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RESUMO

DALMOLIN, Luciana Facco. lontoforese de nanodispersdes visando a imunoterapia
associada a terapia fotodinamica topica do melanoma. 2019. 137 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de
S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A associacdo da terapia fotodindmica (TFD) e da imunoterapia foi a estratégia investigada
neste trabalho para o tratamento topico do melanoma. Para viabilizar a administracdo do
fotossensibilizante lipofilico usado na TFD, a zinco ftalocianina (ZnF), na mesma formulacao
gue o anticorpo monoclonal anti-fator de crescimento endotelial vascular, o bevacizumabe, foi
desenvolvida uma nanoemulsé&o. A influéncia da nanoemulsdo contendo os farmacos na cito
e fototoxicidade de células de melanoma e na inibicao da proliferacéo de células do endotélio
foi verificada in vitro. A influéncia da iontoforese da nanoemulsdo na permeagdo cutanea
desses farmacos e distribuigcdo nas células tumorais foi investigada in vitro, em pele de porco,
e in vivo em melanoma induzido em camundongo. Neste Ultimo, a eficiéncia da TFD e da
imunoterapia no crescimento tumoral e na metéstase foi investigada apds administracdo via
intratumoral e tépica por iontoforese da nanoemulsdo. A nanoemulsdo O/A desenvolvida
apresentou-se estavel frente a aplicacao da corrente elétrica, capacidade de solubilizar
mais de 40 ug/mL da ZnF e de diminuir a agregacédo da ZnF em meio biol6gico. Em células
de melanoma B16F10, a ZnF mostrou maior potencial fototoxico quando incorporada na
nanoemulsdo do que quando em solucdo, apresentando IC50 de 192+6 ng/mL apos
irradiacdo, sendo que em associacdo ao bevacizumabe foi observada uma reducéo nesse
valor para 567 ng/mL. Além disso, a nanoemulséo foi capaz de aumentar em 4 vezes o
uptake celular da ZnF quando comparado a solugdo. O potencial anti-angiogénico do
bevacizumabe incorporado na nanoemulséo, avaliado em células endoteliais CRL-2922, foi
confirmado pela sua capacidade de inibir a migracéo celular de forma mais efetiva do que o
farmaco em solucéo apos 24 h de tratamento. In vitro, a nanoemulsdo aumentou a penetracao
da ZnF na pele quando comparada a uma emulsdo de composi¢ao idéntica. Na presenca de
apenas 30 min de iontoforese, a nanoemulsdo aumentou em quase 16 vezes a penetracao
da ZnF nas camadas mais profundas da pele quando comparada a iontoforese da emulsao.
In vivo, este periodo de aplicacdo permitiu que a ZnF alcangasse o melanoma induzido sob a
pele de camundongos C57BL6. O tratamento desse tumor por via intratumoral e iontoforética
com a nanoemulsao de ZnF e bevacizumabe seguido da TFD diminuiu em aproximadamente
8 vezes o crescimento tumoral em relagcdo ao controle. A aplicagéo topica com iontoforese se
mostrou tdo ou mais efetiva do que a administracdo intratumoral da nanoemulséo, uma vez
que a inibicdo do crescimento tumoral foi observada apdés um periodo mais curto de
tratamento quando a nanoemulsdo foi administrada por iontoforese do que por via
intratumoral. Os animais tratados por ambas as vias com a nanoemulsdo de ZnF e
bevacizumabe seguido da TFD nao apresentaram metastases, diferentemente dos demais. A
andlise histolégica dos tumores revelou a presenca de células apoptoticas nos grupos tratados
com a nanoemulsdo contendo os farmacos, indicando que este foi um dos mecanismos
responsaveis pelo efeito obtido. Desta forma, a iontoforese da nanoemulsdo de ZnF e
bevacizumabe seguido da TFD demonstrou ser uma estratégia promissora para o tratamento
tépico do melanoma.

Palavras-chave: Nanoemulsdo. Melanoma. Terapia FotodinAmica. Terapia Anti-
angiogénica. lontoforese.



ABSTRACT

DALMOLIN, Luciana Facco. lontophoresis-facilitated nano-dispersion delivery of
immunotherapy associated with topical photodynamic therapy for treatment of
melanoma. 2019. 137 f. Thesis (Doctor of Science) — Faculty of Pharmaceutical Sciences
in Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

The association of photodynamic therapy (PDT) and immunotherapy as a strategy for the
topical treatment of melanoma was investigated in this work. An O/A nanoemulsion was
developed to facilitate the administration of a photosensitizer, zinc phthalocyanine (ZnF) for
PDT and anti-vascular endothelial growth factor monoclonal antibody, bevacizumab, for
immunotherapy. The cytotoxicity and phototoxicity of drug-loaded nanoemulsion on melanoma
cells and inhibition of endothelial cell proliferation was evaluated in vitro. The influence of
iontophoresis on the cutaneous permeation of loaded drugs in the nanoemulsion and
distribution in tumor cells was investigated in vitro in pig skin and in vivo in mouse-induced
melanoma. In the latter, the efficiency of PDT and immunotherapy on tumor growth and
metastasis was investigated following intratumoral and iontophoretic topical administration of
nanoemulsion. The O/A nanoemulsion developed was stable under the application of electric
current, solubilized more than 40 pg/mL of ZnF and decreased the aggregation of ZnF in
biological medium. In B16F10 melanoma cells, ZnF-loaded nanoemulsion showed a higher
phototoxic potential than ZnF solution with an ICso of 192 + 6 ng/mL after irradiation, while in
combination with bevacizumab, a further reduction of ICso to 56 + 7 ng/mL was observed. In
addition, the nanoemulsion increased by 4 folds, the cellular uptake of ZnF when compared to
ZnF solution. The anti-angiogenic potential of nanoemulsion incorporated bevacizumab,
evaluated in CRL-2922 endothelial cells, was confirmed by its ability to inhibit cell migration
more effectively than the drug in solution after 24 h of treatment. In vitro, hanoemulsion
increased ZnF skin penetration when compared to an emulsion of identical composition. With
the application of only 30 min iontophoresis, nanoemulsion increased by almost 16 folds the
penetration of ZnF into the deeper layers of the skin when compared to iontophoresis of the
emulsion. In vivo, 30 min iontophoresis application allowed ZnF to reach melanoma induced
under the skin of C57BL6 mice. Intratumoral and iontophoretical treatment of the induced
tumor with the ZnF and bevacizumab loaded nanoemulsion followed by PDT decreased tumor
growth by approximately 8 folds in comparison to control. Topical application through
iontophoresis was observed to be as or more effective than intratumoral administration of
nanoemulsion, as the inhibition of tumor growth was observed within a shorter period of
iontophoretic nanoemulsion delivery rather than intratumoral treatment. Animals treated with
both ZnF and bevacizumab loaded nanoemulsion followed by PDT showed no metastasis,
unlike other treatment groups. Histological analysis of tumors revealed the presence of
apoptotic cells in the groups treated with drug-loaded nanoemulsion, indicating apoptosis as
one of the mechanisms responsible for the effect observed. Thus, iontophoretic delivery of ZnF
and bevacizumab loaded nanoemulsion followed by PDT was shown to be a promising
strategy for the topical treatment of melanoma.

Keywords: Nanoemulsion. Melanoma. Photodynamic Therapy. Anti-angiogenic therapy.
lontophoresis.
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1 INTRODUCAO

O melanoma cutaneo € o tipo mais agressivo de cancer de pele. Apesar de sua
incidéncia ser considerada baixa em relacdo aos outros tipos de cancer de pele, seus
nameros triplicaram nas ultimas trés décadas provocando uma situacdo alarmante,
visto que sua taxa de letalidade é bastante elevada em funcdo da rapida progressao
e disseminacao da doenca para outros orgaos (INCA, 2018).

Os tratamentos convencionais disponiveis incluem a intervencao cirargica, a
radioterapia e a quimioterapia, as quais podem ser combinadas. Existem muitos
problemas associados a estes tipos de tratamento, como os graves efeitos adversos
sistémicos e a resisténcia aos farmacos (CHIN; MERLINO; DEPINHO, 1998; MONGE-
FUENTES; MUEHLMANN; DE AZEVEDO, 2014). Neste contexto, na tentativa de
contornar esses problemas, novas alternativas tém sido exploradas, dentre elas a
imunoterapia e a terapia fotodinamica (TFD).

A imunoterapia se baseia na administracdo de citocinas (interferons e
interleucinas), anticorpos monoclonais ou outras substancias que estimulam o sistema
imunoldgico, modificando assim a resposta biolégica. O bevacizumabe é um anticorpo
monoclonal que vem sendo avaliado e utilizado na imunoterapia de diversos tipos de
cancer em associagdo com outros quimioterapicos (FUJITA et al., 2007; GERBER,;
FERRARA, 2005; LEE et al.,, 2008). Conhecido comercialmente como Avastin, 0
bevacizumabe foi o primeiro agente antiangiogénico aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para uso intravenoso no tratamento do cancer colorretal
metastatico em humanos (FERRARA et al., 2004). No tratamento do melanoma, pelo
menos dois estudos de fase Il mostraram um aumento na taxa de resposta objetiva e
de sobrevida global dos pacientes quando o bevacizumabe foi administrado por via
endovenosa em associagcdo com carboplatina e paclitaxel (PEREZ et al., 2009) e com
interferon-a (VARKER et al., 2007).

Apesar das evidéncias da efetividade da associacdo do bevacizumabe com
outras terapias, um grande problema associado a sua administracao sistémica € a
ocorréncia de efeitos adversos como proteinuria, hipertensdo, hemorragia, epistaxe,
ma cicatrizacdo de feridas e o tromboembolismo venoso e arterial (FERRARA et al.,
2004; GERBER; FERRARA, 2005; KIM et al., 2012).

A utilizacdo da via topica para administragéo do bevacizumabe vem a ser uma

estratégia interessante para tratar tumores de pele, pois pode proporcionar uma



diminuicdo destes efeitos adversos e uma liberacdo direta do anticorpo no local
pretendido. No entanto, a camada mais externa da pele, o estrato cérneo, constitui
uma eficiente barreira para a absorcao de substancias toxicas do ambiente e também
para a penetracdo de farmacos (JEPPS et al., 2013). A penetracdo cutanea passiva
do bevacizumabe, que é uma macromolécula de carater hidrofilico, até as camadas
da pele onde as células tumorais estdo localizadas €, portanto, dificultada pelo estrato
corneo.

A iontoforese € um meétodo fisico que tem sido utilizado com o objetivo de
aumentar a penetracéo de farmacos através do estrato corneo. Ela € uma técnica néo-
invasiva que utiliza uma corrente elétrica fraca, de até 0,5 mA/cm? (KALIA et al., 2004).
Especificamente, no tratamento do cancer de pele, a iontoforese tem sido utilizada
para aumentar a penetracao de quimioterapicos (HUBER et al., 2015; TAVEIRA et al.,
2014) e de agentes fotossensibilizantes (FSs) utilizados na TFD (GELFUSO et al.,
2008, 2011; LEMOS et al., 2016; LOPEZ et al., 2001).

A TFD tépica é uma modalidade terapéutica que vem sendo largamente
utilizada para varias doencas cutaneas, inclusive no tratamento do melanoma (BEACK
et al., 2015; MICHAILOV et al., 1997). Na TFD topica, o FS deve penetrar na pele e
se acumular preferencialmente nas células tumorais. A pele é entdo exposta a luz no
comprimento de onda adequado de acordo com o espectro de absorcdo do FS. O FS
absorve fotons e os fotoprodutos gerados por este processo (espécies reativas de
oxigénio e oxigénio singleto) levam a morte das células tumorais por meio de uma
série de reacdes fotoquimicas (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003). Os principais
eventos biolégicos provocados pela TFD que sdo de grande relevancia na terapia
antitumoral sdo: morte direta das células tumorais por necrose, apoptose ou autofagia,
isquemia tumoral seguida de danos vasculares induzidos pela TFD e ativacdo do
sistema imune contra os antigenos tumorais (AGOSTINIS et al., 2011).

Entretanto, a aplicacdo da TFD deve utilizar comprimentos de onda da luz em
que o tecido biologico seja mais transparente a radiacdo luminosa, uma vez que
componentes do proprio tecido, como a melanina, podem competir com o agente
fotossensibilizante pela absorcdo da luz. Devido a isso, geracfes modernas de FS,
que absorvem luz em comprimentos de onda entre 600 e 850 nm (considerada a
janela terapéutica da TFD), tém sido preferidas para o emprego no tratamento do
melanoma (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001). E o caso da zinco ftalocianina
(ZnF), principal FS de segunda geragéo, que exibe um elevado efeito fotodindmico



(SHAO et al., 2013). Entretanto, a ZnF € uma molécula extremamente lipofilica, o que
acaba dificultando seu uso clinico e a aplicacdo da iontoforese (GELFUSO et al.,
2011).

Os beneficios da TFD com a administracdo topica da ZnF podem ser aliados
aos beneficios da acao do bevacizumabe no tratamento do melanoma, uma vez que
a TFD deve atuar matando as células tumorais ja instaladas no tecido e o
bevacizumabe deve atuar impedindo o crescimento do tumor. Para isso, € necessaria
a utilizacao de um sistema de liberacdo capaz de possibilitar a administracao dos dois
farmacos associados, auxiliar na penetracdo na pele e ainda permitir a aplicacdo da
iontoforese, necesséria para direcionar os farmacos para as células tumorais e
permitir que altas concentracfes dos mesmos cheguem as camadas da pele onde
estas células estdo localizadas.

