &cidos nucleicos e danos diretos ao DNA,
resultando na morte do ciclo cleular (FLORES, 2012; BOTTON, 2015; DING et al., 2016;
WILSON et al., 2016; CROSBY et al., 2018).

Além disso, o uso de DTIC no tratamento do melanoma é restrito devido as suas
diversas desvantagens: (i) administracdo por via intravenosa, 0 que gera um processo de
aplicacdo doloroso (PASCHKE et al., 1993); (ii) sua taxa de absor¢do é incompleta, lenta e
irregular devido & sua fraca solubilidade em agua (STEPHANOU et al., 2019); e (iii)
apresenta instabilidade e sensibilidade a luz (KUNZE et al., 1980; YUNG et al., 1981).
Ademais, o uso de DTIC pode produzir algumas reacdes adversas, como: hipotensdo; reducéo
do apetite; nausea; sindrome gripal; reducdo do numero dos glébulos vermelhos, brancos e
plaquetas. Outra caracteristica é a toxicidade gastrointestinal, comum do farmaco e que por
muitas vezes limita sua esquema de doses (TEIMOURI et al., 2013; MA et al., 2014,
BOTTON, 2015; CROSBY et al., 2018). Além disso, a taxa responsiva varia de 10 a 20%
somente (KOPROWSKA et al., 2011; NIEWEG et al., 2015; ATKINSON, 2015; FORCE et
al., 2017; WEHLER et al., 2017), e nenhum dos agentes utilizados no tratamento do MM
demonstrou um aumento na sobrevida global, o que traz a necessidade de novos agentes para
ambos: diagnostico e terapia (XIN et al., 2016; GLAZER et al., 2017; RICCI-JUNIOR et al.,
2018).

1.3.2 Terapéuticas adjuvantes: Associacdo com Terapia Fotodindmica

Considerando a ineficicia e habitual toxicidade dos antineoplasicos disponiveis,
métodos alternatinos de tratamento de tumores vem sendo utilizados. Dentre eles, destaca-se

a terapia fotodinamica.

3 S3o0 oxidases de funcdo mista, envolvidas na biotransformacgdo de endobidticos, bem como de inlimeros
xenobiodticos de relevancia terapéutica e ambiental. O contetido de CYPP450 e, portanto, a fungdo séo regulados
por suas sinteses coordenadas de hemoproteinas e rotatividade proteolitica (KWON et al., 2020).
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A PDT, ¢ classificada como uma terapia relativamente nova para o tratamento de
doencas neoplésicas (SHARMAN et al., 1999; SIBATA et al., 2000; RUNDLE, 2017), sendo
promissora desde a década de 1980, o que pode ser atribuido ao seu conceito basico: um
método terapéutico em que as células e os tecidos neoplasicos sdo eliminados por uma
associacdo de luz e agente fotossensibilizante, na presenca de oxigénio molecular tecidual
(SCHUITMAKER et al., 1996; CHATTERJEE et al., 2008; JIA et al., 2012; LI et al., 2018;
PEREIRA et al., 2019)

A PDT apresenta algumas vantagens quando comparada com as terapias
convencionais utilizadas para o tratamento do cancer: (i) apresenta especificidade pelo tumor,
permitindo o tratamento localizado, o que ndo ocorre na quimioterapia (HE et al., 2019); (ii)
apresenta regeneracédo do tecido normal apds o tratamento, diferentemente da cirurgia (DENG
et al., 2019); (iii) permite repeticdo da terapia, sem efeito toxico cumulativo, o0 que ocorre na
radioterapia (PHILIPP-DORMSTON, 2018); (iv) apresenta relacdo custo-beneficio favoravel
(BALDEA et al., 2017); (v) consiste em uma terapia ambulatorial, diferentemente da
radioterapia e da quimioterapia, que podem durar semanas ou meses, e da cirurgia, que pode
requerer hospitalizacdo prolongada (CHATTERJEE et al., 2008; HU et al., 2017; MILLER et
al., 2017; KWIATKOWSKI et al., 2018).

Esta terapia € constituida por dois componentes atoxicos que, ao serem associados,
induzem efeitos oxigénio-dependente no tecido; ou seja, na presenca de oxigénio molecular, a
combinacdo da luz visivel com um fotossensibilizante produz agentes citotoxicos letais que
podem inativar as células tumorais (SHARMAN et al., 1999; DOLMANS et al., 2003;
CHILAKAMARTHI et al., 2017; DE OLIVEIRA DE SIQUEIRA et al., 2017; PLOTINO et
al., 2019). Apos a administracdo do fotossensibilizante, um intervalo de tempo é definido para
gue ocorra acimulo no tecido tumoral e, assim, irradiar a regido com luz visivel em um
comprimento de onda especifico de absorcdo do fotossensibilizante (HESSEL et al., 2011;
VERDEL et al.,, 2019; DARWISH et al., 2020), o qual é ativado e transfere energia
intramolecular da luz para o oxigénio que destroi as celulas tumorais, como esquematizado na

figura 13, por meio de ROS.
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Figura 13 - Esquema representativo da Terapia Fotodinamica utilizando fotossensibilizadores

encapsulados em nanoparticulas para uso alvo-especifico na destrui¢do de tumores
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Legenda: oxigénio (O?); espécies reativas de oxigénio (ROS).

Fonte: Adaptado de (HONG et al., 2016).

Nota: A ilustracdo retrata o principio da terapia fotodindmica, que se caracteriza pela estimulagdo de uma
substancia sensivel a luz, sendo um fotossensibilizador, como por exemplo a ftalocianina de zinco, que é
administrada na corrente sanguinea por via intravenosa e/ou injetada localmente nasccélulas tumorais. O
sensibilizador se liga a uma célula tumoral no corpo com especificidade muito alta e ap6s a estimulagdo
com luz (laser), essas células cancerigenas direcionadas sdo destruidas pela formacéao de radicais ativos de
oxigénio.

Um dos mecanismo fotoquimicos predominantes durante a PDT é uma reacédo de tipo

Il: em que um agente fotossensibilizante no estado triplete excitado (T1) transfere energia

diretamente pra o oxigénio moleclar (302), formando o oxigénio singlete (102)

(BORNHUTTER et al., 2018; LOOFT et al., 2018; PODERYS et al., 2020), este elemento é

extremamente reativo e interage com substratos biolégicos, o que induz dano oxidativo e

morte celular por necrose pela geracdo de radicais livres (DOLMANS et al., 2003;

TRIESSCHEJIN et al., 2006; CASTANO et al., 2006; AGOSTINIS et al., 2011). Estes

resultados podem ser modulados por fatores como concentracdo do farmaco, sua localizacéo,

exposicdo a luz e disponibilidade de oxigénio.
Esse comportamento difere de agentes citotoxicos convencionais, que causam apenas

a morte celular apoptética. Somado a isso, a PDT, ocasiona o colapso da microvascultura o

que faz com que haja a privacdo local de oxigénio e nutrientes, resultando em hipoOxia severa e

persistente. Por fim, a PDT ativa a resposta imune antitumoral de células inflamatdrias, como

observado na figura 14.
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Figura 14 - Mecanismo de acdo da terapia fotodindmica no combate a células tumorais,
através de transferéncia de energia de um fotossensibilizador para o oxigénio

molecular
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Legenda: oxigénio (O?); espécies reativas de oxigénio (ROS).
Fonte: Adaptado de (SHARMAN et al., 1999; CASTANO et al., 2006; AGOSTINIS et al., 2011;
KWIATKOWSKI et al., 2018; CARDOSO, 2019)

Nota: A ilustragdo retrata o principio da terapia fotodindmica, que se caracteriza pela estimulacdo de uma
substancia sensivel a luz, sendo um fotossensibilizador, como por exemplo a ftalocianina de zinco, que
guando irradiada muda de um estado singlete excitado para um estado triplete, formando um oxigénio
singlete pela transferéncia de energia. Este O? reage com sistemas bioldgicos causando: necrose celular
tumoral; rompimento de microvasculaturas e inflamacéo, no qual se recruta células imunes.

Essas reacfes ocorrem no local imediato de absorcdo de luz e, portanto, apenas as
células expostas sofrem o efeito citotdxico (AGOSTINIS et al., 2011; DE OLIVEIRA DE
SIQUEIRA et al., 2017; DENG et al., 2019), conferindo maior seletividade ao tecido
neoplésico, produzido tanto pelo direcionamento preferencial do fotossensibilizante para o
tecido tumoral como pela habilidade de se programar tais meios, como pelo uso de
nanoparticulas (HUANG et al., 2012; RICCI-JUNIOR et al., 2018; HELAL-NETO et al.,
2019)

1.3.2.1 Ftalocianina de Zinco como agente fotossensibilizante

Fotossensibilizantes sdo compostos que absorvem energia da luz em comprimentos de
onda especificos e a utilizam para induzir reacdes em outras moléeculas, dentre alguns tipos,
estdo as ftalocianinas (VALLI et al., 2020), que apresentam propriedades como: seletividade
tumoral; eficiéncia citotoxica pela fotogeracdo de oxigénio singlete (MONTE et al., 2020) e

coeficiente de absorcdo na faixa de 650 a 850nm em energias de até 100J/cm2, com Gtima
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penetracdo da luz no tecido, resultando em elevada resposta fototerapica. (LEDERER et al.,
2016; DING et al., 2019; HUANG et al., 2019)

As propriedades fotofisicas das ftalocianinas sdo extremamente dependentes do ion
metalico central (MILAN et al., 2020; PEKBELGIN et al., 2020), como os complexos de
zinco, Zn(ll) e, aluminio, AI(Il). A ftalocianina de zinco é a mais utilizada, e facil de ser
obtida, apresentando as propriedades que representam a janela étima para a transmitancia de
luz pelos tecidos, tornando-a um fotossensibilizante promissor com potente atividade
fotoquimica e fotodindmica para aplicacdo na PDT do cancer (MATLOU et al., 2018; YU et
al., 2018; DENG et al., 2019)

No entanto, a ZnPc é hidrofobica, altamente insolivel em &gua e em solventes
fisiologicamente compativeis (GARLAND et al., 2009; FEUSER et al., 2016; RICCI-
JUNIOR et al., 2018; YU et al.,, 2018; THAKUR et al., 2019), o que torna dificil o
desenvolvimento de formulagdes para a administragdo endovenosa e, por isso, o principal
desafio da PDT esta relacionado com a liberacdo desses fotossensibilizantes lipofilicos nas
células tumorais (WANG et al., 2018; CARVALHO et al., 2019). Portanto, € necessaria a
incorporacdo em um sistema de liberacdo mais sofisticado, como as nanoparticulas
polméricas, sistema nanoestruturado, que permite alta eficiéncia de encapsulacdo e a
possibilidade de controlar a liberacdo do farmaco (HUANG et al., 2018; MA et al., 2018;
NAIDOO et al., 2019; THAKUR et al., 2019; WEI et al., 2019)

Dessa forma, a eficacia do tratamento da PDT pode ser aperfeicoado pela associacao
de um fotossensibilizante a um sistema de liberacdo adequados, se tornando uma alternativa

viavel para uma possivel aplicacgdo clinica.

