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RESUMO

FERREIRA, A. H. Avaliacdo de nanoparticulas proteicas radiomarcadas
dirigidas a tecidos tumorais como agentes diagnoésticos. 2020. 108 p. Tese
(Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN-CNEN/SP,S&o Paulo.

Recentes avancos em nanomedicina e nanotecnologia tém expandido o
desenvolvimento de nanoestruturas multifuncionais que combinem especificidade
e funcdes terapéuticas e de diagndstico em complexos nanoestruturados, a fim de
superar barreiras bioldgicas que podem dificultar a administracdo e a captacéo
seletiva e eficaz de medicamentos e agentes diagndsticos em tecidos tumorais.
Nanoparticulas vém sendo utilizadas em Medicina Nuclear como carreadores de
radionuclideos emissores de radiagdo gama (y) ou positron (+1B) para imagens
diagnésticas por PET, SPECT e emissores de particulas a e 13 utilizados em
endorradioterapia para destruir especificamente o tecido tumoral. O objetivo
deste trabalho concentrou-se no estudo da marcacdo com Tecnécio-99m de
nanoparticulas de papaina e albumina, sintetizadas por reticulagdo induzida por
radiacdo, e na caracterizacdo de seus comportamentos in vitro e in vivo, de modo
a desenvolver novos nanorradiofarmacos e avaliar seu potencial para realizacao
de diagnéstico de tumores mamarios utilizando a técnica de medicina nuclear
SPECT. Técnicas de microscopia eletrdnica e espalhamento de luz evidenciaram
formacao de nanoparticulas esféricas com dispersao de tamanho de 9,3+ 1,9 nm
para as nanoparticulas de papaina e 25,1 +2,9nm para as nanoparticulas de
albumina. Um elevado rendimento radioquimico (>90%) e estabilidade frente aos
agentes transquelantes presentes no soro foram observados para ambas as
nanoparticulas até pelo menos 6h. A biodistribuicdo em animais saudaveis
demonstrou diferentes perfis de excrecdo, sendo a °MTc-P-NPs excretada
principalmente pelo rim, enquanto a *"Tc-BSA-NPs é excretada principalmente
por via hepética. Nos estudos in vitro, as nanoparticulas mostraram-se
promissoras com 74% e 57,6% da captacdo total em células MDA-MB231,
respectivamente para *°"Tc-P-NPs e %°™Tc¢c-BSA-NPs. Nos estudos in vivo
verificou-se acentuada captagdo tumoral com boa visualizagdo em imagens

adquiridas em micro-SPECT/CT. Deste modo, as nanoparticulas proteicas



utilizadas no corrente trabalho mostraram-se promissoras para serem utilizadas
como sistema de veiculacdo de radionuclideos diagnosticos para estudos de sua
distribuicdo sistémica, bem como de sua aplicagdo como tragcador SPECT em

tumores mamarios.

Palavras Chaves: Nanorradiofarmacos, nanocarreadores proteicos,

nanoparticulas de albumina, nanoparticulas de papaina.



ABSTRACT

FERREIRA, A. H. Avaliacdo de nanoparticulas proteicas radiomarcadas
dirigidas a tecidos tumorais como agentes diagnoésticos. 2020. 108 p. Tese
(Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN-CNEN/SP,S&o Paulo.

Recent advances in nanomedicine and nanotechnology have expanded the
development of multifunctional nanostructures which combine specificity,
diagnostic and therapeutic functions in nanostructured complexes in order to
overcome biological barriers that may hinder the selective and effective
administration and uptake of drugs and diagnostic agents in tumor tissue.
Nanoparticles have been used in nuclear medicine as nano-radiopharmaceuticals
to carry PET and SPECT a- and [-emitting radioisotopes used in
endoradiotherapy to specifically destroy tumor tissue. The aim of the present work
was the study of radiolabeling albumin (BSA-NPs) and papain (P-NPs)
nanoparticles synthesized by gamma irradiation, with ®®*"Tc and characterize their
in vitro and in vivo properties as potentially novel nano-radiopharmaceuticals.
Electron microscopy and light scattering techniques show spherical shapes of
nanoparticles and average diameter of 9.3 = 1.9 nm for P-NPs and 25.1 + 2.9 nm
for BSA-NPs. The radiolabeling reached around 90% vyield, and the *°"Tc-BSA-
NPs showed stability for 24 h in all assayed conditions, while °™Tc-P-NPs
presented stability for 6 h in human serum. The biodistribution studies in healthy
animals have shown different excretion profiles, *"Tc-P-NPs featured a renal
excretion. On the other hand the *MTc-BSA-NPs were found in the liver and
spleen to a larger extent, undergoing hepatic excretion. In vitro studies showed
promising internalization rates for both nanoparticles with 74% and 57.6% of total
uptake in MDA-MB231 cells, respectively for ®°MTc-P-NPs and *°™Tc-BSA-NPs. In
vivo studies in micro-SPECT/CT images also showed a high tumor uptake for both
nanoparticles. The autoradiographic studies and immunohistochemistry assays
revealed a high density of both papain and BSA nanoparticles in peripheral
regions of tumor tissue and confirmed the efficacy of the developed nano-

radioparmaceuticals for targeting breast cancer.
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1 INTRODUCAO

O céancer € uma doenca crbnica caracterizada pelo crescimento celular
desordenado resultante de alteracdes no material genético, sendo a segunda
principal causa de mortes no mundo. De acordo com dados da Organizacgao
Mundial da Saude (OMS), em 2018, houve 18,1 milh6es de novos casos de
cancer e um total de 9,6 milhdes de mortes em todo mundo (WHO, 2018). Além
disso, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer estima que um em
cada cinco homens e uma em cada seis mulheres em todo o mundo desenvolvam
cancer ao longo de suas vidas, e que um em cada oito homens diagnosticados e
uma em onze mulheres morrerdo da doenca (IARC, 2019). No Brasil, estimou-se
para o biénio de 2018-2019 a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos
novos de cancer, reforgando a magnitude do problema no pais (INCA, 2018).

O aumento da incidéncia e mortalidade do cancer de mama, por
exemplo, tornou-se um problema de salde publica mundial. E uma doenca que
apresenta variaces histopatoldgicas, com diferentes graus de agressividade e
potencial metastatico. E o tipo de cancer que mais acomete as mulheres, tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Cerca de 2,1
milhdes de casos novos dessa neoplasia foram estimados para o ano de 2018,
em todo o mundo, o que representa 11,6% de todos os tipos de cancer
diagnosticados (WHO, 2018 e IARC, 2019).

Embora haja uma grande variedade de estratégias diagnosticas e
terapéuticas para este tipo de cancer, existem barreiras biolégicas que podem
dificultar a administracdo e captacéo seletiva e eficaz de medicamentos e agentes
diagnésticos no tecido tumoral (TRANS et. al., 2017). Recentes avan¢os em
nanomedicina e nanotecnologia tém expandido o desenvolvimento de
nanoestruturas multifuncionais que combinem especificidade e funcbes
terapéuticas e de diagndéstico em complexos nanoestruturados a fim de superar
essas barreiras, melhorando a eficacia de diagnosticos e terapias anticancer e
reduzindo a morbidade (HUA et. al.,2018).

A nanomedicina inaugurou, nas ultimas décadas, uma nova era na

oncologia clinica com a administragdo de medicamentos encapsulados em
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nanoparticulas que melhoraram consideravelmente os indices terapéuticos.
alguns, como Doxil ®(doxorrubicina lipossémica), Onivyde ®(irinotecano
lipossbmico) e Abraxane® (paclitaxel ligado a nanoparticulas de albumina) ja sédo
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) (TRANS, et. al., 2017).