As nanoemulsfes 6leo-em-agua (O/A) tém sido propostas como potenciais
sistemas nanodispersos para a veiculacdo de moléculas lipofilicas e de
macromoléculas como anticorpos (HAGIGIT et al., 2012; RAI et al., 2018). Devido as
goticulas nanométricas da fase oleosa que as compdem (entre 50 e 500 nm),
nanoemulsdes sdo sistemas altamente estaveis e de natureza fluida. Quando aplicada
topicamente, a nanoemulsdo pode interagir com a barreira do estrato corneo,
desorganizando-a e permitindo desta forma o aumento da penetragcéo e particdo dos
farmacos que ela carreia para as camadas mais profundas da pele (MD et al., 2017;
RAI et al., 2018). Ainda, nanoemulsées O/A podem permitir a passagem de corrente
elétrica, possibilitando assim a aplicacdo da iontoforese, melhoram a estabilidade de
farmacos e sao capazes de veicular altas concentracfes de substancias lipofilicas,
como a ZnF (SIBATA; TEDESCO; MARCHETTI, 2004; YU et al., 2018).

Portanto, o presente trabalho visa o desenvolvimento de nanoemulsdes
contendo bevacizumabe e ZnF para administracdo por iontoforese visando o
tratamento toépico de melanoma cutéaneo por imunoterapia e TFD.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MELANOMA CUTANEO

A pele é o 6rgéo de maior extensao do corpo humano. Existem diferentes tipos
de cancer que podem acometer este 6rgdo sendo divididos entre cancer de pele do
tipo ndo melanoma, que sao os mais comuns e incluem o carcinoma basocelular e o
carcinoma escamoso celular, e o cancer de pele do tipo melanoma (TRACEY; VIJ,
2019). Mais de 90% dos casos de melanoma séo cutaneos, ou seja, se localizam na
pele, porém este tipo de tumor pode também se desenvolver inicialmente no olho ou
em mucosas.

O melanoma cutaneo € o tipo mais agressivo dentre as neoplasias que
acometem a pele. Apesar de representar apenas 3% de todos o0s casos de cancer de
pele, ele € considerado o principal causador de mortes pela doenca. Nos Estados
Unidos o melanoma é o sexto cancer mais diagnosticado, alcancando proporcées
epidémicas (TRACEY; VIJ, 2019). No Brasil esta entre os mais frequentes em adultos
jovens (20-39 anos), especialmente nas mulheres (“Estatistia para Cancer de Pele
Melanoma - Instituto Oncoguia”, 2018), assim como na Australia onde representa a
oitava causa mais comum de morte por cancer em pacientes desta mesma faixa etaria
(HARTMAN:; LIN, 2019).

Para cada ano do biénio 2018-2019 o Instituto Nacional do Céancer (INCA)
estimou que 2920 novos casos de melanoma sejam diagnosticados em homens e
3340 em mulheres, totalizando 6260 novos casos em toda a populagéo brasileira. Os
nameros do melanoma séo especialmente preocupantes uma vez que revelam uma
tendéncia de aumento das taxas nos ultimos 30 anos (INCA, 2018).

Existe uma série de fatores de riscos que estdo envolvidos com o surgimento
da doenca. A radiacao ultravioleta por exposicéo ao sol ou bronzeamento artificial, a
presenca de nevos melanociticos ou displasicos, historico familiar da doenca ou
caracteristicas fenotipicas favoraveis como cabelos louros e olhos e pele clara sédo
alguns deles. O melanoma é cerca de 20 vezes mais frequente em pessoas de raca
branca do que negra (SCHADENDOREF et al., 2018).

Para se diferenciar nevos benignos de nevos sugestivos de melanoma existe
uma regra internacional proposta pela Sociedade Americana de Cancer, chamada
regra do “ABCDE”, que aponta os sinais e caracteristicas indicativos de um nevo de

pele do tipo melanoma. Estes sinais sao a assimetria da lesao (letra A), presenca de
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bordas irregulares com contorno mal definido (letra B), diferentes tonalidades de cores
em uma mesma leséo (letra C), diametro maior que 6 milimetros (letra D) e evolucao
da lesdo com o passar do tempo (letra E) (ABBASI et al., 2004; ARRANGOIZ et al.,
2016; CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017).

O melanoma tem origem nos melanadcitos, células localizadas na camada basal
da epiderme responsaveis pela producdo da melanina. A melanina é um pigmento
sintetizado em organelas especializadas denominadas melanossomas. Logo apoés a
sintese, a melanina é distribuida para os queratinécitos circundantes, acumulando-se
proximo a regido do nucleo, sendo responsavel pela cor da pele (MEYLE;
GULDBERG, 2009).

A interacdo complexa entre fatores desencadeantes exdégenos e enddgenos,
bem como fatores imunoldgicos e fatores intrinsecos ao tumor, leva a transformacao
dos melandcitos normais em células neoplasicas do melanoma, oriundas de mutacdes
e aberracdes genéticas provocadas no DNA celular (SCHADENDORF et al., 2018).

A disseminacdo do melanoma é resultado tanto das mutacfes genéticas como
de alteracbes do microambiente tumoral como a superexpressao de
metaloproteinases (MMP-9 e MMP-2) que induzem a degradacéo de componentes da
matriz extracelular e favorecem a invaséo e infiltracdo do tumor através da corrente
sanguinea (MORO; MAUCH; ZIGRINO, 2014).

As mutacdes mais frequentes do melanoma afetam genes que controlam
diferentes mecanismos do processo celular, como a proliferacdo (BRAF, NRAS, NF1),
crescimento e metabolismo (PTEN e KIT), resisténcia a apoptose (p53) e controle do
ciclo celular (CDKN4A) (EGGERMONT et al., 2014; LEONARDI et al., 2018; SHAIN;
BASTIAN, 2016).

Estes genes codificam proteinas que participam em diferentes vias moleculares
especificas que se encontram desreguladas no melanoma: a via das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) como resultado das mutacbes nos genes
NRAS, BRAF e KIT, a via da Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3SK/AKT) como
consequéncia de mutacdes no gene NRAS e PTEN e da expressdo desregulada de
AKT e a via da pl16INK4A (inibidor das quinases dependentes de ciclina) devido a
mutacdes principalmente em CDKN4A, BRAF e p53 (Figura 1) (TRACEY; VIJ, 2019;
WANGARI-TALBOT; CHEN, 2013).



Figura 1 — Vias moleculares que se encontram desreguladas no melanoma.
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Fonte: Adaptado de (EGGERMONT et al., 2014).

Do ponto de vista clinico e histoldgico, o desenvolvimento do melanoma € um
processo de multiplas etapas com diferentes caracteristicas. A classificacdo geral dos
estagios do melanoma é estabelecida de acordo com a espessura do tumor, 0
envolvimento dos linfonodos e a presenca de metastase (SCHADENDOREF et al.,
2018).

Sendo assim, com base na classificacdo do American Joint Committee on
Cancer, atualizada em 2017 (KEUNG; GERSHENWALD, 2018), no estagio 0, também
chamado de melanoma in situ, ja existem melanécitos anormais (células do
melanoma) na epiderme, porém o tumor ainda ndo esta formado (Figura 2a). No
estagio |, a proliferacao destes melandcitos leva a formacao do tumor primario que se
encontra em fase de crescimento radial, ou seja, desenvolve-se dentro da epiderme
sem invadir a derme. O estagio | pode ser subdividido em estagio I1A, em que a leséo
tumoral € menor do que 1 mm de espessura e ndo apresenta ulceracédo, e estagio IB,
em que a espessura € também menor do que 1 mm, porém com ulceracdo da lesédo
ou entdo o tamanho do tumor varia de 1 a 2 mm, sem ulceracéo (Figura 2b).

A medida que o tumor evolui, as células do melanoma adquirem maior potencial
invasivo e com isso o tumor passa da fase de crescimento radial para a fase de

crescimento vertical com invasado da derme, sendo considerado de estadiamento 2.



O estégio Il se divide em 3 fases. Quando o tumor tem espessura entre 1 e 2
mm com ulceracdo ou espessura entre 2 e 4 mm sem apresentar ulceracao o estagio
€ chamado de IlIA. Se a espessura for entre 2 e 4 mm mas com ulceracdo ou maior
gue 4 mm sem ulceracdo, o estagio ja é considerado um pouco mais avancado —
estagio 1IB. Na terceira fase do estagio Il (estagio 1IC) a lesdo € maior que 4 mm de
espessura e apresenta ulceragcdo, porém os linfonodos préximos ainda nao foram
atingidos (Figura 2c).

O estéagio lll é aquele no qual, independente da espessura do tumor ou da
presenca ou ndo de ulceragdo, as células neoplésicas ja se espalharam para um ou
mais linfonodos ou estdo em um vaso linfatico entre o tumor primario e os linfonodos
préoximos. Além disso, novas pequenas lesdes tumorais podem ser encontradas sobre
a pele préximas ao tumor primario (Figura 2d).

Por fim, no quarto e Ultimo estagio, o cancer ja apresenta metastase e células
de melanoma séo encontradas em um ou mais tecidos do corpo, como figado, pulméao

ou tecidos moles (Figura 2e).



Figura 2 - Estagios do melanoma: (a) estagio 0, (b) estagio I, (c) estagio Il, (d) estagio lll, (e)

estagio IV.
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Existem 4 subtipos principais de melanoma que podem ser distinguidos de
acordo com as diferencas clinicas e histolégicas entre eles: melanoma disseminativo
superficial, nodular, lentigo maligno e lentiginoso acral (OSSIO et al., 2017).

O tipo extensivo superficial € o responsavel por cerca de 70% dos casos de
melanoma e é também o mais comum em jovens. Aparece ha pele como uma mancha
plana ou levemente elevada de pigmentacao variada e com bordas irregulares que
geralmente se localiza nas costas ou membros inferiores. Apresenta uma fase de
crescimento radial mais longa que favorece o diagndéstico no estagio inicial da doenca.
Este subtipo de melanoma é comumente associado a mutacfes do gene BRAF
(CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017; SHAIN; BASTIAN, 2016).

O melanoma nodular é o subtipo mais invasivo que pode aparecer de forma
repentina como um nevo elevado, bem delimitado com coloracdo castanho claro,
marrom-avermelhada ou preta que cresce rapidamente e pode eventalmente ulcerar
e sangrar. E o segundo subtipo mais frequentemente encontrado, em torno de 15 a
30% dos casos de melanoma (ARRANGOIZ et al., 2016; CRAYTHORNE; AL-NIAMI,
2017; OSSIO et al., 2017; SHAIN; BASTIAN, 2016).

O lentigo maligno ocorre geralmente no rosto e em pessoas com faixa etaria
maior do que 60 anos, pois estd associado ao dano provocado pela exposi¢édo da pele
ao sol. Representa 4 a 10% dos casos. Desenvolve-se como uma mancha geralmente
plana de crescimento assimétrico, bordas irregulares e coloracdo castanha a marrom
escuro (ARRANGOIZ et al., 2016; OLSZOWSKI et al., 2017).

O melanoma lentiginoso acral € mais especificamente encontrado em
pessoas da raca negra e se localiza nas unhas das maos ou dos pés, palmas das
maos ou sola dos pés. Corresponde de 2 a 3% dos casos de melanoma e inicia como
uma mancha preta ou marrom (OSSIO et al., 2017).

Classificacdo, estadiamento e subtipo de melanoma em conjunto devem ser
considerados para o progndstico e tratamento da doenca.

As propriedades moleculares diferenciadas das células cancerigenas do
melanoma garantem a elas ndo s6 evasao da apoptose e potencial de crescimento
ilimitado, como também favorecem a angiogénese tumoral necessaria para a
ocorréncia de metéastases (LIU; SAEED SHEIKH, 2014).

A angiogénese € um processo de grande importancia para proliferacéo,
nutricdo e sobrevivéncia das células tumorais (JOUR; IVAN; AUNG, 2016). O

desenvolvimento de novos vasos no processo tumoral pode ocorrer tanto pelo
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recrutamento de células progenitoras endoteliais diretamente da medula 6ssea ou
através da ativacdo por células perivasculares de vasos ja existentes, quanto pela
habilidade das proprias células do tumor de adquirirem um fendtipo endotelial e
participarem da formacao de novos vasos (mimetismo vascular) (JAYSON et al., 2016;
KERBEL, 2008). E por meio destes vasos sanguineos que as células do melanoma
atingem a circulacdo e migram para outros 6rgdos do corpo resultando no
aparecimento de metastases.

Entender o mecanismo molecular e fisioldgico envolvido na evolucédo do
melanoma, bem como as caracteristicas histolégicas de cada subtipo ou estagio da
doenca permite maiores chances de sucesso na escolha do tratamento e também na

busca de novas opc¢des terapéuticas eficazes.

2.2 TERAPIAS DISPONIVEIS PARA O TRATAMENTO DO MELANOMA

Assim como toda doenca, fatores como o estagio do cancer, o local da leséo,
0 subtipo de melanoma e o quadro clinico geral da saude do paciente devem ser
levados em consideracédo para se definir o tratamento do melanoma.

Nos estagios bem iniciais da doenca a abordagem de ressecc¢do cirirgica
com a retirada de ampla margem de seguranca € a primeira opc¢ao, sendo que a
cirurgia pode envolver ainda a retirada dos linfonodos proximos. Muitas vezes a
remocao cirdrgica pode também ser combinada com outras terapias (TRACEY; VIJ,
2019).