1.3.3 Terandsticos como nova linha de pesquisa

Para uma terapia otimizada do céncer, ¢ imperativo o desenvolvimento de uma
nanoplataforma teranodstica que integre o elemento diagndstico e o agente terapéutico,
utilizando sistemas biologicas para obtencdo desta finalidade. A individualizacdo do
tratamento e criagdo de perfis genéticos especificos, se torna o principal objetivo deste
procedimento, otimizando tanto a eficaia quanto a seguranga da terapéutica usada (TAN et al.,
2017; WANG et al., 2019). Em virtude da imagem em tempo real, 0s agentes teragndsticos
podem identificar a localizacdo do tumor, detectar o acimulo de agentes e monitorar a

eficiéncia terapéutica, tendo a ablacdo de tumores com maior especificidade e sensibilidade
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(JOKERST et al., 2011; DRUDE et al., 2017), portanto, 0 uso da nanotecnologia se torna
indispensavel, pois proporciona a aplicacdo integrada de nanofarmacos e nanorradiofarmacos,
novos modelos clinicos de terapéutica e diagnose do cancer (HURST et al., 2016;
NAGESETTI et al., 2016; PINTO et al., 2018)

1.4 Radiofarmacos

Segundo a ANVISA, radiofarmacos sdo definidos como “preparagdes farmacéuticas
com finalidade diagnostica ou terapéutica que, quando prontas para 0 uso, contém um ou mais
radionuclideos”, possuindo uma biodistribuicdo com afinidade pelo 6rgdo, ou tecido que se
pretende avaliar por imagem, ou um estudo terapéutico (ANVISA, 2009; SAHA, 2010;
GNANASEGARAN et al., 2014; COSTA et al., 2019). Essas caracteristicas sdo possiveis
pelo fato de que apresentam dois componentes em sua estrutura basica: um carreador que
apresenta afinidade pelo alvo e um radionuclideo emissor da radiacdo (DRUDE et al., 2017;
MOEK et al., 2017). Em muitos casos, o radioisétopo pode emitir mais de um tipo de
radiacdo (alfa, beta ou gama), podendo-o dotar de atividade terandstica (terapia+diagndstico)
(IDEE et al., 2013; WRIGHT et al., 2015; POLYAK et al., 2018; SANTOS-OLIVEIRA,
2019).

Em uso diagndstico, os radionuclideos mais utilizados sdo 0s emissores gama ou
positronicos (B-), que atravessam com facilidade o tecido e podem ser detectados através de
equipamentos como Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT, em portugués,
tomografia computadorizada de emissdo de féton Unico) e Pdsitron Emission Tomograhy
(PET, em portugués, tomografia de emissdo de positrons), respectivamente (REYNOLDS et
al., 2017; POLYAK et al.,, 2018; O’NEILL et al., 2019), pela qual é possivel avaliar a
fisiologia e a bioquimica do 6rgédo, sendo atualmente disponivel para fins terapéuticos e de

imagem, destacados no Quadro 2 e Quadro 3.
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Quadro 2 - Radiofarmacos utilizados na medicina nuclear para o diagnéstico de tumores, com

suas respectivas aplicac@es clinicas e mecanismo de agdo

USO DE KITS RADIOFARMACEUTICOS NA MEDICINA NUCLEAR

Radiofarmaco

Aplicacao clinica

Mecanismo de Agéo

9MTc-DTPA
9MTc-DMSA Rins Difus&o passiva

¥MTc-EDTA

®MTc-MDP Oss0s Troca ibnica

Bloqueio capilar, particulas de macroagregados
¥MTc-MAA Pulmonar _ _ _
de albumina retidas noc capilares pulmonares
Células )
9MTc-enxofre ) o Fagocitose
reticuloendoteliais
9MTc-Fitato Figado Fagocitose

12310do

Captacéo de tireide

Transporte ativo

18E_FDG

Tecidos muito

metabélicos

Metabolismo

Legenda: Tecnécio-99-metaestavel (®°™Tc); Flor-18 (*8F); Dietilenotriamino-pentacetato (DTPA); Acido
dimercaptossuccinico (DMSA); Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA); Metilenodifosfonato
(MDP); Macroagregado de Albumina (MAA); Fluorodesoxiglicose (FDG).

Fonte: Adaptado de (SAHA, 2010; PORTILHO et al., 2018; SANTOS-OLIVEIRA, 2019)

Nota: O quadro ilustra os principais radiofarmacos utilizados na medicina nulear para uso em disgndsticos de

alguns tecidos e tumores.
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Quadro 3 - Radionuclideos utilizados na medicina nuclear para a terapia de tumores, com suas

respectivas energia e modo de decaimento

USO DE RADIONUCLIDEOS NA MEDICINA NUCLEAR
Radionuclideo Meioa Vida Decaimento Emisséo de Energia
131 8 dias B 0,81 MeV
¢Cu 2,6 dias B 0,57 MeV
Ly 6,7 dias B 0,5 MeV
85y 50,5 dias B 1,46 MeV
22| 1 hora o 6 MeV
2L 0,30 dias o 6 MeV
125) 60,3 dias Captura Eletronica 0,4 KeV

Legenda: lodo (*31); Cobre (¥7Cu); Lutécio (*’’Lu); Estroncio (3°Sr); Bismuto (**?Bl); Astatina (***At); lodo (**1)

Fonte: Adaptado de (SAHA, 2010; PORTILHO et al., 2018; SANTOS-OLIVEIRA, 2019)

Nota: O quadro ilustra os principais radionuclideos utilizados na medicina nulear para uso em teraia de alguns
tumores, indicando sua meia vida, modo de caimento e respectivas energias de emissao.

1.5 Nanotecnologia no sistema de liberagéo controlada

A capacidade da nanotecnologia nas ultimas décadas para moldar a matéria na escala
de nandmetros foi de fundamental relevancia para a area da salde, avancando de modo a
toxicidade
(SCHAFFAZICK et al., 2003; FORMARIZ, 2004; BHIRDE et al., 2011; HESSEL et al.,
2011; PERERA et al., 2015).

Um sistema amplamente utilizado € o de nanoparticulas, projetadas para suprir

resolver diversos problemas como: solubilidade, direcionamento e

caréncias nos tratamentos tradicionais que tornam-se cada vez mais limitados (DARAEE et
al., 2016; PORTILHO et al., 2018). Diversas formula¢des podem ser encontradas dentro deste
sistema nanoestruturado, destacando-se as nanoparticulas poliméricas, (COOPER et al., 2014;
DARAEE et al., 2016; ANDREOU et al., 2017; JAHANGIRIAN et al., 2017), que surgem
como alternativa vidvel a esses desafios. Um novo paradigma dentro da medicina,
principalmente no que tange a medicina nuclear, séo os radiofarmacos em escala nanométrica,
definidos como nanorradiofarmacos. Tais estruturas apresentam propriedades particulares que
permitem vantagens no carreamento de farmacos, ou radiofarmacos, tornando o

biodirecionamento maior, 0 que otimiza, consequentemente: (i) o resultado terapéutico; (ii)
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modificacdo tecidual do farmaco; (iii) protecdo do sistema gastrointestinal (TGI); (iv)
estabilidade do farmaco e, principalmente (v) a capacidade de ultrapassar barreiras biol6gicas
(CARVALHO et al, 2020; HUANG et al, 2020; NAGARAJU et al., 2020;
RIZWANULLAH et al., 2020), propriedades estas que ocorrem devido a influéncia do
tamanho das nanoestruturas, variando, em geral, entre 100-500nm (KHODABANDEHLOO
etal., 2016)

N&o obstante, outras caracteristicas, como forma, carga superficial, grupos funcionais
e hidrofilicidade, sdo propriedade fisico-quimicas que influenciam a internalizacdo celular das
nanoparticulas, somado a circustancia no meio de exposicdo das células (LI et al., 2016;
DREIFUSS et al., 2018; ZHOU et al., 2018; BANERJEE et al., 2019). Para melhorar o
reconhecimento, e serem capazes de realizar acdo em um alvo especifico, sdo funcionalizadas,
ou seja, sua superficie recebe um revestimento com moléculas bioldgicas de interesse
(anticorpos, receptores celulares e outros) ou farmacos alvo-especificos (LI et al., 2016;
ZHANG et al., 2016; PORTILHO et al., 2018; REIFARTH et al., 2018), como observado na
figura 15.

Figura 15 - Diagrama de funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas a fim de torna-las
especificas para receptores celulares, facilitando sua absorc¢do intracelular

Dendrimeros
Marcadores PEGs

tumorais

Anticorpos

Fluorescent
dyes

Peptideos ssDNA

Farmacos

SIRNA Aptameros

Legenda: Polietilenoglicol (PEG); stranded DNA (ssDNA); small interfering RNA (SiRNA).

Fonte: Adaptado de (DA et al., 2009; GOTO, 2016; BANERJEE et al., 2016; LIU et al., 2018)

Nota: A imagem representa & esquerda uma nanoparticula comum e & direita uma nanoparticula com sua
superficie funcionalizada com diversos ligantes, sendo assim capaz de permitir a ligagdo de uma
variedade de moléculas alvo, incluindo drogas, anticorpos, acidos nucleicos aos receptores de células
tumorais. Relagdo direta com suas propriedades fisico quimicas, onde os fatores que mais contribuem sao
tamanho, hidrofilicidade, carga superficial e sua modificacdo estrutural da superficie.



