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RESUMO

PINTO, Suyene Rochdesenvolvimento e Avaliacdo Pr&linica de Nanoparticulas
Poliméricas Decoradas com Bevacizumab, Carregadas com Paclitaxel e Docetaxel
Radiomarcadas com Tecnéci®9 Metaestavel como Nanoteragndstico do Cancer
de Mama. 2024 122 f. Tese (Doutorado em Biociénciadnstituto de Biologia

Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado da&i#aneiro, Rio de Janeiro,
2024

O cancer de mama é o cancer mais comum em mulheres em todo o mundo. No
Brasil, o cancer de mama é responséavellgomil 6bitos/ano com uma iEncia de
2773 casos por 100 mil mulheres. Existem varios tipos de cancer deerduaimente
é utilizado a classificagdo molecular para diferenciar os subtipos, e o crescimento é um
adicional nessa classificaca@@ntre as principaislimitacdesrelacionados ao cancer de
mama, encontrae seu diagnostico preciso e seu tratamento efetivo. Nesse contexto, o
desenvalimento de medicamentos mais eficazes, seguros e eficientes se torna vital.
Nede ambitg o uso dananotecnologia representa o desenvolvimento e um avanco
estratégico, uma vez que as nanoparticulas podem ser desenvolvidas para aumentar o
perfil de liberacaaos farmacgsassim como aperfeicoar o direcionamento para um sitio
especifico (tumor) ou até mesmo para alvos intracelutafies dereduzir a toxicidade.
Atualmente dois medicamentos se destacam na terapia do cancer de mama: o Paclitaxel®
e 0 Docetax@®. Emborasejam muito similares ho mecanismo de ac¢éo: i) impedem a
divisdo descontrolada das césiicancerosas e ii) induzera@optose, @omportamento
farmacoterapéutico é bastante distinto, visto quéDaretaxel® é um farmaco
independente de programag¢@ilogia molecular e engenharia genética combinadas no
design de sistemas para criar organismos vivos com caracteristicas desejadas ou novas
funcionalidades, com uma variedade mi#enciaisaplicagdey resultando em perfis
toxicoldgicos bastante distintoBor fim, e visando a melhoria do direcionametts
farmacos técnicas modernas diecoracdo de nanoparticulas poliméricas s&mdo
empregadas, com destaque para o0 uso de anticorpos monoclonais como agentes
decoradoresou seja, agentesesponsaveis pela ligacdo dos anticorpossiio de
interesse devido as suas propriedalgerficiais Baseado nisso, o uso do Bevacizumab
(Avastin®), um anticorpo monoclonal com capacidade de-fgaespecificamente ao
VEGF (Vascular EndotheliaGrowth Factor ou Fator de Crescimento Endoteljalma
proteina que desempenha um papel cruciarescimento e na formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénes@u seja,o0 Bevacizumalreduz a forma¢do de novos vasos
sanguineos dentro do tumor, o que limita seu suprimento de nutrientes e ogig€nio
pode levar a diminuicdo do crescimento tumoral e até mesmo a regressao do tumor em
alguns casqs$em sidcamplamentetilizadocomocomplementacédo em terapiBsiseado
nestas caracteristica®i desenvolvida uma nanoparticula contendo os farmacos
Paclitaxel® e Docetaxel@través da metodologia de dupla emulsdo e posteriormente
realizada a funcionalizacdo das nanoparticulas Bewacizumabcom a reacdo de
carbodiimida. As nanoparticulas apresentaram resultadiggificativos e uma alta
eficiéncia deencapsulaggmbservados neoncentragéo terapéutica nos tecidb®. Os
resultados das analises realizadas forneceram informacdes sobre a @Begcieanca
otimizando asaplicacdes terapéuticas e diagnosticas no tratamento do c2ogehase
nesses resultaddsj possivel avaliao potencial clinico das nanoparticulas de paclitaxel
e docetaxel decoradas com Bevacizumab

Palavraschave nanoparticulacitotoxicidade; nanoparticulas poliméricasgcnécie99m.



ABSTRACT

PINTO, Suyene Rochdevelopment and evaluation of polymeric nanopatrticles
decorated with bevacizumab and loaded with paclitaxel and docetaxel radiolabeled
with metastable technetiuf® as a nanodiagnostic for breast canc®24. 12 1. Tese
(Doutorado em Biociéncias)nstituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. In Brazil, breast
cancer is responsible for 14 thousand d&gtar with an incidence of 2B7¢ases @r
100 thousand womerseveral types of breast cancer and molecular classification is
currently used to differentiate subtypes, and growth is an additional factor in this
classification. Among the main limitations related to breast cancer is its accurate
diagnosis and effectiviteeatment. In this context, the development of more effective, safe
and efficient medicines becomes vitdh this context, the use of nanotechnology
represents development and a strategic advance, since nanopatrticles can be developed to
increase the drug release profile, as well as improve targeting to a specific site (tumor) or
even to intracellular targets reduce toxicity. Currently, two drugs stand out in breast
cancer therapy: Paclitaxel® and Docetaxel®. Although they are very similar in their
mechanism of action: i) they prevent the uncontrolled division of cancer cells and ii) they
induce apoptosishé pharmacotherapeutic behavior is quite different, since Docetaxel®
is a programmingndependent drug (molecular biology and genetic engineering
combined in the design of systems to create living organisms with desired characteristics
or new functionalites, with a variety of potential applications), resulting in very distinct
toxicological profilesFinally, and aiming to improve drug targeting, modern techniques
for decorating polymeric nanoparticles have been used, with emphasis on the use of
monoclonal antibodies as decorating agents, that is, agents responsible for binding
antibodies to the sitef anterest due tdats surface properties. Based on this, the use of
Bevacizumab (Avastin®), a monoclonal antibody with the ability to specifically bind to
VEGF (Vascular Endothelial Growth Fac}pa protein that preserascrucial role in the
growth and formation of new blood vessels (angiogenesis). In other words, Bevacizumab
reduces the formation of new blood vessels within the tumor, which limits its supply of
nutrients and oxygen, which can lead to a decrease in tgroath and everiumor
regression in some cas@s therapies. Based on these characteristics, a nanoparticle
containing the drugs Paclitaxel® and Docetaxel® was developed using the double
emulson methodology and the nanoparticles were subsequently functionalized with
Bevacizumab with the carbodiimide reaction. The nanoparticles showed significant
results and high encapsulation efficiency, observed at therapeutic concentrations in target
tissues The results of the analyzes carried out provided information oraeffisafety,
optimizing therapeutic and diagnostic applications in cancer treatment. Based on these
results, it was possible to evaluate the clinical potential of paclitaxel and delcetax
nanoparticles decorated with Bevacizumab.

Keywords:nanoparticlecytotoxicity, polymeric nanoparticlesechnetiura99m.
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INTRODUCAO

O céancer é caracterizado como um conjunto de doengas cujo o0 crescimento
anormal de célulasendo estasapaesde invadir varios tipos de tecidos e 0rgaos
(INCA, 2023. O céancer pde ser classificado como uma das principais causas de
morte reconhecidas mundialmente. As estatisticas mostram que o nimero de novos
casom 2024 somente nos Estados Unidpsde chegar a quase 2 milh&esinda,
gue 0 aumento exponencesta diretamente relacionado ao crescimento populacional
(SIEGEL MPH et al., 2023) Nos ultimos anos, o cancer se tornou uma epidemia
global e apresenta urpaospecc¢ao de aproximadamentenhdes de novos casos e
cerca de 1nilhdesde mortes até 202&RONIN et al., 2022; JU et al., 2023)

Devido a pandemia de Coronavirus 2019 (COMH), os dados estatisticos
sofreram um grande atraso em razdo da sobrecarga dos sistemas de ateadimento
saude que levaram a uma indisponibilidddecondi¢des efetivas para diagndstico e
tratamento do cancéCAO et al., 2021; WOOLF et al., 2021; YABROFF et al.,
2022) Grandeoarte de atraso se concentrms periodos de pico da doenca nos anos
de 2020 e 2021, os sistemas de prestacdo dervicos a saude ainda se recuperam
a passos curto do grande impacto causado pela pan(AHHAT et al., 2023;
STANIZZO et al.,, 2022) Os atrasos de diagnostico e tratamento causaram um
aumento de casos de cancer em fase avancada e consequentemente nos numeros
relacionados a mortalidad€AVALCANTE et al., 2020; HOXHA et al., 2024;
MARINGE et al., 2020)

Entre os diversos tipos de cancer, o cancer de nsanti@staca comm mais
incidente entre mulheresendo acausa de mortenais frequente por cancer nesta
populacdaDYBA et al., 2021; NAHHAT et al., 2023Assim como na maioria dos
paisesdo mundg o Brasil também apresenta uramerosignificativo de casos de
cancer de mama na populag@&minina. Ndo menos importantee faznecessario
ressaltar, que embora grande, o numero de cancer de mama deve ser maior devido ao
grande numero deasossubnotificadofCRONIN et al., 2022; DYBA et al., 2021;

JU et al., 2023; NAHHAT et al., 2023; XIA et al., 2022)

Estatisticas mostram que a taxa de mortalidade por cancer de mama ajustada
pela populacdo mundial nano de 2021 foide 11,73 6bitos/100.000 mulheres
(NONBOE et al., 2023) No Brasil ests numeros sao ainda maiores, 12,69
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0bitos/100.000 mulhere#\ queda dos numeros observados se deve a pandemia de
COVID-19 (CAVALCANTE et al., 2020; MARINGE et al., 2020Por este motivo,
quando comparado proporcionalmente aos numeros de morte por cancer, a
mortalidade por cancer de mama ocupa o primeiro lugaai® presentando em
nameros 1A% do total de mortg€AIRNS et al., 2023; SCHOMMER et al., 2023)

O cancer de mama apresenta um comportamento heterogéneo que pode ser
observado atravéglas diversas manifestacdes nidas e morfolégicas que
caracterizam suas assinaturas genéticarsequentementeuas diferentes respostas
terapéuticagSl; LANG, 2018; SON, 2020)0s progndsticos comuns ao cancer de
mama sdo o surgimento de nédulos, em sua maioria indolor, duro e irregular. Porém,
h& nodulos de consisténcia branda, globulosa e bem defiAldaHASSAN;
IBRAHIM; JASSEN, 2019a; PARK; HAN, 2019; SUN et al., 2018anifestacoes
como edema cutaneo, retracdo cutanea, dor, inversdo do mamilo, hiperemia,
descamacéo, secrecoes e ulceracdes, especialmente quando unilateral sdo indicativos
de cancer de mamAlém dos sinais observados diretamente nas mamas, também é
possivel observar o surgimento de linfonodos palpaveis nas &RIERIVMELO
GAGLIATO et al., 2020; LIU et al., 2019; MARANDA; SUNSTRUM; DROUIN,

2019; THORAT; BALASUBRAMANIAN, 2020; WU; CHU, 2021; XIONG et al.,
2019)

Os fatores de riscaassociados ao cancer de mama estdo relacionados
diretamenten alteracdge genéticas e a fatores endogemos podem ser estimuladas
pelos fatores ambientais, tais como: tabagismo, uso de horménios em terapia de
reposicao hormonal por tempo prolongado, obesidade, fumo e alcodma&CHU,

2021) Outros fatores associados ao surgimento de cancer de mama sao inicio da
menstruacao precoeemenopausa tardia. Cerca de 10% dos tumoredes@orentes

de mutacbes genéticas provenientes de grupos familiares em determinados grupos
étnicos(BAIRD; CALDAS, 2013; NAGINI, 2017a; ODLE, 2017a; ROULOT et al.,
2016a; TSANG; TSE, 2020a)

O diagnésticados casos de néer de mamaaoem sua maioridgitos a partir
da realizacdo de exames como mamografia e ultrassonoR¥ENIKAR et al.,

2015; TAN et al., 2018afQuando realizados em conjuytepresentam o diagndstico

de 95% dos casos uma vez que a mamografia evidencia microcalcificagbes pré
nodulares enquanto a ultrassonografia complementa o exame diferenciando areas
sélidas e cisticaBMATSEN; NEUMAYER, 2013; ROSSI; MAZZARA; PAGANI,
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2018a) A realizacdo destes exames devem seguir uma periodicidade adequada e nao
ser negligenciadégBHAH et al., 2019; SUN et al., 2019; TAN et al., 2018a)
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1 CANCER

O cancegé uma doencgue secaracteizada pelo crescimento irregulde células

que sdo capazes de acomeieersostecidos e 60rgao@VATSEN; NEUMAYER, 2013;

ODLE, 2017a; SUN et al., 2019) processo de metastase é resultiadisseminacéo

de células cancerigenas capazes de formar novos tumores distantes do local de origem.
Estas células tendem a se movimentar através da corrente sanguinea ou do sistema
linfatico e desta forma invadem tecidos saudaveis se estabelecenddoeodgam a

novos tumoregFigura 1) (MATTIUZZI; LIPPI, 2019). A ocorréncia do cancer é
multifatorial e pode estar relacionadas a fatoregtiymos enddgenos ambientais. Desta

forma, mudancas sucessivas nos processos de interagdo celular, multiplicacédo e
diferenciacdo sadoobservadasna sobrevida da célulgGrafico 1) (FIDLER;
SOERJOMATARAM; BRAY, 2016; OLVER, 2017)

O cancer se desenvolve a partiuteasérie de eventos complexos, dos quais uma
célula sofrealteracbes em seuwmaterial genéticoque levam aalteracbes em seu
mecanisms dedivisédo celular e/oapoptosepodendoocorrer de forma espontanea ou
devido a eventos aleatorios como exposicdo a substancias carcinog@figas 2)

(PARK; HAN, 2019; RIBNIKAR et al., 2015; ROSSI; MAZZARA; PAGANI, 2018a)

As neoplasias malignas se d&stm por possuir mecanismos propripara se
proliferarem independentemente através da formacdo de novos vasos sanguineos que
garantem o fornecimento de nutrientes e possibilitam que estas invadam outros tecidos e
O0rgaog DESANTIS et al., 2016; TORRE et al., 2017; ZHANG et al., 2020a, 2019c)

Apesar daéncerna sua maioriggerassintomaticoemalguns quadroé possivel
observar o surgimento dgntomasque podem ser percebidos dependendo da regido a
qual o tumor esteja se desenvoldenDALGLEISH; STERN, 2018; KURUBA,
GOLLAPALLI, 2018; MATUSZEWSKI et al., 2018; STANKOVIC et al., 201®entre
estes sintomas, podemos destacar: perda de peso, fadiga crénica, mudanca na pele, febre
e dor. O processaedenvolvimento do cancer pode ser leni¢R®ETTELLI et al., 2019;
KOTCHERLAKOTA; RAHAMAN; PATRA, 2019; LUO et al., 2017; SILVER et al.,

2018; UEDA et al., 2019)
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Grafico 1. Taxa de mortalidade parancerde mamaajustada por idade pela
populacdo mundial, por 100 mil mulheres. Braseégoes2000 a2021
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Nota:O gréafico mostra a taxa de mortalidade por cancer de frensaada poregides. E possivel
observar que asegifes Sudeste e Sul tém as maiores taeashitos a cada 100 mil
mulheresseguidas do NordestéentroOestee Norte Ainda é possivel observa umaeda
nos anos de 2020 e 2021 possivelmente relage@a pandemiapor Covidl9e a
subnotificagcdo de casos nestes anos devido a alta demanda do sistema de saude.