Dentre os tratamentos terapéuticos disponiveis, a radioterapia e a
quimioterapia sdo 0s mais convencionais. A quimioterapia envolve o uso de
substancias quimicas que afetam o funcionamento celular. O primeiro quimioterapico
aprovado para o tratamento do melanoma foi a decarbazina em 1976, cujo mecanismo
de acédo envolve a alquilagdo do DNA celular (HARTMAN; LIN, 2019). A taxa de
resposta global obtida em estudos com o tratamento por este farmaco, varia em torno
5 e 20% e foi observado que 2% dos pacientes tratados sobreviveram mais do que 5
anos (AHMANN et al., 1989; BAJETTA et al., 1994; JELIC et al., 2002; SERRONE et
al., 2000; SILENI et al., 2001). Analogo da decarbazina, a temozolomida, proé-farmaco
convertido no mesmo metabdlito ativo da decarbazina em pH fisiolégico, apresenta a
vantagem de ser capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica (NEWLANDS et
al., 1997). Esta propriedade o torna mais efetivo do que a decarbazina em casos de

melanoma avancado onde existem células metastaticas de melanoma no cérebro
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(MIDDLETON et al., 2000).

Em funcdo da baixa resposta da monoterapia, combinacbes com outros
guimioterapicos como tamoxifeno, cisplatina, vincrastina sdo empregados na maioria
dos casos para se obter respostas clinicas mais efetivas (FALKSON et al., 1998;
JELIC et al., 2002; SILENI et al., 2001).

Uma grande desvantagem associada a quimioterapia € a resisténcia aos
farmacos, cuja principal causa se da pela prépria resisténcia a apoptose das células
tumorais ou pela acdo dos melanossomas, que expulsam e degradam o farmaco,
impedindo sua acdo (CHIN; MERLINO; DEPINHO, 1998; MONGE-FUENTES;
MUEHLMANN; DE AZEVEDO, 2014; SOENGAS; LOWE, 2003). Desta forma,
embora a quimioterapia tenha sido a primeira terapia utilizada para o tratamento do
melanoma avancado, atualmente ela vem sendo mais empregada como tratamento
paliativo de melanomas refratarios ou recidivados (DOMINGUES et al., 2018).

Quanto a radioterapia, 0 melanoma €é considerado um tumor radioresistente
(KORCUM et al., 2009). O tratamento com radiacdo de alta energia para induzir a
morte das células tumorais ainda é utilizado, mas as indica¢des da radioterapia tem
sido cada vez menores (ESPENEL et al., 2017). E indicada como adjuvante no
tratamento do melanoma depois da excisdo cirlrgica completa de um melanoma
primario e apos a linfadenectomia com o objetivo de reduzir o risco de recorréncia do
tumor ou como tratamento paliativo em casos de pacientes com sintomas induzidos
por metastase (HENDERSON et al., 2015).

Com o avancgo das pesquisas na compreensao dos mecanismos moleculares
e imunoldgicos envolvidos na progressdo do melanoma, novas e especializadas
terapias surgiram a partir de 2010 e tém sido aprovadas para o uso no tratamento do
melanoma pelo FDA, entre elas a imunoterapia e a terapia-alvo (DOMINGUES et al.,
2018).

Antes mesmo desta nova era de avanc¢os, uma tentativa de imunoterapia e
vacinacao foi realizada entre 1995 e 1998, quando o uso de interferon alfa (IFN-a) e
interleucina-2 foram aprovados para o tratamento do melanoma com a finalidade de
aumentar a resposta imune do paciente contra as células tumorais. Como adjuvante
e utilizado em altas doses, o IFN-a demonstrou aumentar de 5 a 10% a sobrevida livre
de reincidiva e de 2 a 5% a sobrevida global em estudos clinicos (BAJETTA et al.,
1994; IVES et al., 2017; MOCELLIN et al., 2010). A monoterapia com altas doses de

interleucina-2 também demonstrou bons resultados na resposta objetiva global (5-
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27%), porém a alta toxicidade é um fator bastante limitante para seu uso (ATKINS et
al., 1999, 2000; PETRELLA et al., 2007).

A recente utilizacdo da imunoterapia teve como alvo o antigeno 4 associado
ao linfocito T citotoxico (CTLA-4) e a proteina de morte celular programada 1 (PD-1).
Esses sao receptores imunomoduladores expressos em células T que sdo ativados
pelas células tumorais. Esta ativagdo causa a morte ou a inativacdo funcional das
células T impedindo que estas exercam suas funcdes imonoregulatérias contra o
agressor (CARREAU; PAVLICK, 2019). Anticorpos monoclonais contra CTLA-4
(ipilimumabe) e contra PD-1 (nivolumabe e pembrolizumabe) foram aprovados em
2011 e 2014, respectivamente, para o tratamento do melanoma. O ipilimumabe, em
ensaio clinico de fase lll, foi o primeiro imunoterapéutico a demonstrar melhora
significativa da sobrevida global de pacientes com melanoma metastatico (HODI et
al., 2010). Um outro estudo de fase Ill em pacientes com melanoma metastéatico que
foram tratados com ipilimumabe associado a quimioterapia com decarbazina também
demonstrou um aumento da sobrevida de 9,1 meses para 11,2 meses quando o
anticorpo foi utilizado (ROBERT et al., 2011).

O nivolumabe e pembrolizumabe, quando desenvolvidos, também
demonstraram boas e significantes melhoras na sobrevida global dos pacientes com
melanoma metastatico. Dados de um estudo clinico de fase I/l revelaram uma
resposta global de 31% e uma média de sobrevida global de aproximadamente 17
meses com o tratamento com nivolumabe (TOPALIAN et al., 2012, 2014). Em um
estudo de fase lll a sobrevida livre da doenca e a resposta global foram aumentadas
em 2,9 meses e 26% respectivamente, quando se utilizou o tratamento combinado de
nivolumabe e decarbazina em pacientes com melanoma metastatico em comparacao
com a monoterapia quimioterapica (ROBERT et al., 2015a).

O efeito do pembrolizumabe foi maior que o do ipilimumabe em pacientes com
melanoma avancado em estudo clinico de fase Ill, com a sobrevida livre de doenga
prolongada, maior sobrevida global (33% quando tratados com pembrolizumabe e
12% quando tratados com ipilimumabe) e menor toxicidade (ROBERT et al., 2015b).

Tao significativo quanto a imunoterapia foi o avanco obtido com a terapia alvo,
visto que aproximadamente 70% dos pacientes com melanoma cutaneo apresentam
modificacdes em genes especificos. Este tipo de terapia utiliza pequenas moléculas
que sao inibidores especificos de proteinas mutantes das vias de sinalizacao

relacionadas com a proliferacdo das células tumorais e progresséo da doenca. Dentre
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estas moléculas estéo inibidores seletivos de BRAF V600E, tais como vemurafemibe,
dafrafenibe e encorafenibe, e de MEK, tais como trametinibe, cobimetinibe e
binimetinibe (DOMINGUES et al., 2018).

Varios estudos reportam mais de 50% de regressdo tumoral com o uso de
vemurafenibe na maioria dos pacientes com melanoma que apresentam mutacédo em
BRAF (CHAPMAN et al., 2011; FLAHERTY et al., 2010; RIBAS et al.,, 2011). A
combinacéao de inibidor de MEK (trametinibe) com inibidor de BRAF (dabrafenibe) foi
aprovada pelo FDA em 2014 pois demonstrou bons resultados de aumento da
resposta objetiva e reducéo de 25% do risco de progresséo da doenca (EROGLU;
RIBAS, 2016; FLAHERTY et al., 2012; LIU et al., 2017; LONG et al., 2014). Diversos
estudos clinicos utilizando inibidores de BRAF e MEK combinados entre eles ou em
combinag¢do com a radioterapia, imunoterapia e outras terapias alvo estdo sendo
testados (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2019), pois na terapia alvo
também ocorre o problema da rapida resisténcia do tumor ao tratamento, devido a um
mecanismo de compensacédo de outras vias (RIZOS et al., 2014).

No geral, por mais que grandes avangos em numero e tipos de terapias tenham
sido alcancados, ainda existem muitas limitacbes e obstaculos no tratamento do
melanoma. Um deles sdo os severos efeitos adversos que ocorrem devido,
principalmente, a falta de seletividade dos diferentes tipos de terapias, ja que todas
sao utilizadas pela via oral ou parenteral e acabam atingindo também células e vias
regulatorias normais do organismo. O outro grande obstaculo é a eficiéncia reduzida
dos tratamentos associada aos mecanismos de resisténcia do tumor para as terapias
alvo, imunoldgicas, quimio e radioterapicas e ao rapido poder metastatico deste tumor
(LIU et al., 2018).

Assim, a exploracdo de diferentes terapias combinadas e vias de administracéao
alternativas na tentativa de contornar esses problemas é de extrema importancia.
Neste sentido, a terapia anti-angiogénica associada a TFD topica merece atencao pois
pode ser capaz de contornar os dois grandes desafios do tratamento do melanoma:
os efeitos adversos sistémicos e a rapida disseminacdo do tumor para outros 6rgaos.
Esta associacdo inovadora ja tem sido estudada no tratamento de doencas
degenerativas oculares, com a aplicagcdo de um anticorpo antiangiogénico e de um
agente fotossensivel seguida da TFD (KABEEL et al., 2008; SAVIANO et al., 2014).
No entanto, ainda néo foi avaliada em tumores cutaneos devido, principalmente, a

dificuldade em se associar estas duas terapias em um unico sistema de veiculacao
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capaz de permitir a penetracdo de quantidades suficientes dos principios ativos a
partir da aplicagéo topica na pele. Estas duas terapias, em especial, serdo detalhadas

nas proximas secoes.

2.3 TERAPIA ANTIANGIOGENICA: BEVACIZUMABE

Uma promissora abordagem da imunoterapia no tratamento do melanoma é a
terapia anti-angiogénica. Como ja mencionado, a angiogénese € um processo critico
para o crescimento do melanoma e que estad totalmente correlacionado com a
ocorréncia das metastases (NIKOLAOU et al., 2013).

Visando uma alternativa terapéutica eficaz para o tratamento de tumores, o
mecanismo de inibicdo da angiogénese tumoral foi proposto por Folkman em 1971. A
partir dai muitos estudos comecaram a ser realizados e novas moléculas
antiangiogénicas passaram a ser testadas em pacientes (FOLKMAN, 1971).

A formacdo de novos vasos € controlada por uma variedade de fatores
angiogénicos, dentre os quais o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é
considerado o mais importante tanto na regulacdo da angiogénese fisiolégica como
na patoldgica (BERGERS; BENJAMIN, 2003). O aumento da demanda de oxigénio e
nutrientes causado pela rapida proliferacdo das células tumorais leva a hip6xia local
e faz com que as células do melanoma passem a secretar maiores quantidades de
VEGF (ROFSTAD; DANIELSEN, 1998; SENGER et al., 1983), responsavel por
desencadear o mecanismo de neoangiogénese tumoral.

O VEGF pertence a superfamilia de genes VEGF que é constituida pelas
isoformas VEGF-A (na maiora das vezes referido somente como VEGF por ser o mais
expresso), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento placental — P1GF
(FERRARA et al., 2004).

O VEGF tem sua acdo mediada pela ligacdo com receptores da familia das
tirosina quinases nas células endoteliais, que incluem o VEGFR1, VEGFR2 e
VEGFR3 (JAYSON et al., 2016). O VEGF-A é o principal mediador no processo da
angiogénese tumoral através da ativacéo do receptor VEGFR2 que constitui a via de
sinalizacdo responsavel pelos efeitos angiogénicos, tais como alteracbes na
permeabilidade vascular, proliferacdo endotelial, invasao, migracéo e sobrevivéncia.
O receptor do tipo 1 (VEGFR1) tem alta afinidade pelo VEGF, porém sua ativacao de
quinases é fraca, ja o receptor do tipo 3 (VEGFR3) esta ligado principalmente a

formacéo de novos vasos linfaticos (Figura 3) (FERRARA et al., 2004).
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Figura 3 - Isoformas de VEGF e suas ligacbes com os receptores de tirosina quinase nas
células endoteliais.
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Fonte: Adaptado de (FERRARA et al., 2004).

Os tumores malignos, como o melanoma, sao altamente vascularizados e
superexpressam o VEGF-A. Estudos ja demonstraram que niveis muito maiores de
VEGF sédo encontrados em les@es primarias de melanoma do que em nevos benignos
da pele e que a superexpressao de VEGF em melanomas esta relacionada com piores
prognosticos e aumento de metastase tumoral (BIRCK et al., 1999; CLAFFEY et al.,
1996; GORSKI; LEAL; GOYDOS, 2003; SALVEN; HEIKKILA; JOENSUU, 1997;
UGUREL et al., 2001).

O bevacizumabe, comercialmente conhecido como Avastin®, foi o primeiro
agente antiangiogénico aprovado pelo FDA para uso intravenoso no tratamento do
cancer colorretal metastatico em humanos em combinagdo com o quimioterapico
fluorouracil (FERRARA et al., 2004). Atualmente ele é aprovado também para o
cancer metastatico de colon, cancer de pulmédo de nédo pequenas células, cancer de
mama, cancer de células renais metastatico, cancer epitelial de ovario, tuba uterina e
peritoneal priméario e cancer de colo do Gtero (FERRUCCI et al., 2015). E um anticorpo
monoclonal anti VEGF de massa molecular de 149kDa, constituido por 214

aminoacidos, desenvolvido por tecnologia de DNA recombinante em células de ovario
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de hamster chinés, sendo considerado 93% humano e 7% murino (GOMES et al.,
2012).

O bevacizumabe se liga com grande afinidade e neutraliza todas as isoformas
de VEGF-A, impedindo que estas se liguem ao receptor do tipo 2 e ativem a cascata
sinalizadora da angiogénese (Figura 4) (FERRARA et al., 2004; FERRARA; HILLAN;
NOVOTNY, 2005).