49

1.5.1 Sistemas nanoestruturados e seus mecanismos de acdo

A principal rota de internalizacdo das nanoparticulas se da por vias endociticas e ndo
endociticas (BRKIC AHMED et al., 2017; DREIFUSS et al., 2018; ZHOU et al., 2018).

O transporte passivo ou via ndo endocitica, ocorre por diferenca de gradiente, e,
geralmente se aplica a moléculas pequenas (<30nm), hidrofobicas e sem carga superficial, que
atravessam passivamente a membrana através dos poros. Em casos de nanoparticulas com
didmetro maiores (>30nm), o transporte ativo ocorre com auxilio de proteinas
transportadoras, colaborando com a inser¢do na membrana (KETTLER et al., 2014; BELLI et
al., 2017; PINTO et al., 2018; PORTILHO et al., 2018; REIFARTH et al., 2018; ZHOU et al.,
2019).

A via endocitica é dependente do tamanho da particula e de suas modificacdes
estruturais na superficie, conforme demonstrado na figura 16, ocorre normalmente por
fagocitose, pinocitose ou macropinocitose (COOPER et al., 2014; PORTILHO et al., 2018;
REIFARTH et al., 2018).

Outra via importante na internalizacdo de NPs, € a via dependente de caveolina4 e
clatrina. No caso da caveolina, o processo envolve a presenca de uma proteina, caveolina-1,
que assume a forma de gancho no lado citosélico da membrana plasmaética, permitindo que a
NP penetre no interior celular, (NWOSU et al., 2016; KUO et al., 2018; BANERJEE et al.,
2019). No caso do processo envolvendo a clatrinab, essa € recrutada e forma uma ligacdo
receptor-ligante, levando a criacdo de uma vesicula a partir da polimerizacdo da clatrina-1,
que é liberada no citoplasma pela constricdo pela dinamina, facilitando a endocitose
(FERREIRA et al., 2018; METTLEN et al., 2018; WEI et al., 2018).

4 Proteina de membrana oncogénica associada a endocitose, organizagdo da MEC, distribuicdo do colesterol,
migracdo celular e sinalizagdo, que esta envolvido em alteracfes metabodlicas, uma estratégia critica adotada
pelas células cancerigenas para sobrevivéncia.

5 Proteina de membrana responsavel pela captacdo de receptores e transportadores transmembranares, pela
remodelacdo da composicdo da membrana plasmatica em resposta a mudancgas ambientais e pela regulacdo da
sinalizacéo da superficie celular.
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Figura 16 - Esquema das principais vias de endocitose de nanoparticulas em células

eucarioticas, por meio da internaliza¢do de particulas
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Fonte: Adaptado de (BANERJEE et al., 2016)

Nota: A imagem representa a via de internalizacdo de sistemas nanoestruturados. A etapa inicial representa vias
endociticas que tem como consequéncia a formacdo de vesiculas intracelulares. Em (A) ocorre a
fagocitose, mediada por fagdcitos que internalizam materiais exdgenos, geralmente com didmetro
>750nm, para formar um fagossomo que serd processado no interior da célula. Pinocitose, em (B),
mediada por actina que projeta uma membrana capaz de englobar o fluido extracelular com as particulas.
A endocitose mediada por clatrina (C) apresenta a formagédo de uma vesicula, a partir da formacéo de uma
proteina citosélica, a qual é capaz de interagir com outras moléculas por meio de receptores de
membrana. A endocitse mediada por caveolina (D) induz a curvatura da membrana e, com a dinamina,
constringe-a liberando o endossomo no citoplasma, assim como em (C). Vias alternativas, nao classicas,
independentes das proteinas citosdlicas (E) que realiza atividade endocitéria e transducdo de sinais
celulares.

Em geral, nanossistemas administrados por via sistémica sdo acumulados na zona do
tumor através do efeito de permeacdo e retencdo (EPR) devido a peculiar arquitetura dos
vasos sanguineos desses tecidos, que se apresentam com endotélio defeituoso e fenestrado,
permitindo a entrada de estruturas maiores, o que é esquematizado na figura 17. A este efeito
é atribuido as propriedade do microambiente tumoral, a baixa taxa de eliminacdo e a pobre
drenagem linfatica. A eficacia desse processo é relacionada ao tamanho de particula, carga de
superficie ou hidrofobicidade (NICHOLS et a., 2014; BAETKE et al., 2015; KANG et al.,
2019; WU et al., 2019).
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Figura 17 - llustracdo esquematica do mecanismo de retengdo e permeabilidade na regido
tumoral pelo direcionamento passivo de nanocarreadores

oo )eo]
Blood vessel

@ Nanoparticula (NP) @ Célula tumoral primaria

@ Célula tumoral em circulagao , Célula tumoral metastatica

Fonte: Adaptado de (GOLOB-URBANC et al., 2019; WANG et al., 2019; RAPOSO et al., 2020)

Nota: A imagem representa o efeito de permeabilidade e retencdo endotelial, que permite 0 extravasamento de
macromoléculas e, assim, retem-se de forma prolongada no tecido patoldgico. Este efeito ocorre ao rapido
processo de angiogénese no ambiente tumoral, em que vasos sanguineos sdo produzidos de maneira
defeituosa, formando fenestracGes entre as células do epitélio, 0 que permite uma maior permeacdo das
particulas no tecido tumoral, principalmente de tamanho entre 20 a 200nm. Ademais, nesta regido a
deficiéncia dos vasos linfaticos proporciona uma maior acimulo destes carreadores e permite uma
permanéncia maior no sitia alvo.

1.5.1.1 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas oferecem as mesmas vantagens de todas as outras
formulac@es, incluindo protecdo de agentes terapéuticos contra a degradacdo, por fatores
como pH e luz, e a limitacdo da citotoxicidade, o que causa menor irritagdo dos tecidos
qguando em contato com a formulagdo farmacéutica (LANGER et al., 1976; JARAI et al.,
2020). Exclusivamente, as NPs poliméricas podem oferecer uma vantagem adicional, a
personalizacdo mais facil, decorrentes das propriedades inerentes as moléculas de nivel
monomérico (LIECHTY et al., 2010; HUANG et al., 2012; BELLI et al., 2017; SANTOS-
OLIVEIRA, 2019; CHUNG, 2020). Dependendo das propriedades especificas do polimero e
das condigOes sintéticas, uma grande variedade de estruturas de NP poliméricas pode ser
formada (figura 18):

(a) Nanoconchas: constituidas por um involucro polimérico ao redor de um

nucleo liquido hidrofobico ou hidrofilico, no qual o principio ativo pode
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estar no nucleo, embebido na membrana polimérica ou na superficie da
estrutura dependendo do momento em que se adiciona o farmaco;

(b) Nanoesferas: consiste em um polimero com uma matriz distribuida por
meio de encapsulamento ou ligacao covalente, e o farmaco € adsorvido na
superficie da nanoesfera, sendo geralmente esféricas e nao esféricas;

(c) Poliplexos: complexos de polieletrolitos formados por atragdes
eletrostaticas, amplamente utilizado em aplicacbes de entrega de genes
conjugando diferentes oligonucleotideos carregados negativamente;

(d) Dendrimeros: constitui uma rede de polimeros, em que a encapsulacdo se
da& em sua superficie ou na rede estruturada;

(e) Polimerossomas: sdo estruturas vesiculares de copolimeros de blocos
anfifilicos, tendo vantagens sob lipossomas, com alta versatilidade quimica

e estabilidade.

Figura 18 - Tipos de nanoparticulas poliméricas

AR

Nanoconhas Nanoesferas Poliplexos Polimersomas Dendrimeros

Fonte: Adaptado de (JARAI et al., 2020).

Nota: A imagem representa os tipos de nanoparticulas, que pode ser: nanocéapsulas, ou nanoshell; particulas d
epolimero solidas, ou nanoesferas; complexos induzidos por carga entre polimeros catiénicos e idnicos,
ou poliplexos; estruturas imisciveis do tipo lisossomo, ou polimersomas; estruturas repetidas altamente
ordenadas, ou dendrimeros.

s

S

Essas varias estruturas facilitam a funcionalizacdo das NPs assim como suas
propriedades que podem ser controladas com precisdo, ajustando as propriedades fisico-
quimicas. (LEE et al., 2017; ABOUAITAH et al., 2020; JARAI et al., 2020; MARQUES et
al., 2020).

Abordando um sistema troiano de DDS, a funcionalizagdo de NPs envolve o
revestimento com estruturas bioquimicas semelhantes a receptores membranares, para a
producdo de entidades biologicas bifuncionais, a fim de contornar barreiras da membrana
celular (PARDRIDGE, 2017; GUMIENNA-KONTECKA et al., 2019). O que se torna uma

estratégia, semelhante ao Cavalo de Troia, para uma terapéutica mais eficiente, capaz de



53

atingir o mais proximo possivel do microambiente de tecidos patologicos, com perfis
farmacodindmicos e farmacocinéticos ideias (WU et al., 2016). Este sistema apresenta duas
vantagens: (i) citotoxicidade especifica, 0 que retem a capacidade de retorno do tumor e (ii)
lise celular atraves de drogas alvo-especificas (OUYANG et al., 2020). O sistema troiano,
hoje, vem se tornando bem-sucedido na administracdo de medicamentos, distribuindo a carga
farmacoldgica de forma a liberar de modo seletivo, e reduzir a atividade no tecido normal
(WU et al., 2016; BRAVO-OSUNA et al., 2019; NGO et al., 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas biencapsuladas com dacarbazina e

ftalocianina de zinco, radiomarcadas com tecnécio-99-metaestavel, para formar uma

plataforma nanoteragndstica para o melanoma metastatico, avaliando o perfil de

biodistribuicdo em modelo in vivo e citotoxicidade em modelo in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

9)

Produzir nanoparticulas poliméricas (NPs);

Encapsular Dacarbazina (DTIC) e Ftalocianina de zinco (ZnPc) nas NPs;
Caracterizar as nanoparticulas de PLA/PVA/DTIC/ZnPc e NPs vazias;

Avaliar a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas de PLA/PVA/DTIC/ZnPc e
NPS vazias em modelo de células de melanoma;

Incorporar o0 radionuclideo  Tecnécio-99-metaestadvel nas NPs de
PLA/PVA/DTIC/ZnPc e NPs vazias;

Avaliar a estabilidade e eficiéncia da radiomarcacdo das NPs de
PLA/PVA/DTIC/ZnPc/Tc-99m e NPs vazias radiomarcadas;

Avaliar o perfil de biodistribuicdo das NPs de PLA/PVA/DTIC/ZnPc/Tc-99m

em modelo animal controle.