Fonte:Adaptado de Istituto Nacional do Cancer, 2022

Figura I Esquemanatomico da mamaa®mparativo do desenvolvimento do
cancer nas células

Dutos Normais
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Nota: A figura mostra um comparativo entre células normais e célulaesf@e sofrendo o
processo de infiltracdo de céluleancerigenas. Nesta figura é possivel observar como o
agente cancerigeno invade tecidos adjacentes.

Fonte:National Cancer Institute, 2012

1.1 Carcinogénese

A carcinogénese compreendepeoocesso de formacdo do canc€igura 3)
(PETERS; GONZALEZ, 2018)O processo de carcinogénese ocorre de foentale
pode levar anos até que células cancerosas se proliferem e formem um tumdiS¥jsivel
LANG, 2018; SONNENSCHEIN; SOTO, 2016\ carcinogénese se caracteriza ndo so
pelas mutacdes genicas herdadas ou adquiridas, mas também pela acdo de agentes
ambientais, quimicos, hormonais e vir@s. alvos de alteracfgenéticas sdo 0s genes
de crescimento celuld6ON, 2020) Os genes de crescimento celukdfo supressores
tumorais eresponsaveis pelo controle dos processos de crescimento, diferenciacéo
celular, divisdo mitoticae apoptos€ONORATI et al., 2018; UPADHYAY et al., 2018)

Osgenes de crescimento celutlasempenham papéis importantes no controle do
crescimento celular, na regulacéo da morte celular programada (apoptose), na reparacao
do DNA e na regulacdo dos processos celulares nof@NORATI et al., 2018;
UPADHYAY et al., 2018) Estes podem sdransformados em oncogenaavés de
ativacdes anormais dos genes ou de mutacdes gemgtecasmentam a atividade ula
genede crescimento celulgue pode levar a producao excessiva de proteinas capazes de
promover o crescimento celular ou impedir a apoptose, favorecendo assim a formacéo de
tumoresEstas ativacdes aumentam a producdondeproteinasatravés da estimulacéo
da traducdoou rearranjo genéticofPETERS; GONZALEZ, 2018; SHIOTANI;
FUKUSHIMA; MATSUMOTO, 2019; SI; LANG, 2018)

A proliferagéocelular € resultado da acdo de fatores estimulantes ou inibitérios
durante o processo divisdo celular e podem ser produzidos no meio intracelolar
extracelulafPATTERSON et al., 2018; SONNENSCHEIN; SOTO, 201®)controle
do crescimento celular € complexo e totalmente dependente da expressao de uma grande
variedade de genes, principalmente 0os genes responsaveis pela codificacao de fatores de
crescimento e seus receptordBONKHOFF, 2018; SHIOTANI; FUKUSHIMA;
MATSUMOTO, 2019; SMITH; SMITH, 2016)
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Em geral, a carcinogénese digide em quatrcestagios: iniciagd promocao,
conversao maligna e progressdo tum@@aLADO et al., [s.d.]; LIU; SANIN; WANG,
2017; SAK, 2017; SUN et al., 2019)

O estagio inicial € caracterizado por um periodo onde ocorrem modificacbes
irreversiveiSLEDFORD, 2017; QIN et al., 2017Tais modificacbes sdo causadas em
sua maioria por agentes externos ou internos que causam modificagdes estruturais durante
a sintese do DNA. Essas modificacbes causam mutacbes que resultam em alteracdes
genética e formacdes de clones celulares anértdldSSAIN et al., 2019; HUSSAIN;

KHAN; MURTAZA, 2018).

O estagio de promocgcao € o momento em que ocorrem expansdes dos clones das
células anteriormentenodificadas. Até este momento as células ndo apese
caracteristicas de malignidagmra tal, necessitam de um ativador metabdlico que sera o
responsavel pela converséao celular em mal{@#EN; DESMARAIS; COSTA, 2019;
MATSUI et al., 2017; RAHMAN et al., 2017; SCHMIDT et al., 2018)

O estagio de conversdao maligna € o momento em que as células convertidas
passam a expressar um fenétipo maligno. Uma parte destas células poderdo sofrer
divisbes emtumores benignos ou leséasoplasicayWATANABE, 2015) Fatores
externos, como alimentacéo e a exposi¢cdo excessivas a hormonios, por exemplo, sao
fatores que influenciam diretamente a transformacgéo de células em mélignesal.,

2015; LENS; MEDEMA, 2019; PORPORATO et al., 2018)

O estagio de progressao tumoral € caracterizado pela capacidade das células
malignas adquirirentaracteristicaggressivasao longo do tempoNeste estagio, as
células adquem a capacidade de realizar metastase, processo que envolve a secrecao de
protease, que permeiam tecidos e permitem que as células malignas invadem outros
tecidos préximo elou distantes do tumor primario, quando atingem a corrente
sanguineag desta se instalam e evoluem® as primeiras manifestacdesnaas da
doenca(BALCER-KUBICZEK, 2016; NEAGU et al., 2016; SINJAB et al., 2020;
ZHANG; WEINBERG, 2018)

A multiplicacdo aceleradde células proporciona o desenvolvimento de novos
vasos sanguineos que sdo 0s responsaveis pela nutricdo das células cancerigenas
processo conhecido comangiogénese. Em muitos cas@&stas célulagpodem se
desprender do tumor e invadir tecidos préximos e até mesmo a corrente sanguinea e desta

forma atingir 6rgdos distintos contribuindo assim para o processo de meiaSRAEE-
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LAZARO, 2018; MILLER; CONOLLY; KIMBELL, 2017; PIOTROWSKI et al., 2017;
SCHOTTENFELD, 2017; YANG et al., 2017)

Figura 2 Demonstracdo do processo de infiltragcdo de células cancerigenas em
tecidos saudaveis

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgados Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicacdo de DNA) alteragdo no materlal genético
e morrem (DNA)

AGENTES

onl® o @

O CANCER
Células mutadas invadem
outros tecidos e 6rgdos

REPRODUCAO CELULAR

Célula mutada pode se dividir
de maneira desordenada e
dar origem ao tumor

Nota: A figura mostra oprocesso de divé® celular e a proliferagdo de células cancerigenas,
processo ao qual é chamado de carcinogénese, ou seja, a formacao do cancer.

Fonte Incai Instituto Nacional de CancérMinistério da Saulde

1.2.Cancer de mama

O cancer de mama étipo de cancer que nwmiacomete mulhergsonsiderado
como um importante problema de saude publica em todo o niBAGRZAMAN et al.,
2020a; FARIVAR et al.,, 2023; KASHYAP et al., 2022; KATSURA et al., 2022)
Caracterizado por alteracdes genéticas gksdulas e células mamaria que se
multiplicam de forma desordenada e proliferam até a formacao de nédulos nas mamas ou
tecidos adjacente®ESANTIS et al., 2016; FIDLER; SOERJOMATARAM; BRAY,
2016; LIBSON; LIPPMAN, 2014a; MATTIUZZI; LIPPI, 2019; PILLERON et al., 2019;
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019) Segundo os ultimos dados divulgados pela Agéncia

Internacimal de Pesquisas em Céancer (IARQisponivel emhttps://www.iarc.who.int/

Acesso em:05 jan 2024 cancer de mama é um dos trés tipos de cancer mais incidentes


https://www.iarc.who.int/
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no mundo e € o cancer que mais afeta mulheres conforme dados mhisEsdos 185
analisado$ANDERSON et al., 2021; CARDONA; RUDEL, 2021; DE MARTEL et al.,
2020; OLVER, 2017; YANG et al., 2017)

O numerode casos de cancde mamaanualmente corresponde a quase 12% do
total de novos casos de cancer no mufdcancerde mama @éeterogénee apresentam
diversas caracteristicas biologicas e morfolégicas varidweis como o comportamento
clinico e as respostas aos tratamentos prog@DaJGHLIN, 2019; ROULOT et al.,
2016b; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019; TSANG; TSE, 2020t)s nédulos de cancer
de mama possuem uma grande variedaddempager desde nédulos palpaveis a pequenas
formacdes com caracteristica irregulares em sua conformacédo que sé sdo observaveis
através de exames de imag€hENS; MEDEMA, 2019; ONORATI et al., 2018;
SHIOTANI; FUKUSHIMA; MATSUMOTO, 2019; SON, 2020)

A classificacao histolégica dos tipos de cancer de mama fornece um diagnostico
preciso e permite prever o comportamento do tumor diante de determinado tratamentos
(PETERS; GONZALEZ, 2018; SI; LANG, 2018; SONNENSCHEIN; SOTO, 2016)
Dentre os tipos de cancer de mama mais comuns, é possivel destacar os carcinomas
ductais e os carcinomas lobulardBROOK et al.,, 2018; SMITH; SMITH, 2016;
TAHARA et al., 2019)Os carcinomas ductais representam a maior porcentagem de casos
da doenca, sendo responsaveis por 76% dos diagndsticos. Enquanto que os carcinomas
lobulares representam cerca de 8% dos diagnégiidsOSTA VIEIRA et al., 2017;
KHROUF et al., 2020; PINKER et al., 2018)

O grau histoldgico é avaliado através de comparacdesspestos de células
tumorais e células normaiDA COSTA VIEIRA et al., 2017; PROVENZANO;
ULANER; CHIN, 2018) O progrstico se baseia na similaridade das células
cancerigenas contidas texido concélulas normais, neste caso se elas apresentarem um
crescimento lento melhor sera o progndés({BODNY et al., 2019a; JACKSON et al.,

2020; KHROUF et al., 2020; SANCHGARNIER; COLONNA, 2019)C¢élulas pouco
diferenciadagpossuem a capacide de se dividir e se dissemiream maior facilidade
(ERI'L et al., 2018; PINKER et .al., 2018;

As células que formam o tecido mamario sdo diferenciadas, ows&e®lulas
gue passaram por um processo de especializa¢cdo ou maturacéo, adquirindo caracteristicas
especificas que as tornam adequadas para desempenhar funcdes especializadas dentro de
um organismo multicelulafEZZATI et al., 2020; JACKSON et al., 2020; SOLANKI;

VISSCHER, 202Q) Entretanto, células cancerigenas perdem a capacidade de

SC
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diferenciacéo e passam a se dividir de forma descontrolada fazendo com que o seu nucleo
deixe de ser uniformao invés de se alinharem para a formacéo dos canais mamarios
(REDDY et al., 2020; RUSSNES et al., 2017; STACHS et al., 2019)

A classificacéo dos tumores é feita a partir do grau de diferenciacdo, onde: Grau 1
i Diferenciados; Grau 2 Moderadamente diferenciados e GrauBouco diferenciado
(BROOK et al., 2018; HENRY; CANNOMLBRIGHT, 2019; LIBSON; LIPPMAN,
2014b; ODLE, 2017a)

Além da avaliacao histoldgicas analises dos receptores hormonais da superficie
das células também séatlizadaspara classificacdo doancer de mam@grRUSSNES et
al., 2017; STACHS et al., 2019%ara tal avaliacdo, dois receptores especificos sdo
avaliados, os receptores de estrogénio (ER) e os receptores de progesterona (PR). As
células também passam por uavaliacaajue visa identificar proteinas em exaessmo
aHERZ2e a presenca de gids extras do gert¢dER2(HENRY; CANNON-ALBRIGHT,

2019; IWAMOTO et al., 2016; KUMAR; AGGARWAL, 2016; MAROTTI et al., 2017)

A partir destas identificacdes o cancer de mama pode ser denominado ER positivo
(ER+), ER negativo (ER, PR positivo (PR+), PR negativo (ARHER2 positivo
(HER2+) ouHER2negativo HER2). Tal classificacdo € necessaria para determinacéo
do tipo de tratamento empregado, uma vez que cada tipo de cancer de mama apresenta
uma resposta diferenciada ao trataménabelal) (DUMITRU et al., 2018; FRANK et
al., 2018; HENG et al., 2017; REDDY et al., 2020; REED et al., 2015)