Figura 4 - Esquema representativo do mecanismo de a¢édo do bevacizumabe (Avastin).
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Fonte: Adaptado de (GENENTECH, 2019).

A aprovacéo para o uso ocorreu em 2004 em fungéo de respostas significativas
que foram obtidas em estudos clinicos. Um estudo randomizado de fase Il
demonstrou que a associacdo de bevacizumabe com irinotecano, 5-fluorouracil e
leucovorina levou a uma melhora significativa tanto na sobrevida global quanto na
sobrevida livre de progressédo e taxa de resposta geral em pacientes com cancer
colorretal metastatico (HURWITZ et al., 2004). Outro estudo de fase Ill em pacientes
com céancer de mama metastatico avaliou a associacdo de bevacizumabe com
paclitaxel e obteve resultados positivos para o aumento da sobrevida livre de
progressao (MILLER et al., 2007). No tratamento do cancer de pulméo, a adicédo de
bevacizumabe ao regime terapéutico com paclitaxel e carboplatina também revelou
beneficio significativo de sobrevivéncia dos pacientes que apresentaram sobrevida
livre de progressao prolongada e melhora na taxa de resposta (SANDLER et al.,
2006).

Embora o bevacizumabe ainda n&o tenha sido aprovado para o uso no

tratamento do melanoma, varios estudos ja tém obtido respostas satisfatorias da sua
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acao no tratamento deste tipo de tumor. Um estudo randomizado de fase Il associando
bevacizumabe com carboplatina e paclitaxel verificou aumento na taxa de resposta
objetiva e na sobrevida global dos pacientes com melanoma em estagio IV (PEREZ
et al.,, 2009). O mesmo beneficio foi verificado por outro grupo, cuja mesma
associagao conduziu a um aumento na sobrevida livre de progressao bem como na
sobrevida global, com taxa de resposta objetiva de 25% (KIM et al., 2012). Quando
associado com temozolomida, resultados promissores também foram demonstrados
com uma resposta global de 16% e curiosamente no grupo de pacientes com
melanoma que apresentavam a mutacao do gene BRAF o tempo de sobrevida global
foi maior (VON MOOS et al., 2012). Atualmente, varios estudos clinicos estdo sendo
conduzidos, inclusive combinando inibidores de BRAF com o bevacizumabe no
tratamento do melanoma (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2019).

O bevacizumabe ja foi testado também em combinacdo com outros
imunoterapicos para o tratamento do melanoma (HODI et al., 2011). Em estudo de
fase Il, a co-administracdo de bevacizumabe com IFN-a levou a uma resposta clinica
satisfatoria em 24% dos pacientes com melanoma em estagio avancado e a
estabilizagcdo da doenga em outros 20% (VARKER et al., 2007).

Além do bevacizumabe, outros agentes antiangiogénicos ja foram

desenvolvidos e aprovados, porém ele é ainda o mais estudado.

2.4 TERAPIA FOTODINAMICA: ZINCO FTALOCIANINA

O potencial terapéutico da luz foi descoberto por Raab que observou que a
combinagdo do corante laranja de acridina com a luz levava a morte de
microorganismos (ALLEN; SHARMAN; VAN LIER, 2001). A partir disso, a fototerapia
teve seu inicio em 1901 quando o pesquisador Niels Finsen utilizou da luz (UV e
infravermelho) para o tratamento da variola e da tuberculose cutanea (ROELANDTS,
2005). Sua pesquisa o levou ao prémio Nobel em 1903, mesmo ano em que 0 termo
“fotodinamica” foi introduzido por Tappeiner e Jesionek que conduziram 0s primeiros
testes da TFD para o tratamento de tumores da pele aplicando topicamente eosina e
incidindo luz (TAPPENIER; H, 1903). Com o passar do tempo e com os resultados
promissores obtidos por Thomas Dougherty em estudos clinicos em humanos
utilizando a TFD (DOUGHERTY et al., 1975, 1978), ela passou a ser reconhecida
como uma modalidade de tratamento para o cancer. Com isso, em 1993 o primeiro

FS - Photofrin® - foi aprovado para o uso clinico no tratamento do cancer de bexiga
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(DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003).

A TFD acontece como resultado de reacdes fotoquimicas e processos
fotofisicos causados pela combinacdo de uma molécula fotossensibilizante (FS) com
a luz, em um microambiente com a presenca de oxigénio molecular. Esses 3
componentes (FS, luz e oxigénio) sao fundamentais para que o efeito fotodinamico
ocorra de forma eficiente (AUSTIN et al., 2017).

O agente FS geralmente é administrado por via endovenosa ou topica. A
aplicacao topica garante maior seletividade visto que o FS é administrado no sitio do
tratamento, com incidéncia direta da luz. Além disso, a TFD tdpica é uma abordagem
menos invasiva que vem sendo largamente utilizada para varias doencas cutaneas,
inclusive no tratamento do melanoma (BALDEA et al., 2018; BALDEA; FILIP, 2012;
BEACK et al., 2015).

Na TFD tépica, o FS deve penetrar na pele e se acumular preferencialmente
nas células tumorais. A pele é entao exposta a luz no comprimento de onda adequado

de acordo com o espectro de absorcao do FS (Figura 5).

Figura 5 — Esquema ilustrativo da terapia fotodinamica topica.
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O processo de fotossensibilizacdo pode ser entendido pela interpretagéo do
Diagrama de Jablonski (Figura 6) (BALDEA, FILIP, 2012). Antes do FS absorver a luz
ele se encontra em seu estado eletronico fundamental singleto (So). Quando irradiado
pela luz em comprimento de onda especifico, 0 FS € excitado e, pela absorcdo de
fétons, passa para o estado singleto excitado. Este é constituido de varios subniveis
vibracionais (S1 - Sn) e tem um tempo de vida curto (da ordem de nanosegundos). Por
isso, 0 FS tende a perder rapidamente sua energia. Neste processo de perda ele pode

voltar ao seu estado fundamental (So), resultando na emissdo de fétons e gerando
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fluorescéncia, ou, através do cruzamento intersistema (ISC), passar para um estado
metaestavel de longa vida (microssegundos), chamado de estado excitado tripleto
(T1). Neste estado, o FS pode seguir diferentes caminhos. O primeiro deles é voltar
ao estado fundamental gerando fétons fosforescentes, processo denominado
fosforescéncia. O outro € a interagdo com moléculas do ambiente bioldgico e, pela
transferéncia de energia ou de elétrons, sofrer dois tipos distintos de reacdes: tipo | e
tipo 1l (BALDEA; FILIP, 2012; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; MONGE-
FUENTES; MUEHLMANN; DE AZEVEDO, 2014).

Figura 6 - Diagrama de Jablonski modificado representando o processo de fotossensibilizac&o
na terapia fotodinamica (So — estado fundamental singleto; S*; e S*,— subniveis vibracionais
do estado singleto excitado; T1 — estado excitado tripleto; ISC — cruzamento intersistema; IC
— cruzamento interno; S — substrato; S* - substrato oxidado).
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Fonte: Adaptado de (DEBELE; PENG; TSAI, 2015).

Na reacdo do tipo | o FS excitado reage diretamente com substratos
organicos presentes no microambiente tumoral (moléculas intracelulares ou
componentes da membrana celular) oxidando-os (S*) e consequentemente sofrendo
reducdo devido a transferéncia de elétrons (FS"). Os radicais formados neste processo
reagem com 0 oxigénio e geram espécies reativas de oxigénio (ROS), como anions
superéxido (O27) e radicais hidroxila (OH’). Na reacdo do tipo Il, que é o tipo

predominante na TFD, o FS promove a transicdo do oxigénio presente no meio
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biolégico de seu estado basal tripleto (302) para o estado excitado singleto (1O2)
através da transferéncia de energia. O oxigénio singleto é extremamente reativo e,
portanto, interage rapidamente com diversas biomoléculas presentes no meio, como
acidos nucléicos, proteinas e lipideos, oxidando-as (KIM; JUNG; PARK, 2015;
MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).

A presenca acumulativa destes fotoprodutos gerados durante todo esse
processo de fotossensibilizacdo (ROS e oxigénio singleto) levam aos efeitos toxicos
da TFD para as células tumorais (DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003).

Os efeitos biolégicos provocados pela TFD responsaveis pela destruicdo do
cancer podem ocorrer de forma direta, por meio da morte das células tumorais por
necrose, apoptose ou autofagia (BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007,
KESSEL; CASTELLI, 2001; REINERS JR et al., 2002), ou indireta, por meio de danos
vasculares no microambiente tumoral que podem levar a isquemia do tecido, aumento
da permeabilizacdo dos vasos, estase do fluxo sanguineo, formacédo de agregados
plaquetarios e/ou hemorragia (CASTELLANI; PACE; CONCIOLI, 1963; FINGAR,
1996; FINGAR et al., 1992; TSENG et al., 1988). Ainda, de forma indireta a TFD pode
ativar o sistema imune contra os antigenos tumorais, levando ao aumento da
producéo de citocinas (interleucina 1-3, interleucina 2, fator de necrose tumoral-a) e
metaloproteinases (AGOSTINIS et al., 2011; DAVIDS; KLEEMANN, 2010; DOLMANS;
FUKUMURA,; JAIN, 2003; KROSL; KORBELIK; DOUGHERTY, 1995).

Os FSs empregados na TFD sdo moléculas sintéticas ou naturais que contém
em sua estrutura quimica anéis aromaticos e ligacdes conjugadas, o que lhes garante
a capacidade de absorver a luz em comprimento de onda especifico e desencadear
as reac0Oes fotoquimicas e fotofisicas (ALLISON; SIBATA, 2010). Altos valores de
coeficiente de absorcao de luz, tempo de vida no estado tripleto e rendimento quantico
de formacéo de oxigénio singleto de um FS estdo diretamente relacionados com uma
maior eficiéncia fotodinamica (LI et al., 2019).

As moléculas FSs foram divididas em diferentes geragcbes com base na
sequéncia de descoberta e caracteristicas especificas de cada grupo. A primeira
geracgao de FS desenvolvidos, em 1970, foi a classe das porfirinas, a qual € constituida
pela hematoporfirina e seus derivados (KWIATKOWSKI et al., 2018). Estes compostos
tém comprimento de absorcdo maxima da luz baixos (<600 nm) o que é uma
desvantagem para a aplicacdo da TFD, especialmente para o tratamento do

melanoma cutaneo, como explicado a seguir.
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A presenca de croméforos enddgenos na pele resulta na competicdo com o FS
pela absorcdo da luz aplicada na TFD, diminuindo assim sua eficiéncia. A
hemoglobina, por exemplo, € uma das principais responsaveis pela absorcéo da luz
incidida na pele em 425, 544 e 577 nm, jA os aminoacidos aromaticos absorvem em
260 nm e a agua acima de 1200 nm (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001). Mais
significativo ainda do que a presenca destas moléculas na pele, é a presenca da
melanina que se encontra em grande quantidade nas lesdes cutaneas de melanoma.
A melanina absorve luz em uma extensa faixa de comprimento de onda (300-800 nm),
mas especialmente na faixa de 320 a 410 nm onde € seu pico maximo de absor¢ao.
Isso faz com que a TFD com FSs de primeira geracao apresente uma baixa resposta
no tratamento do cancer de pele do tipo melanoma (SHARMA; BOWERS; DAVIDS,
2011; SHARMA,; DAVIDS, 2012). Em funcédo disso, a janela terapéutica para a
aplicacéo da TFD foi definida como a faixa de comprimento de onda entre 600 e 800
nm, pois é nela que acontece maior penetracdo da luz nos tecidos devido as poucas
moléculas enddgenas que absorvem luz especificamente nesta faixa (STOLIK et al.,
2000).

Assim, as desvantagens dos FSs de primeira geracdo levaram ao
desenvolvimento dos FSs de segunda geracao cujos estudos comecaram em 1980
(KWIATKOWSKI et al., 2018). Nesta categoria é que se enquadram, além de porfirinas
modificadas, clorinas e bacterioclorinas, as ftalocianinas (KWIATKOWSKI et al., 2018;
VAN STRATEN et al., 2017).

As ftalocianinas sdo compostos macrociclicos tetrapirrélicos, ou seja, possuem
quatro anéis pirrélicos associados a um anel benzénico e cada um deles esta ligado
ao outro por atomos de nitrogénio (Figura 7A). Em seu espectro de absorcao, as
ftalocianinas apresentam, de maneira oposta as porfirinas de primeira geracdo, uma
banda de baixa energia, em torno de 650-750 nm, que é denominada banda Q. A
banda Q é muito mais intensa do que a banda de alta energia, a banda de Soret, que
aparece em aproximadamente 350 nm (Figura 7B). Desta forma, a banda Q confere
as ftalocianinas um alto coeficiente de absortividade molar nos comprimentos de onda
da janela terapéutica da TFD (e>10° M-1.cm™), resultando em melhores propriedades
fototerapéuticas para o melanoma (OCHSNER, 1996; ONISZCZUK et al., 2016).
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Figura 7 — Representacdo da estrutura quimica (A) e espectro de absorcao tipico (B) das
ftalocianinas. Em (A) a letra M representa um ion metélico.
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Fonte: Adaptado de (ALLEN; SHARMAN; VAN LIER, 2001).

Os anéis macrociclicos das ftalocianinas podem conter em seu interior metais
de transicdo como aluminio, ruténio ou zinco. A presenca desses metais em sua
estrutura aumenta a meia-vida do FS no estado tripleto e seu rendimento quantico de
formacao de oxigénio singleto, gerando consequentemente uma maior fototoxicidade
para as células tumorais (SEKKAT et al., 2011; VAN LEENGOED et al., 1994; WOOD;
HOLROYD; BROWN, 1997).