55

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes itens: Poli(acido latico)
(PLA) adquirido da Sigma Aldrich®, utilizado na forma de p6, com peso molecular de
60.000/mol; Poli(alcool vinilico) (PVA) adquirido da Sigma Aldrich®, utilizado na forma de
p6, como grau de hidrolise de aproximadamente 85%; DTIC 200mg (Fauldacar®) fabricado
pela Libss, na forma de po liofilizado injetavel; Zinc Phytalocianine (Ftalocianina de Zinco)
adquirido da Sigma Aldrich®, utilizado na forma de p6; DMSO (Dimetilsulfoxido) adquirido
da Sigma Aldrich®; Diclorometano adquirido da VETEC® , grau de pureza P.A.; Sal de
tetrazolio XTT (2,3-bis(2-metiloxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolio-5-carboxanilida)
adquirido da Sigma Aldrich®; Linhagem celulares fornecidas pelo Departamento de Biofisica
Molecular da Universidade de Lodz, Pol6nia), obitidas a partir da American Type Culture
Collection (Rockville, MD, EUA); SnCI? (Cloreto Estanoso) adquirido da Sigma Aldrich®;
9MTc (Tecnécio 99 metaestavel) IPEN/CNEN, fornecido pela Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (UERJ); Acetona adquirido da Merck, grau de pureza P.A.; Papel de Whatmam n°
1; Camundongos Balb/c adquiridos do Biotério da Universidade Estadual da Zona Oeste
(UEZO);

3.2 Equipamentos

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguites equipamentos:
Balanga Ay220, Shimadzu; Ultrassonicador (Ultrassonic processor) GEX600, Sigma, St
Loius, MO; Rotaevaporador a vacuo Fisatann MFP - 3D-BIOTM; Ultracentrifuga
Beckman, TL-100 ultracentrifugue UMG; Calibrador de dose CRC® 25R, Capintec;
Contador gama Perkin Elmer modelo Wizard® 2470; Photon Lase I, DMC, Séo Carlos,

Brasil; Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido).
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3.3 Desenvlvimento das Nanoparticulas (NPs)

Para a obtencdo das nanoparticulas PLA/PVA/DTIC/ZnPc, foi utilizado o método de
dupla emuslificagdo seguida de evaporacdo do solvente, descritos na figura 19. Inicialmente
foi preparado a solugdo de ZnPc a 0,25%, solubilizando 2,5mg em 10mL de Dimetilsulfoxido
(DMSO) sob aquecimento de 1 hora. Posteriormente, a 5% desta solucéo foi adicionado 63mg
de PLA (com uma massa molar de 60.000 g/mol), ja previamente solubilizados em 6mL de
diclorometano (DCM), elaborando uma solugdo A. Para o procedimento descrito, esta solugédo
A foi convertida em uma solugdo B, contendo 10% de dacarbazina, ao qual corresponde a
massa polimérica, solubilizados em PVA a 0,1%. A mistura foi processada usando ultrasonic
por 5 minutos em banho de gelo, com poténcia de 100H e ciclo 1, para produzir uma emulséo
de agua em o6leo (O/A). Esta emulsdo foi emulsificada novamente com solucdo de PVA 1%
por ultrassonicador (100H/ciclo 1) para produzir uma emulséo A/O/A.

Figura 19 - Protocolo de dupla emulsificacdo para producdo de nanoparticulas poliméricas
(NPs) e encapsulagdo com o farmaco dacarbazina e o fotossenssibilizador
ftalocianina de zinco

Dissolugéio 1: Y Solugdo A: Solucdo B: Solucdio B em A:
o0 | ’/,,.- " T | R
0 O™ \
°© . 025%ZnPC | ‘E - e g )
‘g _r em DMSO ’a 5% da +PVAO, 1% / \ | [ Ciceol
L~ ( Dissolugdo 1 = ‘ # 100H
= o | ]
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Agitacdo + / +DCM g
41hora i A Emulsio O/A
Rotaevaporagédo da Solucdo A+B+C:
>700mgHg Solugdo Bem A + C: \
L 3 horas !

.‘l

| c
Ciclo 1
100H

2 -

0

+ PVA 1%

)

c

Emulsdo O/A/O

Legenda: Ftalocianina de Zinco (ZnPc); Dimetilsulféxido (DMSO); Acido Polilactico (PLA); Diclorometano
(DCM); Dacarbazina (DTIC); Alcool Polivinilivo (PVA); emulsio 6leo em agua (O/A); Aquecimento
(A).

Fonte: Adaptado de (BERNARDES et al., 2017; RICCI-JUNIOR et al., 2018).

Nota: A ilustracdo mostra a metodologia da producdo de nanoparticulas PLA/PVA/DTIC/ZnPc (lI), onde
inicialmente é realizada a dissolucdo da ZnPc em 10mL de DCM, para em seguida ser utilizada 250
microlitros na formulacdo da Solucdo A, que contem PLA e DCM. Na solucdo B, solubiliza-se a
dacarbazina em 1 mL de PVA 0,1%. Em seguida, esta solucéo B é vertida na solucdo A no ultrasonicador
por 5 minutos, estando em banho de gelo. Poteriormente, esta solugdo final é vertida por gotejamento
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durante 5 minutos, em uma solugdo C contendo 9 mL de PVA 1%, no ultrasonicador. A emulsdo O/A/O
permanece no ultrssonic por 4 minutos, antes de ir ao rotaevaporador, numa pressdo >700mgHg durante
aproximadamente 3 horas, até que todo 0 DCM tenha evaporado. Para as nanoparticulas de PLA/PVA (1)
e PLA/PVA/DTIC (Il) foram utilizadas os mesmos processos, excluindo o uso da ZnPc e DTIC quando
necessario.

Além disso, nanoparticulas vazias (PLA/PVA) e nanoparticulas encapsuladas apenas
com dacarbazina (PLA/PVA/DTIC) também foram preparadas aplicando a mesma
metodologia. Em seguida o diclorometano foi evaporado sob pressdo reduzida durante 3h a
25°C.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica das NPs

3.4.1 Determinacdo do didmetro médio por espectroscopia de correlacdo de fotons

A partir do Dynamic Light Scattering (DLS, em portugués, espalhamento dinamico de
luz), utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), é
possivel determinar a distribuicdo do tamanho das nanopartiulas, tamanho médio e indice de
polidispersidade (PDI), através do método de dispersdo de particulas em fase liquida
associado com um processo de medida optica pela difracdo de laser. Para cada analise,
utilizou-se a diluicdo das amostras em agua ultrapura na proporcdo de 1:20, as medicOes
foram realizadas em triplo a 25°C e o angulo de incidéncia do laser em relacdo a amostra foi
de 173°, usando uma cubeta de quartzo de 12 mm2. A média + desvio padrdo (DP) foi

avaliada.

3.4.2 Andlise topografica por Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Os experimentos de Microscopia de Forca Atémica (AFM) foram realizados com um
Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara) usando o software Nanoscope Analysis 1.50 (Bruker)
no modo de derivacdo (contato intermitente) para aquisicdo de imagens topograficas e de fase,
a fim de determinar o didmetro, altura e composicdo das fases das particulas. As experiéncias

foram realizadas com uma constante de 0,24 N/m e um raio de 2 nm. As solucGes de
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particulas foram diluidas para uma concentracdo de aproximadamente 109 a 1010 particulas
por 1cm3. As solugdes foram deixadas em uma cdmara de vacuo protegida contra
contaminacdo. O experimento foi realizado com uma resolucdo de varredura de 256x256

linhas e uma frequéncia de 0,5 Hz.

3.5 Avaliacéo da citotoxicidade das NPs

3.5.1 Linhagem celular do melanoma

Células de melanoma humano (MV3) foram utilizadas neste estudo a fim de avaliar o
perfil citotoxico das nanoparticulas produzidas para o melanoma. As células foram cultivadas
em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), enriquecido com 10% de SFB (soro
bovino fetal), 3,7g/L de bicarbonato de sodio, 5,2 g/L de HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-
piperazinoetilsulfénico), 0,5 U/ml de penicilina e 0,5 mg/ml de estreptomicina a 37°C/5% de
Cco2.

3.5.2 Ensaio de Viabilidade Celular

A fim de avaliar se as NPs (1), (1) e (111), poderiam interferir na sobrevivécia celular,
foi realizado o teste de MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo],
determinando apés atingir a confluéncia, um breve tratamento com 0,1/0,01% de
tripsina/acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), onde foram submetidas a centrifugacéo,
ressuspensas em DMEM e cultivadas (104 celulas/pogo) em placas planas de 96 pocos para
tratamento com NPs nas seguintes concentragdes: (i) 100ug e (ii) 20ug.

Posterior ao periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e as células foram
incubadas com uma solugéo de MTT a 1 mg/ml durante 2 horas. Em seguida, a solucgéo de
MTT foi removido e 200uL de isopropanol absoluto foi adicionado para lisar as células e
solubilizar os cristais de MTT em todas as condi¢fes. Finalmente, a absor¢cdo em cada poco
foi lida a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (BIO-RAD, Hercules, CA), onde para
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os calculos, uma curva padréo foi construida usando concentragfes crescentes de células MV3
aderidas (103-5x104 células/pog¢o) para realizar o ensaio como descrito por (HELAL-NETO

et al., 2019a). Os resultados sdo apresentados como porcentagem de controle.