Da mesma forma, nanoparticulas estdo sendo utilizadas em medicina
nuclear como nanorradiofarmacos no direcionamento de radionuclideos
emissores de radiagdo gama (y) ou positron (+18) para imagens diagnésticas por
PET (Positron Emission Tomography) e SPECT (Single-photon emission
computed tomography) além de radioisétopos emissores de particulas a e -1
utilizados em endorradioterapia para destruir especificamente o tecido tumoral
(ZHANG et. al.,, 2010). Entretanto diversos obstaculos sdo enfrentados no
desenvolvimento de formulacfes nanoestruturadas com aplicacdes clinicas,
incluindo a identificacdo de mecanismos de entrega apropriados, a ampliacdo da

sintese, caracterizacéo e radiomarcacao reprodutivel (R1ZZO et. al., 2013).

Uma estratégia eficaz para superar tais obstaculos é a utilizacdo de
nanoparticulas proteicas, visto que proteinas podem ser consideradas agentes
ideais para aplicacdes biomédicas quando dirigidas a tecidos tumorais que
expressam receptores especificos (TENG et. al., 2013). O interesse na
identificacdo de novos nanomateriais biocompativeis a partir de recursos naturais

para diagnostico e/ou terapia de tumores tem crescido consideravelmente.

Nesse sentido, nanoparticulas a base de albumina e papaina
sintetizadas por método alternativo, baseado na reticulacédo induzida por radiacao
ionizante, tem atraido consideravel atencéo devido a estabilidade e a facilidade de
funcionalizacdo da sua superficie (BENNET e KIM, 2014). O emprego desses
sistemas proteicos para carregamento de radionuclideos ou farmacos deve
favorecer a estabilidade do ativo in vivo e prolongar a meia-vida de circulagéo.
Contudo, ha varios pré-requisitos para o uso desses sistemas em aplicacdes

radiofarmacéuticas.

Também é importante observar outras propriedades relevantes dessas
proteinas. A papaina, uma enzima isolada do latex do mamao, possui
propriedades terapéuticas, antitumorais, antibacterianas e antioxidantes, as quais

podem ser valiosas para aplicaces médicas (SILVA-LOPEZ e GONCALVES,
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2019). Somadas as vantagens de um sistema nanométrico, a utilizacdo de
nanoparticulas de papaina pode apresentar efeitos sinérgicos ao tratamento. Da
mesma forma, a identificacdo de receptores de albumina superexpressos em
certos tipos de tumores sinalizam o potencial uso dessas nanoparticulas para

veicular radionuclideos e/ou drogas.

Na busca de nanorradiofarmacos com caracteristicas adequadas para
aplicacéo in vivo, que apresente o maximo de captacdo tumoral com o minimo de
acumulo nos tecidos sadios, a sintese e radiomarcacdo dessas nanoparticulas
constitui-se em contribuicdo de suma importancia e oferece a possibilidade de

desenvolvimento de novos compostos para diagnostico e tratamento de tumores.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

O objetivo principal do trabalho concentrou-se no estudo da marcacao
com Tecnécio-99m de nanoparticulas de papaina e albumina sintetizadas por
reticulacéo induzida por radiacdo, e na caracterizacao de seus comportamentos in
vitro e in vivo, de modo a desenvolver novos nanorradiofarmacos e avaliar seu
potencial para realizacdo de diagnostico de tumores mamarios utilizando a técnica

de medicina nuclear SPECT.

2.20bjetivos Especificos

v Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas;

v Otimizar as condic6es de radiomarcacdo das nanoparticulas com tecnécio-99m
para utilizacdo em SPECT;

v' Avaliar a estabilidade radioquimica in vitro dos complexos radiomarcados
aplicando ensaios de transquelacgéo;

v Avaliar a biodistribuicdo das nanoparticulas radiomarcadas em camundongos
saudaveis;

v Verificar a ligacdo dos conjugados as células de tumor mamario in vitro;

v' Avaliar a biodistribuicdo das nanoparticulas radiomarcadas em camundongos
portadores de tumor;

v Avaliar a captacao tumoral in vivo através da aquisicdo de imagens SPECT/CT

em diferentes tempos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1Nanomedicina

O termo "nanotecnologia” refere-se a tecnologias que utilizam
particulas muito pequenas, invisiveis a olho nu e menores que 1 pm
(WHATMORE, 2006). Durante uma reunido da American Physical Society em
1959, pela primeira vez, Richard Feynman discutiu sistematicamente o termo
nanotecnologia, lancando as bases e diretrizes desta ciéncia (COLMAN, 2013).
Posteriormente, esta area da ciéncia experimentou uma expansdo macica, e
quase todos o0s paises industrializados investiram em pesquisas em

nanotecnologia em todos os campos, incluindo a medicina (CHAN, 2008).

A nanomedicina é uma ciéncia relativamente nova, que surgiu junto ao
estabelecimento de tecnologias de microscopios de alta resolugdo para
aplicacbes biotecnoldgicas que permitiram investigagcbes de nanomateriais em
niveis celulares (MIRZA e SIDDIQUI, 2014; AL-HATAMLEH et. al., 2019). Entre
varias plataformas de nanomedicina, a entrega de medicamentos e

radionuclideos tem recebido o maior interesse da comunidade médica.

Como o cancer € um dos maiores desafios de saude publica que a
humanidade enfrenta, uma quantidade substancial de pesquisas concentrou-se
no desenvolvimento de nanomateriais para atingir tecidos cancerigenos (LI,
2017). No entanto, o interesse entre 0s pesquisadores em diferentes tipos de
cancer variou, com o0 cancer de mama recebendo a menor atencdo da
nanomedicina, apesar de ser o tipo de cancer mais difundido no mundo, com
taxas de ocorréncia alarmantes em muitos paises (AL-HATAMLEH et. al., 2019).
Além disso, a maioria desses estudos utilizou nanomateriais para atingir células
cancerigenas com quimioterapia / drogas, enquanto poucos estudos se
concentraram no uso de nanomateriais para diagnosticar/tratar o cancer de mama

no contexto da medicina nuclear.



25

3.2Nanomedicina e o cancer de mama

O céancer inclui uma série de doencas caracterizadas pelo crescimento
desordenado e divisbes anormais de células devido a alteracbes no material
genético, o que causa tumores malignos (neoplasia). E um dos maiores desafios
gue o mundo enfrenta e vem causando enormes perdas sem solucfes efetivas e
abrangentes (SEYFRIED et. al., 2014 e IARC, 2019). O cancer de mama € o tipo
de cancer que mais acomete as mulheres no mundo e sua incidéncia aumentou
mais de 20% desde 2008.Quase 1,5 milhdes de novos casos de cancer de mama
sdo relatados a cada ano, representando 25% de todos o0s canceres
diagnosticados em mulheres (TORRE et. al., 2017).

E uma doenca altamente heterogénea, consequentemente possui
classificacbes bastante complexas (SINN e KREIPE, 2013). Frequentemente é
classificado com base no tipo histopatoldgico sendo a maioria dos casos de
carcinoma ductal invasivo, mas outros subtipos menos prevalentes ainda chamam
a atencéo devido a agressividade e ocorréncia em diferentes subpopulacdes, por
exemplo, o cancer de mama inflamatério que geralmente ocorre em pacientes
mais jovens (HOWLADER et. al., 2019)

A maior preocupacao é com o estadiamento do tumor. A medida que a
doenca progride, o tumor primario, quando ainda esta circunscrito no tecido
mamario (estagio 1), pode se espalhar para os tecidos e géanglios linfaticos
proximos (estagio II-Ill) ou érgdos distantes, 0 que ja caracteriza a metastase
(estagio 1IV) as quais ocorrem principalmente nos pulmdes, ossos, figado e
cérebro (WEIGELT et. al. 2005; SINN e KREIPE, 2013). O estadiamento tumoral
€ um dos fatores mais importantes para definir estratégias terapéuticas
adequadas, visto que o envolvimento nodal axilar jA € estabelecido como um
indicador de mau prognostico, com a sobrevida diminuindo em pacientes com

essa condigéao.