Tumores engue os receptores hormonais séo identificpdodem seclassificados
como Asens2veis a hor mAHN ebd. 02019;sJUNG eteal.,e s ER+
2018) Nestes casos, os tumores podem ser tratados com a utilizacdo de terapias
hormonais que podem diminuir ou bloquear a producéo destes horrtfddi®SEIN et
al., 2020; JAIN et al., 2020stes tipos de cancer de mama sdo mais comuns em mulheres
apds o periodo de menopausaapresentam um crescimento mais lento com um
prognostico melhor a longo prazDIBABA et al., 2019; HOWLADER et al., 2018;
JOHANSSON et al., 2019)

Ainda ha tumores que apresentam excesso de prét&iRaou copias extras do
geneHER2 neste caso, 0 cancer apresenta uma caracteristica mais agressiva e pode ser
tratado com farmacos que tenham como alvo principal a HER2, como por exemplo os
anticorpos monoclonaigHILTON; CLARKE; GRAHAM, 2018; HORTOBAGYI;

EDGE; GIULIANO, 2018; NICOLINI; FERRARI; DUFFY, 2018Nos casos em que 0

cancer de mama ndo apresenta receptores hormonais ou proteinas gec@picasem
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excesso (ERPReHER2) el e ® cl ass-hnégabdvooombBsfiertpp
apresenta uma evolugcdo mais rapida que os demais e ndo possui resposta eficaz ao
tratamento hormonal ou a utilizagéo de anticorpos monocl@hafsTI et al., 2013; LEE;

LEE; TAN, 2013; YIP; RHODES, 2014; ZHANG; TANG, 2017)

Tabela 1 Classificacdo Molecular dos carcinomas de mama por ifhistoquimica

Subtipos Moleculares Marcadores Classificatorios
Luminal A ER+ e/ou PR+ HER2
Luminal B (HER2 negativo) ER+ e/ou PR+ HERZ
Luminal B (HERZ2 positivo) ER+ e/ou PR+ HER2+
Superexpressao de HER2 (HER2: ER-; PR ; HER2+
Triplonegativo ER-; PR ; HER2

Nota: A tabela mostra a classificacdo molecular dos carcinomas de mama pothistongaimica Esta
classificagd@tua como um dos indicadores do estaddifprativo de células cancerosa.
Fonte: Adaptado de Fulawka e Halon 2017

1.2.1. Estadiamento

O estadiamento do cancer de mama usa como referéncia a avaliagcdo do local, a
dimenséo, a extensdo do tumor, se houve proliferacdo para os ganglios linfatico e se
houve metastase em decorréncia do tumor primario para outros ¢@ZESARAN;
ALANYALI, 2013; PEAIRS et al., 2017; WAPNIR; KHAN, 20197 determinacéo do
estadiamento tumoral permite um tratamento mais adequado melhorando o prognéstico
da doenca. O sistema de estadiamento € conhecido como sistema TNM, néelé aval
localizacéo (T)Tabela 2, o grau de propagacédo para ésgjios linfaticos (N) (Tabela
3) e a metastase (M) (Tabels(@ANCER RESEARCH UK, 2016)0 resultado dos trés
parametros € combinado para determinacdo dgiestio cancer de mama (Tabe)a 5
(CSERNI et al., 2018; LI et al., 2015; SAWAKI; SHIEN; IWATA, 2019)
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Tabela 2: Estadiamento de Cancer de Madnia Tamanho e Localizacdo do Tumor
Primério

T0

Tis

T1

T2

T3

T4

T: Tamanho e localizagdo do tumor primario

Semevidéncias de tumor primario.

Carcinoma in situcondicaamaligna em que o tumor estd limitado aos ductos ou I6bulos
tecido mamarioNeste momentainda nadapropa@caopara os tecidosircundantes.

Tumor invasivo medindaté 20mm.

Tumor invasivo medindentre 20 e 56nm.

Tumor invasivo medindmais de 56nm.

T4a: Tumor além da parede toracica.

T4b: Tumor cresceu para a pele

Pode ser classificado dentresegjuintes

grupos: L.
T4c: Tumorse encontra na parede toracgaa

pele

T4d: Carcinoma inflamatério da mama

Nota: O quadro demonstra a classificagdo quanto ao tamanho e localizacdo do cancer de mama nos seus
diversos estagios de manifestagdo da doenca.
Fonte:Adaptacédo de Cancer Research UK, 2016
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Tabela3: Estadiamento de Cancer de Maimid: Ganglios Linfaticos

N: Ganglios linfaticos

NO Sem evidéncias de cancers ganglios linfaticos.

NO(i+) | E possivel observareas pequenas de células tumosatadas (<0,2nm ou <200 mm

O cancemnos ganglioginfaticos das axilas é maigue 0,2mm, mas menor do quen2me s6

N1mic | . ; o . .
€ possivel ser observado canxilio demicroscopio.

N2a Axila ou sob o braco
O cancerseespalhou em 4

N2 AR
ou 9 ganglios:
N2b: Internos da mama e néo estdo presentes nas axilas
N3a: Sob o braco, sob a clavicula ou s@sterno
N3 © EENEEr 5E EHTEliL €M N3b: Internos da mama e axilas

10 ou mais ganglios

N3c: Acima da clavicula

Nota: O quadro demonstra a classificagcdo quanto a infiltracdo ao ndo do cancer nos ganglios linfaticos
Fonte:Adaptacédo de Cancer Research UK, 2016
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Tabelad: Estadiamento de Cancer de Maimd: Metastase

M: Metastases
MO Semmetastases

MO (i+) Evidéncias microscoépicas de célutamoraisno sanguemedula 6sseau ganglios
linfaticos.

M1 Ha evidéncias de metastaseséulas decdncerda mamarescendo em outr@sgaos

Nota: O quadro demonstra a classificacdo quargeidénciaou ndo de processos metastaticos.
Fonte:Adaptacédo de Cancer Research UK, 2016

Tabelab: Estadiamento do Cancer de Mama

Estadio do Cancer da Mama

Estadio Imagem Avaliacdo TNM Descricao
ot
_ Tis, NO, MO
(carcinoma ductal
in situ)

- O tumor se limita aos ductos e l6bulos do
Estadio O . L n . X
tecido mamario - Cancer nao invasivo.

2 Tis, NO, MO
(carcinoma
lobular in situ)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_showing_ductal_carcinoma_in_situ_(DCIS)_CRUK_115.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_showing_lobular_carcinoma_in_situ_(LCIS)_CRUK_166.svg
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e tumor é menor ou igual a 20 mm.
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Sem evidéncias de tumor na mama, mas o
cancer se espalhou para os ganglios
linfaticos na axila.

O tumor é igual ou menor a 20 mm e se
espalhou para os ganglios linfaticos nas
axilas

O tumor é maior que 20 mm e menor que
50 mm e ainda ndo se espalhou para os
ganglios linfaticos nas axilas

O tumor € maior que 20 mm, menor que
50 mm e se espalhou para 1 a 3 ganglios
linfaticos nas axilas

O tumor é maior que 50 mm, mas ainda nao
se espalhou para os ganglios linfaticos nas
axilas.

O tumor de qualquer tamanho se espalhou
para 4 a 9 ganglios linfaticos nas axilas,
mas ndo para outras partes do corpo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_1_of_2_showing_stage_2A_breast_cancer_CRUK_003.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_2_of_2_showing_stage_2A_breast_cancer_CRUK_009.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_2_of_3_showing_stage_2B_breast_cancer_CRUK_012.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_3_of_3_showing_stage_2B_breast_cancer_CRUK_015.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_1_of_3_showing_stage_3A_breast_cancer_CRUK_007.svg

T3, N1, MO
Ty
- B T4; NO, N1 ou
Estadio 3B F N2: MO
AT Qualquer T, N3,
Estadio 3C MO
-
Estadio 4 _ Qualquer T
gr;etastatlc ’ Qualquer N, M1
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Pode também corresponder a um tumor
maior que 50 mm que se espalhou parala
3 géanglios linfaticos

O tumor se espalhou para a parede toracica
ou causou inflamacao e/ou ulceragbes das
mamas ou teve um diagnostico como
carcinoma inflamatdrio da mama.

Pode ou nédo ter se espalhado para os
ganglios linfaticos de baixo do brago, mas
ainda ndo existem metastases.

O tumor de qualquer tamanho que ainda
ndo tenha metastases mas que tenha se
espalhado para 10 ou mais ganglios
linfaticos das axilas ou para os géanglios do
grupo N3.

Tumor de qualquer tamanho que tenha se
espalhado para outros 6rgaos, como 0s
0ssos, pulmdes, cérebro, figado, ganglios
linfaticos distantes ou parede toracica.

Nota: O quadro demonstra a classificacdo quanto ao tamknaalizacdo grau de infiltragdo nos ganglios
linfaticos e processmetastaticos deancer de mambem como a classificacdo final do paciente. Este

conjunto de classificacbes apresente importancia significativa para determinacdo de tratamentos

empregados na recuperacdo da paciente.
Fonte:Adaptacédo de Cancer Research UK, 2016

1.2.2. Classificacdo BRADS

O Sistema de Laudos e Registro de Dados de Imagem da (darmeylésBreast

Imaging Reporting anata Systen também conhecida como-BRIADS é um sistema

internacionableavaliacdo parpadronizacaddas estimativas de risco de cancer de mama
em laudos de exames de imag@ARZAMAN et al., 2020a; KASHYAP et al., 2022)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_2_of_3_showing_stage_3A_breast_cancer_CRUK_013.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_1_of_2_showing_stage_3B_breast_cancer_CRUK_004.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Diagram_showing_stage_4_breast_cancer_CRUK_228.svg
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O sistema de classificacao foi proposto em 1986 American Collegefdradiology

(ACR) apés a implementacdo da mamografia como modelo de triagem anual para casos
de cancer de mam@BARZAMAN et al., 2020a; CHLEBOWSKI; ARAGAKI; PAN,

2021; KATSURA et al., 20220 BI-RADS tem como principal objetivo garantir um
maior controle de qualidade das imagens geradas a partir de uma mamiogresfca
uniformidade aos laudos e padronizar a avaliagdo de(KAGGURA et al., 2022;
LIBERMAN; MENELL, 2002; WILKINSON; GATHANI, 2022)

O sistema foi construido visando se adaptar a criacdo de novas técnicas, por esse
motivo, em 2003 houve a inclusdo dos léxicos relacionados a ultrassonografia e em 2006
a ressonancia magnétiC@UPTA et al., 2020; TURK et al., 202@s resultados obtidos
dos exames tais como: mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética séo
classificados quanto a sua avaliacdo global a partir dos achados nas i(B&je@Gset
al., 2020; P et al., 2022; SINHA et al., 2028)partir da classificacdo, os resultados sao
categorizados de acordo com o risco aproximado de malignidade das lesdes
(HERNANDEZ et al., 2021; KARAKAYA et al., 2021; RAHIM et al., 2022; ZHANG et
al., 2023a)

O sistema BRADS néo é capaz de evidenciar o tipo de tumor ou 0 seu potencial
de crescimento, mas ele proporciona um planejamento quargosatilidades do
resultado obtido se tratar ou ndo de um cancer de fBERG, 2021; BERG et al.,
2020) Apds a classificacdo € possivel definir se hd necessidade de investigacdo atraves
de novos exames ou se a hipétese deve ser descartada e novos exames serdo realizados
de maneira rotineir@ARIAN et al., 2022; MITTAL et al., 2021; P et al., 2022; SINGH,;
SINGH; TIWARI, 2022; SINGLA et al., 2024; WEISMANN, 2021)
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Tabela 6 Classificacdo BRADS

Exame inconclusivo Complementar o estudo  Exame incompleto
Normal Exame de rotina anual 0
2 Achado benigno Exame de rotina anual 0
. Realizar controle precoce
3 Achado provavelmente benigno (em6 12 e b e <2
. Prosseguir investigacao:
4 Achado suspeito realizar biopsia 3-94%
: Prosseguir investigacao:
5 Achado altamente suspeito realizar biopsia =95
6 Achado investigado previamente e Tratamento adequado 100

com resultado positivo (cancer)

Nota: O quadro demonstra a classificacdeRRDS, sistema internacional para avaiacde

achados em exames de mama possibilitanoerpretago de laudos. A classificagéo varia de 0

a 6 e embora ndo corresponda a um diagnéstico, o seu resultado é importante para a descricdo dos
riscos quantos aos achados serem considerados cancer de mama.