A ZnF é uma das moléculas pertencentes a classe das ftalocianinas que
apresenta baixa toxicidade na auséncia da luz, boa estabilidade e alta atividade
fototoxica contra células tumorais que tem sido demonstrada em estudos in vitro
(BOLFARINI et al., 2012; DE LIMA et al., 2017; RODAL et al., 1998; VALDUGA et al.,
1998) e in vivo (CUI et al., 2013; SCHIEWECK et al., 1994; ZHOU et al., 1996). Essa
potente acdo na TFD esta correlacionada com seu alto rendimento quéantico de
formacao de oxigénio singleto (0,67 em DMSO em comparacao com 0,59 apresentado
pelo derivado da hematoporfirina em dimetilformamina), maior envolvido no
mecanismo de agdo da TFD através da oxidacdo e degradacdo de componentes
celulares (D’SOUZA; OGBODU; NYOKONG, 2015; LI et al.,, 2008; OGUNSIPE;
MAREE; NYOKONG, 2003; YU et al., 2018).

Assim como a maioria das ftalocianinas, a estrutura quimica da ZnF lhe confere
alta lipofilicidade, uma caracteristica favoravel para seu acumulo em células tumorais,

porém que inviabiliza sua administracéo direta em qualquer meio biolégico. Em meio
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aguoso a ZnF tende a formar agregados, reduzindo drasticamente sua eficiéncia
fotossensibilizante. Isto porque a atividade fotodinAmica € diretamente proporcional a
presenca do FS na forma monomérica (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004).

Devido a essa alta lipofilicidade e tendéncia de agregacéo, as ftalocianinas
podem ser modificadas pela insercdo de substituintes para adquirirem diferentes
propriedades fisicas e quimicas, dentre elas uma maior hidrofilicidade & molécula
(ALLEN; SHARMAN; VAN LIER, 2001). Entretanto, muitas destas modificacées, como
por exemplo a sulfonacdo das ftalocianinas, pode afetar também a eficiéncia da
penetragéo celular e o rendimento quantico de formagéo de oxigénio singleto (CHIN
et al., 2014).

Neste sentido, FSs de segunda geracdo tém sido associados a sistemas de
liberacdo nanoestruturados capazes de promover a adequada administracdo destas
moléculas, possibilitando sua solubilizacdo em meio biolégico e diminuicdo da
formacao de agregados (CONTE et al., 2013; TEDESCO; PRIMO; BELTRAME, 2016).
Essa associacdo de FSs, seja com nanocarreadores ou anticorpos, fez surgir a
terceira geracdo dos FSs (ALLISON; SIBATA, 2010).

2.5 NANOEMULSOES COMO SISTEMA DE LIBERAQAO TOPICO PARA
ADMINISTRAQAO DE FOTOSSENSIBILIZANTES

Com o avanc¢o da nanotecnologia na area farmacéutica houve o surgimento de
diferentes sistemas nanoestruturados para veiculacdo de farmacos. O tamanho
reduzido a escala de nandmetros e, em funcao disso, a ampla area superficial, confere
caracteristicas particulares de liberacdo, solubilidade, penetracdo, estabilidade e
interacdo com o0s tecidos biologicos dos farmacos administrados por estes
nanocarreadores (CARTER; NARASIMHAN; WANG, 2019).

Diferentes sistemas nanoestruturados como lipossomas (ISELE et al., 1995;
KIM; SANTOS; PARK, 2014; WANG et al.,, 1999), micelas poliméricas (SIBATA;
TEDESCO; MARCHETTI, 2004; YU et al., 2018), microemulsdes (ARAUJO;
THOMAZINE; LOPEZ, 2010), nanoemulsdes (RIBEIRO et al., 2015; ZHANG et al.,
2011) e nanoparticulas, tanto sélido-lipidicas como poliméricas (LIMA et al., 2013;
OGAWARA et al., 2016; YOUSSEF et al., 2012), tém sido descritos na literatura para
administracdo de FSs no tratamento por TFD de diversos tipos de cancer, inclusive
do melanoma. A associagdo do FS com o nanocarreador tém demonstrado maior

efeito fotodindmico em comparacéo com os FSs em sua forma livre por conferir uma
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melhor solubilidade do FS em meio biologico, evitando o processo de agregacao
(CASTAGNOS et al., 2014; CONTE et al., 2013).

O desenvolvimento de nanocarreadores € Gtil também para contornar outro
grande problema da TFD topica que é a baixa penetracdo destes farmacos para as
camadas mais profundas da pele onde o melanoma se desenvolve. Essa baixa
penetracdo se deve a presenca do estrato cérneo, camada mais externa da pele
responsavel por garantir a funcao barreira deste 6rgéao.

A estrutura do estrato corneo € altamente altamente organizada, composta por
diversas camadas de cornedcitos (cé€lulas mortas e ricas em queratina) envoltos em
uma matriz lipidica (PROW et al., 2011) (Figura 8a). Para penetrar a pele os farmacos
utilizam principalmente a via intercelular, ou seja, difundem-se através da matriz
lipidica (constituida por ceramidas, acidos graxos livres e colesterol). As outras vias
menos comuns pelas quais a penetragcdo pode ocorrer sdo a intracelular e via
apéndices, como glandulas sebéaceas e foliculos pilosos (Figura 8b) (LEMOS et al.,
2018).

Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura da pele, ampliando-se o estrato corneo
(A), e das vias de penetracdo de farmacos (B).
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Fonte: Adaptado de (LEMOS et al., 2018).

A composicado e organizagdo do estrato corneo dificultam tanto a penetracdo
cutanea de farmacos hidrofilicos como de lipofilicos. Farmacos hidrofilicos néao

conseguem interagir com a matriz lipidica enquanto farmacos com alto coeficiente de
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particdo 6leo/dgua (O/A) tendem a ficar acomodados na matriz lipidica e a ndo difundir
para as camadas mais profundas da pele, como a epiderme e a derme (ROBERTS et
al., 2017). A incorporacdo de farmacos em sistemas nanoestruturados compativeis
com a pele pode possibilitar a melhor interacdo e difusdo dos farmacos para as
camadas mais internas da pele onde se encontram as células tumorais, sem induzir
efeitos adversos sistémicos, uma vez que a aplicacdo €é localizada no sitio alvo (MD
et al., 2017).

Dentre todos os tipos, 0s sistemas nanoestruturados a base de lipideos, como
as nanoemulsdes, apresentam grande potencial para a administracéo de FSs na pele,
pois sua composicao lipidica permite uma maior interagdo e consequente perturbacéo
da organizacdo lipidica do estrato corneo, aumentando a fluidez e facilitando a
penetracdo dos FSs (BOUWSTRA et al., 2003; MD et al., 2017). Além disso, devido a
similaridade em termos de lipofilicidade, estes sistemas lipidicos possuem uma grande
capacidade de solubilizacdo dos FSs lipofilicos em seu interior.

Nanoemulsdes sdo sistemas constituidos de duas fases imisciveis, em que
uma encontra-se dispersa (fase dispersa) na outra (fase continua) na forma de
goticulas de tamanhos nanométricos que variam de 20 a 500 nm, estabilizadas pela
presenca de tensoativos e cotensoativos. De acordo com a natureza da fase dispersa,
as nanoemulsdes podem ser do tipo 6leo em agua (O/A), quando a fase dispersante
€ a agua, ou agua em oOleo (A/O) quando a fase dispersante é o 0Oleo (Figura 9).
Embora menos comuns, existem também as nanoemulsées multiplas do tipo A/O/A
ou O/A/O (SINGH et al., 2017; TAYEB; SAINSBURY, 2018).

As nanoemulsbes apresentam estabilidade cinética, ou seja, permanecem
estaveis por um longo periodo de tempo uma vez que a cinética de desestabilizacéo
destes sistemas € muito lenta em funcdo do tamanho reduzido das goticulas, da
presenca dos emulsificantes na interface 6leo-agua e da energia aplicada para sua
formacdo. Porém, do ponto de vista termodinamico sédo consideradas instaveis, pois
a energia livre da dispersao coloidal € maior do que a energia livre de cada uma das
fases separadamente (MCCLEMENTS, 2012).

O processo de formagdo das nanoemulsdes envolve principalmente técnicas
que utilizam alta energia para cisalhar a fase dispersa em goticulas diminutas, uma
vez que a concentracdo de tensoativos geralmente € baixa nestes sistemas
nanoestruturados (ROBERTS et al, 2017). Dispositivos de ultrassom,

homegeneizadores de alta pressdo ou microfluidizadores sdo o0s equipamentos
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utilizados na producao de nanoemulsdes utilizando alta energia (RAI et al., 2018).

Figura 9 — Representacdo da estrutura de uma nanoemulsdo O/A e A/O.
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Fonte: Adaptado de (SINGH et al., 2017).

As nanoemulsbes apresentam propriedades particulares que as tornam
potenciais sistemas para a aplicagcdo topica de farmacos. Devido as suas
caracteristicas como a natureza fluida, a interface de tensoativos e a presencga de
duas fases com caracteristicas distintas de solubilidade entre elas, as nanoemulsées
sdo capazes de solubilizar e incorporar altas concentracdes tanto de farmacos com
caracteristicas lipofilicas quanto hidrofilicas, de maneira concomitante ou nao (GUPTA
et al., 2016; TAYEB; SAINSBURY, 2018).

As nanoemulsdes podem ainda alterar a permeabilidade da pele,
desorganizando a barreira conferida pelo estrato corneo e permitindo, desta forma, o
aumento da penetracdo e particdo dos farmacos que carreia para as camadas mais
profundas da pele. Ainda, o pequeno tamanho das goticulas da nanoemulsdo
proporciona uma grande area de superficie e distribuicdo uniforme dos principios
ativos na pele (MD et al., 2017; RAI et al., 2018).

A nivel celular, as nanoemulsfes apresentam boa capacidade de interacdo com
as células pois podem solubilizar a barreira lipidica ou se fundir com a membrana
celular (SINGH et al., 2017).

Vérios estudos com nanoemulsdes tém demonstrado as vantagens deste
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sistema na aplicacao topica de farmacos para o tratamento do cancer de pele (PHAM
et al., 2014; TAGNE; KAKUMANU; NICOLOSI, 2008), inclusive para a administracao
topica de FSs utilizados na TFD. Nestes casos, os resultados de experimentos in vitro
demonstram, de maneira geral, a melhor penetracdo dos FSs no estrato corneo e na
epiderme e morte das células neoplasicas (ARAUJO; THOMAZINE; LOPEZ, 2010;
PRIMO et al., 2007, 2008; ZHANG et al., 2011).

As nanoemulsbes podem também trazer vantagens para a veiculacdo de
biomoléculas como o bevacizumabe. A degradacao destas moléculas pelas enzimas
metabolicas presentes na epiderme viavel e na derme, por exemplo, pode ser
reduzida quando administradas a partir de nanoemulsdes, garantindo a estabilidade
desta biomolécula quando administrada pela via tépica (BAROLI, 2010; HAGIGIT et
al., 2012; HAUPTSTEIN; PRUFERT; BERNKOP-SCHNURCH, 2015; TAMAYO et al.,
2017). Porém, para o caso da administracdo topica de anticorpos, somente a
veiculacao por meio de sistemas nanoestruturados ndo € suficiente para garantir que
estes farmacos consigam penetrar na pele, ja que a alta massa molecular (>500 Da)
€ um dos fatores limitantes para a penetracao tdpica passiva de macromoléculas na
pele (BAROLI, 2010; VOGT et al., 2016). Com isso, alguns trabalhos na literatura tém
utilizado nanocarreadores em combinacédo com métodos fisicos, como por exemplo a
iontoforese, objetivando o aumento da penetracdo epidérmica, dérmica e
transdérmica tanto de macromoléculas como de farmacos lipofilicos utilizados para o
tratamento do cancer (GRATIERI; KALARIA; KALIA, 2011; HUBER et al., 2015;
TAVEIRA et al., 2014; TOYODA et al., 2015).

2.6 IONTOFORESE COMO METODO FiSICO PARA O AUMENTO DA
PENETRACAO CUTANEA
Os métodos fisicos tém sido aplicados em conjunto com sistemas
nanoestruturados para uma maior eficiéncia no aumento da penetracdo cutanea de
farmacos, uma vez que atuam por diferentes mecanismos que agem simultaneamente
e com isso levam a um maior potencial como promotores da penetracdo. Essas
associacbfes sao importantes e vantajosas especialmente no tratamento dos
diferentes tipos de cancer de pele visto que, além do estrato corneo, a barreira tumoral
também constitui um grande obstaculo para a penetragdo (CHAUHAN et al., 2011).
A iontoforese € uma técnica ndo invasiva que utiliza da aplicacdo de uma

diferenca de potencial e passagem de corrente elétrica constante de baixa intensidade
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de forma continua ou alternada através da pele para promover o aumento da
penetragdo de farmacos. E um método fisico eficiente tanto para o transporte de
pequenas moléculas como macromoléculas. A densidade de corrente elétrica aplicada
na pele geralmente varia de 0,1 a 0,5 mA/cm? (MERINO; CASTELLANO; DELGADO-
CHARRO, 2017).

O interesse no estudo da iontoforese teve seu apice em 1980 quando a via
transdérmica ganhou destaque como via de administracdo de farmacos, porém sua
eficiéncia no aumento da penetracdo de substancias ja havia sido verificada muito
antes, em 1900, por Leduc. Para verificar a influéncia da iontoforese na penetracao
cutanea Leduc aplicou sobre a pele de coelhos uma solucdo de estricnina (um
pesticida muito toxico) e cianeto juntamente com a passagem de corrente elétrica.
Pouco tempo apds a aplicacdo da corrente elétrica 0os animais passaram a apresentar
ataques tetanicos e outros sintomas de envenenamento por cianeto, fato que néo
aconteceu quando essas substancias foram aplicadas sem a corrente elétrica (CHIEN;
BANGA, 1989).