Além disso, pode ser classificado com base nos graus e subtipos
moleculares, incluindo luminal A, luminal B, HER2 e tipo triplo negativo (KREIPE,
2013). Independentemente da classificagcdo, uma vez metastizado, as opg¢des de
tratamento diminuem consideravelmente e, devido as poucas alternativas

terapéuticas eficazes no tratamento do Cancer de mama metastaticos, faz-se
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necessario pesquisa de tratamentos alternativos que possam sensibilizar esse

tipo de cancer.

A nanomedicina é uma promissora opc¢do tanto do ponto de vista
terapéutico quanto diagndstico para esses tipos de tumores. Com 0 avango ha
compreensao da biologia molecular do cancer de mama, varias estratégias
nanotecnoldgicas foram tracadas e extensamente exploradas nas Ultimas
décadas, principalmente para entregar seletivamente quimioterapicos as células
tumorais através do encapsulamento desses agentes terapéuticos, que resultou
em maior eficiéncia de tratamento em comparacdo com a quimioterapia e

radioterapia convencional (WU, 2017).

3.3Sistemas nanoparticulados a base de proteinas

O desenvolvimento de sistemas nanoparticulados a base de proteinas
como veiculos para moléculas terapéuticas e radionuclideos representa uma
grande oportunidade para oncologia e medicina nuclear. As vantagens do uso de
proteinas para sintese desses sistemas incluem a abundancia de proteinas
extraidas de fontes naturais, biocompatibilidade, biodegradabilidade e processo
de sintese relativamente facil, ao contrario de outros sistemas que utilizam metais

e outros materiais inorganicos e sintéticos (VERMA et. al., 2018).

Além disso, a abundancia de grupos hidroxilas, aminos e carboxilas
presentes nas nanoparticulas proteicas oferece a possibilidade de modificacao da
superficie pela conjugacao, através de ligacdes covalentes ou intermoleculares,
de outros ligantes como peptideos, proteinas, carboidratos, anticorpos e drogas,
permitindo a modulacdo da entrega direcionada a tecidos e 6rgdos desejados,
reduzindo ainda mais a toxicidade sistémica (JAIN et. al., 2018; VARCA et. al.,
2016).

A comunidade cientifica tem explorado o potencial de diversas
proteinas de origem animal e vegetal como albumina, gelatina, fibroina, dentre
outras (LOHCHAROENKAL et. al.,, 2014). Dependendo da natureza das

proteinas, esses sistemas nanoparticulados podem ser administrados por
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diversas vias incluindo administracdo oral, intravenosa, inalatoria, subcutanea,

etc.

O uso de nanoparticulas proteicas para aplicacdes biotecnoldgicas ja é
uma realidade e tornou-se uma alternativa para melhorar propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas de diversos tipos de drogas e
radiofdrmacos. Os nanomedicamentos a base de proteinas j4 aprovados pelo
FDA sao: o Abraxane ® que consiste em paclitaxel encapsulado em
nanoparticulas de albumina com tamanho em torno de 130 nm, indicado para o
tratamento de cancer de mama metastatico (2005), cancer de pulmao (2012), e
adenocarcinoma pancreédtico metastatico (2013); o Ontak® que consiste em
proteina recombinante da toxina da difteria, chamada denileukin diftitox ,
fusionada a interleucina-2 humana e indicado para o tratamento de linfoma
cutaneo de células T recidivado ou refratario; e o Rebinyn® medicamento a base
de Fator IX recombinante humano peguilado direcionado ao tratamento de
hemofilia (FARJADIAN et. al., 2019).

3.4Nanoparticulas baseadas em proteinas plasmaticas

Estratégias envolvendo a producdo de nanoparticulas direcionadas ao
desenvolvimento de sistemas de entrega inteligentes visando aumentar a
biodisponibilidade, especificidade ao tecido alvo e maior tempo de circulacdo
sistémica € alvo constante de pesquisas em nanomedicina. Nesse sentindo,
nanoparticulas a base de proteinas plasmaticas mostram-se mais vantajosas
frente a nanoparticulas de materiais sintéticos, visto que possuem propriedades
mais adequadas para aplicagbes in vivo como baixa toxicidade,
biodegradabilidade e geralmente ndo desencadeiam respostas imunes (KRATZ e
ELSADEK, 2012). Além disso, a utilizacdo dessas proteinas pode contornar o
problema da rapida depuracdo de particulas sintéticas e, portanto, estranhas ao
organismo pelo sistema reticuloendotelial, e ajudar, por exemplo, a atravessar a
barreira hematoencefalica (TEZCANER et. al., 2016).

O plasma sanguineo € uma excelente fonte de biomateriais: albumina

sérica (35-50 mg/mL), transferrina (2,5-3,5 mg/mL), globulinas (2,0-2,5 mg/mL) e
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fibrinogénio (0,3-0,45 mg/mL) (KRATZ e ELSADEK, 2012). E a principal razédo do
aumento de pesquisas em nanoparticulas baseadas nessas proteinas é o
problema do reconhecimento de sistemas nanoparticulados pelos organismos
através da adsorcédo de proteinas séricas e outras biomoléculas em sua superficie
(corona proteica). A corona proteica altera 0 comportamento dos nanomateriais in
vivo e sua biodistribuicdo que prejudicam o direcionamento e podem impedir a
ligacdo e internalizacdo das nanoparticulas em seus alvos (LUNDQVIST et. al.,
2008; CAPRIOTTI et. al., 2014).

3.4.1 Nanoparticulas de albumina

A albumina é a mais abundante proteina plasmatica, perfazendo 55%
das proteinas totais do soro humano. E uma molécula formada por uma cadeia de
584 aminoacidos, constituindo-se em um polipeptideo com peso molecular em
torno de 66,4 kDa com cerca de 5 nm (LEVINE, 2016; QUEIROZ et. al. 2016). E
produzida no figado, no qual cerca de 12% a 20% da capacidade de sintese

hepatica é disponibilizada para producéo dessa proteina (PETERS, 1996).

Uma das importantes funcfes da albumina € o seu papel na regulacéo
do pH sanguineo, na manutencdo do volume plasmatico circulante e na
modulacdo da distribuicdo de fluidos entre compartimentos corporais, sendo
responsavel por 80% da pressao oncética. Por possuir grande capacidade de
ligacdo, a albumina estd envolvida no transporte de compostos enddgenos e
exdégenos como moléculas lipossoliveis de &cidos graxos, hormdnios, ions
metalicos, peptideos, proteinas e farmacos, aumentando sua biodisponibilidade e
estabilidade em fluidos biol6gicos (FALANI et. al. 2012).
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Figura 1 - Visao frontal da albumina do soro humano (1AO6.pdb)

O uso clinico da albumina foi estabelecido durante a Segunda Guerra
Mundial, com o uso bem-sucedido em substituicdo a transfusdo de sanguinea em
soldados com grandes perdas de sangue, da mesma forma trabalhos datados de
1944 descrevem os beneficios 0 uso de albumina no tratamento de cirrose
(PARODI et. al., 2019).