Fonte:AC Camargo Cancer Center, 2022

Uma avaliagdo BRADS 0 faz referéncia a uma avaliacao incompleta onde ha
necessidade de imagens complementarefR AS 1 faz referéncia a um resultado
negativo onde ndo sdo observados massas, calcificacdes ou areas digXirk{0aet
al., 2021; ZHANG et al., 2020bBI-RADS 2 descreve achados benignos que incluem
cistos simples, lesdes que contenham gordibeadenomasgalcificados, implantes,
linfonodos intramamarios e calcificacdes secrettVBBRAES et al., 2022; NAVARRO
RUIZ; REYNA-SEVILLA, 2021; OLARINOYEAKOREDE; LAWAL; IBRAHIM,
2023)

BI-RADS 3 é classificado com probabilidades benignas e risco de malignidade
inferior a 2%, no entanto, devem ser acompanhados em intervalos de tempos menores
atestando a sua estabilida@ODEWES et al., 2022; GULDOGAN et al., 2023)s
caracteristicas dos achados que evidenciam uma classificaB8&CE 3 compreendem
massasircunscrita e ndo palpayelssimetria focaém imagens de compreensao pontual
e grupos isolados de calcificagbes pontilhadas. Achados com caracteristicas diferentes
destas ndo podem ser classificadas comBADS 3(LYNGE et al., 2023; RAJ et al.,

2019)

BI-RADS 4 é classificado como anormalidade maligna suspeita e pode ser

dividida em 3 subclasses. A subcategoria (A) representa baixa probabilidade, 2% a 10%
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de chances de malignidade. A subcategoria (B) representa uma alteracdo de malignidade
intermediaria, 10% a 50% de chances. A subcategoria (C) representa alta probabilidade
de malignidade, 50% a 95% de chancesRBDS 5 é classificado como altamente

sugesivo de malignidade com mais de 95% de chance. Nesta categoria ha recomendacdes
cirdrgicas para achados patologicos benignd3R At Y6 SKA et al . , 2023;
al., 2021; LUO et al., 2019; MOY, 2020; RAJ et al., 2019; YU et al., 2022b)

BI-RADS 6¢ a classificacdo para casos onde o diagndstico positivo de cancer de
mama esta estabelecido, paciente pode ter passado por cprggia ou esta em
tratamento quimioterapico para diminui¢cdo da lesdo para posterior di@Itgda Tl et
al., 2007; DE OLIVEIRA, 2023; GU et al., 2022; HACHENBERG et al., 2022; MOY,
2020; SPICK et al., 2018; TANG et al., 2022)

1.2.3. Diagnéstico

O diagnéstico do cancer de mama tem como principal objetivo identificar a
presenca de tumores em estagios inic@missejaantes que aparecasintomas ou antes
mesmo que o tumor se torne palpavel e estg@daasomente localizado nas mamas
(JAFARI et al., 2018; SHAMSI; ISLAMIAN, 2017Para isso, as sociedades médicas de
diversos paises fazem recomendacdes sobre a realizacdo do exame de mamografia a cada
2 anos para mulheres acima dos 50 gkagura 3)(FAHAD ULLAH, 2019; ODLE,
2017b; WALKERSMITH; PECK, 2019)Para mulheres mais jovens é recomendando o
autoexame das mamas e a realizacaatdessonografi@las mamasde rotina(BUDNY
et al., 2019b; CARDOSO et al., 2019; MCDONALD et al., 2016; MILOSEVIC et al.,
2018)

Quando sinaigla presenca da doenca sao identificados é recomendado que a
mulher realize uma mamografif&ARDEZI et al., 2019; KOLAK et al., 2017Na
maioria dos casos, é recomendada uma seguad#grafia a ser realizada até 6 meses
ap6s o exame que identificou a suspeita de tUMARSDEN, 2017; WORMANN,

2017) Isso ocorre para que seja possivel observar o eventual crescimento @aslesao
confirmado a presenca tes6esuma biopsia é solicitada para o estadiamento da doenca
(MILOSEVIC et al., 2018; RAKHA; GREEN, 2017; WHARAM et al., 2018; YAN et al.,
2020)
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Figura3 : Imagem deMamografia

Nota: Imagem de mamografia digital convencional (&yidénciade noédulo com
calcificagdo grosseira de aspecto benignacompativel com fibroadenomas. (B)
evidénciade ndédulo espiculado com centro transparente no quadrante superior, bem
caracterizado como cicatriz radiada.

Fonte:Jornal da USP, 2023

1.2.4. Tratamento

O tratamerd do cancer de mama € multifator@inclui a idade da pessoa e o
estagio da lesdo. Prognosticos menos favoraveis necessitam de tratamentos mais
agressivos onde geralmente se opta por uma cirurgia local que pode ser seguida por
quimioterapia e/ou radioterap{&LIMIRZAIE; BAGHERZADEH; AKBARI, 2019;
GARDEZI et al., 2019; JOHNSON; MITCHELL, 2019; WALKEBMITH; PECK,

2019) O Cancer de mama que apresentam receptores hormondtas vezes séo
tratados diretamente com medicamentos que bloqueiam a producdo de horménio
(NAGINI, 2017b; ROULOT et al., 2016cA imunoterapia e anticorpos monoclonais
também podem ser utilizados em estagios da doenca onde o jéaecdra se tornado
metastatico(CAIN et al., 2017; DENG et al., 2017; SUGIE, 2018; TOSELLO et al.,
2018)

A cirurgia opta pela remocéao fisica do tumor e em alguns casos pela remocéo
também do tecido adjacen®OSSI; MAZZARA; PAGANI, 2018b; SHIEN; IWATA,
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2020; WAKS; WINER, 2019)A cirurgia pode ser:. Mastectomia, onde ha a remocéao
completa da mama; Quadrantectomia, onde ha a remo¢do de um quarto da mama e
Lumpectomia, onde h4 remocao apenas de uma pequena parte déBtdamiaet al.,

2019; CASTANEDA; STRASSER, 2017; EMENS, 2018; FISUSI; AKALA, 2019)
Apoés a remocao do tumor € possivel realizar a reconstrugcdo mamaria para recuperacao
estética e ganho de autoestima pela pacigfi@DONALD et al., 2016; SHAMSI;
ISLAMIAN, 2017; YAN et al., 2020)

A radioterapia é realizada apds a remocao cirurgica e consiste na emissao de
radiagcdo ionizante na regido onde o tumor havia se formado e nos ganglios linfaticos
(KWAPISZ, 2019; TOSELLO et al., 2018Esta terapia tem o objetivo de destruir
eventuais células tumorais de tamanho microscépico que possam ter restado na regiao
apos o procedimento cirurgidBRADLEY; MENDENHALL, 2018; KRUG et al.,

2017)

O uso de medicacédo pode ser iniciado em conjunto ou logo apds o procedimento
cirirgico como terapia adjuvanf@lASSETT et al., 2020; MOO et al., 2018\
qguimioterapia, a hormonioterapia e a imunoterapia séo terapias neoadjuvante, ou seja, 0
uso destes medicamentos tem como objetivo reduzir o tamanho ou a extensdo das lesdes
antes do tratamento intervencionis@ERGIN; LOI, 2019; CHAUDHARY;
WILKINSON; KONG, 2018; IWAMOTO et al., 2020Pesta forma, as chances de éxito
sdo aumentadas reduzindo ainda a aplicacdo de técnicas mais agressivas
(DR G NESCU; CARMOCAN, 201.7; SAKAI ; UENO,

A terapia neoadjuvante também esté relacionada com o aumento da sobrevida do
paciente a longo prazo, uma vez que podem ser utilizadas de forma sistémica em pacientes
com quadros mais avancados onderocedimento cirdrgico seja planejado em um
momento mais tardigBERGIN; LOI, 2019; HODIS; SARREL, 2018; KRUG et al.,

2017; KWAPISZ, 2019; LAMBERT; BERKENBLIT, 2018; TRAIL; DUBOWCHIK;
LOWINGER, 2018) O uso desta terapia de maneira sistémica apresenta bons resultados
na reducéo do progresso da doenca e evita o uso de procedimentos mais i(Bdsivos

et al., 2020; DELI; OROSZ; JAKAB, 2020; HODIS; SARREL, 2018)

1.2.4.1Hormonioterapia

Terapia utilizada para tumores que apresentam em sua superficie receptores

hormonais, como por exemplo, receptores de estrogénio (ER+) e receptores de

2



37

progesterona (PRHNestes casos sao utilizados medicamentos que bloqueiam a producao
destes hormdniosmpedindo o crescimento do cancBURSTEIN et al.,, 2019;
VINOGRADOVA; COUPLAND; HIPPISLEY-COX, 2020; WESTHOFF; PIKE, 2018)

Esta terapia, em sua maioria, é indicada para mulheres ap0s a menopausa, uma vez que 0
mecanismo de acdo destes farmacos pode ser ineficiente em mulheres no periodo pré
menopauséBARCHIESI et al., 2020; BOSZKIEWICZ; SAWICKA; PIWOWAR, 2020;
BRUSSELAERS et al., 2018; MAO et al., 2020; MCANDREW, FINN, 2020)

1.2.4.2Quimioterapia

A quimioterapia € indicada para tumores em estagiodbesdtadiamento tumoral
apresentando um prognostico mais favoravel em tumores rem@ptores ER-
(MCANDREW; FINN, 2020; PEART, 2015A quimioterapia interfere diretamente no
funcionamento celular e é a combinacdo de medicamentos que sdo administrados por via
intravenosa no periodo de 3 a 6 meses com objetivo de impedir a mitose celular (diviséo
celular) e desta forma séo fundamenpaisa evitar o crescimento e propagacéo da doenca
(GILMOUR; WILLIAMS, 2018; TRAPANI; RAJASEKAR; MATHEW, 2019; WANG;

MAO, 2020)

1.2.4.3lmunoterapia

A imunoterapiautiliza os anticorpos monoclonais como forma de tratamento

(FRANZOI; ROMANO; PICCART, 2021; QUAGLINO; CONTI; CAVALLO, 2020)

Neste caso, 0s anticorpos monoclonais estimulam uma reacdo do sistema imunolégico
contra as células do can¢BASU et al., 2019; DE MELO GAGLIATO et al., 202@)s
anticorpos monoclonais também podem ser utilizados como carreadores de radioisétopos
ou toxinas que fardo sua acao diretamente na célula can(E®FEAVA et al., 2019;
LAMBERT; BERKENBLIT, 2018; MARRA; VIALE; CURIGLIANO, 2019;
MIYASHITA; ISHIDA, 2020; TAN et al., 2018h)

1.3Paclitaxel

Entre 1960 e 1981 o National Cancer Institute (NCI) em colaboracdo com o
Departamento de agricultura dos Estados Unidos (USDA) criaram um programa de
triagem cuja finalidade era identificar compostos de origens naturais que apresentassem
atividade anticarer. Em 1962 o botanico Arthur Barclay do USDA obteve amostras da

casca, galhos e frutos da arvore Teixo do Pacifsotestesealizadoscom os extratos
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brutos comprovararnitotoxicidade elevadaD paclitaxel € um medicamento obtido de
forma natural da casca de arvores da espécie Teixo do Padiéiros(brevifoliq
(ROWINSKY; CAZENAVE; DONEHOWER, 1990; SONG; DUMAIS, 1991)

Em 1964, os pesquisadores Mansukh Wani e Monroe Wall do NCI trabalhavam
em colaboracdo com o Research Triangle Institute (Research Triangle Park, NC) quando
receberam amostras de T. brevifolia e iniciaram os estudos que foram responsaveis por
isolar e idetificar o principio ativo da casca de T. brevifolBaseados na espécie
originaria e na presenca de grupamentos hidroxila em sua estrutura o principio ativo foi
nomeado déaxol em 1967Mais tarde, em 1971 foi publicada sua estrutura quimica, a
partir disso daxol entrou para o programa de desenvolvimento de drogas déiyia
4). Os resultados pr@inicos iniciais apresentaram resultados mistos levando a crer que
o produtondo ergpromissor, principalmente porqueaxol ndo apresentasolubilidade
em aguaexigindo que fosse empregado 6leo de ricino polietoxitag® pode causar
reacOes anafilaticas grav@dA et al., 1994; SOFIAS et al., 2017; WEAVER, 2014)

Em 1978 o taxobpresentou eficacia um estudo realizado com modelo de cancer
e leucemia em animais levandopara estudo clinico em 1984. Entretanto, diversos
ensaios clinicos tiveram que ser adiados dexidtia de taxol e ao crescimento lento de
T. brevifolia (ADAMS et al., 1993; ARBUCK et al., 1993; GALLEGQARA et al.,
2020) Mesmo diante da falta de principio ativo um estudo sobre céancer de ovario
avancado apresentou resultado positivo (resposta a terapia). A partir disto a denanda p
taxol aumentou, levando a uma queda sesdlei brevifolig jA que a retirada da casca
matava as arvores. Em 1990 abrevifoliaentrou para a lista de espécies ameacadas de
extinciol ESMAEI LZADEH et al-FURSTDUAeDg!., 2006; I9ZEO V C
MILLER; NEILAN, 2008; YANG; HORWITZ, 2017)

Um esforcoglobal foi necessario para que em 129#olécula do taxdiosse
completamente sintetizada em laborat6rio. A tecnologia utilizada para o desenvolvimento
da molécula sintética foi transferida para uma industria farmacéutica que registrou o taxol
como Paclitaxel. O Paclitaxel € considerado o medicamento quimicteragais
lucrativo da histdria e o Unicoedicamento em uso gl€o identificado a partir da triagem
de plantas(ALI HASSAN; IBRAHIM; JASSEN, 2019b; HENDERSON; BHATIA,

2007; PETRELLI; BORGONOVO; BARNI, 2010)
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O mecanismo do Paclitaxeinvolve uma interacdo na funcdo normal do
crescimento do microtubulo celular impendido a divisdo descontraladacélulas
cancerigenasOs microtubulos servem como rotas de transporte de nutrientes para a
célula, uma vez ligado ao Paclitaxel a ligacdo néo pode ser desfeita e nesiecéhsa,
nao segue o processo de mitose e a apoptose é induzida. Devido ao seu mecanismo, 0
Paclitaxel causa alteragc6es no figado, rea¢cBes hipersensiveis e cardiotoxi&iRldde
SAMAAN et al., 2019; HOLTON et al., 1994; KAPLUN; STEPENSKY, 2014; Ll et al.,
2020c; N¥WURSDOMA et al.2016; PELTIER et al., 2006)

Figura4: Estrutura quimica da molécula de Paclitaxel

Nota: A imagem mostra a estrutura quimica de molécula de Paclitaxel. Nela é possivel observar
as ligacdes
Fonte:Holton, 1994

1.4Docetaxel

Ostaxodides sdo compostos que posseemsua estrutura moleculam taxano.
Seu mecanismo de acdo un@olassifica comagente antineoplasi¢gdRBUCK et al.,
1993; KRAYNAK, 1997; WEAVER, 2014)A nomencléura taxol foi utilizada pela
primeira vez em 1993 fazendeferénciaao paclitaxel, primeira droga com aprovacao
comercial apés resultados po®s contra tumores em animaes posteriormente
registrada como TaxoDs estudos realizados para o desenvolvimento sintético desta
droga forneceram dados para o estudo subsequente do do@ERBEICK et al., 1993;
BERGHAMMER et al., 2001; BURRIS, 2001; JU et al., 2018; WEAVER, 2014)
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Em 1986 o Institut de Chimie des Substances Naturgitesluziu semi
sinteticamente o docetaxel, registrado como TaxoeeZDUR et al., 1993)Os
primeiros estudogdentificaramuma acgdo significativa contra varios tumores solidos
(mama, prostata, ovario, pulméo, adenocarcinoma gastrico e cancer de cabeca e pescoco)
e leucemias. No entanto, a neutropenia associada ao uso de docetaxel € um importante
efeito adverso diretamente relatamlo a doséBURRIS, 2001; HORTOBAGYI, 1999;
PAZDUR et al., 1993; TAN et al., 2012; ZHANG et al., 2019a)