Desde entdo, a iontoforese vem sendo estudada para o tratamento do cancer
(CHANG et al., 1993; FANG et al., 2004; HUBER et al., 2015; LEMOS et al., 2016;
LOPEZ et al.,, 2003b; TAVEIRA et al., 2014; TSUJI, 1991), inducdo anestésica
(CUBAYACHI et al., 2015; GLAVIANO et al., 2011), terapia génica (ALJUFFALI; LIN;
FANG, 2016; KIGASAWA et al., 2011; SOUIED et al., 2008; VENUGANTI, et al.,
2015), imunizacao transcutanea (BERNARDI et al., 2016; TOYODA et al., 2015), bem
como monitoragdo dos niveis sanguineos de determinadas substancias, como por
exemplo a glicose (CHING; CONNOLLY, 2008; LIU et al., 2011; VENTURA et al.,
2017).

A aplicacdo da iontoforese necessita de uma fonte de energia na qual a
corrente elétrica € gerada, um compartimento no qual o eletrodo é colocado em
contato com a formulagdo contendo o farmaco e outro compartimento, inserido
proximo ao local de aplicacdo da formulacdo, no qual é inserido o contra-eletrodo
(Figura 10). Para a penetragdo de farmacos com carga positiva ou neutra a iontoforese
anodica costuma ser mais vantajosa, ou seja, o eletrodo positivo (d&nodo) é colocado
em contato com a formulagcéo e o contra-eletrodo tem polaridade negativa (catodo).
Ja a penetracdo de farmacos com carga negativa é favorecida pela aplicacdo da
iontoforese catddica. Nesta, de maneira oposta a anddica, o eletrodo negativo

(catodo) é colocado em contato com a formulacao (KALIA et al., 2004).
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Figura 10 - Esquema representativo da aplicacdo da iontoforese na pele.
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Existem diferentes tipos de eletrodos, porém, os mais utilizados na
iontoforese séo os eletrodos reversiveis de Ag/AgCI por serem quimicamente estaveis
e suas reacdes eletroquimicas ocorrerem com tensdo menor do que a necessaria para
a eletrélise da agua, o que evita a variacao de pH do meio (KALIA et al., 2004).

Para que as reac0des eletroquimicas acontecam é necessaria uma quantidade
suficiente de ions cloro (CI) no compartimento anddico. Estes ions reagem com a
prata formando cloreto de prata que, devido a sua baixa solubilidade, é depositada na
superficie do eletrodo, liberando um elétron. Para manter a eletroneutralidade um
cation deve sair do compartimento anddico e entrar na pele ou entdo um anion deve
deixar a pele e passar para o compartimento anddico. Os elétrons liberados no
compartimento anddico pela formacédo do cloreto de prata chegam ao compartimento
catodico através da fonte de energia e promovem a redugdo do AgCl do eletrodo
formando prata sélida (que permanece depositada no eletrodo) e liberando um ion CI-
para a solucdo. Novamente, para a manutencéo da eletroneutralidade, um cation deve
deixar a pele e passar para o compartimento catdédico ou um anion deve migrar do
compartimento catddico para a pele. Desta forma, os ions inorganicos endégenos de
Na* e ClI da pele ajudam a manter a eletroneutralidade do sistema (KALIA et al., 2004).

De maneira geral, quando a corrente elétrica é aplicada ocorre o transporte
de anions do catodo em dire¢do ao anodo bem como de cations do anodo em direcao
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ao catodo (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008).

Para que a corrente elétrica seja transportada é necessario que o
veiculo/formulacdo na qual o farmaco esteja disperso tenha caracteristicas hidrofilicas
para possibilitar a presenca de uma quantidade de ions suficientes. A intensidade da
corrente elétrica, o tempo de aplicacdo e a area exposta sao fatores que influenciam
diretamente a quantidade de farmaco penetrada (GELFUSO et al., 2008).

Estudos verificaram que a corrente elétrica transporta os farmacos atraves da
pele, principalmente, por meio dos foliculos pilosos e ductos glandulares pois € a via
que apresenta a menor resisténcia para o transporte (CULLANDER; GUY, 1991;
SCOTT et al.,, 1993). Porém, a iontoforese também €& capaz de provocar uma
diminuicdo na resisténcia do estrato corneo em funcdo da formacdo de regides
aguosas — polares — na matriz lipidica ou em funcdo do enfraguecimento dos
desmossomos, estruturas protéicas presentes na pele responsaveis pela juncao
celular dos cornedcitos (FATOUROS et al., 2006).

O mecanismo pelo qual a iontoforese promove a penetracdo de farmacos
pode ser distinto em funcéo da carga da molécula. Sendo assim, até o0 momento dois
diferentes mecanismos foram elucidados como o0s principais envolvidos na
penetragcéo: a eletromigracdo e a eletro-osmose (BYRNE; YEH; DESIMONE, 2018;
GUY et al., 2000).

O mecanismo de eletro-osmose ocorre pela movimentacdo de cargas que
acontece na pele quando a corrente elétrica fraca € aplicada provocando um fluxo
continuo de solvente que carrega os farmacos. Esse movimento de cargas ocorre
devido a seletividade da pele para penetracdo de cations. Estudos na literatura
demonstram que o numero de transporte de ions Na* através da pele € maior que o
de ions CI- em pH 7,4 (BURNETTE; ONGPIPATTANAKUL, 1987; LAI; ROBERTS,
1999; LIDDELL; LI; HIGUCHI, 2011). Isso ocorre em fungéo do baixo ponto isoelétrico
da pele (em torno de 4,5) uma vez que quando uma formulac&o/solucdo acima deste
valor de pH é aplicada, os grupos carboxilados dos aminoacidos encontram-se
ionizados conferindo carga residual negativa a pele, favorecendo o transporte de
cations (Na*) e provocando um fluxo convectivo de solvente maior do anodo em
direcéo ao catodo (Figura 11a) (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008).

No mecanismo por eletromigracdo, as moléculas do farmaco ionizadas
submetidas a passagem de corrente elétrica migram em direcdo oposta ao eletrodo

de mesma polaridade da carga das moléculas do farmaco, ou seja, cations movem-
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se em direcdo ao eletrodo negativo (catodo) e anions em dire¢cdo ao anodo (Figura

11b) (GUY et al., 2000; LEMOS et al., 2018).

Figura 11 - Esquema representativo do mecanismo de: (a) eletro-osmose e (b)

eletromigracéo.

anodo gpi= catodo anodo g - catodo
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Fonte: Adaptado de (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008).

Desta forma, de maneira geral, o aumento da penetragcdo de moléculas
ionizadas com a aplicacéo da iontoforese ocorre principalmente pelo mecanismo de
eletromigracdo, enquanto que o aumento da penetracdo de moléculas neutras é
favorecido pelo mecanismo de eletro-osmose (WANG et al., 2005).

Vérios estudos na literatura j& demonstraram a eficiéncia da iontoforese no
aumento da penetracdo de diferentes FSs utilizados na TFD, como &cido 5-
aminolevolinico (LOPEZ et al., 2001, 2003a, 2003b), porfirinas hidrofilicas aniénicas e
cationicas (GELFUSO et al., 2008, 2011) e ZnF tetra sulfonada (LEMOS et al., 2016;
SOUZA et al.,, 2011). Além disso, a capacidade da iontoforese em aumentar a
penetracdo de macromoléculas como oligonucleotideos capazes de induzir a resposta
imune e a atividade antitumoral contra células de melanoma também ja foi
demonstrada (KIGASAWA et al., 2011).

No entanto, nenhum trabalho at¢é o momento avaliou a influéncia da
iontoforese na penetracdo da ZnF nao substituida, justamente devido ao fato de sua
alta lipofilicidade requerer uma forma farmacéutica predominantemente oleosa para
solubilizar altas concentracées do FS, o que inviabiliza a passagem da corrente
elétrica.

Sendo assim, uma das hipéteses deste trabalho é que a incorporacdo da ZnF

em uma nanoemulséao O/A passivel de passagem da corrente elétrica permitira avaliar
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a influéncia da iontoforese na TFD utilizando a ZnF como FS. Outra hipétese aliada
as vantagens da nanoemulsao € a de que ela possibilite a veiculagdo e manutencao
da estabilidade do anticorpo bevacizumabe, enquanto que a iontoforese aplicada
possibilitara a penetracdo desta macromolécula em gquantidades suficientes para a
acao imunoterapéutica no tratamento do melanoma concomitantemente ao efeito

fotodinamico da ZnF.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver uma nanoemulsao contendo ZnF e bevacizumabe e avaliar in vitro

e in vivo seu potencial no tratamento tépico do melanoma cuténeo por iontoforese.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os obijetivos especificos deste trabalho séo:

¢ Validar um método analitico por espectrofluorimetria para quantificacéo da ZnF
na nanoemulséo e em pele;

e Desenvolver nanoemulsdes catibnicas contendo ZnF e bevacizumabe e
caracteriza-las quanto ao tamanho e concentracdo das goticulas, indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, morfologia e concentracdo incorporada dos
farmacos;

e Avaliar a citotoxicidade e a fototoxicidade in vitro da ZnF e do bevacizumabe,
em solucéo e na nanoemulsdo, em linhagem de melanoma murino B16F10;

e Determinar o IC50 da nanoemulsdo de ZnF e da nanoemulsédo de ZnF e
bevacizumabe submetidas a irradiacao;

e Avaliar a formacdo de agregados de ZnF em meio biolégico em funcdo do
tamanho e da intensidade do pico de fluorescéncia da solucdo de ZnF e da
nanoemulsdo de ZnF diluidas em meio de cultura;

e Avaliar o uptake celular da ZnF por microscopia confocal e citometria de fluxo
em linhagem de melanoma murino B16F10;

e Avaliar, in vitro, o potencial anti-angiogénico do bevacizumabe, em solucéo ou
na nanoemulsdo, em linhagem de células endoteliais CRL-2922 através da
metodologia do scracth;

e Avaliar, in vitro, a penetracdo cutanea passiva e iontoforética da ZnF
incorporada na nanoemulsdo ou em uma emulsdo de composicédo idéntica a da
nanoemulséo;

e Avaliar, in vivo, por microscopia confocal, a influéncia da iontoforese da
nanoemulsdo na distribuicdo da ZnF na pele e no melanoma induzido em

camundongos C57BL6;
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e Avaliar a inibicdo do crescimento do melanoma induzido em camundongos
C57BL6 apés administracdo intratumoral e iontoforética de nanoemulsdes
contendo somente ZnF ou ZnF e bevacizumabe submetidos ou n&o a TFD;

e Avaliar a massa corporal dos animais ao longo do tratamento e a presenca ou
nao de metastases atraves de analises histoldgicas;

e Avaliar a presenca de células em processo de apoptose pelo ensaio do TUNEL

em cortes histolégicos dos tumores retirados dos animais.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE ZnF

Um método analitico foi desenvolvido por espectrofluorimetria para
quantificacdo da ZnF incorporada na hanoemulsao e extraida da pele apos os estudos
de penetracdo cutanea in vitro. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram
obtidos utilizando-se um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japéo) e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico com 4
faces polidas. Os parametros analiticos definidos foram: alta sensibilidade, resolucéo
de 1 nm, velocidade de sccaning rapida, largura da fenda O6ptica de 5/5 nm,
comprimento de onda de excitacdo de 610 nm e monitoracdo da emissdo de
fluorescéncia no intervalo de 630-800 nm.
4.1.1 Validacdo do método analitico

O método analitico foi validado quanto aos paréametros de especificidade,
linearidade, exatidao, preciséo, limite de quantificacéo e limite de deteccéo de acordo
com as recomendacdes propostas na International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH,
2005).
4.1.1.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada por comparacdo dos espectros de emissédo de
fluorescéncia de solucdes padrdo de ZnF em dimetilsulféxido (DMSO) (Synth, Séo
Paulo, Brasil) e da nanoemulséo branca (sem ZnF) diluida em DMSO, com o objetivo
de averiguar se haveria interferéncia de algum dos componentes utilizados na
preparacdo das nanoemulsées no mesmo comprimento de emissao de fluorescéncia
da ZnF.
4.1.1.2 Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcdo de uma curva analitica
obtida a partir da andlise de sete concentragfes diferentes de ZnF em DMSO (10, 40,
70, 100, 130, 160 e 200 ng/mL). As médias das areas dos picos de cada concentracao
de ZnF foram plotadas no eixo das ordenadas e as respectivas concentragcdes no eixo
das abscissas. Estes valores foram utilizados para as analises estatisticas dos dados
pelo método de regressao linear dos minimos quadrados e expressas pela equagéo
da reta de primeira ordem y = ax + b, onde a corresponde ao coeficiente angular, dado

pela inclinagcdo da reta, e b corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de
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interseccéo da reta com o eixo das ordenadas. As faixas lineares foram calculadas
utilizando o coeficiente de correlacéo linear (r).
4.1.1.3 Exatidao

A exatiddo do método foi verificada a partir da analise de 3 diferentes
concentra¢gdes de ZnF dentro do intervalo da curva analitica: uma baixa a 10 ng/mL,
uma média a 100 ng/mL e uma alta a 200 ng/mL, com 5 réplicas cada. A exatidao foi
expressa por meio da porcentagem de recuperacdo e calculada utilizando-se a

Equacéo 1.