E um produto natural faciimente purificado e componente universal de
tecidos liquidos e sélidos. O método de Cohn foi desenvolvido também nesta
época para purificacdo de proteinas séricas, onde a proteina mais importante, a
Fracdo V, ou seja, albumina, foi fracionada. O método é executado em
temperaturas e concentracfes salinas baixas e a precipitacdo das proteinas
ocorre pela variagdo do pH e uso de diferentes concentracdes de etanol (COHN
et. al., 1944). O isolamento da albumina através desse método é consistente e
reprodutivel, tornando-a matéria-prima de baixo custo para a sintese de
nanoparticulas. A Unica desvantagem deste método esté relacionada ao risco de
contaminacdo do produto final por patégenos sanguineos como virus e prions.
Esse problema pode ser facilmente resolvido através da producédo de albumina
pela tecnologia do DNA recombinante em sistemas bacterianos, por exemplo (HE
et. al., 2011).

Como matéria-prima para a fabricacdo de nanocarreadores, a albumina
é estavel tanto em condic¢des fisiologicas (sua meia-vida biologica € de cerca de
trés semanas) quanto na presenca de solventes ou pHs heterogéneos. E devido
as suas propriedades naturais como transportadora de moléculas endbégenas e
exégenas, pode ser conjugada com agentes terapéuticos, diagnoésticos e

terandsticos a fim de melhorar a farmacocinética (PARODI et. al.,2019).

Finalmente, a albumina é estavel em ampla faixa de pH (ha faixa de 4 a

9) e resistente ao calor (estavel por pelo menos 10 horas a 60 ° C), representando
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um substrato ideal para varios processos sintéticos e sinteses quimicas, e pode
ser armazenada, com pequenas alteracdes em sua estrutura, em concentragfes

relativamente altas (5 a 20%) por muitos anos (Pignatta et. al., 2015).

3.4.2 Receptores celulares de albumina

Essencialmente dois mecanismos sao responsaveis pelo potencial
sucesso do uso de nanoparticulas de albumina em sistemas biolégicos para
diagndstico e terapia de cancer: transporte ativo mediado por receptores através
de GP60 e de caveolina-1 (transcitose) e a ligacdo ativa do complexo albumina-
droga tumor através da proteina SPARC (secreted protein acidic and rich in
cysteine) (TENG et. al., 2013).

O receptor GP60 é uma proteina presente em células do endotélio
vascular que atua aumentando a permeabilidade da membrana para a absorcéo
de proteinas circulantes (LARSEN et. al., 2016). A ligacdo da albumina a este
receptor, ativa a proteina de membrana caveolina-1, a qual induz a formacéo de
pequenas vesiculas na superficie celular, chamadas de cavéolas. As cavéolas
migram através do citoplasma liberando seu contetudo no intersticio celular, sendo
este o0 mecanismo que facilita a transcitose da albumina, protegendo-a da
protedlise (COHEN et. al., 2004; PARAT e RIGGINS, 2012.)

Por outro lado, as proteinas SPARC sdo compostos secretados dentro
do microambiente extracelular, as quais apresentam fun¢des regulatérias, sendo
capazes de afetar a proliferacdo e a invasdo tumoral, assim como a angiogénese
(CHONG et. al., 2012). Sao descritas como associadas a comunica¢ao via matriz
extracelular e como receptoras de nanoparticulas de albumina. As SPARC sao
expressas em diferentes tipos de cancer de mama, prostata, esofago, colorretal,
figado, pulméo, entre outros. A capacidade das SPARC de inibir ou promover
progressdo tumoral depende do tipo celular, do estagio tumoral e da interacao
com os diferentes componentes presentes no microambiente celular (ARNOLD e
BREKKEN, 2009).

Ambos os mecanismos de internalizagdo conferem grande potencial de

aplicacOes efetivas de nanoparticulas de albumina em oncologia.
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3.5Enzimas Proteoliticas

Os seres humanos usam plantas para tratar doencas e condicdes
adversas desde antiguidade e, consequentemente, empregam empiricamente
proteases vegetais e seus derivados (PETROVSKA, 2012). Atualmente, no
campo comercial, as proteases representam 60% total de enzimas produzidas
pela industria mundial, principalmente nas areas de alimentacao e de detergentes.
Além disso, a identificacdo e caraterizacdo de proteases vegetais fazem parte de
um grande esforco da comunidade cientifica na busca de compostos com
propriedades farmacologicas provenientes de biomassa (SILVA-LOPEZ et. al.,
2019).

As proteases catalisam a clivagem de liga¢ces peptidicas de proteinas,
principalmente por hidrélise ou eliminacdo de amonia, resultando em peptideos de
tamanhos variados e residuos de aminoacidos livres (RAWLINGS et. al., 2016).
Sua importancia em conduzir as fungdes metabdlicas e regulatorias essenciais €
evidente, o que pode ser confirmado pela sua ocorréncia em todas as formas de
organismos vivos. Assim, medeiam e/ou participam de varios processos
fisiol6gicos, como o catabolismo de proteinas, a coagulacdo sanguinea, o
crescimento e a migracao celulares, a formacgéo de tecidos, a morfogénese em
desenvolvimento, inflamacdes e crescimento de tumores, a ativacdo de
zimogénios, a liberacdo de hormonios e de peptideos farmacologicamente ativos
de proteinas precursoras e, também, o transporte de proteinas através das
membranas (TREMACOLDI, 2009).

A caracteristica mais notavel dessas enzimas é a alta capacidade de
hidrolisar proteinas em temperaturas mais altas do que as enzimas animais.
Devido a expressiva estabilidade térmica associada a boa atividade da protease,
as proteases vegetais tém sido investigadas para fins terapéuticos (SILVA-LOPEZ
et. al., 2019).

3.5.1 Enzimas proteoliticas terapéuticas em oncologia

A administragdo de extratos vegetais com enzimas proteoliticas teve
origem na Ameérica do Sul e Central (LEIPNER, 2000; VANHOOF, 1997).
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Atualmente, este tipo de terapia vem sendo estudada para diversas indicacdes
em oncologia, doencas infecciosas, trauma e inflamacdo (BEUTH, 2008; SILVA-
LOPEZ et. al., 2019).

A logica cientifica da terapia enzimatica sistémica baseou-se na
observacdo da alta incidéncia de céancer na populacdo idosa concomitante a
reducdo de enzimas pancredticas nestes individuos. Isso levou Max Wolf e
Helene Benitez (1950), administrarem uma combinacdo otimizada de proteinases
vegetais e animais em pacientes oncoldgicos na tentativa de restaurar a atividade
citotoxica ja reduzida nos soros dos pacientes. Como resultado, observou-se uma
melhora da atividade oncolitica pela administracdo oral dessas enzimas
(LEIPNER, et. al. 2000; ZAENKER, et. al. 2001; LAUER et. al., 2001).

Em geral, as proteases terapéuticas de origem vegetal ndo sé&o
heter6logas, e séo obtidas diretamente das plantas ou do seu latex, sendo
possivel extrair a proteina a baixo custo, sem afetar a viabilidade da planta.
algumas dessas enzimas tém sido importantes no planejamento racional de
farmacos com aplicacfes diagnosticas e terapéuticas e, devido a alguns aspectos
quimicos, bioldgicos e farmacolégicos, as proteases vegetais mais estudadas sao

a papaina, bromelina, ficina e cumisina.