O Docetaxelé um medicamento antineoplasico semissintético com estrutura
molecular muito préximao Paclitaxelpossuindo omecanismo de acéo e atividade
antitumoralsemelhante ao mesngbigura § (AN et al., 2019; LAVELLE et al., 1995;
NABHOLTZ et al., 2000; RODALLEC et al., 2018; SINIBALDI, 2007)

Desta forma, este tambémtua nos microtubulos de células cancerosas
estabilizando sua formacdo e inibindo sua despolimerizaDéersos estudos
demonstram que o Docetaxel é duas vezes mais eficiente que o Paclitaxel na estabilizacao
dos microtubulos, uma vez que @ocetaxel se liga aomicrotubulosem regides
diferentes quando comparada a ligacao do Paclitaxel, sendo responséavel pela diferenca
na atividade estabilizante dosnicrotubulos (ANDRIGUETTI et al.,, 2017;
ASHRAFIZADEH et al., 2020; BI et al., 2020; FRANCIS et al., 1998)Docetaxel
possui um metabolismo que € mediado por enzimas hepaticas do citocromo P450
formando metabdlitos com atividade citotoxica redutRlBRGHAMMER et al., 2001;
HENDRIKX et al., 2020; PICUS; SCHULTZ, 1999; SINIBALDI, 2007; WATABE;
AMANO, 2020)

Figurab: Estrutura quimica da maléla de Docetaxel
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Nota: A imagem mostra a estrutura quimica de molécula de Docetaxel.
Fonte:Francis, 1995.

1.5Anticorpo Monoclonal

Os anticorpos monoclongido inglés mAbs¥ao proteinas modificadas cujo alvo
especifico sdo as vias de traducdo de sinais desreguladas apresentadas pelo tumor
(HANACK; MESSERSCHMIDT; LISTEK, 2016; WOLSKANASHER; ROBAK,

2019) Desde sua producéo inicial em 1975, os anticorpos avanggaificativamente

e sdo considerados tratamento de escolha para aplicacdo em diversos tipos de tumores.
As modificacbes estruturais, tanto nos mAbs quanto em seus derivados, levaram a
melhorias na citotoxicidade seletiva e na especificidade dos anti¢gigBsAMOCHI

et al., 2019; OVACIK; LIN, 2018; SHEPARD et al., 2017; VAN HOECKE; ROOSE,
2019)

Os mAbs séo classificados quanto aos alvos ou funcdes e possuem em sua
nomenclatura sufixos que permitem identificar de qual fonte animal ele foi produzido
(ECKER; JONES; LEVINE, 2015; GAO et al., 2018b; GRILO; MANTALARIS, 2019)
Sendo assim, o sufixomabe € utilizado na designacdo de anticorpos monoclonais,
enquanto a sua origem e aplicacao apresentam nomenclatura propria gex dederita
nas tabelas 7 e 8

Tabela7: Sufixo dos anticorpos monoclonais de acordo com sua origem

Classificacdoi_Origem Sufixo
Humano -u
Camundongo -0
Rato -a
Humanizado -ZUu
Hamster -e
Primata -i
Quimérico -Xi
Rato/Camundongo -axo

Combinacdo daumanizado e quiméricc  -xizu

NotaO quadro mostra os sufixos utilizados para exemplificar a origem dos anticorpos utilizados para
imortalizazdo de acordo com a fonte
Fonte:Adaptacéo de ALBERNAZ, 2017



42

Tabelo8: Sufixo do anticorpo monoclonal de acordo com seu alvo terapéutico

Classificacaoi_Doenca ou alvo do Anticorpo Sufixo
Viral -Vir
Bacteriano -bac
Imunomodulador -limoufli
LesOes Infecciosas -les
Cardiovascular -cir
Tumor -tu

Nota:O quadro mostra o sufixo aplicados aos anticorpos de acordo com o alvo terapéutico ao qual ele é
aplicado.
Fonte:Adaptacdo de ALBERNAZ, 2017

A especificidade e a sensibilidade de moléculas do sistema imunolégico sdo os
parametros utilizados para o desenvolvimento de diversas linhas de pesquisas envolvendo
anticorpos monoclonais. Os mAbs permitem que esses parametros sejam acentuados e
possibilta que eles sejam usados de forma extensiva em diagnosticos e terapias, como
por exemplo na oncologia onde o IgG é utilizado para uso clinico na terapia
(KOBAYASHI; CHOYKE; OGAWA, 2016; LIU, 2017; REGAZZI; GOLAY;
MOLINARO, 2020; STOPFORTH; CLEARY; CRAGG, 2016)

1.5.1. Bevacizumabe

O Bevacizumabe é uanticorpo monocloal utilizado em imunoterapia que atua
como umbloqueador da acdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), ou
seja, ele impede o crescimento de vasos sanguineos que alimentam {&igara$)
(KOUTRAS et al.,, 2010; MUKHERJI, 2010; ROGOSIN; SANDLER, 2012
Bevacizumabe foi aprovado pelo Fn 2008 para uso combinado com o Paclitaxel
como medicamento de escolha para tratamento de cancer de hiiER2anegativo
metastatico (HEITZ et al., 2012; MAGDOLNA; TIMEA, 2013; MOUNTZIOS;
PENTHEROUDAKIS; CARMELIET, 2014; PLANCHARD, 2011)

O Bevacizumabe apresentou resultados positivos quando associado ao Docetaxel
para cancer de mama metastatico. O uso desta combinac¢ao também foi avaliado para uso
como neoadjuvante com resultados promissqieEITZ et al.,, 2012; KLEIN;
LOEWENSTEIN, 2015; KONG et al, 2017; MAGDOLNA; TIMEA, 2013;
MOUNTZIOS; PENTHEROUDAKIS; CARMELIET, 2014; NUGUE et al.,, 2013;
PLANCHARD, 2011; ROSSI et al., 2017Modos os pacientes avaliados que fazem uso
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esquema de tratamento apresentaram um bloqueio do receptor hormonal. Nao foram

observadas complica¢cfes pigirgicas e o esquema de tratamento foi mais bem tolerado
quando comparado a outros esquelE3RMICA et al., 2021; GAO; YANG, 2019;
GARCIA et al., 2020; LI; KROETZ, 2018; ROSEN; JACOBS; BURKES, 2017)

como

Figura6: Mecanismo de A&o do Avasti® (Bevacizumab)
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Nota: A figura mostra o mecanismo de a¢do do medicamento Avastin (Bevacizumabe). Na
imagem é possivel observar que o Bevacizumabe impede a interagdo do VEGF com seus
receptores, isto ocorre na superficie de células endoteliais. Desta forma ocorre o impeatiimento
proliferacdo de células endoteliais responsaveis pela formagdo de novos vasos sanguineos e
consequentemente, limita o suprimento para as células cancerigenas.

Fonte:PEBMED, 2017

1.6Radiofarmacos

A Agencia Nacional d&igilancia Sanitaria(ANVISA) define os radiofarmacos

sendo preparagdes farmacéuticas com finalidade diagnostica ou terapéutica, que

quando prontas pera uso devem conter em sua formula¢cdo um ou mais radionuclideos

(CAR

OLLO et al., 2019; KUNOS; CAPALA; IVY, 2019)Compreendem componentes

nao radioativos para marcacoes e os radionuclideos, entre eles os componentes extraidos

de geradorede radionuclideos (ANVISA, 2022Um radionuclideo ideal para uso deve

ter facil producédo, meia vida fisica e bioldgica suficiente para serem utilizadas nos
procedimentos que se destingL-HADDAD; ISMAILANI; ROTSTEIN, 2019;
FRANK et al., 2018; KUNOS et al., 2019; WADIA et al., 2018)
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A grande maioria dosdiofarmacos, cerca de 95%mcomoprincipal finalidade
o uso em diagrglico, enquanto restante tem finalidade terapéuifedY; HOLLAND,
2019) A principal fonte de administracdo dosliEarmacos € a via intravenosgper
este motivo, os radiofarmacos devem possuir grau de esterilsdirogénicos e
passar por controles de qualidade aplicados a medicamentos €BIRRIRETT et al.,
2019; KUNOS; CAPALA; IVY, 2019; MANTEL; WILLIAMS, 2019; RAHMAN et al.,
2017)

Os radiofarmacos sdo medicamentos que apresentam em sua formulacdo dois
componentes: um radionucl 2deo e’ivlgana)pr de
ressaltando que alguns radionuclideos podem emitir mais de um tipo de radiagéo e por
este motivgpodem ter finalidade terandsti@t@rapia + diagndstico) e um carreador que
possua afinidade pelo sitio alM@GOELHO et al., 2015; SCHMEISER et al., 2019;
USMANI et al., 2019)

Os radionuclideos emissores de raios gamas e positrons sao utilizados, em sua
maioria, com finalidade diagndstica considerando que estes tipos de radiacdo atravessam
tecidos com maior facilidade e sédo detectados por $REMNglésSingle photon emission
computed tomographyTomografia Computadorizada por Emissdo de Foton Ynéco
PET CT ( do inglésPositron Emission Tomography Computed Tomography-
Tomografia por Emissdo de PositrofffUSSAIN; KHAN; MURTAZA, 2018;
SANTAMARIA et al., 2017; WAPNIR; KHAN, 2019)

O tecn€io-99m é um radionuclEb produto de decaimento radiva do
Molibidénio-99 *Mo), possui uma meia vida fisica de 6,01 horas, enquafidl@
possui umaneia vida fisica de 66,02 hordsste decaimento radioativo possibilitou o
desenvolvimento de geradores que permitem a producédo do radiofarmaco diariamente
dentro dos servigos de medicina nuc&ING et al., 2015; HOU et al., 2016; JIANG;
HOU; CHENG, 2019; ZHANG; SUN; JIANG, 2018)

O tecnécie99m é o radioisotopo mais utilida na producéo de radiofarmaeos
medicina nuclear. Os radiofarmacos goatémna sua composi¢cao o tecné8gm sao
amplamente empregadesn diagnético e correspondem a quad@% de todos os
exames de diagstcodeste tipaealizadofKOUKOURAKI et al., 2006; LIN; HUNG;
CHAO, 2007) Um gerador de tecnécBOm consiste em uma coluna cromatogréfica

contémaluminae nela o molibdénio 98 adsorvido pelo processo de fisggmura 7)

r
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(DIAH; KARTAMIHARDJA, 2019; EEDA; HEDRICK; AWASTHI, 2021,
KVATERNIK et al., 2020)

Devido a baixa afinidade d tecnécie@9m com aaluming este pode ser
facilmente obtido pelo processo de eluigdpartir da passagem de uma solucéo salina
simples (cloreto de sodio 0,9%glacoluna(ALMASI et al., 2018; GALLI et al., 2017;
GIRAUDO et al., 2020; HELAENETO et al., 2018a; SON et al., 2020)gerador possui
uma membrana filtranteesterilizante que garantea esterilidade do eluatoA
farmacocinética do pertecnetato de sédio (99noboyrede 20 a 30 minutos apos a
administragéo pela via intraveno$BHATIA et al., 2020; EKINCI et al., 2023b;
KAIHANI et al., 2022; KOBAYASHI etal., 2021; STOTHERS et al., 2019)

A captacéo pela tiréde ocorre de forma similaoaions iodados e perclorados,
onde passam a se concentrar em glandulas salivares, mucosas gastricas, lesdes
intracranianas e sang(ROZORGCHAMI et al., 2024; DE ARCOCHAORRES et al.,
2020; EKINCI et al., 2023aA excrecao ocorre predominantemente pelas vias urinarias
e intestinais, aproximadamente 50 horas apds a administracdo, 50% da atividade total
injetada é excretadaBAYOUMI ; EMAM, 2021; CRIAQAN et al
al., 2019; PAPAGIANNOPOULOU, 2017; ROUSSEL et al., 2022)

Os conceitos definidos por Bergonie e Tribondeau esclarecem que a sensibilidade
que as células apresentam a radiacao, é diretamente proporcional a sua capacidade de
reproducdo e inversamente proporcional ao grau de especial{B&RRASSE; NONAT,

2015; MCCREADY, 2017)

O futuro da medicina nuclear é baseado em radionuclideos aplicados juntamente
com nanoparticulas (nanorradiofarmacos), desta forma, o uso de moléculas, tais como:
peptideos, anticorpos e siRNA poderdo ser empregados para criacdo de medicamentos
mais espeealizadoJANTUGANOQV et al., 2019; GAO et al., 2018a; SMALL; RUDDY,

2019) A maioria destas biomoléculas séo desenvolvidas com baseléculas proprias

do organismo @or este motivo, se mostram como excelente carreadores gracas a sua
similaridade permitindo um direcionamento ao tuiGHAUDHARY et al., 2019;
YADAV; DHAGAT; ESWARI, 2019).
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Figura7: Esquema de um Gerador de Molibdénio/ Tecnécio
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Nota:A figura mostra o esquema de um gerador de Molibdénio/Tecnécio utilizado para obtencéo
de tecnécie99 metaestavel em servicos de medicina nuclear.
Fonte:Lieverson,W., 2012