) = concentracdo média determinada experimentalmente

Recuperacio (% .100 (Equacéo 1)

concentragao tedrica

4.1.1.4 Preciséao

A precisao foi avaliada em dois niveis: |) repetibilidade ou precisao intra-corrida
(n=5 para cada concentracdo) e Il) precisédo intermediaria ou precisdo inter-corridas
(n=5 para cada concentracdo). Para ambas, foram utilizadas solucfes padrao de ZnF
nas concentracfes de 10, 100 e 200 ng/mL. A repetibilidade foi realizada em um
mesmo dia e em um curto espaco de tempo entre as leituras, enquanto que a precisao
intermediaria foi avaliada em trés dias diferentes. A repetibilidade e a precisdo
intermediaria foram expressas pelo coeficiente de variacdo entre as amostras (CV),

calculado segundo a Equacéao 2.

desvio padrio

CV (%) = .100 (Equacéo 2)

concentracio média determinada experimentalmente
4.1.1.5 Limite de deteccao e quantificacéo

Para avaliar a sensibilidade do método foram determinados os limites de
quantificacdo (LQ) e deteccao (LD). Os LQ e LD foram calculados a partir dos valores
da inclinacdo da curva (S) e do desvio padrdo do intercepto com o eixo y (o) obtidos

de acordo com as Equacdes 3 e 4, respectivamente.

LD = 3,3% (Equag3o 3)

LQ = 10% (Equacao 4)
4.1.2 Curva matrizada para quantificacdo de ZnF em pele de orelha de porco

A quantificagdo de ZnF extraida das diferentes camadas da pele apds o estudo
de permeacao cutanea in vitro foi calculada por meio de uma curva analitica matrizada
construida a partir da extracdo de ZnF de pedacos de pele de orelha de porco
dermatomizados a 700 um, com area de aproximadamente 1,4 cm? (area da célula de

difusédo), que foram previamente picotados e contaminadas com 5 mL de diferentes
concentracbes de solugdes padréo de ZnF (10, 40, 70, 100, 130, 160 e 200 ng/mL)
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em DMSO, cada concentragcdo em quintuplicata.

Para a extracao de ZnF, cada tubo contendo a pele picotada em contato com a
solucdo padrao de ZnF foi agitado em vortex durante 2 minutos (IKAWorks Inc.,
Delaware, EUA), submetido a agitacdo em homogeneizador de tecidos — ultraturrax
T25 Digital (IKAWorks Inc., Carolina do Norte, EUA) por 1 minuto a 13500 rpm e por
fim mantido em banho ultrassénico de 40 kHz (Quimis, Sao Paulo, Brazil) por 30
minutos. ApOs este procedimento de extracdo as amostras foram centrifugadas a
12000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante resultante foi filtrado em membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE) 0,45 um para andlise da area do pico de emisséo de
fluorescéncia por espectrofluorimetria utilizando os parametros do método analitico
validado.

Os valores obtidos correspondentes a area do pico de emissao de fluorescéncia
de cada concentracdo serviram para a construcdo da curva analitica matrizada,
obtencéo da equacao da reta e determinacao do coeficiente de correlagéo linear (r).
4.1.2.1 Estudo de recuperacédo da ZnF na pele

A eficiéncia do método de extracdo da ZnF da pele foi verificada pelo estudo
de recuperacdo em pele. Para isso, pedagcos dermatomizados de pele de orelha de
porco com area de ~1,4 cm? foram picotados e colocados em tubos de ensaio onde
se adicionou volumes conhecidos de uma solucdo de ZnF a 5 pg/mL em acetato de
etila (Tabela 1). O acetato de etila foi evaporado, para deixar uma massa conhecida
de farmaco em contato com a pele, e em seguida adicionou-se 5 mL de DMSO,
utilizado como solvente extrator no estudo de penetracdo. O processo de extracao
utilizou vortex por 2 min, homogeneizador de tecidos a 13500 rpm por 1 min, banho
ultrasénico por 30 min e por fim as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000
rom. O sobrenadante foi filtrado e analisado por espectrofluorimetria utilizando-se a

curva matrizada em pele de orelha de porco para determinar a concentragao de ZnF.
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Tabela 1 - Volume de solu¢édo de ZnF a 5 ug/mL em acetato de etila adicionado a pele para

estudo de recuperagéo.

Volume de solucao de ZnF na Concentracéo final de ZnF
concentracado de 5 pg/mL (ng/mL) ap6s a adi¢cédo de 5 mL
adicionado a pele (uL) de DMSO
40 40
100 100
200 200

4.2 PREPARO DAS FORMULAC}()ES

Nanoemulsdes foram preparadas utilizando-se ultrassom de baixa frequéncia
a 20 kHz (Vibra-Cell VCX500, Sonics & Material INC., Connecticut, EUA). A fase
oleosa foi constituida de triglicerideos de cadeia média - TCM (6 a 12 atomos de
carbonos) (Lipoid, Steinhausen, Suica) e lipideo catibnico DOTAP (N- [1- (2,3-
dioleoiloxi) propil] -N, N, N-trimetilaménio) (Lipoid, Steinhausen, Suica). A fase aquosa
foi composta por solugcéo aquosa de poloxamer 188 (Sigma, Missouri, EUA) 0,1% (p/v)
em agua. O tensoativo utilizado foi o polissorbato 80 (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e a
fosfatidilcolina de ovo - Lipoid E80 - (Lipoid, Steinhausen, Suica) foi utilizada como
cotensoativo. Foram testadas diferentes propor¢cbes de TCM, tensoativo e

cotensoativo de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo das nanoemulsbées preparadas sem a adicdo dos farmacos

(nanoemulséo branca).

Formulacéo (%)

Componentes
F1 F2 F3 F4 F5
TCM 7 8 10 10 15
Fosfatidilcolina de ovo 1 2 4 1 1
Polissorbato 80 5 2 4 3 5
DOTAP 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Poloxamer 188 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua (g.s.p.) 100 100 100 100 100

Para o preparo das formulagdes, a fase oleosa juntamente com a fosfatidilcolina
foi pesada e aquecida em banho maria (Nova Etica, S0 Paulo, Brasil) & 70°C até
completa fusdo. Separadamente, a fase aquosa foi aquecida em banho maria a 70°C
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e vertida na fase oleosa. Essa mistura foi mantida sob agitacdo mecénica em vortex
(IKAWorks Inc., Delaware, EUA) por 5 minutos e entdo submetida ao ultrassom com
amplitude de 50% e ciclo de trabalho de 1 s ON e 1 s OFF durante 5 minutos. A
nanoemulsdo obtida foi mantida em repouso por 24 horas e apés este periodo foi
centrifugada a 2500 rpm por 45 minutos (Thermo Scientific, Osterode, Alemanha) e
filtrada em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 um para completa
remocao de impurezas e, quando presente, da ZnF néo solubilizada.

Os farmacos foram incorporados a formulacéo F5 da seguinte maneira: 10 mg
de ZnF (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) (correspondente a 500 pg/mL na formulacao
final) foram adicionadas a fase oleosa previamente a adicdo da fase aquosa e o
bevacizumabe (Avastin® 25 mg/mL, Roche, Basileia, Suica) foi adicionado na
concentracdo de 1 mg/mL na nanoemulséo ja pronta, ap0s a etapa de filtracdo, sob
agitacdo em vértex por 1 min.

Para comparacéo da eficiéncia de incorporacdo de ZnF em fungéao do tamanho
das goticulas da fase interna, a formulacéo F5 foi também utilizada para o preparo de
uma emulsdo. Para tanto, as fases aquosa e oleosa foram dispersas uma na outra
como descrito anteriormente (fusdo e emulsificagdo), porém a mistura ndo foi
submetida ao ultrassom de baixa frequéncia. A emulsdo obtida foi mantida em
repouso até o resfriamento e posteriormente centrifugada a 2500 rpm por 45 minutos
para separacdo da ZnF nao solubilizada (precipitada).

Para garantir o transporte da corrente elétrica, a agua da fase aquosa da
formulacéo foi substituida por uma solugéo de tampao fosfato de sédio isoténico (PBS,
10 mM, pH 7,4), sendo que as demais etapas de preparacao seguiram a metodologia
especifica para cada uma delas, conforme descrito anteriormente. Esta foi, portanto,
a formulacdo final utilizada para a avaliacdo in vitro e in vivo, exceto para 0s
experimentos de penetracdo cutanea, nos quais, para adequada comparagdo da
influéncia do tamanho das goticulas na penetracdo cutédnea da ZnF, nanoemulséo e
emulséo foram preparadas com base nesta formulacdo, porém dissolvendo-se a ZnF
no TCM na concentracdo de aproximadamente 30 pg/mL ao invés de adicionar 10 mg
na fase oleosa. A emulsdo preparada em PBS ndo apresentou estabilidade
prolongada, porém manteve suas caracteristicas iniciais durante o periodo de

realizacdo dos experimentos de penetracao.

4.3 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES
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As formulagbes desenvolvidas foram caracterizadas em fungdo do tamanho
das goticulas, indice de polidispersado, potencial zeta, condutividade, pH, morfologia,
guantidade de ZnF incorporada e estabilidade fisica.

4.3.1 Tamanho e indice de polidisperséao

Para a nanoemulsdo, o tamanho médio das goticulas e o indice de
polidispersao (PDI) foram determinadas a 25°C pela técnica de espalhamento de luz
dindmico (DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) e pela técnica de analise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA) utilizando o NanoSight NS300 (Malvern, Worcestershire, Reino
Unido).

Para isso, as amostras foram diluidas em agua ultrapura (100 e 50000 vezes
para o DLS e NTA, respectivamente) e colocadas na camara de analise, de modo que
o feixe de luz (laser de HeNe 10mW operando em 633 nm) atravessasse a dispersao
em toda a sua extensdo. O diametro hidrodindmico - d(H) - das goticulas foi calculado
pelo software dos equipamentos pela equacéo de Stokes—Einstein (Equacgéo 5), em
funcao das flutuacdes de intensidade da luz espalhada pela amostra, no caso do DLS,

ou da disperséo da luz de cada goticula da amostra individualmente, no caso do NTA.

kB.T
3.tn.D

d(H) = (Equacéo 5),

sendo kB a constante de Boltzmann, T a temperatura em Kelvin, n a viscosidade do
solvente e D o coeficiente de difuséo translacional.

Para a determinacdo do tamanho pela técnica de NTA as analises foram
realizadas em quintuplicata, jA para a determinacdo por DLS as andlises foram
realizadas em triplicata.

Para a emulsao, a caracterizacdo do tamanho médio das goticulas foi realizada
pela técnica de difracao a laser utilizando o equipamento LS 13320 Laser Diffraction
Particle Size Analizer (Beckman Coulter, California, EUA). A amostra foi dispersa num
fluido em movimento, que neste caso foi dgua ultrapura, sobre o qual o laser foi
incidido e a radiacgédo refletida, difratada ou transmitida foi detectada por detectores
espalhados em posicOes estratégicas dentro da camara de amostra. Os dados foram
processados pelo software do equipamento utilizando as teorias de Mie ou
Fraunhofer, gerando os valores de tamanho médio da amostra. A polidispersividade
foi analisada com base no valor de SPAN que foi calculado de acordo com a Equacéao
6:
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(D90—D10)
D50

onde D10, D50 e D90 sdo os diametros médios de 10, 50 e 90% dos tamanhos

SPAN = (Equacéo 6),

cumulativos, respectivamente, fornecidos pelo equipamento. As analises foram
realizadas em triplicata utilizando 3 diferentes formulagdes.

Em todos os casos, os resultados foram expressos como média + desvio
padrao (DP).
4.3.2 Avaliacédo da concentracédo de goticulas da nanoemulséo

A andlise da concentracdo de goticulas na nanoemulséo foi realizada por meio
da técnica de restreamento de nanoparticulas no equipamento NanoSight NS300. A
nanoemulséo diluida 50000 vezes em agua ultrapura foi bombeada por uma seringa
para dentro de um compartimento onde um feixe de laser foi incidido sobre a amostra.
O movimento Browniano das goticulas foi registrado por uma camera acoplada ao
equipamento rastreando os centros de dispersdo da luz. Cada goticula foi
simultaneamente, mas individualmente, visualizada pelo software do equipamento
que, além de calcular o diametro hidrodinamico, fez a contagem do numero de
goticulas em funcédo do volume de amostra analisado fornecendo, desta forma, um
valor de concentracdo de goticulas por mL. Este valor foi multiplicado pela diluicdo
utilizada para predizer a concentracéo total de goticulas na nanoemulsdo (GROSS et
al., 2016). As analises foram realizadas em quintuplicata e os resultados foram
expressos como média + DP.
4.3.3 Potencial zeta e condutividade

O potencial zeta e a condutividade das formulac6es foram determinados a 25°C
através da mobilidade eletroforética utilizando o Zetasizer Nano ZS90. Previamente,
as amostras foram diluidas em agua (1:100) e colocadas na célula eletroforética onde
um potencial de £150 mV foi estabelecido. A andlise foi realizada com laser de HeNe
a 4mW, com comprimento de onda de 633 nm e angulo de deteccdo de 90°. As
amostras foram analisadas em triplicata e os resultados foram expressos como média
+ DP.
4.3.4 pH

A determinacgéo do pH das formulagdes foi realizada utilizando-se um pHmetro
digital (Digimed, S&o Paulo, Brazil) previamente calibrado. As amostras foram
analisadas em triplicata, sem diluir, e os resultados foram expressos em média + DP.