3.5.2 Papaina

A papaina (EC 3.4.22.2) é uma enzima proteolitica com peso molecular
de 23,4 kDa extraida do latex do fruto verde da Carica papaya. Sua estrutura é
composta por 212 aminodcidos, entre eles a cisteina (Cis25), a histidina (His159)
e a asparagina (Asnl175) (SZABO et. al., 2006) que compde o sitio ativo da
enzima. Pertence a familia das proteases de cisteina, classificadas como familia
C1, cruciais em varios processos bioldgicos em diversos organismos Vivos.
Destaca-se por sua especificidade relativa a proteinas e a substratos de baixa
massa molecular, clivando ligacbes peptidicas de aminoacidos basicos como
arginina, lisina e residuos de fenilalanina. Apresenta estabilidade a altas
temperaturas, em concentragfes de solventes orgéanicos elevadas e de agentes
desnaturantes em uma ampla faixa de pH (3,0-9,0) e possui atividade maxima em
pH 6,0-7,0 e 60°C (AMRI e MAMBOYA, 2012).
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Figura 2 - Estrutura da papaina dividida em subunidades, indicando alfa hélice, folha
beta, ligacdes de hidrogénio e pontes de dissulfeto (9pap.pdb)

E usada principalmente na inddstria farmacéutica, na formulacédo de
detergentes, tratamento de couro, amaciantes de carne e clarificacdo de cervejas
(AZARKAN et. al., 2003).

Na medicina, € amplamente utilizada para tratamento de edemas,
sinusite alérgica, sindrome do intestino permeével, intolerancia ao glaten,
hipocloridria e outros distlrbios digestivos, bem como na remocdo de céries
(ZHANG et. al., 2006). Produtos a base de papaina com aplicacdo em curativos ja
estdo disponiveis comercialmente devido a sua propriedade debridante que
estimula o processo de cicatrizacdo de feridas. Sao utilizados em tratamentos de
ulceracbes cutdneas em lesBes diabéticas, quimioterapicas, hanseniase,

sindrome de Fournier dentre outras lesdes (LEITE et. al., 2012).

Possui outras propriedades farmacolégicas muito valiosas para
aplicacbes médicas como propriedades antibacterianas, antifingicas e
antioxidantes (BUDAMA-KILINC et. al., 2018), além de atividade anticancerigena,
antiproliferativa e antimetastatica observadas e validadas por estudos
experimentais in vitro, in vivo e estudos clinicos em pacientes com cancer de
mama, colorretal e plasmocitoma (BEUTH, 2008). Da mesma forma, em estudos
em modelo de carcinoma pulmonar de Lewis e melanoma, foi comprovada sua
eficacia na inibicdo do crescimento do tumor primério e disseminagdo sistémica,
com aumento de sobrevida dos animais tratados (WALD et. al., 2001). Outros
estudos em diferentes linhagens celulares corroboram com o fato de que a

papaina pode modular vias de sinalizacdo celular envolvidas no sistema
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imunologico, apoptose e desenvolvimento do cancer (CHANDRAN e
NACHIMUTHU, 2018).

3.6Rota de sintese de nanoparticulas proteicas

Diversas rotas sdo utilizadas na sintese de nanoparticulas proteicas.
As principais incluem a dessolvatacdo, emulsificacao e geleificacdo térmica. Mais
recentemente, foram descritas outras técnicas, como evaporacao do solvente e a
secagem por aspersao (spray drying) (ELZOGHBY et. al., 2012). Dependendo de
cada tipo de aplicagdo, o modo de preparo deve ser otimizado para alcancar
propriedades de interesse, tais como a melhora da eficacia do ponto de vista da

biocompatibilidade e o controle do tamanho das particulas.

A técnica da dessolvatacdo, em particular, tem sido aperfeicoada e
demonstra boa reprodutibilidade na distribuicdo dos tamanhos das particulas.
Este método baseia-se no uso de cosolventes (etanol, metanol, acetona) para
promover a agregacdo da proteina, e de um agente reticulante, ligando-as
covalentemente e promovendo a formacdo das nanoparticulas. No entanto,
residuos dos agentes reticulantes, caso ndo sejam devidamente removidos,
podem induzir reacdes indesejaveis e toxicidade para sistemas biolégicos
(VARCA et. al., 2016).

Por outro lado, estudos recentes indicam que a utilizacdo de método
alternativo, baseado na reticulacédo induzida por radiacdo ionizante, a fim de se
obter o controle de tamanho de nanoparticulas com bioatividade, bem como com
caracteristicas  estruturais tridimensionais preservadas para aplicacdes
biomédicas, mostrou-se eficaz (SOTO-ESPINOZA et. al.,, 2011). Esse método
apresenta vantangens sobre os convecionais, pois ndo se restringe a falta de
mondmeros no processo, além de, simultaneamente a formacdo das
nanoparticulas, ocorrer a esterilizacdo do interior do frasco de reacdo. A auséncia
de agentes reticulantes garante baixa toxicidade residual e reduz possiveis etapas

de purificagdo de mon6meros remanescentes (QUEIROZ et. al., 2016).
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3.7Nanoparticulas paraimagem SPECT e PET

Embora nanoparticulas representem um fenémeno relativamente novo
na pesquisa medica e, particularmente, na rotina clinica, produtos similares foram
aplicados por décadas na medicina nuclear. Esses compostos sdo conhecidos
como radiofarmacos a base de coldides ou simplesmente radiocoldides, e da
mesma forma que sistemas nanoparticulados modernos, suas captacfes nos
tecidos de interesse também se baseiam nos tamanhos das particulas, nas
propriedades fisico-quimicas e mecanismos de direcionamento passivo (POLYAK
e ROSS, 2018).

Esses radiotracadores, como agregados a base de albumina, fitato,
enxofre e estanho coloidal, sdo utilizados desde a década de 1960 para
investigacbes de perfusdo de 6rgdos do sistema reticuloendotelial (SRE) como
figado e baco. Quando injetados por via intravenosa, células do SRE identificam
esses compostos como material estranho e os fagocitam, acumulando a
radioativaidade nos 6rgdos que compdem o sistema. As fungBes hepatica e
esplénica podem ser avaliadas através da taxa de perfusdo que é estimada a
partir da depuracdo do radiocoldide através de imagens SPECT. Também séo
aplicados em estudos de perfusdo pulmonar, cintilografia pulmonar, e na deteccao
de linfonodo sentinela (ZOLLE, 2007).

Mais recentemente, métodos de imagem molecular foram importantes
ferramentas no desenvolvimento de diversos nanocarreadores para veicular e
entregar seletivamente compostos terapéuticos. E através de imagens PET e
SPECT foi possivel avaliar propriedades farmacocinéticas e de biodistribuicao,
permitindo a analise do comportamento, integridade e estabilidade desses
sistemas in vivo. A0 mesmo tempo, essas investigacdes também oportunizaram a
identificacdo de novos compostos candidatos a radiofarmacos (LAMMERS et. al.,
2010; MITRA et. al., 2006).

Esses sistemas de imagem podem ser combinados com a tomografia
computadorizada (CT) ou ressonancia magnética (RM) caracterizando técnicas de
imagens hibridas (SPECT/CT, PET/CT, SPECT/RM ou PET/RM), que aumentam
o poder diagndstico com a fusdo de imagens funcionais e anatdmicas (POLYAK e

ROSS, 2018). O desenvolvimento desses sistemas hibridos de imagem, também
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oportunizou o0 surgimento de novas nanoparticulas como as magnéticas

radiomarcadas com 18F ou 2°MTc.

Da mesma forma, verifica-se o desenvolvimento de nanoparticulas
terandsticas (que combinam funcdes terapéuticas e de diagnostico), como a
utilizacdo de nanoparticulas metélicas para visualizagdo de tumores em
ressonancia magnética e que sdo projetadas para converter luz em calor e
eliminar seletivamente células malignas através da hipertermia. Também pode-se
citar nanoparticulas de ouro-198, emissor de particulas B utilizadas em
endorradioterapia e raios y que podem formar imagens SPECT (ROMA-
RODRIGUES et. al., 2019).