1.7 Nanotecnologia

A nanotecnologia vem ganhando destaque nos ultimos anos pois € considerada
com um alto investimento para a pesquisa, uma vez que permite o desenvolvimento de
novas estruturas em escalas atbmicas e molec(Baréds et al., 2018; RAVANSHAD
et al., 2018) Possui um grande potencial de aplicacdo em diversas areas e vem se
destacando com sua aplicacdo na Bieaédica(ANDREOU et al., 2017; IQBAL et al.,

2019; JONES; SABA, 2011)

Dentre os produtos da nanotecnologia, ananopar t pdaiméricas ( NP6 s
representanuma forma depotencializar o direcionamento para células e tecidos de
interesse, permitindo uma melhora na eficicia, diminuicdo dos efeitos colaterais e
aumento da biodistribuicd@\LI, 2023; RILEY et al., 2019; ZHANG et al., 20231As
v8rias f or mwsdoanalisalas patacusohlididose clinico como sistema de
entrega de farmacos, como por exemplo os nanorradiofarrt@aRaégV| et al., 2019;

KHEIRKHAH et al., 2018; STANISZEWSKA et al., 2012; UPPAL et al., 2018)
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1.7.1. Propriedades ddsanoparticulas

As nanoparticulas sé@o projetadas com finalidade de aprimoramento dos perfis
farmacocinéticos e de distribuicdo tecidual de moléculas, com o propdsito de prolongar o
tempo de circulagasistémica, atingir tecidos especificos e ampliar a janela terapéutica
(DUAN; CHAN; LIN, 2019; GENARI et al., 2017; GUPTA; SAFDARI; HOQUE, 2021)

As inlmeras aplicabilidades das nanoparticulas sao apresentadas como vantagens quando
comparadas as formulacBes convencionais destas mesmas moléculas. Desta forma,
guando aplicada a modelagem molecular, as alteracbes farmacocinéticas das bases
fisiologicas se destacam como uma ferramenta Util para e previsdo da disposicdo
sistémica, exposicdo alvo e eficicia/toxicidd@GEIENG et al., 2022; MALLIA et al.,

2022; PURI et al., 2023; RAWAL; PATEL, 2019)

As condi-»es do meio celular e as propi
internalizacdo. Caracteristicas como: tamanho, carga superficial, grupos funcionais,
hidrofilicidade e forma influenciam diretamente a internaliz4€¥OPER; CONDER,;
HARIRFOROOSH, 2014; SEVERINO et al., 2011)

A literatura descreve 0o mecani smo de int
endociticaO gradiente molecular de alta concentracéo é redmzgwocesso de difusio
isso geralmente ocorre para moléculas pequenas, hidrofébicas e sem caxgR. 6As
lipossoluveis também possuem a capacidade difundir através da membrana
(DREIFUSS et al., 2018; DRUDE; TIENKEN; MOTTAGHY, 2017)

Ja4 as mléculas que apresentam solubilidade em agadem atravessar
membranas de forma passiva através de poros, processo chamado de difuséo facilitada
(EDGAR; WANG, 2017; SANTAMARIA et al., 2017Ps poros permitem qué P Gles
uma certa faixa de tamanho e carga elétrica atravessem a membrahR. &wmiores
atravessam a membrana com auxilio de proteinas transportadoraagnaitizente de
concentracAgANSARI et al., 2016; BOYD et al., 2019)

Ja avia endocitica apresenta uma dependéncia relatdom® tamanho da
particula e modificacbes de superfidrarticulas na escala de micrémetros tendem a
entrar na células através de fagocitg€®©OPER; CONDER; HARIRFOROOSH, 2014;
DARAEE et al.,, 2016) A fagocitose se apresenta cona responsavel pelo

direcionamento pelaformacéo de protuberancias de membrana que tendem a envolver
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as particulas e as direnlas para o meio intracelulafCOOPER; CONDER,;
HARIRFOROOSH, 2014; SANTAMARIA et al., 2017; TABATABAEI et al., 2019)

Desta formananossistemas administrados por via endovenosa sdo acumulados na
zona do tumor através do efeito de permeacao e retencdo (EPR) daigidosicaalos
vasos sanguineo®stecidos doente A eficacia do efeito EPRrélacionada ao tamanho
de particula, carga de superficie ou hidrofmade (BARZAMAN et al., 2020b;
COOPER; CONDER; HARIRFOROOSH, 2014; DARAEE et al., 2016)

No geral, as nanoparticulas podem ser particulas inorgénicas, organicas ou
poliméricas que tenham dimensédo de tamanho na fairardeescalagli 1000 nm). As
nanoparticulas témstrutura nucleinvolucro onde os ingredientes farmacéuticos ativos
sdo dispostos no nucleo ou no invélucro, como o caso dos lipossomas, emulsfes e micelas
(BALA et al., 2023; HADJI; BOUCHEMAL, 2022; RAWAL,; PATEL, 2019; ZAIKI;
ISKANDAR; WONG, 2023; ZHANG et al., 2019b)

Geralmente as nanoparticulas séo utilizadas para a modificacdo dos perfis de
liberacdo, aumento da solubilidade e estabilid&de superficies das nanoparticulas
podem ter sua estrutura modificada com o usopdémeros hidrofilicos para o
prolongamento do tempo de meia vida dos farmacos na circBQATENG; NGWA,

2019; EJAZI; LOUISTHELMY; MAISEL, 2023; HSU et al., 202@)utra possibilidade

€ revestir as superficies com ligantes de direcionamento que permitem o aumento da
seletividade em 6rgdos alvdCHENG et al., 2022; HOSHYAR et al., 2016;
OROOJALIAN et al., 2021; PURI et al., 2023; ZAIKI; ISKANDAR; WONG, 2023)

1.7.2. Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas s@o sistemas de carreamento de faooacos
di ©met r o i nf er inanopardiculds palimérica® estnuturaequeansis se
destacam séo amnocapula e nanoesferaEsses sistemas sao utilizados em diversas
aplicacdes, com a &rea de vetorizacdo de farmacos e se destacam como uma das mais
promissoras (MADKOUR; BUMAJDAD; AL-SAGHEER, 2019; STARSICH,;
HERRMANN; PRATSINIS, 2019)

As nanocapsula sdo sistemas caracterizados como reservatérios onde é possivel

identificar um riicleo oleoso envolto por um inw@ro polimérico biodegradavel. Neste
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caso, 0 ativo pode ser encontrado dissolvido no nudcleo ou adsorvido no involucro
polimérico. Diversas pesquisas veem estudando a aplicabilidade das nanocapsula em
formulac6es de uso topicdsvido a capacidade facilitada de producéo e a possibilidade
de obtencédo de nanoparticulas atox{@¢as_ AWAT; HENRIQUEZ; NARAYAN, 2018;
HWANG; RAMSEY; KABANOV, 2020; ZIELINSKA et al., 2020)

Uma das principais vantagens associadas as nanocapsula € a sua capacidade de
preservar as propriedades originais dos ativos nela contido por longos periodos de tempo,
por permitir uma melhor estabilidade e por carrear ativo até camadas mais profundas
gararindo uma liberagdo gradual diminuindo consideravelmestgoasibilidade de
irritacbes (AFSHARZADEH et al.,, 2018; FORNAGUERA; SOLANS, 2018;
MONTANHEIRO et al., 2020; SANCHEZ; MEJIA; OROZCO, 202Ms nanoesferas
se diferenciam dasanocapsul® pois em sua composig encontrage uma matriz
poliméricacom capacidade deter ou adsorver as sulstéas ativag por ndo possuirem
6leo em sua composicdRAMAN et al., 2020; RICHFIELD et al., 2023)

Quando comparadas, as nanoesferas apresset@omo um sistema em que o
ativo se encontra homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz
polimérica, sendo assim, ndo possivel diferenciar o n{@&BREDDY et al., 2018;

BAG et al., 2023; DENG et al., 2021a; HORIE; TABEI, 2021; IYISAN; LANDFESTER,
2019; Ll et al., 2021, 2020b; NASR; ABDEHAMID, 2015; SABOURIAN et al., 2020;
SAIFI; KHAN; GODUGU, 2018; ZHOU et al., 2021)

Enquanto isso, as nanocapsulapresentam um nucleolidd muito bem
identificado que pode se apresentar de forma liquidaimla onde a substia ativa se
encontra envolvida por uma matriz polimérica que isola o nicleo do meio externo
(DRISTANT et al., 2023; KATTERMAN; PIERCE; LARSEN, 2021; LI; THAMBI;
LEE, 2018; TRABUCCO et al., 2023)

Ambas as nanoparticulas apresentam métodos de obtencdo semelhantes mas, com
diferencas morfologicas devido aos mecanismos de polimerizagdo das formas
farmacéuticaglLl et al., 2020a; NAJAHMISSAOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2020)

As nanoparticulas tém se apresentado como sistema de direcionamento de farmacos com
grande especificidade ao sHavo, além disso, podem ser claramente identificadas,

apresentam grande estabilidade e capacidade de ndo serem reconhecidas pelos
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macrofagos do sistema reticuloendote{l SHANQITI et al., 2018; CHUNG; LEE;
ZHANG, 2022; DESAI, 2012)

Dentre as diversas metodologias de preparo das nanoparticulas, € possivel
destacar o0s m®todos mec®©nicos, em especi al
consiste emuma dispersdo ou solugdo contendo farmaco que sera nebulizador
conjuntamente ao material revesti@bliSIAO et al., 2023; YUAN et al., 2019&ste
processo ocorre em camara de evaporacdo que possibilita uma rapida solidificacdo das
particulafHUANG et al., 2022; MITCHELL et al., 2021a; MOTIEI et al., 202Ajnda
é possivel destacar a metodologia fisiodmicaque consiste na dissolucdo de farmacos
e polimeros em solvente sobre agitacdo constante e a adicdo de um tensoativo a solugéo
(AN; ZHA, 2020; LI et al., 2020a; PENG et al., 2021)

As principais vantagens do uso das nanoparticulas esta relacionada a sua
capacidade de direcionamento e liberacdo prolongada de ativos, por esse motivo, 0 uso
de polimeros biodegradaveis é indispensavel para preservar as caracteristicas da
nanoparticula e garantir seu melhor desemp&HbiRGENS; WINTER, 2022; LIU et al.,

2021; MILLS et al., 2022; SARMA et al., 2021)

Dentre os tipos dpolimerosutilizados, é possivel destacpolimerosnaturais,
tais como quitosana, colageno e celulge#imerosnaturais modificados, nesse caso
tratase da adicdo de cadeias polares @aénerosnaturais tais como reticulacdo da
quitosana glutaraldeidou a modificacdo de quitosana por tirosinase. E ainda os
polimeros sintéticos, tais como poli(etileno), poli(alcool vinilico), poli(acido acrilico),
poli(acrilamidas), poli(etilenoglicol), poliésterBAG et al., 2023; DENG et al., 2021a;
IYISAN; LANDFESTER, 2019; LI et al., 2021, 2020b; NASR; ABDHAMID, 2015;
SAIFI; KHAN; GODUGU, 2018; ZHOU et al., 2021)

1.7.3. Aplicacdes das Nanoparticulas

O uso de nanoparticulas poliméricas se deve principalmente pelas pesquisas que
demonstram umsignificativa redugéo de efeitos adversos, assim como baixa toxicidade
ao individuo e grande biocontgalidade com diversos materiai® farmacos
(CHAUDHARY et al.,, 2019; DESALEGN et al., 2019; ISLAM; DMOUR; TAHA,

2019) As nanoparticulas possuem propriedades que auxiliam no desenvolvimento de
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medicamentos usados para diagnosticos e tratamento de doencas neurodegenerativas,

cancer e outras patologias.

Além das propriedades essenciais para uso em medicina, as nanoparticulas
possuem uma vasta aplicacdo nas mais diversas areas. As nanoparticulas sédo utilizadas
no desenvolvimento de sistemas de purificacdo de agua, de ar e até mesmo de esgotos.
Ainda é posiwvel contar com nanocatalisadores utilizados em reacdes quimicas que
permitem uma reacdo mais eficiente e menos polug@AKIYA-TERUYA;
PALOMINO-MARCELO; RODRIGUEZREYES, 2018; MOFOKENG et al., 2019)

A utilizac&o de sistemas nano no campo da engenharia de alimentos, por exemplo,
permiteutilizacdode nanobiossensores capazes de detectar a presenca de patdégenos nas
plantacdegRONKKO; TIMONEN, 2019; WONG et al., 2021ps nanocompostasio
aplicados para garantir uma melhora na producéo dos alimentos, aumentando a resisténcia
térmica e mecanica, e ainda diminuem a transferéncia de oxigénio nos produtos
embalados aumentando a sua durabili@#EN et al., 2019; DASHTI; SAINSBURY,

2020; HABAS et al., 2021; HIGASHISAKA, 2022)

Assim como sua aplicabilidade em diversos campos, a utilizacdo da
nanotecnologia na industria téxtil permite o desenvolvimento de tecidos inteligentes
capazes de minimizar odores, controlar a no auxilio da temperatura corpérea dos
individuos além de ndo mehar e ndo amarrotar. Os tecidos produzidos a partir do uso
da nanotecnologia se apresentam muito mais resistentes, duradouros e leves
(SHAHGOLZARI; DIANAT-MOGHADAM; FIERING, 2022; XIONG et al., 2023)

A aplicabilidade da nanotecnologia e consequentemente das nanoparticulas vém
sendo aprimorada nos ultimos anos e vislumbra maiores estudos e maiores investimentos
para o se aperfeicoamento fut¢@UJO, 2021; KHATER; DE LA ESCOSURMUNIZ;
MERKOCI, 2017) Por se tratar de uma técnica que permite o emprego de diversas
metodologias nas mais diversas areas € possivel imaginar que a sua utilizacdo na criacao
de produtos funcionais e competitivos em mercados mundiais se torne cada vez mais o
foco de grandes pans6egATTALLAH et al., 2018; VERDOODT et al., 2017; XIAO;

DU, 2020)
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2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de nanoparticulas para terandstico é multifacetada esbaseia
nas necessidades emergentes na area da medicina e diagnéstico. A capacidade de
diagnosticar precocemente doencas e monitorar sua progressdo € essencial para um
tratamento etiaz e uma melhor qualidade de vida dos pacientes. No entanto, muitas das
técnicas de diagndéstico atuais enfrentam limitacGes significativas, como sensibilidade
insuficiente, falta de especificidade ou incapacidade de detectar doengcas em estagios
iniciais.