3.5.3 Irradiacdo com Laser Infravermelho para avaliacdo da Terapia Fotodindmica

Os pocos contendo a linhagem de células MV3, em concentragdes de 20 pg e 100 ug,
tratadas com: PLA/PVA/DTIC/ZnPc (2); PLA/PVA/DTIC (3) e PLA/PVA (5), foram
irradiados com laser infravermelho no comprimento de onda de 660nm, e irradiancia de
28J/cm2, por 2,5 minutos usando o Photon Lase | (poténcia=100mW, meio ativo InGaAlP,
fabricante: DMC, S&o Carlos, Brasil), conforme figura 20, e incubados por 24 (grupo 1) e 72
horas (grupo 2), a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. No grupo controle positivo (4) foi
realizado o mesmo procedimento de irradiacéo e, o grupo controle negativo (8) ndo houve uso

do laser infravermelho, a fim de avaliar a resposta citotoxica das nanoparticulas.

Figura 20 - Irradiacdo com laser infravermelho para modelo in vitro de terapia fotodinamica,
em celulas MV3 (melanoma), trtadas com diferentes concentracbes de
nanoparticulas poliméricas encapsuladas com DTIC+ZnPc, DTIC livre e Vazia, e
grupo controles positico e negativo
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Legenda: (MV3); (U373); Acido Polilactico (PLA); Dacarbazina (DTIC); Alcool Polivinilivo (PVA);
Ftalocianina de Zinco (ZnPc); Nanoparticulas Poliméricas (NPs).

Nota: A ilustragdo mostra a metodologia do processo de irradiacdo, utilizando o Photon Lase I. Apds o
plaqueamento com as células, a placa A foi dividida em dois grupos, Grupo MV3 e Grupo U373, que
contem 4 subgrupos: (2) e (8) pertencem as NPs de PLA/PVA/DTIC/ZnPc; (3) e (9) as Nps de
PLA/PVA/DTIC; (4) e (10) ao grupo controle positivo e, (5) e (11) as NPs vazia de PLA/PVA. Cada
poco, contendo concentragdes crescente da linhagem celular, foi irradiado com 28J/cm? durante 2:30 min,
em uma poténcia de 100mW. Na placa B, ha os grupos controle negativo, onde ndo foram realizados
processos de irradiacdo com laser infravermelho. Ambas as placas foram a estufa por 37°C e tempo de 24
horas. O mesmo procedimento foi realizado para o tempo de 72 horas.

Fonte:A autora, 2020.

3.6 Radiomarcacdo das NPs com Tecnecio-99-metaestavel (°™Tc)

O método utilizado foi o processo de marcacdo direta, conforme descrito na figura 21,
nos trés tipo de formulacbes elaboradas: (1) nanoparticulas de PLA/PVA/DTIC/ZnPC; (I1)
nanoparticulas de PLA/PVA/DTIC e (Ill) nanoparticulas de PLA/PVA. Inicialmente uma
solugdo de 100 pCi de 99mTc (aproximadamente 300 pl) foi incubada com solugdo de
cloreto estanoso (SnCl2) (30 pL/mL) (Sigma-Aldrich) por 20 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, 150 pL de cada formulagdo foram incubados com a solugéo reduzida

de 99mTc por mais 10 minutos.

3.6.1 Controle de qualidade do processo de marcacio das NPs com *™Tc

A fim de caracterizar a estabilidade das NPs (1), (1) e (111), a cromatografia em papel
foi realizada em triplicata com papel Whatman n° 1 em 5 momentos diferentes (0,1,2,4 e 6h).
Antes de cada realizacdo da cromatografia em papel, as NPs marcadas foram deixadas em
uma solucao de NaCl (0,9%) pelo tempo expresso acima, utilizando-se 2ul. da NP marcada e
acetona (Sigma-Aldrich) como fase mdvel. Apds o processo da cromatografia em papel, as

tiras foram coletadas e cortadas ao meio, a fim de se obter analises da porcentagem de
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radioatividade da marcacdo no topo e origem das fitas, por meio do contador gama (Perkin
Elmer Wizard® 2470, Shelton, CT City, State).

Figura 21 - Protocolo de radiomarcacao direta das NP encapsuladas com DTIC+ZnPc, DTIC
livre e Vazia e marcadas com o radionuclideo **™Tc para estudo do controle de
qualidade e andlises in vitro e in vivo

Solugdio A: Solucdio B: Solugéio C1:
——+ VACUOD vAcuo VACUO
Aliquotada
Diluigso seriada —— RS
A —— gpC)? B C
+ NaCl 0,9% +300 uCi #"Tc
0
min
Andlise dos resultados no Nc mesmu tubo de
Contador Gama* Cromatografia em Papel em 3x ensaio ( €

— Solugéio €C2: (‘2

= 1 .
[ / . S VACUO
4:,.1. Lt

+ 150 pL NPs
PLA/PVA/DTIC/ZnPc

Legenda: Miligrama (mg); Mililitro (mL); Microlitro (uL); Cloreto Estanoso (SnCl?); Cloreto de Sddio 0,9%
(NaCl 0,9%); Tecnécio-99-metaestavel (**™Tc); * Contador gama Perkin Elmer modelo Wizard®
2470.
Fonte:(DOS REIS, 2017; PINTO et al., 2018; PORTILHO et al., 2018).
Nota: A ilustracdo mostra a metodologia do processo de radiomarcacéo direta com **™Tc, onde inicialmente em
um tubo de ensaio A, sob vacuo, solubiliza-se 3 mg de SnCI? em 10 mL de NaCl 0,9%. Em seguida, por
uma diluicdo seriada, em um tubo B aliquota-se 1mL da solucdo A, resultando em uma solugdo B.
Posteriormente, 1,5% desta é adicionada a um tubo C, com 150 pL de **™Tc, deixando em repouso por 10
minutos. Ao mesmo tubo, adiciona-se 150 pL da NP PLA/PVA/DTIC/ZnPc, aguardando mais dez
minutos em repouso, resultando em uma solucdo C. Para a radiomarcacdo das NPs PLA/PVA/DTIC e
PLA/PVA, utiliza-se o mesmo procedimento a partir da Solucdo B, o que resulta em mais duas
formulagdes, solugdo D e E, correspondendo respectivamente as NPs anteriormente mencionadas.

3.6.2 Desenho Experimental In Vivo

Camundongos fémeas Balb/c foram tratadas de acordo com os protocolos aprovados
pelo Conselho Institucional de Reviséo e Uso de Animais do Instituto de Energia e Pesquisa
Nuclear sob o nimero 181/2017 (CEUA IPEN 181/17), vide Anexo A. Todas as experiéncias
com os camundongos foram realizadas de acordo com os regulamentos e diretrizes. Os
camundongos receberam agua e comida ad libitum e foram utilizados apés atingirem a
maturidade as oito semanas de idade. Um total de nove camundongos foram utilizados neste
estudo como grupo controle para analise bioldgica das NPs, onde em cada grupo foram

avaliados 3 animais.
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3.6.2.1 Estudo de Biodistribui¢do

A avaliacdo da biodistribuicdo (Figura 22) foi feita com grupos controle, usando
camundongos saudaveis:
a) com NPs PLA/PVA/DTIC/ZnPC/*®"Tc (n=3);
b) com NPs PLA/PVA/DTIC/*®"Tc¢ (n = 3);
c) com NPs PLA/PVA/®"Tc (n = 3).
Os camundongos foram anestesiados com solucéo de Isoflurano em volume de 15 mL
e administrados por via inalatdria, para o preparo da administracdo dos 3 compostos (3,7 MBq
em volume de 0,2 mL), sendo esta por via retro-orbital. Todos os grupos foram sacrificados
por asfixia usando uma camara de gas dioxido de carbono apds duas horas (120 min) de
administracdo de compostos. Os érgdos (cérebro, pulmdes, rins, estbmago, intestino delgado e
grosso, bexiga, coracdo, pool sanguineo e baco) foram extraidos, pesados e a atividade de
cada 6rgdo foram determinadas pelo contador gama (Perkin Elmer modelo Wizard® 2470),
com um cristal de Nal(TI) em condicdes eletronicas 6timas para a leitura do radioisotopo
99mTec. Os resultados foram expressos em dose por érgdo (%ID/6rgao) e dose por grama de
tecido (%ID/g).

Figura 22 - Desenho experimental para estudo de biodistribuicio em modelo in vivo das
nanoparticulas poliméricas encapsuladas com DTIC+ZnPc, DTIC livre e Vazia
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Legenda: Mililitro (mL); Microlitro (UL); Tecnécio-99-metaestavel (**"Tc); *Contador gama Perkin Elmer
modelo Wizard® 2470; *! érgdos retirados: sangue, coracdo, cérebro, estdmago, pancreas, intestinos
delgado e grosso, bexiga, rins, pulmdes, figado, baco.

Fonte:A autora, 2020.

Nota: A ilustracdo mostra a metodologia do estudo de bioditribuicdo. As solugdes preparadas sdo administradas

por via retro-orbital, em modelo animal de fémeas Balb/c, tendo n= 3 por grupo de NP radiomarcada.
Apos 2 horas de biodistribuicdo os animais sdo eutanasiados e seus 6rgaos*! foram retirados para analise
no contador gama.

3.7 Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram expressos como a média = DP de pelo menos trés

experiéncias independentes. A anélise estatistica ANOVA foram realizadas no software
Graph Pad Prism 6.0, e os resultados p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise das caracteristicas dimensionais e morfolégicas das NPs

4.1.1 Didmetro Médio (Size) e Polidispersdo (PDI)

De acordo com os dados analisados pelo DLS, a figura 23 mostra o tamanho e
distribuicdo dimensional das NPs de PLA/PVA/DTIC/ZnPc, PLA/PVA/DTIC e PLA/PVA.
Pelo perfil de distribuicdo apresentado, ha apenas um pico de tamanho variando entre 250 a
360nm, corroborando os achados da polidispersividade apresentados na tabela 1, sendo

possivel inferir que as NPs apresentaram um comportamento monodisperso.