4.3.5 Analise morfoldgica



42

A analise morfolégica das nanoemulsdes foi realizada por microscopia
eletrbnica de transmissdo. Uma gota de cada amostra foi depositada em grades
metalicas (200 mesh) de niquel com revestimento de polivinil butiral (Pioloform®) e
adicionada de acetato de uranila a 2% como contraste negativo. Apos 24 horas de
secagem em temperatura de 25°C, as amostras foram observadas em microscopio
eletrénico de transmissao (JEOL 100CX II, Massachusetts, EUA) com voltagem de 80
kV e aumento de 20, 50 e 100 mil vezes.

4.3.6 Determinacao da ZnF incorporada

As formulacdes foram diluidas em DMSO e a ZnF nelas incorporada foi
quantificada por espectrofluorimetria de acordo com o método descrito no item 4.1.
4.3.7 Estudo de estabilidade fisica

A nanoemulsao de ZnF e bevacizumabe foi armazenada a temperatura de 4°C
durante 60 dias. Em tempos pré-determinados de 1, 7, 30 e 60 dias, aliquotas da
formulagcdo foram submetidas a analise quanto ao didmetro médio, indice de
polidispersao, potencial zeta e pH. Os valores médios de cada um destes parametros
foram comparados com os valores médios obtidos no tempo inicial (1 dia). Para
analise estatistica dos resultados, obtidos em triplicata, foi utilizado o software
Graphpad Prism 5.0 onde foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) pareada
seguida do pos teste de Tukey, sendo que valores de p menores que 0,05 (p<0,05)

foram considerados significativos.

4.4 ENSAIOS IN VITRO EM CULTURA DE CELULAS

Para os estudos em cultura de células foram utilizadas duas diferentes
linhagens celulares: uma tumoral, B16F10, originada de melanoma murino, e outra de
células endoteliais, CRL-2922, que foram adquiridas do American Type Culture
Collection (ATCC, Virginea, EUA). As linhagens foram mantidas em criopreservagao
no nitrogénio liquido, em solucéo de congelamento com 10% de DMSO e 90% de soro
fetal bovino inativado (Gibco, Nova York, EUA). Para a realizagdo dos experimentos,
as células foram descongeladas e expandidas em garrafas de cultivo celular, em meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Nova York, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas a 37°C em estufa incubadora
(Thermo Fisher Scientific, Ohio, EUA) umidificada e atmosfera de 5% de COa.

Para o cultivo em placa, as células foram removidas da garrafa através da

adicao de uma solucao de tripsina (Tripsina 2,5%, Gibco, Nova York, EUA) a 0,5% em
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solugéo salina (NaCl) 0,9% (Synth, Sado Paulo, Brasil), neutralizadas com meio de
cultura e centrifugadas a 1500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em meio de cultura. A contagem celular foi realizada em
camara de Neubauer (Boeco, Hamburg, Alemanha) utilizando microscopio 6ptico
invertido para visualizacao das células (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
4.4.1 Padronizacao da concentracdo de goticulas da nanoemulsdo em contato
com as células

Para evitar a morte celular causada por impedimento da troca de nutrientes
entre células e o meio de cultura em fungéo da alta concentracédo de goticulas oleosas
da nanoemulsdo, a concentracdo de goticulas da nanoemulsdo branca que nédo
alterasse a viabilidade celular foi determinada. Para isso, células B16F10 foram
cultivadas em placas com 96 pocos na densidade de 2.10* células por poco e
incubadas por 24 horas para aderirem na placa. Apos este periodo, foram incubadas
por 4 horas com 3 diferentes concentracdes de goticulas da nanoemulsédo branca
diluida em meio de cultura: 21.10%°, 32,5.10%° e 65.10%° goticulas/mL, correspondendo
as diluicbes da nanoemulséo original de 1:120, 1:80 e 1:40, respectivamente, sempre
protegidas da luz. O mesmo experimento foi realizado irradiando as placas com LED
a 660 nm, na dose de 8 J/cm? (item 4.4.3), apds as 4 h de incubacéo. Depois disso as
células foram lavadas com salina e incubadas por mais 24 h com meio DMEM nao
suplementado. A viabilidade celular foi entdo determinada pelo ensaio de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolina bromida) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
(MOSMANN, 1983). Para isso, o MTT na concentracdo de 5 mg/mL foi diluido 20
vezes em meio de cultura sem vermelho de fenol e 200 pL foram adicionados aos
pocos, seguido de 4 h de incubacdo. ApoOs este periodo, o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado de formazana resultante da reducdo do MTT no interior da
mitocondria das células viaveis foi dissolvido com 200 puL de DMSO. A absorvancia
caracteristica das células viaveis foi determinada em 570 nm em um leitor de
microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). Com os valores
obtidos calculou-se a média da porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao
controle (células tratadas somente com meio de cultura).
4.4.2 Citotoxicidade das nanoemulsdes frente as células de melanoma

As células da linhagem B16F10 foram cultivadas em placas com 96 pocos na
densidade de 2.10* células por poco e incubadas por 24 horas. Ap6s este periodo, as

células foram tratadas com a nanoemulsdo contendo somente ZnF e com a
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nanoemulsdo contendo ZnF e bevacizumabe. As mesmas foram diluidas em meio de
cultura de modo a obter po¢cos com ZnF na faixa de concentracao de 10 a 500 ng/mL
e bevacizumabe na faixa de concentracéo de 0,3 a 14,8 ug/mL. Em todos os pocos
tratados com as nanoemulsdes a concentracdo de goticulas utilizada foi mantida
constante (3,25.10*! goticulas/mL).

Além do controle composto por células tratadas apenas com meio de cultura,
como controles da citotoxicidade dos farmacos livres (ndo incorporados na
nanoemulsdo) foram utilizadas solucdes de ZnF e solu¢cbes de bevacizumabe. Para
tanto, a ZnF foi dissolvida em DMSO e diluida no meio de cultura a fim de se obter
pocos com ZnF na faixa de concentracéo de 3,9 a 250 ng/mL. Em todas os pocos, a
concentracéo final de DMSO utilizada foi de 1,25%. Um controle somente com DMSO
nessa concentracdo também foi avaliado. O bevacizumabe foi diluido diretamente no
meio de cultura a fim de se obter po¢cos com bevacizumabe na faixa de concentracao
de 0,8 a 25 pg/mL.

As células foram incubadas com as diferentes formulacdes, em quadruplicata
para cada concentracédo, por 4 h e 30 min. Apos este periodo, as células foram lavadas
com salina e incubadas por mais 24 horas com meio DMEM néo suplementado. A
atividade citotéxica foi entdo determinada pelo ensaio de MTT como descrito
anteriormente (item 4.4.1).

Como controle experimental, devido ao fato da ZnF ser uma tintura, para
garantir que ela nao interferiu na leitura da absorvancia ou reagiu com o MTT
formando composto semelhante a formazana, pocos contendo diferentes
concentracdes de ZnF foram adicionados de MTT, incubados e avaliados da mesma
forma que as placas que continham as células.

Para cada farmaco livre e nanoemulsdo avaliados foram construidos graficos
da porcentagem de viabilidade celular em funcdo da concentracdo de farmaco para
calcular o IC50%, ou seja, a concentracao de farmaco necessaria para matar 50% das
células. Todas as concentragfes foram avaliadas em quadruplicata e os resultados
analisadas estatisticamente usando ANOVA seguido do pés teste de Tukey.

4.4.3 Fototoxicidade das nanoemulsdes frente as células de melanoma

As células B16F10 foram tratadas com as mesmas formulacdes e nas mesmas
faixas de concentracéo que as utilizadas no estudo de citotoxicidade (item 4.4.2). Para
os ensaios de fototoxicidade, no entanto, apés 4 h de tratamento com as formulagdes

as ceélulas foram irradiadas com diodo emissor de luz (LED) a 660 nm, na dose de 8
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Jicm? (Figura 12).

Figura 12 - Sistema de LEDs utilizado para a irradiagdo nos estudos de fototoxicidade in vitro.

Para determinar o tempo necessario de irradiacédo para que a dose de 8 J/cm?
fosse alcancada, a intensidade de irradiacéo, distribuida uniformemente nos pog¢os da
placa de cultivo celular de 96 poc¢os, no comprimento de onda de 660 nm foi
determinada utilizando-se um radiémetro USB4000 (Ocean Optics, EUA), alocado no
Laboratorio de Radiometria Otica e Dosimetria do Departamento de Fisica da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, e correspondeu a 4,49 mW/cm?. O
tempo de irradiacéo necessario para fornecer a dose de luz de 8 J/cm?foi calculado
de acordo com a Equacéo 7:

D=1t (Equacéo 7),
onde D é a dose de luz expressa em J/cm?, | é a irradiancia expressa em W/cm? e t é
0 tempo expresso em segundos.

Assim, as células foram irradiadas por 30 min e depois do periodo de irradiacdo
foram incubadas por mais 24 horas com meio DMEM néo suplementado. A atividade
fototoxica foi entdo determinada pelo ensaio de MTT como previamente descrito (item
4.4.1) e a viabilidade celular e IC50 avaliados como descrito no item 4.4.2.

4.4.4 Avaliagdo da fluorescéncia da ZnF e do tamanho das goticulas da
nanoemulsdo apds contato com meio de cultura

Para inferir sobre a eficiencia fotodindmica da ZnF incorporada na
nanoemulsdo, a intensidade de fluorescéncia da ZnF, incorporada ou n&do na
nanoemulséo, foi avaliada apos diluigdo em meio de cultura. Solugdo de ZnF em
DMSO e nanoemulsao contendo ZnF, ambas a 100 ng/mL de ZnF, foram diluidas 80

vezes em meio de cultura DMEM, seguindo a mesma diluicdo utilizada para o
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tratamento das células nos experimentos de cito e fototoxicidade. Apds diluidas, as
amostras foram submetidas a avaliagdo do tamanho por DLS (conforme item 4.3.1) e
também analisadas em espectrofluorimetro utilizando os parametros do método
analitico de quantificacdo da ZnF (item 4.1).
4.4.5 Avaliagéo do uptake celular

O uptake celular da ZnF pelas células B16F10 foi avaliado por duas diferentes
técnicas: citometria de fluxo e microscopia confocal de varredura a laser.
4.4.5.1 Citometria de fluxo

A avaliacdo do uptake celular de ZnF por citometria de fluxo foi realizada em
um citdbmetro BD FACSCanto Il (BD Biosciences, California, EUA). Para isso, células
de melanoma murino B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 poc¢os na densidade
de 4.10° células/poco e incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de
COs2. Apos este periodo as células foram lavadas com solucédo salina e tratadas por 4
h com solugdo de ZnF em DMSO 1,25%, nanoemulséo de ZnF ou nanoemulsdo de
ZnF e bevacizumabe, todas na concentracdo de 250 ng/mL de ZnF. Apés o
tratamento, as células foram lavadas duas vezes com salina e tripsinizadas com 300
pL de tripsina 0,25%. Em seguida, a agao da tripsina foi neutralizada adicionando-se
meio completo e as células foram coletadas em tubos conicos e centrifugadas por 10
min a 1500 rpm. Para analise no citbmetro de fluxo, o sobrenadante foi retirado, as
células foram ressuspensas em meio de cultura e 1 uL de iodeto de propideo (IP) foi
adicionado na concentracdo de 50 pg/mL (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) como
marcador de células mortas. A marcagao do IP foi visualizada utilizando Aexc 488 e
Aem 630£22 e a marcagao de ZnF foi monitorada pelo Aexc 633 e Aem 660+20.
4.4.5.2 Microscopia cofocal de varredura a laser

Para a analise do uptake celular por microscopia confocal foram utilizadas
placas de 24 pocos nas quais foi colocada uma laminula circular esterilizada de 20
mm de diametro (VidroBras, Sdo Paulo, Brasil) em cada poc¢o. As células foram
plagueadas sobre as laminulas na densidade de 8.10* células/poco e incubadas por
24 h a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. ApGs este periodo as células foram
tratadas por 4 h com solucao de ZnF ou nanoemulsao de ZnF e bevacizumabe, ambas
na concentracdo de 375 ng/mL de ZnF. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e as
células foram lavadas duas vezes com solucdo salina seguido da adi¢cdo de 500 pL
de solucéo de paraformaldeido 1% em cada poco para fixacdo das células. As placas

foram vedadas e mantidas overnight a 4°C. Apés fixadas, retirou-se o
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paraformaldeido, as células foram novamente lavadas e as laminulas foram retiradas
dos pocos e vertidas em laminas de histologia contendo uma gota de meio de
montagem Prolong Diamante® com marcador de nucleo DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-
indol) (Thermo Fisher Scientific, Oregon, EUA). As laminas foram mantidas em
repouso e protegidas da luz por 24 h previamente a visualizagdo em microscopio
confocal Leica TCS SP8 (Leica, Wetzlar, Alemanha). As imagens foram obtidas com
aumento de 63 vezes em objetiva de imerséo de Oleo. Para visualizacdo do DAPI foi
utilizado o laser de comprimento de onda de 405 nm para excitacéo e a deteccéo da
emissao foi monitorada na faixa de 409 a 514 nm, j& para visualizacdo da ZnF utilizou-
se um laser de 638 nm para excitacao e a emissao foi monitorada na banda de 640 a
700 nm.
4.4.6 Avaliacdo do potencial antiangiogénico do bevacizumabe em células
endoteliais

O efeito antiangiogénico do bevacizumabe foi avaliado por meio da metodologia
de scratch (LIANG; PARK; GUAN, 2007) em células endoteliais CRL-2922. As células
foram plaqueadas em placas de 96 poc¢os na concentracdo de 3.10° células por poco
e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO: até atingir 90% de confluéncia (2 dias).
Apos isso, foi realizado um “risco” no m