As nanoparticulase destacam de fornpaomissora para superar essas limitacoes.

Sua escaladiminuta e propriedades fisiequimicas ajustaveis permitem sua
funcionalizacdo com uma variedade de bioradores, moléculas direcionadoras
agentes terapéuticofermitindo assina criacdo de sistemas terandsticos altamente
sensiveis e especificos, capazes de fornecer informacdes diagndsticas precisas enquanto
facilitam terapias direcionadaé. deteccdo seletiva de doencas eivel molecular e
celular é particuhrmente relevante para o diagndstico precoce de cancer, doencas
cardiovasculares e disturbios neurologicos, onde a deteccao precoce é fundamental para
0 sucesso do tratamento.

Outra vantagem das nanoparticulas é sua capacidade de serem detectadas por técnicas
de imagem avancadas, como ressonancia magnéticgriaia por emissao de pdsitrons
(PET), tomografia computadorizada por emisséo de féton Unico (SRE@IEgem por
fluorescéncia, permitindo a obtencao de informacgdes anatdbmicas e funcionais em tempo
real. Isso ndo so6 facilita o diagndstico, mas também o monitoramento da resposta ao
tratamento ao longo do tempo.

Além disso, 0 uso de nanoparticulas para terandstico pode potencialmente reduzir os
efeitos colaterais associados a terapias convencionais, permitindo a administracao
direcionada de medicamentos apenas as areas afetadas, minimizando a exposi¢cdo a
tecidos audaveis e melhorando a eficacia terapéuRcatanto, o desenvolvimento de
nanoparticulas para terandstico representa uma area de pesquisa crucial que tem o
potencial de revolucionar o diagndstico e tratamento de uma ampla gama de doencas,

melhorando sigificativamente os resultados clinicosgualidade de vida dos pacientes.
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3 OBJETIVO
Desenvolver nanoparticulas poliméricas decoradas com o anticorpo monoclonal
BEVACIZUMABE bem como o encapsulamento dos farmacos PACLITAXEL e

DOCETAXEL

radiomarcadas com T9Om, para tratamento e diagndsticos

(teragnadstico) de cancer dema, com um potencial toxicologico reduzido.

3.10bjetivos Especificos

a)
b)

c)

d)

e)

g)

h)

Produziras nanoparticulas de Paclitaxel e Docetaxel;

Realizar o processo de decoracdo da superficie da nanoparticula
desenvolvida;

Realizar a caracterizagao danoparticula decorada;

Avaliar a citotoxicidaden vitro das nanoparticulas;

Marcacdo dasanoparticulas de Paclitaxel e Docetaxel decoradas com
Bevacizumabe coma radionuclideo Tecnéci@®m;

Controle de qualidade das particulas radiomarcadas;

Avaliacdo das concentracOedas nanoparticulas de Paclitaxel e
Docetaxel decoradas com Bevacizumedskomarcadas;

Avaliacdo da biodistribuicAodas nanoparticulas de Paclitaxel e
Docetaxel decoradas com Bevacizumabecamundongos Balb/c nude

saudaveis
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4 MATERI AIS E METODOS

4.1.Materiais

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes itens:

V Poli(acido laticeco-acido glicolico) (PLGA) adquirido da Sigma Aldrich®,
utilizado na forma de po;

V Poli(alcool vinilico) (PVA) adquirido d8igma Aldrich®, utilizado na forma

de pd, como grau de hidrdlise de aproximadamente 85%;
V Paclitaxel 200mg fabricado pela Meizler®, na forma de po liofilizado;
V Docetaxel 200mg fabricado pela Meizler®, na forma de p6 liofilizado;
V Diclorometano adquirido da VETEC® , grau de pureza P.A.;

V Linhagem celulares fornecidas pelo Departamento de Biofisica Molecular da
Universidade de Lodz, Poléniabtidasa partir da American Type Culture
Collection (Rockville, MD, EUA);

4.2 Equipamentos

No desenvolvimentdo trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:
V Balanca Ay220, Shimadzu;
V Ultrassonicador (Ultrassonic processor) GEX600, Sigma, St Loius, MO,;
V Rotaevaporador a vacuo Fisatann ME®D-BIOTM;
V Ultracentrifuga Beckman, FLOO ultracentrifugue UMG;
V Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido);

V Programa estatistico: STATISTICA (StatSoft, Tulsa, OK, EUA), fornecida
pelo Departamento de Biofisica Molecular da Universidade de Lodz,

Polbnia.
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43Desenvol vimento das Nanopart2culas (NP

Para a obtencéo das nanoparticudtasytilizadoo método de dupla emulsificacao
seguida de evaporacado do solvente, segundo protocolos descri(BBEBOARDES et
al., 2017; DE JESUS FELISMINO et al., 2018; DE SOUZA ALBERNAZ et al., 2018a;
RICCI-JUNIOR et al., 2018; TESAN et al., 2016)icialmente200mg de cada farmaco
foi solubilizada em 30 mL de solucdo de PVA 1%, formando a solugdosieriormente,
outra solucao foipreparada contendo 4©@ de PIGA, solubilizados eml5mL de
diclorometano (DCM) elaborando umaolucdo B Para o procedimento descrito, esta
solugdo A foi convertida em uma solugdo B mistura foi processada usando
ultrasoni@adorpor 5 min em banho de gelo, com poténcia de 100H e ciclo 1, para produzir
uma emulsédo de agua em o6leo (O/A). Esta emulsdo foi emulsificada novamente com 9
mL de solucao de PVB,1% por processamento de ultrasadliarpor 5 min (100H/ciclo

1) para produzir uma emulsao A/O/A

4.3.1. Decoracdo das Nanoparticulas com Anticorpo Monoclonal

O anticorpo monoclonal foi conjugado a superficie da nanoparticula polimérica
por meio de uma reacdo de carbodiimida (reaca(B-éNmetilaminopropil) N’-
etilcarbodiimida e Midroxi-succinimida, com adi¢cdo do ligantea3idopropilamina e,

por fim, a adicdo do &/acizumabe.

4.4 Caracterizacdo daNanoparticula

4.4.1. Determinacdo do didametro médio por espectroscopia de correlacdo de

fotons

A partir do Dynamic Light ScatteringDLS, em portuguésgspalhamento
dindmico de luz), utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido), é possivel determinar a distribuicdo do tamanho das nanopatrticulas,
tamanho médio e indice de polidispersidade (PDI), através do método deddishers
particulas em fase liquida associado com um processo de medida Optica pela difracdo de
laser. As medicdes foram realizadas em triplicata a 25°C e o angulo de incidéncia do laser
em relacdo a aostra foi de 173°, usando uma cubeta de quartzo de 12 mm2. A média +

desvio padréo (DP) foi avaliada.
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4.4.2. Analise morfolégica e dimensional por Microscopia de Forca Atbmica
AFM

MedicOes topograficas de AFM da nanoparticula de Paclitaxel e Docetaxel
decoradas com Bevacizumabe foram realizadas usando um microscopio Multimodo 8
(Bruker, Santa Barbara, CA) no modo PeakForce Tapping Quantitative Nanomechanics
usando sondas modelo SCANASY-8IR, com constante de mola nominal de 0,4 N /
me radio de ponta nominal de 2 nm aproximadamente. As imagens MFM foram
realizadas no mesmo equipamento em modo tapping / lifting, com liftingi & 28n,

utilizando sondas motteMESP, com revestimento magnético nominal K5 N /m.

4.5Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As nanoparticulas foram examinadas por Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV) usando uma TM 3000 Hitachi (Hitachi Co, Toquio, Japéo) operando a uma tenséo
de aceleracéo de 10 kV. O preparo das amostras foi realizado com uma suspenséao de 10
e L d a s rticulasncolgraas sobre uma tira de carbono e acomodadas de forma que

sequem em temperatura ambiente em condicfes estéreis.

A microscopia eletrénica de varredura € o método de escolha para a caracterizagéo
de microestrutural, pois é considerado mais verséatil, podendo ser realizado em diversas
escala de dimensdes com variacbes de alguns milimetros a fragbes manomeétricas,
obtendomicrografias com aumento de 40.000, 75.000 e 180.000 vezes, e assim, fornece

informacdes sobre a morfologia da superficie e tamanho das nanoparticulas.

4.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é uma técnica analitica amplamente utilizada para identificar e
caracterizar materiais com base nas vibragbes moleculares que ocorrem em diferentes
comprimentos de onda no espectro infravermelho. O FTIR analisa a passagem de luz
infravermelha atrave de amostras e a medicdo da quantidade de luz absorvida em
diferentes comprimentos de onda. Essas vibragdes estdo associadas aos movimentos de

ligacéo e rotacdo dos atomos em uma molécula.

Os espectros de FTIR fornecem informacdes sobre a estrutura quimica e a

composicdo das amostras. Os resultados de FTIR sao interpretados com base na
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localizac&o e na forma dos picos de absorcao no espectro. Cada grupo funcional presente
na amostra possui caracteristicas espectrais Unicas, o que permite a identificacdo
qualitativa dos componentes presentes. Além disso, a intensidade e a posi¢caosdos pico
de absorcdo no espectro podem fornecer informacdes sobre a concentracdo de

componentes, pureza da amostra, estado de ligacao e interagcdes moleculares.

Foi utilizado o espectrofotbmetro infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) modelo Frontier FTIR/NIR Spectrometer (PerkinElmer) com o acessério de
reflexdo total atenuada universal (UATR). A regido do infravermelho médio na faixa de
4000800 cm!, a uma resolucdo 2 chp com 32 varreduras foi analisada. As
nanoparticulas foram analisadas no espectrofotdometro FTIR onde uma aliquota foi
centrifugada por 15 min a 20.000 RPM e seca a 50°C por 24 h e macerada em gral e pistilo
de agata. Posteriormente, 0s espectros gerads frormalizados e as areas dos picos
foram identificadas considerando as bandas caracteristicas de absorcdo para cada

farmaco.

47Avalia-«0 da Citotoxicidade das NPOs

A linhagemcelular de cancer de mama humano MBIB-231 fd obtida da
American Type Culture Collection (ATCC HTB6)e mantida em meio DMEM com alto
teor de glicose (meio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% (v/v)
de soro bovino fetal, 2 mM de-dlutamina e 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina. As
células foram cultivadas e expandidas em frascos Tiisec mantidas em estufa
umidificada a 5% de CO2 e 37°C. Os ensaios de monocamada foram realizados em placas
adesivas de 24 pocos.

A linhagem celular de cancer de mama MCFATCC: HTB-22) foi obtida do
Cell Bank do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasit)antida em meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado com gentamicina e 50mg/oaim
10% de soro fetal bovino e 1% deglutamina. TripsindEDTA. As células foram
cultivadas e expandidas em frascos T75 emantidas em estufa umidificada a 5% de
CO2 e 37°C. Os ensaios de monocamada foram realizados em placas adesivas de 24

POGOS.

Ao final do tempo designado, solugcéo de MTT (Sigma) foi adicionada a 1 mg/ml

na cultura e incubada por 2 horas. Apos o periodo de incubacéo, os cristais de formazan

(
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foram dissolvidos com DMSO e absorbancidoi medida por espectrofotometro de

placas multiplas a um comprimento de onda de 450 nm.

4.8 Experimentacéoin vivo
4.8.1. Animais

Os experimentos foram realizados em Balb/c, machos, pesando entre 25 e 30 g.
Os animais foram alojados individualmente em gaiolas sob condi¢cdes controladas de
luminosidade (ciclo déuz e escuro de 12:12 horas) e temperatura (21,0 £ 1,0°C), com
acesso livre a 4gua e racdo padrdo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Cuidado e Uso de Animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil; nUmzdo protocolo CEUA/8059100220/2021.

4.8.2. Preparacdo dos Animais

Os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal (cetamina 100 mg.kg
1 e xilazina 20 mg.kgd.).

4.9 Avaliacdo Bioquimica

Paraavaliacdo bioquimica 8&amundongos Balb do sexo masculino, com pesos
entre207 30g mantidos em ambiente controlambon temperatura de 22%dieta padrao
foram submetidos a administracdo das nanoparticulas desenvolvidas. Os animas foram
anestesiados com uma associacdo de Cetamina (Syntec®) e Xilazin (Syntec®) na
propor¢ao de 6:1, administrado por via intramuscular com dose aproximada de 1mL/kg
dos animais. Posteriormente os animais tiveram duas amostras de sangue colhida por
via caudal, onde uma amostra foi heparinizada para obtencéo do glasrsegunda
amostra, sem heparina, para obtencdo do sdramostra sem anticoagulante foi
centrifugada a 5000 rpm por cerca de 10 minutos e o soro separado para a determinagéo
de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(ALP), lactato desidrogenase (LDH), albuminajayereatinina, bilirrubina total e direta
através daécnica de especfia@ometria simplesitilizada para avaliar aoncentracédo
destasubstanciasom base nas propriedades espect@ssesultados séo apresentados
emdadosquantitativos que relacionam a absorbancia da amostra em um comprimento de

onda especifico com a concentracéo da substancia de interesse na amostra.
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4.10. Marcagdo Radioativa

Utilizando o radioisotopdrecnécie99m €°™c) e o cloreto estanoS&nCh)
como agente redutogs nanoparticulas foram submetidas ao processo de marcagao
radioativa. Com essa finalidad8)0 puL de solugdo deSnCh foi incubado com as
nanoparticulas desenvolvidas por 10 minutos em um tubo de eeshindo conicale
50 mL. A seguir, 1000 pCi (37 MBq) de pertecnetato de s6dicXNaQs) foram
adicionados ao tubo de ensaio contendo as nanoparticulas e o agente redutor e novamente

incubados por mais 10 minutos para finalizacdo do processo de marcacao.