Figura 23 - Distribuicdo da nanoparticula polimérica encapsulada com dacarbazina e o agente
fotossensibilizador (PLA/PVA/DTIC/ZnPc), analisados por DLS, caracterizando
seu tamanho por intensidade de distribuicédo

NP-DTIC_ZnPc NP-DTIC
201 204
~ 154 15
£ £
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o
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100 150 zug 250 30: 350 400 450 500 550 600 - 260 360 4")0 560 650 ?60
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C. E (a) PLA/PVA/DTIC/ZnPc 259,6nm
2 5 (b) PLA/PVA/DTIC 265,5nm
>

0 —T— T (c) PLA/PVA 367,3nm

L) T T
200 300 400 500 600 700 800 90
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Legenda: nanometro (nm); porcentagem (%); Acido Polilactico (PLA); Dacarbazina (DTIC); Alcool Polivinilivo
(PVA); Ftalocianina de Zinco (ZnPc).
Fonte:A autora, 2020.

Nota: A andlise de cumulantes indicam que as nanoparticulas: (A) dacarbazina+ftalocianina de zinco
(PLA/PVA/DTIC/ZnPc); (B) dacarbazina livre (PLA/PVA/DTIC) e (C) nanoparticula vazia (PLA/PVA)
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apresentaram, respectivamente, tamanho médio de 259,6nm; 265,5nm e 367,3nm, com apenas um pico de
referéncia na sua distribuicdo de tamanho.

Em relacéo ao indice de Polidispersividade (Pdl), este analisa a variedade do tamanho
da amostra relativo a sua distribuicdo por intensidade, variando de 0 a 1 e, quanto menor, mais
monodispersa e, consequentemente, menos heterogénea € a amostra, como foi descrito nos
resultados da tabela abaixo. As NPs de PLA/PVA/DTIC/ZnPc; PLA/PVA/DTIC e PLA/PVA
apresentaram Pdl semelhantes, sem diferencas significativas, sendo respectivamente de: 0.09,
0.1 e 0.2; sugerindo que a incorparacdo com farmacos aos polimeros se manteve de forma

estavel e homogénea.

Tabela 1 - Anélise do Indice de Polidispersividade das nanoparticulas poliméricas
encapsuladas com DTIC+ZnPc, DTIC livre e Vazia, por meio de DLS,
caracterizando o indice de polidispersao das nanoparticulas

Andalises de Polidispersividade das Nanoparticulas

Nanoparticulas (NPs) Indice de Polidispersividade (Pdl)
I'| pLa/PVA/DTIC/ZNPC 0.090
II'| pLa/PVA/DTIC 0.136
Ir | pia/pva 0.266

Legenda: Acido Polilactico (PLA); Dacarbazina (DTIC); Alcool Polivinilivo (PVA); Ftalocianina de Zinco
(ZnPc); nanoparticulas (NPs); indice de Polidispergdo (PDI).

Fonte: A autora, 2020.

Nota: As analises de polidisper¢do indicam que as nanoparticulas: () de dacarbazina+ftalocianina de zinco
(PLA/PVA/DTIC/ZnPc); (1) de dacarbazina livre (PLA/PVA/DTIC) e (Ill) de nanoparticula vazia
(PLA/PVA) apresentaram PDI entre >0,08 até 0,7, confirmando que estas possuem valores
intermediérios, sendo monodispersas em sua distribui¢do, corroborando os achados no DLS. Valores
<0,08 apresentam amostras padrdo, onde sdo extremamente monodispersas.

4.1.2 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A Figura 24 mostra os resultados dos mapas topograficos em nanoparticulas vazias
(Figura 24-a), carregadas com dacarbazina (Figura 24-b) e carregadas com dacarbazina-
zinco-fitalocianina (Figura 24-c), e seus respectivos mapas tridimensionais de altura
(Figuras 24d-f) . A barra de escala de imagens revela que a altura das nanoparticulas
aumenta com a adicéo de dacarbazina e dacarbazina-zinco fitalocianina. A altura maxima

para a imagem de particulas vazias € de 208 nm, enquanto para as particulas carregadas
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com dacarbazina e dabarbazina-zinco-fitalocianina é de 263,6 e 296,8 nm,
respectivamente, o que evidencia o fato de que o medicamento foi incorporado na

nanoparticula vazia.

Figura 24 - Imagem obtida por Microscopia de Forca Atdmica das nanoparticulas
PLA/PVA/DTIC/ZnPc (c); PLA/PVA/DTIC (b) e PLA/PVA (a) caracterizando
seu tamanho e superficie. As imagens de (d-f) apresentam 0s mapas
topograficos em 3D, respectivamente

208.2 nm 263.6 nm 296.8 nm

-284.7 nm -287.0 nm -222.9 nm

500.0 nm 500.0 nm 500.0 nm

) 296.8 nm

208.2 nm 263.6 nm

-222.9 nm

-294.7 nm -287.0 nm

Fonte: A autora, 2020.
Nota: Os resultados do AFM indicam que em

Outra evidéncia de eficiéncia também pode ser vista na morfologia das particulas.
Pode-se notar que as nanoparticulas vazias, como melhor mostrado na Figura 25, apresentam
uma depressdo na regido central, diferente das particulas carregadas, uma caracteristica

atribuida, provavelmente, devido a auséncia de conteudo interno nessas nanoparticulas.

Figura 25 - Imagem obtida por Microscopia de Forca Atdmica das nanoparticulas de
PLA/PVA

-113.4 nm

2.0 ym

Fonte: A autora, 2020.
Nota: Os resultados do AFM destacam uma depressdo no centro da particula devido, provavelmente, a auséncia
de conteudo interno.
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Além das imagens topogréficas, foram obtidos mapas de aderéncia para cada amostra,
como mostra a Figura 26. Observa-se que a adesdo das nanoparticulas aumenta cerca de oito
vezes ap0s a incorporacao. Esse fato é importante porque essa adesdo aprimorada fornece,

provavelmente, melhor fixacdo das nanoparticulas no tecido tumoral.

Figura 26 - Mapas de adesdo obtido por Microscopia de For¢a Atbmica das nanoparticulas de
PLA/PVA/DTIC/ZnPc (c); PLA/PVA/DTIC (b) e PLA/PVA (a)

580.2 pN

Adesdo 500.0 nm Adesdo 500.0 nm

Fonte: A autora, 2020.
Nota: Os resultados do AFM destacam o valor méximo de adesdo para cada amostra: 4,3 nN (a), 36,9 nN (b) e
31,8 nN (c).

4.2 Controle de Qualidade da radiomarcacdo das NPs com *°MT¢

Os dados sobre a estabilidade das NPs ligadas ao radioonuclideo sdo confirmados
através do controle de qualidade por cromatografia em papel, indicando que ndo ocorreram
dissociacdo significativa de 99mTc das NPs (a), (b), (c) por um periodo de até 6 horas, como
mostrado na Tabela 2. Foi observado que na parte “origem” da fita cromatografica, ficaram as
NPs (1), (II) e (Il) marcadas com 99mTc, e na parte “topo”, apenas o tecnécio livre
(99mTcO4-), obtendo rendimento total de cada marcacdo de: 99,9%; 99,2%; 99,19%,

respectivamente, corroborando os achados na literatura.
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Tabela 2 - Porcentagem de nanoparticulas poliméricas dopadas com %MTc, apds
cromatografias em tempo ascendente, comparando com pertcnetato livre
(Na®™TcO*") para avaliacio da pureza radioquimica

ESTABILIDADE DA RADIOMARCACAO COM *MTC (%)

TEMPO
PLA/PVAIDTIC/ZnPc/®"Tc  PLA/PVA/DTIC/®"Tc  PLA/PVA/®™Tc

(HORAS)

0 99.99+0.01 99.71+£0.3 99.91+0.05

2 99.98+0.01 99.39+0.6 99.60%0.35

4 99.96+0.02 98.82+0.6 99.08+0.56

6 99.81+0.01 99.04+0.2 99.14+1.0

24 99.84+0.13 98.98+0.5 08.39+0.25

Fonte: A autora, 2020.

Legenda: hora (h); Tecnécio-99-metaestavel (*"Tc).

Nota: A tabela mostra a eficacia de ligacdo (%) do **™Tc as nanoparticulas, em fucdo do tempo ascendente: 0
hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas e 24 horas. Entretanto as NPs (b) e (¢) ndo obtiveram procedimentos
experimentais no tempo de 24 horas, ndo tendo anélises a comparar. De acordo com os achados, observa-
se uma estabilidade continua de até 6 horas em todos 0s casos de NPs, porem no tempo de 4 horas
apresenta-se uma particularidade de encapsulagdo com o radionuclideo, o que pode ser justificado por
uma pequena dissociacdo com o *"Tc, devido a fatores como qualidade dos reagentes, tempo de
armazenamento dos mesmos ou até quantidade do agente redutor utilizado, que poderia ter interferido na
reducéo do estado de oxidagdo do *™Tc, resultando em menor ligagdo com o farmaco.

4.3 Analise da Eficiéncia de Encapsulacio (EE%0)

Nesta metodologia, de modo a quantificar o quanto de dacarbazina foi
absorvido/encapsulado no processo de desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas,
calculou-se por uma anélise visivel UV indireta usando um espectrofotdmetro (modelo

Shimadzu UV-2550) farmaco, atraves da equacéo abaixo:

EE% = total de ativo utilizado / quantidade total de ativo no sobrenadante x100

O resultado EE% encontrado para a nanoparticula de PLA/PVA/DTIC foi, de
14,82%. Considerando que a andlise de EE% ¢é realizada por calculo de quantidade de
farmaco utilizado e a quantidade de farmaco encontrado no sobrenadante final (equacéo 1),

estas andlises confirmam que o farmaco estava presos na superficie da nanoparticula
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polimérica, o suficiente para agir como carreador, corroborando os achados no controle de

qualidade, onde a NP permanece estavel.