3.7.1 Estratégias para radiomarcacdo de nanoparticulas

Para fins diagnésticos, sao utilizados dois tipos de radioisotopos:
emissores gama (y) para SPECT e emissores positrons (+) para PET. Para
escolha do radiois6topo na marcacao de nanoparticulas, deve-se considerar dois
fatores, a meia-vida fisica (Tw) do radionuclideo e o tempo que o nanomaterial

leva para acumular-se no tecido de interesse.

Os radioisétopos PET utilizados com maior frequéncia séo o '8F e %8Ga
gue possuem meia-vida relativamente curta, 109 e 68 minutos, respectivamente,
e o tempo médio para inicio da imagem dependera da atividade administrada. Por
outro lado, os is6topos SPECT mais utilizados (**™Tc, T»= 6,01h; 23|, Ty, = 13,22
h e n, Tyx= 67,32 h) podem fornecer 24 horas ou até varios dias para seu

rastreamento biologico, que também dependera da atividade (LEE et. al., 2015)

Diversas rotas podem ser utilizadas para marcar nanoparticulas com
esses radiois6topos, visto que possuem propriedades quimicas distintas podendo
ser classificados como halogénios e metais. Essas rotas incluem a marcacdo
direta através da formacdo de ligagcbes covalentes com superficie das
nanoparticulas ou indireta através da complexacdo desses atomos por agentes

guelantes bifuncionais (Fig. 3) (Ramenda et. al., 2009; Hjelstuen, 1995).
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Figura 3: Métodos de marcacdo de nanoparticulas. (a) Radiomarcacdo direta na
superficie da nanoparticula, (b) radiomarcacdo através de um agente quelante
funcionalizado na superficie da nanoparticula, (c) encapsulamento do radionuclideo e (d)
incorporagdo do radionuclideo no interior de bicamadas lipidicas. Adaptado de

KHARISOQV et. al. 2014.

Os agentes quelantes bifuncionais formam nucleos permanentes onde
o ion metalico é envolvido por ligacbes covalentes que posteriormente sdo
complexados na superficie das nanoparticulas ou incorporados em seus nucleos.
Para radiometais os quelantes mais utilizados séo 1,4,7,10-tetra-azaciclodo -
acido decano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA), acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-
triacético (NOTA), quelantes aciclicos desferoxamina (DFO) e 4&cido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) (JEON, 2019; LIU, 2008).

Para determinacdo da pureza radioqguimica de nanoparticulas
radiomarcadas, comumente utiliza-se cromatografia em camada delgada
ascendente com fases moével e estacionaria adequadas ao tipo de material
utilizado na sintese das nanoparticulas e ao radiois6topo selecionado. Para
purificacdo geralmente sao utilizados procedimentos como filtracdo, cromatografia
de exclusdo de tamanho ou até mesmo precipitacdo. E fortemente recomendado
estudos de possiveis alteracdes na distribuicdo de tamanho das nanoparticulas
pos-radiomarcacao (VARENNE et. al., 2016).

3.7.2 Radiomarcacdo com *°MTc¢ para imagem SPECT

Nas imagens SPECT, o isétopo mais utilizado é o tecnécio-99m, cujo

namero atbmico é 43 e pertencente ao grupo 7 da tabela periddica. Pode
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apresentar-se em oito estados de oxidacao (-1 a +7). Os estados +7 e +4 sdo 0s
mais estaveis e sdo encontrados em oOxidos, sulfetos, haletos e pertecnatos
(SAHA, 2010).

Apresenta vantagens em relacdo a outros radioisotopos devido as suas
propriedades nucleares: decaimento por emissao de energia monocromatica de
140 keV, ideal para aquisicdo de imagens cintilograficas, e o periodo de
semidesintegracdo (T»= 6,01 horas) que € suficientemente longo para realizar a
radiomarcacdo das nanoparticulas e suficientemente pequeno para minimizar a
dose de radiacdo ao paciente. Além disso, é produzido a baixo custo a partir de
geradores de °Mo/*®™Tc favorecendo sua logistica e disponibilidade (Fig. 4).
(BANERJEE et. al., 2005; FAINTUCH et. al., 2008).

Solugaa
0.9% NaCl
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coleta de
#eTe

E 49
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T2 = 66 h

Gom.
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Emissbes
QQTC T2 = 601 h
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T2 = 211100 a

Coluna
de A0y

Blingagem de chumbo

Figura 4: Obtencdo do *™Tc a partir de geradores *Mo/**"Tc. (A) Esquema do gerador
“Mo/*®"Tc e (B) Esquema simplificado do decaimento de **Mo a %*"Tc. Adaptado de
AGUIAR, 2014.

Vérias técnicas de marcacdo de biomoléculas com tecnécio foram
desenvolvidas na Ultima década. O °™Tc é eluido do gerador na forma de

pertecnetato de sédio (Na**"TcO4) com nimero de oxidacdo +7, que é o mais
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estavel em solucdo aquosa, porém nesta forma quimica ndo consegue ligar-se as
moléculas, por isso o0 uso de agentes redutores como cloreto de estanho Il (SnClz)
ou boroidreto de sddio (NaBH4) se faz necessério (BANERJEE et. al., 2005).

Na marcacdo direta, as cadeias do polimero presentes nas
nanoparticulas séo ricas em grupos reativos como carboxilas (-COOH), hidroxilas
(-OH), aminos (-NH2) e tiol (-SH) que coordenam ligacbes com os cations de
9mMTc reduzido (PANT et. al., 2017).

Ja na radiomarcacdo indireta, pode-se utilizar diversos agentes
quelantes bifuncionais para incorporar o *°™Tc nos sistemas nanoestruturados,
como DTPA, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido
etilenodiaminodiacético (EDDA) e nicotinamida hidrazino (HYNIC) (LIU, 2008).

Ressalta-se que tanto na marcacao direta quanto indireta, parametros
como quantidade de nanoparticula, agente redutor, atividade do radioisétopo, pH,
temperatura e tempo de reacdo devem ser otimizados para se obter alta pureza

radioquimica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1Infraestrutura

Os ensaios de sintese e caracterizacdo das nanoparticulas proteicas
descritos neste trabalho foram realizados nos laboratérios do Centro de Quimica e
Meio Ambiente (CEQMA) e no Centro de Tecnologia das Radia¢cbes (CETER),
sitiados no IPEN. As caracterizagcdes dos sistemas nanoparticulados foram
realizadas nos Laboratérios do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo (IQ-USP), assim como no Laboratério de Nanotecnologia da Universidade
do Missouri (EUA). Toda a parte de ensaios in vitro e in vivo foi realizada no
Centro de Medicina Nuclear do Instituto de Radiologia da Universidade de S&o
Paulo (CMN-InRad), esse laboratério forneceu toda a infraestrutura necessaria

para a manipulacdo de materiais radioativos, células e animais.

4.2 Materiais

4.2.1 Reagentes

Os principais reagentes utilizados neste trabalho foram:

acetona (Merck, alemanha);

acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck, alemanha);
alcool etilico (Merck, alemanha);

acetona ultrapura (Merck, alemanha);

acido cloridrico ultrapuro (Merck, alemanha);

acido trifluoroacético para CLAE (Sigma aldrich, EUA);

SR N N N SR NN

agua purificada por equipamento de osmose reversa (Purificador Milli-RX 45
Millipore, EUA);

meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab);

soro fetal bovino (Cultilab);

< S

v penicilina:estreptomicina (Cultilab);

v" Cloreto estanoso dihidratado — Merck, alemanha;
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Fosfato de sédio monobasico — Merck, alemanha;

Fosfato disodico anidro — Merck, alemanha;

Gas nitrogénio, grau de pureza 99,99% — White Martins, Brasil,

Glicina — Sigma aldrich, EUA;

Heparina (Liguemine®), solu¢cdo 5000 U.l./mL — Roche, Brasil;
Octanol, grau de pureza p.a. — Merck, alemanha,;

Radioisétopo tecnécio-99m, obtido do gerador molibdénio-99/tecnécio-
99mMT¢ produzido no Centro de Radiofarmécia (CERF) do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP), Brasil;

Solucéo de Tripsina/EDTA 0,25% - Gibco®,EUA.