4.11. Controle de Qualidade da Marcacao

O processo de avaliacao da qualidade da marcacgéo consiste na realizacdo de uma
cromatografia em camada delgada com péfietmam® 1. O papederacortado em tira
de 14 cm de comprimento com 1 cm de largui@ eonsiderado coma@be estaciomin
da cromatografiaPara afase movelfoi considerada adicdo del,5 mL desolvente
acetonaa um tubo de ensaio. Posteriormente, 20sgtdadicionada a parte inferior da
fita de papeWhatmamo® 1, o processo ocomeem triplicatae & fitasforamposicionada
em tubosde ensai® contendoa solvente acetona para a realizacdo da corrida
cromatografica. Ao fim do processo, as fifaimm cortadas ao meio separando as partes
inferiores e superiores e esfasam levadas ao contador gama (Perkin EImer modelo
Wizard® 2470) para leitura. As leituras obtividas a partir deste prot@ssasubmetidas

aos calculos de rendimento de marcacao e ob&as porcentagens da marcacao.

4.12. Estabilidade da Marcacéo

A estabilidade de marcacdo das nanoparticulas foi amalérchvés de
cromatografia em camada delgada com a fase estacionaria enWegtelann® 1 e a
fase mdvel em acetona em diferentes tempos: 0, 2, 4, 6 e 24h. Neste procesdoj 20 pL
adicionada a parte inferior das fitas de pajghhtmam?® 1 e as fitaforam posicionadas
em tubos de ensaios contendo a solvente acetona. Apés a corrida cromatografica as fitas
foram cortadas ao meio e as partes inferiores e superiores levadas ao contador gama
(Perkin Elmer modelo Wizafd2470) separadamente para leitura. Os resultftam

avaliados para a adricdo das porcentagens finais.
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4.13. Biodistribuicdo in vivo

A avaliacao de biodistribuicaas nanoparticulas foi realizada eamundongos
Balb/c machos adultos sadios. Os animais, em triplicata, f@@dministradogor via
intraocularcom 200nCi (7,4 MBq/0,1mL) das nanoparticulas radiomarcadas®¢6fc.
Apo6s duas horas os animais foram eutanasiados em camara de gas de dioxido de carbono
e dissecados. Os orgaos foram separados e uma amostra de sangue foi retirada para
avaliacao da atividade individual presente em cada 6rgdo através de leitura em contador
gama (Perkin Elmer modelo Wizard® 2470). Os resultados foram expressos em dose por

orgao.
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5 RESULTADOS

5.1Desenvolvimento das Nanoparticulas

A s Nf&ramsdesenvolvidas dentro da metodologia de dupla emulsificagdo com
evaporacao de solvente conforme descrito anteriornfeiliEeAL-NETO et al., 2019)
Posteriormente as NPOs foram submetidas ao
anticorpo monoclonal utilizando a metodologia da reacédo de carbodifKidRLUN;
STEPENSKY, 2014) Em s e g uwsifalam armlssadd$ Bu@andos processos de
caracterizacéo para avaliacdo do encapsulamento de farmacos e decoracdo da superficie.
Os resultados demostraram que foi possivel obter nanopartictéamartho médio ideal
(250 nm)e um indice de Polidispersdo (PDI) em Q,@Bda foi possivel observar a

presenca do anticorpo monoclonal na superficie da nanoparticula.

5.2 Caracterizacdo da Nanoparticula

O gréfico do tamanho médio das nanoparticoldilo apds a realizagdo do DLS
demonstrou que as NPo6s apresentaram um t ame
nm, demostrado através do pico estreito do grafico, sugerindo um sistema homogéneo
com tamanhos proximasvidenciado também com o resultado indice de Polidispersdo
(PDI) em 0,09 Figura 7. Este resultado foi confirmado atravésniaroscopia de forca
atbmica (AFM)gue evi denci ou o tamanho m®@e o das
300nmmencionado anteriormente e possibilitou a observac&ord@to esféricadas
N P 6(Bigura §. Imagens tardias mostram que as nanoparticulas podem se agregar

formando um sistema n&o maior que 500nm.

Grafico2: Grafico de DLS Dynamic Light Scattering
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Nota: O grafico mostra o tamanho médio das nanoparticulas encontrado na amostra que foi analisada. E
possivel observar queaior parte daparticulas apresentaram um tamanho médio de 200 a 300 nm.

Logo, a média de tamaniéode 350 nm

Fonte:A Autora, 2021

Figura8: Resultado da Microscopia de Forca Atdmica (AFM)
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Nota: A i Mostra o tamanho das nanoparticulas evidenciando que as particulas apresentam morfologia
regular observada no ultimo grafico que representa a frequéncia de leitura do micrdscBpiossivel
observar pela coloragdo vermelha da segunda imagerasqu@noparticulas apresentavam farmacos em
sua superficie. Este fato é evidenciado na terceira imagem onde além de ser possivel observar a efetividade
da decoracdo das particulas é possivel observar o encapsulamento dos farmacos através da coloragéo
azdada. G Nestas imagens conseguimos observar o tamanho médio das nanoparticulas, a integridade da
parede polimérica e a disperséo das particulas na amostra analisada.
Fonte:A Autora, 2021

E3Avalia-«0 da Citotoxicidade das NPOs

Anali sando 0S resul tados das NP O s em

observar uma pequenarizgao de resultados entre e(@gura 9 (CARBONE et al.,

2020; MAHOR et al., 2016; SHAZLY, 201Mpe modo geralnao foi possivel observar

uma variacdo estatistica entre as nanoparticulas avaliadas mesmo em concentragdes
diferentes, issge explicadevido arapida liberacdo de farmacos nos primeiros minutos,

efeito comumente observado em nanoparticulas devido a conjuga¢ao do farmaco com o
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polimero.(DIN et al., 2017; NASR et al., 2019; SOPPIMATH et al., 2001; ZHANG et
al., 2013)

Dessa formaa viabilidade celular foi determinada através do ensaio de MTT, que
€ baseado na habilidade das enzimas desidrogenases mitocondriais, presetitdas

vivas, em converter o sal amarelo tetrazolio para cristais de formazan lilas.

Grafico3: Grdico de MTT com diferentesoncentracdes de Nanoparticula
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Nota: No gréfico acima é possivel observar a similaridade de resultados sobre a citotoxicidade das
nanoparticulas em células de cancer de mama. O resultado € justificado pela ocorréncia do efito Busrt.
resultado, é possivel observar a viabilidade das célulasdam as concentra¢des indicando células vivas.
Legenda: PTX Paclitaxel, DTXi Docetaxel, NANGO' Nanoparticula

Fonte:A Autora, 2021.

5.4 Andlise da Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%)

De modo a quantificar o quanto de Paclitaxel e Docetaxel foram
absorvidos/encapsulados no processo de desenvolvimento das nanoparticulas

poliméricas, foi calculado a eficacia de encapsulagédo (EE%), usando a equagao:

EE% = total de PCX/ou DCX utilizado / quatidade total de PCX¥/ou
DCX no sobrenadante x100
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O resultado EE% encontradmwstrou que 61% do Docetaxel e 83% do Paclitaxel
foram encapsuladosas nanoparticula\ analise de EE% ¢é realizada por calculo de
quantidade dos farmacos utilizados e as quantidades de farmacos encontrados no
sobrenadante final ap6s o preparo das nanoparticul@ertanto estas analises
confirmaamaque a maior parte dos ativos utilizados foram encapsulaglusoatravam
se no interior da nanoparticula, fato corroborando no controle de qualidade da marcacao

radioativa realizadposteriormente.

5.5Avaliacéo da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As i magens topogr 8ficas obdte \bhaesdurapel a M
permitiram uma a sobrbas eancparticdas exanuinagas. Astinaagens
obtidas demonstram uma distribuicdo uniforme das nanoparticulas, com tamanhos
variando de 150 a 250 nandmetros. A morfologia das particulas é predominantemente

esférica, com algumas variacdes em forma, ind&side uma possivel polidispersao.

Além disso, foi possivel observar superficies lisas e homogéneas em muitas das
nanoparticulas, sugerindo um alto grau de pureza e uniformidade na producéo. A andlise
de tamanho de particulas revelou uma distribuicdo estreita em torno de um diametro
médio, indicando um controle preciso do processo de fabricacdo. Essa uniformidade
dimensional é crucial para garantir a reprodutibilidade e a eficacia das nanoparticulas em

diversas aplicacoes.

Em resumo, os resultados do MEV forneceram uma visédo abrangente e detalhada
das caracteristicas morfolégicas e estruturais das nanoparticulas investigadas. Essas
informagdes sédo fundamentais para o desenvolvimento e otimizacdo de processos de
sintese, bermomo para o entendimento de seu comportamento em diferentes contextos

aplicados, como na area de nanotecnologia, medicina e materiais avancados.

Nesse caso, a i ntera-«o com o al vo e S
comportamento biol-gico podem ser potenci a

decor a- «o estrutur al . Tal t ®cni ca consi ste



65

anticorpos monocl onai s na estrutur a extern

nanopar to?ncduel ahro-uwae o i aarstei cor po monocl onal E

Fi g@rMi cr oscopi ae WBiresldraddsnNamoparticulas de

Paclitaxel e Docetaxel.

Nota: Nas imagens acima é possivel observar as carateristicas morfoloégicas das nanoparticulas
polimérica contendo os dois ativos de interesse, o Paclitaxel e o Docetaxel. E possivel observar a
forma esférica com superficies lisas que caracterizacdo uma besesiiorante i processo de
producéo das nanoparticulas.

Fonte: A Autora, 2024

5.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é amplamente utilizado para identificar compostos organicos, como
polimeros, plasticospateriais farmacéuticos, produtos quimicos industriais, e mais. Cada
composto organico tem seu espectro de absor¢ao infravermelha devido as vibracdes

moleculares especificas.

Na regiao de 2858000 cm”1, sdo observadas bandas de absor¢cdo associadas as

vibracdes das ligacdesi. Essas bandas podem ser usadas para conéirprasenca de
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grupos alquilasNa regido de 1650750 cm?1, é possivel observar bandas de absorcao
associadas as vibracdes das ligacC=0. Tal resultadmode ser atribuido a presenca de

grupos cetona e éster.

Além da analise qualitativa, a intensidade das bandas de absor¢cdo no espectro
FTIR também pode fornecer informacdes sobre a concentracdo relativaimtes gr
funcionais na molécula doaPFlitaxel e Docetaxel Embora ambos 0s compostos
compartilhem muitas caracteristicas espectrais devido a sua estrutura quimica
semelhante, pode haver pequenas diferencas nos padrdes de absampacante
ressaltar que as diferencas entre os espectros FTIR do Paclitaxel e do Docetaxel podem

ser sutis e exigir uma analise cuidadosa.

Gréfico 4 Resultado de FTIR realizado na Nanoparticula contendo os dois

farmacos de interesse.

Absorbéncia (%)

Comprimento de ondas (cm™)

Nota: O resultado acima demostra a analise feita na nanoparticula polimérica contendo
os dois ativos de interesse, o Paclitaxel e o Docetaxel. Podemos observar os picos nas
regides 3000, caracteristico do grupamento alquilas e o pico na regiaat&i@ristico

do grupamento éster e cetonavide a similaridade das estruturgqsimicas, é possivel
observaqueambos os compostos dividem caracteristicas de absor¢éo.

Fonte: A Autora2024

5.7 Avaliagéo Bioquimica

O figado é o 6rgao responsavel pela homeostase de proteinas e o principal local

de sintese da grande maioria das proteinas plasmatiasavaliacdo bioquimica foi
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possivel observar que os niveis de ALT e AST permaneceram abaixo dos niveis de
referéncia o que indica uma atividade enzimética basal que consequentemente corrobora
a uma permeabilidade reversivel das membranas celulares dos hepatécitos indicando que
nao louve sinais de isquemia hepatobiliar, necrose ou colestese. Ainda sobre a avaliacdo
hepatica, ndo houve alteracdes nos niveis de creatinina (CRE) dessa forma demonstrando
que ndo houve insuficiéncia hepatica aguda, uma vez que alteracdes no metabolismo

enegético geralmente estdo presentes nestes casos.

De acordo com os resultados, obsesganiveis significativos de lactato
desidrogenase (LDiR) indicando uma catalizacdo de lactato para evitaclonulode
piruvato e dessa forma, mantem a continuidade de transferéncia do dinucleotideo de
nicotinamida adenina (NAD +) dando continuidade a glicdlise. As fibras musculares sao
as responsaveis pela absorcdo do lactato circulante na corrente sanguinea @ durante

contragdo dos musculos, 80% do lactato é eliminado pela oxidagéo.

Tabela9: Resultado da analise bioquimica das Nanoparticula

Nota: No quadro acima é possivel observar os resultados sobre a bioquimica das nanopadiasas
respectivas médias e compdaid com os valores em referéncia.

Legenda: ALT- Alanina transaminaseAST - AspartatoAminotransferaseCRE - Creatinina AMS -
Amilase LDH-PT Lactato Desidrogenas6&LU - Glicose

Fonte: A Autora2021

5.8.Marcacao Radioativae Controle de Qualidade

Importante considerar queTecnécio livre na forma de pertecnetato de sédio

(Na®"TcOy) quando em cromatografia em papel Whatman n°l em fase estacionaria e