4.4 Avaliacéo da viabilidade celular nas NPs em modelo in vitro de melanoma

O teste de viabilidade celular caraterizado pelo ensaio de MTT demonstrou que tanto
em 24 quanto 72 horas a nanoparticula polimérica encapsulada com dacarbazina e ftalocianna
de zinco (I), reduz, de forma significativa, 0 nimero de células de melanoma em uma
concentracdo de 100 ug, utilizando o laser infravermelho numa constante de 2,5 minutos e
poténcia de 28J, como observado em (A) e (C) nos grafico 1 e 2. Este panorama difere da
concentracdo de 20 pg, como se vé em (B) e (D), sugerindo que numa concentragdo >5x, a
nanoparticula biencapsulada apresenta toxicidade as células do melanoma. Em adi¢do, 0s
resultados inferem que apenas a associacdo com o fotossenssibilizador demonstra ter a
capacidade de inviabilizar essa linhagem celular, como é observado quando se compara tal
reultado a nanoparticula com dacarbazina (Il). Este resultado é desejado, uma vez que a
quantidade de dacarbazina utilizada para dopar a nanoparticula polimérica foi de 10% da
guantidade total necessaria para desenvolver um efeito terapéutico, confirmando o aspecto de
seguranca do sistema de administracdo de medicamentos, como observado também nas

nanoparticulas vazias (I11), que ndo apresentaram citotoxicidade celular.

Grafico 1 - Sobrevivéncia de células MV3 apo6s tratamento por 24h, com diferentes
concentracdes de Np PLA/PVA/DTIC/ZnPc; PLA/PVA/DTIC e PL/PVA
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Fonte: A autora, 2020.
Legenda: Grupo controle (Ctrl); PLA/PA/DTIC/ZnPc (1), PLA/PVA/DTIC (I1); PLA/PVA (l11); nanoparticula
(NP)
Nota: Os resultados do ensaio de MTT avaliam os grupos de incubacdo de 24 horas (A e B), onde (A) séo
concentragcfes de 100 pg de tratamento com NPs e, (B) de 20 pg. Os resultados sugerem que a NP (1)
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apresenta capacidade citotéxica para linhagens celulares de melanoma, obtendo reducdo significativa no
nimero de células, quando administrado em concentracdo de 100 pg, como observado em (A). Este
panorama difere quando utilizado concentragdes menores (B) de NP (I). A demais, sugere-se que sua
associacdo com o fotossenssibilizador é importante para tal aspecto téxico, justificado pelo uso do laser
infravermelho na terapia fotodindmica, corroborando os dados em NP (I1). Adicionalmente, as NP (I11)
ndo apresentam citotoxicidade, o que sugere uma administracdo segura destas nanoparticulas. p<0,05.

Grafico 2 - Sobrevivéncia de células MV3 apos tratamento por 72h, com diferentes
concentragcdes de Np PLA/PVA/DTIC/ZnPc; PLA/PVA/DTIC e PL/PVA
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Fonte: A autora, 2020.
Legenda: Grupo controle (Ctrl); PLA/PA/DTIC/ZnPc (1), PLA/PVA/DTIC (I1); PLA/PVA (l11); nanoparticula
(NP)

Nota: Os resultados do ensaio de MTT avaliam os grupos de incubacdo de 72 horas (C e D), onde (C) séo
concentracfes de 100 pg de tratamento com NPs e, (D) de 20 pg. Os resultados sugerem que a NP (1)
apresenta capacidade citotoxica para linhagens celulares de melanoma, obtendo reducdo significativa no
nimero de células, quando administrado em concentragcdo de 100 pg, como observado em (C). Este
panorama difere quando utilizado concentra¢cdes menores (D) de NP (I). A demais, sugere-se que sua
associacao com o fotossenssibilizador é importante para tal aspecto tdxico, justificado pelo uso do laser
infravermelho na terapia fotodindmica, corroborando os dados em NP (l1). Adicionalmente, as NP (111)
ndo apresentam citotoxicidade, o que sugere uma administracdo segura destas nanoparticulas. p<0,05.

4.5 Estudo in vivo do perfil de biodistribuicdo das NPs em animais controle

Para avaliar o comportamento biolégico das nanoparticulas, foi realizado a
biodistribuicdo em camundongos saudaveis, ou seja, grupo controle e, estas apresentaram
perfis heterogéneos. Em todos os casos, a captacdo no cerebro ndo foi relevante. Nas
nanoparticulas (1) e (1), os resultados indicam alta captacdo no figado, em torno de 90% e
75%, sendo significativo para nanoparticulas encapsuladas, aléem disso observou-se uma
captacdo estomacal de 4% e 9%, como observado nos gréficos 3 e 24 sendo importante notar
que a presenca de polimero ndo interfere nesse resultado, uma vez que a captagdo ndo é
significativa no intestino e no estbmago. O perfil da nanoparticula vazia (l11) apresentou

diferencas em relacdo a excrecdo renal, obtendo uma captacdo de 30 a 35%, alem de uma
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absorcdo de 2 a 3% no trato gastro intestinal (TGI), como identificado no grafico 5. Em
adicéo, todas as formulagdes apresentaram captacdo hepatoesplénica, caracterizando um perfil
comum entre elas de apresentarem essa via de excrecdo como alternativa, principalmente em

nanoparticulas funcionalizadas.

Gréfico 3 - Perfil de biodistribuicdo expresso em dose por 6rgdo, das nanoparticulas
poliméricas nanoparticulas poliméricas encapsuladas com DTIC+ZnPc (NP I) e
radiomarcadas com %MTc, que sdo administradas por via retro-orbital em
camundongos Balb-c
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Fonte: A autora, 2020.

Nota: Os resultados indicam que NP (I) apresentou alta captacdo pelo figado e baco, em torno de 90%, e uma
captacdo de 4% pelo estdbmago, justificado pea presenca do fotossenssibilizador que é reconhecido pelo
sistema fagocitico, apresentou também os resultados em relacdo ao tamanho da NP, cujo reconhecimento
é mais facil. Finalmente, apresentou excrecdo renal, apesar de capta¢des inferiores a 1%. Captacfes no
cérebro foram irrelevantes.
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Gréfico 4 - Perfil de biodistribuicdo expresso em dose por 6rgdo, das nanoparticulas
poliméricas nanoparticulas poliméricas encapsuladas com DTIC (NP II) e
radiomarcadas com %™Tc, administradas por via retro-orbital em camundongos
Balb-c
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Fonte: A autora, 2020.

Nota: Os resultados indicam que NP (II) apresentou alta captacdo pelo figado, em torno de 76%, e uma captacédo
de 9% pelo estdbmago, justificado pela presenca da funcionalizacdo que é reconhecido pelo sistema
fagocitico, além dos resultados em relacdo ao tamanho da NP, o que torna mais fécil esse
reconhecimento. Apresentou excrecdo renal, apesar de captagdes inferiores a 1%. Captagdes no cérebro
foram irrelevantes.

Gréfico 5 - Perfil de biodistribuicdo expresso em dose por 6rgdo, das nanoparticulas
poliméricas nanoparticulas poliméricas vazias (NP Ill) e radiomarcadas com
%mT¢, administradas por via retro-orbital em camundongos Balb-c
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Fonte: A autora, 2020.

Nota: Os resultados indicam que NP (I11) apresentaram alta captacdo pelo figado e bagco, em torno de
15%, e uma captacdo de 4% pelo intestino, sugerindo uma absorcéo pelo trato gastro intestinal.
Apresentou excrecdo renal significativa em torno de 35%, indicando a presenca de clearance
renal, ou seja, uma depuragdo plasmatica padrdo. Os 5% de captacdo no pool sanguineo indica
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gue o nannorradiofarmaco foi amplamente distribuido pelo organismo, além de ter sido captado
pelas proteinas plasmaticas, perfil comum & nanoparticulas poliméricas. Captagdes no cérebro
foram irrelevantes.
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5 DISCUSSOES

O uso de nanossistemas em uma aplicacdo topica vem aumentando e, as principais
vantagens incluem a alta concentracdo de farmacos no local da acdo e diminui¢do da absorgao
sistémica com efeitos colaterais reduzidos (NAFISI et al., 2015). Existem quatro vias pelas
qguais um nanossistema pode penetrar na pele: rotas transepidérmicas; incluindo vias
intercelulares e transcelulares e através de foliculos capilares e glandulas sudoriparas. Em
todos 0s casos, 0 tamanho, a polaridade e a modificacdo superficial sdo questdes importantes
a serem observadas para estabelecer um fendmeno de transporte epidérmico (NAFISI et al.,
2018). No entanto, a falta de uma literatura completa sobre a permeacao cutanea aplicada a
nanossistemas ainda é um desafio. Por exemplo, Kholi e Alpar (2004) relataram que
particulas de latex de 50 a 500 nm carregadas negativamente podem permear a pele. De
maneira contraversa, Larese Filon (2011) relataou que uma permeacdo cutanea de
nanoparticulas de ouro tem sido observada com tamanho de 15 nm. Porém, quando se usa as
mesmas particulas em tamanhos variando de 10 a 200 nm, a permeacao diminui, o que indica
uma relacdo com as propriedades fisico quimicas, como polaridade e o revestimento
superficial (ABD-EL-AZIM et al., 2018; HELAL-NETO et al., 2018; SANTOS-OLIVEIRA
etal., 2018).

Independentemente da literatura os resultados das caracteristicas fisico-quimicas da
NP de PLA/PVA/DTIC/ZnPc (259,6 nm) demonstra uma eficiéncia em promover uma
aplicacdo dérmica e transdérmica, devido a: (i) dacarbazina ser uma amina do &cido
monocarboxilixo, 0 que promove a acidificacdo do nanossistema desenvolvido e 0 aumento
da permeacdo; (ii) a inser¢do do agente ZnPc no nucleo fornece uma carga adicional para
interacdo com membranas celulares de carga negativa (SOBCZYNSKI et al., 2017). Como
demosntrado por Piemi (1999), a nanoemulsdo com carga negativa apresentou maior
penetragcdo na pele quando comparada a positiva. Finalmente, em relagédo ao tamaho, tanto
Pflucker (2001) como Gontier (2008), demosntraram que o dioxido de titanio variando de 20
a 200 nm é capaz de penetrar na pele, permanecendo na camada mais externa.

No presente estudo, considerando que a NP foi desenvolvida para aplicagdo com PDT,
quanto mais superficial, maior sera a eficiéncia na inducéo do laser para induzir ROS, o que
garante a eficacia do tratamento proposto, devido ao tamanho de 256,9nm. Ademais, a

microscopia topogréfica realizada por AFM indica analises referentes a superficie da
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nanparticula (PEREIRA et al., 2014), corroborando os resultados anteriores, confirmando um
comportamento monodisperso.