Solucdo fisiologica estéril (cloreto de sddio) 0,9% — Equiplex, Brasil.

4.2.2 Equipamento, materiais e sistemas

Os principais equipamentos, materiais e sistemas utilizados no trabalho

foram:

ANEENERN

AR NERNEEN

NN

Contador de cintilagdo gama (Hidex)

Espectrofotdmetro UV/Vis (Shimadzu UV-PC — 2100)

Detector de cintilacdo em fluxo (Perkin Elmer)

PET/SPECT/CT para pequenos animais (Gamma medica ideas/Trifoil
Triumph® Il (Trimodality System)

Centrifuga refrigerada (Eppendorff)

Ultra freezer (-80 °C) vertical (Sanyo)

Typhoon Scanner (GEmics FLA 9500)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE (Shimadzu SCL-10AVP;
Japao)

Detector de radiacéao (Nal) para CLAE Radiomatic 610TR (PerkinElmer, EUA)
Criostato (Leica CM3050S)

Microscopio de mesa Binocular (Nikon Japan YS2-T 186360)

Centrifuga portatil refrigerada (Eppendorf 5415R)

Leitor de Placas por absorbéancia (VERSA Max)

v’ agitador/aquecedor Thermomixer comfort 1,5 mL (Eppendorf, EUA);

<\

calibrador de atividade (CRMTM-35R — Capintec, EUA);
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v coluna de exclusédo de tamanho (SEC-HPLC) ProteinPak 300SW (7,5 x 300
mm, Waters, Milford, MA, USA)

v’ frascos para cultivo de células (Costar, EUA);

v' material plastico descartavel em geral, tais como ponteiras, seringas, tubos
tipo eppendorf, tubos cbnicos tipo Falcon e criotubos;

v pipetas automaticas (Brand e Socorex);

v’ suporte cromatografico para cromatografia em camada delgada TLC-SG
(Merck, alemanha);

v’ vidraria em geral, tais como béqueres, erlemeyers, baldes volumétricos,

provetas e pipetas.

4.2.3 Linhagens Celular

Para os estudos in vitro foram utilizadas as linhagens celulares MCF-7,
derivada de adenocarcinoma de mama humano estrégeno-positiva (ER-positiva),
linhagem de cancer de mama humano triplo negativo MDA-MB-231 e linhagem de
cancer de mama murinho triplo negativo 4T1. Todas adquiridas da American Type
Culture Colletion (Rockville, MD) e fazem parte do banco de linhagens celulares
da Disciplina de Oncologia da FMUSP.

4.2.4 Animais

Os estudos in vivo foram realizados em camundongos saudaveis
balb/C fémeas de sete a oito semanas de idade e 18 a 25 gramas de peso,
modelo ortotépico de cancer de mama 4T1 induzidos em animais balb/C e
camundongos transgénicos modelo cancer de mama metastatico MMTV-PyMT,
de seis a dez semanas de idade e 20-25 gramas de peso, fémeas (Biotério — FM-
USP). Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (n°
128/16).
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4 .3Métodos

4.3.1 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas de albumina e papaina foram sintetizadas na
concentracdo de 10 mg.mL?, 30% e 20% de etanol (v/v), respectivamente e
tampao fosfato 50mM (pH 7,2), sob banho de gelo durante o processo, segundo a
técnica de Varca et. al. (2014 e 2016). Apés homogeneizacdo e repouso por 6

horas em refrigerador, as amostras foram submetidas ao processo de irradiacao.

4.3.2 Irradiacéo

A irradiacdo foi realizada no Centro de Tecnologia das Radiagbes
(CETR-IPEN) no Irradiador Multipropésito de Cobalto-60 na dose de 10 kGy com
taxa de dose de 5 kGy h't. As amostras foram mantidas refrigeradas em recipiente
isolante térmico, utilizando gelo sintético durante exposi¢do para preservacado da
integridade proteica durante o processo. Esse procedimento foi realizado a fim de

promover a reticulacdo de proteinas.

4.3.3 Caracterizacao das nanoparticulas

As nanoparticulas foram avaliadas quanto a formacédo de bitirosinas,
sua morfologia por meio de andlises de microscopia eletrbnica de transmissao
(TEM) e microscopia eletronica de varredura (MEV) e no que se refere ao
tamanho hidrodinamico e polidispersao, por espalhamento dinamico de luz (DLS).

4.3.3.1Formacéao de Bitirosinas

A formagéo de bitirosinas, um indicativo da eficiéncia de reticulagéo, foi
monitorada por medi¢cOes de fluorescéncia num espectrofotdmetro Hitachi F-4500.
Os parametros adotados foram: Aex = 325 nm e Aem = 340-500 nm, velocidade de
varredura de 240nm/min. As amostras foram diluidas em tampao para atingir a

absorbancia equivalente entre si antes da analise.
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4.3.3.2Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As amostras, previamente filtradas com filtros para seringa (0,22 pm),
foram gotejadas em grades de cobre revestidas com filme de carbono
(SmartGirds™) de 200 mesh. Posteriormente foram avaliadas em Microscépio
eletrénico de transmissao modelo JEOL 1400 TEM (JEOL, LTE, Téquio, Japao).

4.3.3.3Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As analises de MEV foram realizadas em um microscopio eletrénico
Quanta 600 FEG-FEI sob condicBes de baixo vacuo (pressao 0,08 torr), tensdo de
aceleracdo 20 kV e corrente 10 nA. As amostras foram colocadas
cuidadosamente em “stubs” de aluminio, coberto com ouro, secas e em seguida

observadas no MEV.

4.3.3.4Espalhamento dinamico de Luz

As analises por espalhamento dindmico de Luz foram realizadas em
Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments Ltd., USA) por 10 segundos a 25 °C
utilizando angulo de 173 °C. As amostras foram filtradas com filtros para seringa
(0,22 um) previamente as analises. Para analise do potencial zeta foram
realizadas medidas logo ap6s o preparo das amostras e depois de 24 h. Foi
utilizado o mesmo equipamento descrito acima com cubeta DTS1070, a 25 °C.

Foram feitas trés determinacdes independentes.

4.3.4 Otimizacédo do controle de qualidade

Para a determinacdo do controle de qualidade das nanoparticulas
radiomarcadas foram testados diversos sistemas utilizando Cromatografia em
papel ascendente (CP) ou Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (Tabela 1).
Neste método, pingou-se uma pequena aliquota da preparacgéo radiofarmacéutica
em fitas de papel ou fitas cromatogréaficas de fibra de vidro impregnadas com
silica gel (ITLC-SG) e a cromatografia foi realizada mergulhando as fitas em um
solvente apropriado contido em cubas de vidros, de modo que a amostra pingada
permaneceu acima do solvente (SAHA, 2004). Cada sistema testado, era

composto de duas fitas (Fita 1 e 2) a fim de separar e quantificar as trés possiveis
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espécies radioquimicas presentes nas amostras: Na®®"TcOs, TcO2 e *MTc-NPs.

As fases estacionarias eram compostas de fitas com 8 cm de comprimento e 1 cm

de largura que foram marcadas com finas linhas a lapis a partir da origem, como

mostra a Figura 5.