Em concordancia com Gaumet (2008) e Miller (2017), as analises de DLS e PdI
encontradas neste estudo estdo relacionadas principalmente com a via de administracdo a ser
utilizada, onde NPs com tamanhos menores (ate 100nm) sdo eliminadas por excregéo renal
(VALSAMI-JONES et al., 2015) ou podem atravessar a BHE, importante desafio no
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados. Em contrapartida, NPs com um tamanho
>200nm ndo conseguem adentrar membranas estreitas de tecidos sadios, mas podem penetrar
em fenestracdes de endotélios com processos inflamatorios, superando as barreiras existentes
com sucesso (KIM et al., 2019; PINTO et al., 2018; YOO et al., 2011), sendo mais suscetiveis
a fagocitose mononuclear. Entretanto, permanecem por mais tempo na circulagdo,
intensificando a eficacia de liberacdo de um ativo, baseando-se na propriedade de acdo do
efeito EPR, o que leva em consideracdo sua biodegrabilidade e citotoxicidade (VIEIRA et al.,
2016; BERNARDES et al., 2017; PORTILHO et al., 2018).

O processo de radiomarcacdo direta mostrou-se uma metodologia eficiente para
introduzir as nanoparticulas no tecido. Como demonstrado por Lamb e Holland (2018), o
principal mecanismo envolvido na incorporacdo de um radionuclideo na superficie de uma
nanoparticula € o mecanismo de adsor¢do quimica, ou seja, a ligacdo entre a superficie das
nanoparticulas e o radionuclideo é forte o suficiente para resistir as variacdes bioldgicas
(GONTIER et al., 2009). Na maioria dos casos, a presenca de -OH, -COOH e -COH na
superficie das nanoparticulas do surfactante e dos polimeros é responsavel pela conjugacédo
com o radionuclideo (SANTOS-OLIVEIRA, 2019). No caso do radionuclideo 99mTc, a
configuracdo assumida € uma geometria octaédrica com as espécies de 99mTc em estado de
oxidacdo +4 (COSTA et al., 2019). Como observado em todo o nanossistema radiomarcado,
foi introduzido um rendimento de 99%. Além disso, o controle de qualidade corroborou a
estabilidade do complexo NP-99mTc por um periodo de 24 horas.

De acordo com autores, a qualidade dos radiofarmacos de 99mTc esta relacionada ao
uso do agente redutor cloreto estanoso (Sn2Cl), que gera os estados de oxidacéo reduzidos do
99mTc, no qual ocorre a ligacdo com os farmacos (RODRIGO et al., 2009; SANTOS-
OLIVEIRA, 2010; PRADO et al., 2015; RADIN et al., 2019; SANTOS-OLIVEIRA, 2019).
Para andlises seguras, 0 uso da cromatografia abrange um controle desta pureza, e foi
observado que os dados de rendimento total encontrados estdo de acordo com a farmacopeia,

que aponta que a incorporagdo dos farmacos ao radionuclideo deve ser pelo menos de 90%,
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produzindo assim resultados mais confiaveis e imagens com poucos artefatos, impactando no
diagndstico mais preciso.

Em relacdo a deposicao tecidual, € possivel observar uma alta captacdo de figado e
baco nos dois nanossistemas: PLA/PVA/DITC/ZnPh e PLA/PVA/DITC. Entretanto, a
nanoparticula vazia (PLA/PVA) mostrou uma alta captagdo renal seguida de captacdo
hepéatica. Como demonstrado por muitos autores, a maioria das nanoparticulas sdo capturadas
pelo sistema fagocitico mononuclear, composto principalmente pelo figado e baco (HAUTE
et al., 2017; FENG et al., 2018; ZHOU et al., 2018). Por exemplo, Zhang (2016) afirmou que
30-99% das nanoparticulas administradas no corpo serdo absorvidas pelo figado. Embora
algumas alternativas estejam disponiveis para reduzir a captacdo hepatica, o direcionamento
parece ser afetado. Por exemplo, Dos Santos (2017) usaram albumina humana para superar a
captacdo hepatica de nanoparticulas de silica mesoporosa, embora os resultados mostrem uma
superacao eficiente, uma perda no direcionamento limitou a técnica. Bazile (1995) também
usaram copolimeros em bloco etoxipoli(etilenoglicol)/poli(d,&cido latico) (Me.PEG-PLA)
para evitar a captacdo do figado com base na densidade do PEG para evitar esse problema.

Por outro lado, as NP de PLA/PVA mostraram um rapido acumulo em ambos 0s rins.
Embora o acimulo de rins possa sugerir excrecdo renal, esses dados s6 podem ser
confirmados com a presenca de nanoparticulas na bexiga (SOO CHOI et al., 2007), o que
difere dos resultados encontrados neste estudo, sugerindo que nanoparticulas vazias foram
absorvidas pelas barreiras glomerulares renais e mantidas até a degradacdo total (WANG et
al., 2018). A degradacdo do PLA ocorre quando entra em contato com 0s meios bioldgicos.
Nesta fase, as cadeias poliméricas do PLA sdo hidrolisadas em acido latico ou diéxido de
carbono e &gua e depois excretadas na urina (DA SILVA et al., 2018). Essa captacdo nos rins
pode ser causada devido ao tamanho da nanoparticula (367,5 nm), uma vez que a fisiologia do
néfron permite apenas que pequenas moléculas sejam filtradas livremente. E importante notar
que, embora muitas estratégias possam ser usadas (NIE, 2010), a captacdo hepatica continua
sendo um problema no uso de sistemas nanotecnologicos. Além disso, uma preocupacao
permanente deve ser a liberagdo do medicamento.

A analise da terapia fotodinamica in vitro mostrou que é esperado um comportamento
dose-resposta usando o nanossistema PLA/PVA/DITC/ZnPc, ndo sendo observado na
concentracdo de 20 mg, que apresenta um efeito ndo significativo. Em contrapartida,
utilizando uma dose de 100 mg, foi observado um efeito potente. A mesma correlacdo é
observada ao analisar o tempo de contato com as células, enquanto o nanossistema

permanecer em contato com as células, terd o efeito potencializado nas mesmas condicdes.
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Isso é explicado pelo fato de que a terapia fotodindmica (PDT) depende da captacdo da
fotossensibilizacdo (OLEINICK et al., 1998) e, consequentemente de uma grande variedade
de fatores: (i) pH e polaridade; (ii) tamanho e direcionamento (uso de ligantes especificos
para direcionamento intracelular), que conduzem a captacdo de nanoparticulas pelas células.
Assim, nanossistemas com tamanhos entre 250nm a 3000nm entram nas células por
pinocitose ou micropinocitose (FOROOZANDEH et al.,, 2018). No entanto, o tamanho
também atua como um fator limitante para a internalizacdo e, nesse sentido, nanoparticulas
grandes tém uma menor taxa de absorcdo (GEISER et al., 2005). Outro fator importante da
elevada acdo fototdxica observada deve-se, provavelmente, a sua internalizacdo em maior
quantidade, que teria sido favorecida pelo tamanho pequeno e pela monodispersdo das
nanoparticuas. Estas, quando ndo internalizadas apresentaram seguranca no sistema de
administracdo, ndo sendo toxicas as células. Assim, um contato celular promoverd uma
melhor internalizac&o e, finalmente, um melhor efeito terapéutico. Por esse motivo, as células
que foram mantidas em contato por 72h apresentaram melhores resultados do que aquelas que
permaneceram em contato por 24h.

O uso da dacarbazina é explicado por suas propriedades de compostos de triazeno,
capz de atuar na metilagdo da O6-guanina apresentada no DNA mediado pelo ion
metildiazbnio. Esta propriedade de metilacdo € responsavel pelo efeito citotdxico e
mutagénico (MARCHESI et al., 2007). Além disso, sugere-se que a dacarbazina tenha um
direcionamento intracelular, aumentando a especificidade do nanossistema. E importante
notar que a quantidade utilizada de dacarbazina ndo produziu nenhum efeito. Isso foi desejado
na construgdo dos nanossistemas PLA/PVA DITC/ZnPc, pois somente foi utilizado para
aumentar o direcionamento nas células tumorais, evitando as interacdes com células
saudaveis, utilizando os beneficios da interacdo intracelular e evitando os efeitos colaterais da
administracdo de dacarbazina. Finalmente, verificou-se que 0 nanossistema vazio ndo
apresentou efeito, excluindo qualquer participagdo do polimero no efeito terapéutico do
PLA/PVA/DITC/ZnPc.
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CONCLUSOES

Neste estudo, desenvolvemos, caracterizamos, analisamos in vitro e testamos in vivo
nanoparticulas poliméricas dopadas com DTIC e ZnPc radiomarcadas com *™Tc em uso da
terapia fotodindmica como nanoteragnostico para melanoma. Como controle, foram
desenvolvidas e analisadas nanoparticulas poliméricas vazias e dopadas apenas com DTIC.
Os resultados sugeriram que este protocolo produz sistemas nanoestruturados com dimensdes
e morfologias adequadas com a literatura, que séo capazes de apresentar uma distribuicédo
monodispersa e homogénea. A deposicéo tecidual indica que as NPs apresentaram um perfil
de biodistribuicdo com degradacdo renal e reconhecimento pelo sistema fagocitico
mononuclear, devido a incorporacdo com DTIC. Em adicdo, os resultados in vitro corroboram
que a NP PLA/PVA/DTIC/ZnPc quando submetidas a terapia com laser infravermelho e
associado ao agente FS, apresentam uma resposta dose-dependente significativa em relacdo a
citotoxicidade celular, reduzindo a quantidade de celulas MV3. Este fator € decorrente da:
concentracdo (i), tamanho (ii) e associacdo com fotossenssibilizador (iii), indicando que o
nanossistema troiano desenvolvido, através do farmaco DTIC e o agente FS, pode ser usado
como possivel alternativa para a terapia fotodindmica, podendo ser benéfico para imagens

biomédicas e aplicagdo clinica, por exemplo.
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