I 2cm

4cm

Rf:0

I 2cm

Figura 5: Esquema das fitas cromatogréaficas utilizadas para determinacdo das purezas

radioquimicas.

Tabela 1: Sistema cromatograficos testados para otimizagdo do controle de qualidade.

1Silica gel 2citrato acido dextrose

Fita 1 Fita 2
Sistema Fase Fase Fase Fase
Movel Estacionaria Movel Estacionaria
g | MEIEIEEERE ey o e Acetonitrila 50% (v/v) ITLC-SG
(MEK)
B NaClag 0.9% | ITLC-SG Etanol: (';‘_'I??)H: H20 Whatman n°3
C Acetona Whatman n°1 Szl N_Hf‘OH: H20 ITLC-SG
(2:1:5)
D Acetona ITLC-SG Piridina: Acido Acetico: H20 | \ynaiman ne1
(3:5:1.5)
E Acetona Whatman n°1 PAelmEs AC',d(? Heciimen 3O Whatman n°1
(3:5:1.5)
F Acetona Whatman n°1 ACD? ITLC-SG

4.3.5 Marcacao das nanoparticulas de albumina e papaina com tecnécio-

99m

O radioisotopo tecnécio-99m foi eluido de um gerador molibdénio-
99/tecnécio-99m (*°*Mo/**™Tc) (IPEN/CNEN-SP), em solucdo de cloreto de sdédio
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0,9 % na forma de pertecnetato de sédio (Na®*"TcOa4). Em um frasco de reacdo
foram colocados 1 mg de papaina nativa, papaina irradiada (sem a presenca de
etanol), nanoparticula de papaina (P-NPs) e nanoparticula de albumina (BSA-
NPs), respectivamente, dissolvidas em solucao tampéao fosfato 50 mM (pH= 7,4).
Em seguida, adicionou-se 10 pL de uma solucdo 22 mM de cloreto estanoso
(SnCl2.2H20) em acido cloridrico (HCI 0,1N), e 500 pL de pertecnetato de sédio
(Na*"MTcO4) com atividade de 740 MBg. A reacdo ocorreu sob agitacdo leve a
temperatura de 45 °C, por 30 min. Apés resfriamento o volume foi ajustado para 1
mL com solucdo de cloreto de sodio 0,9 %. Todas as solucfes utilizadas na

radiomarcacao foram previamente nitrogenadas.

4.3.6 Avaliacado radioquimica dos radiotracadores

A avaliacdo radioquimica foi realizada por Cromatografia em papel
ascendente (Whatman 1), usando dois sistemas de solventes: acetona e solugao
de piridina:acido acético:agua (3:5:1,5). O calculo radioquimico foi determinado
em porcentagem da atividade de cada espécie radioquimica em relacdo a
atividade total da fita, sempre de acordo com o fator de retengao (Ry)
correspondente.

A avaliacdo radioquimica também foi realizada por Cromatografia
Liquida de alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu SCL-10AVP; Japéo), equipado com
detector de radioatividade Radiomatic 610TR (PerkinElmer, EUA) e detector UV-
VIS Shimadzu SPD-10AVP. Foi utilizada uma coluna de exclusdo de tamanho
(SEC-HPLC) ProteinPak 300SW (7,5 x 300 mm, Waters, Milford, MA, USA) com
deteccdo em 280 nm e fluxo de 2 mL/min ou 0,5 mL/min, respectivamente para
complexos de papaina e albumina. O sistema de solventes no CLAE consistiu-se

em solucéo de tampéao fosfato 50 mM em modo isocratico.

4.3.7 Estabilidade Radioquimica de bancada dos complexos de papaina

A estabilidade de bancada dos complexos de papaina foi estudada
armazenando as preparacoes a 4°C, 25°C e 37°C e, posteriomente, determinando

as purezas radioquimicas em diferentes intervalos de tempo (1h, 3h e 6h).
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4.3.8 Estabilidade Radioguimica das Nanoparticulas de papaina e
albumina frente a Histidina e Soro Humano

A estabilidade das nanoparticulas de albumina e papaina
radiomarcadas frente ao aminoacido histidina (102 M) e ao soro humano, foi
avaliada a temperatura ambiente nos tempos zero (controle), 1, 3, 6 e 24 horas
apos seu preparo. Para tal finalidade, aliquotas de 900 pL destas solugdes foram
misturadas a 100 yL das nanoparticulas radiomarcadas em tubos Eppendorf®. As
purezas radioquimicas foram quantificadas por cromatografia de camada delgada

(CCD), seguindo o mesmo procedimento descrito no item 4.5.

4.3.9 Biodistribuicdo de nanoparticulas em camundongos saudaveis
balb/C

Os estudos de biodistribuicdes dos nanocarreadores foram realizados
em camundongos balb/C fémeas com massa corporea entre 20 e 25 gramas.
Foram administrados 50 puL do marcador (*®Tc-P-NPs e ®°MTc-BSA-NPs) por via
endovenosa caudal com atividade 37-74 MBq. Os estudos foram conduzidos com
a eutanasia dos animais em 2h, 6h e 24h, ap6s a administracdo das
nanoparticulas de radiomarcadas.

Tecidos, 6rgdos e fluidos (sangue, coracdo, pulm&o, rins, baco,
estbmago, pancreas, figado, intestino grosso e delgado, musculo, 0sso e
cérebro), foram retirados, pesados e colocados em tubos para que sua atividade
radioativa fosse mensurada em contador do tipo pogo Nal(Tl). A cauda foi
utilizada para correcao da atividade administrada.

O padréo foi preparado com uma aliquota da mesma solucéo injetada e
colocado para a contagem da atividade simultaneamente a avaliacdo da atividade
nos orgédos. As porcentagens de dose injetada por 6rgao (%DI/6rgao) e por grama
(%Dl/g) foram calculadas considerando o padrdo como 100% da dose
administrada aos animais, e 0s experimentos conduzidos considerando um

namero amostral de trés animais por tempo estudado.
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4 4Estudos in vitro

4.4.1 Cultivo Celular

As células do carcinoma de mama humano das linhagens MDA-MB231
e MCF-7 foram cultivadas a 37 °C e 5 % CO2 em meio de cultura RPMI 1640,
enriquecido com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina. ApoOs atingirem a confluéncia, as células foram
entdo tripsinizadas, centrifugadas (5 min a 100xg), ressuspendidas em tampéao
fosfato-salina (PBS, pH=7,4) e disponibilizadas para plaqueamento e posterior

ensaio.

4.4.2 Andlise de Proliferacdo Celular

A analise de proliferacéo celular foi realizada utilizando o kit brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio MTT (Sigma-aldrich), segundo o
protocolo estabelecido pelo fabricante. Este ensaio colorimétrico utiliza a atividade
metabodlica como parametro para a viabilidade celular e proliferacdo. O ensaio
baseia-se na conversdo do sal tetrazdlio MTT em um formazan (sal insoltvel
colorido). Esta reducdo do MTT é feita pela enzima succinato-tetrazolio redutase
somente em células metabolicamente ativas. As células MDA-MB231 e MCF-7
foram cultivadas na proporcdo 5x10° células/poco nas placas de 96 pogcos com
meio completo e 10% de soro. Apd6s adesdo, as células foram tratadas com
concentracfes de nanoparticula de albumina e papaina variando entre 6,25 ug a
1 mg. ApGs 24h e 48h de incubacdo com as nanoparticulas, removeu-se o0 meio e
lavou-se duas vezes com PBS 1x para retirar qualquer traco do vermelho de fenol
presente. Adicionou-se 10 yL de MTT (12 mM) as células e ao controle, que foi
tratado apenas com meio, e deixou-se reagir por 4 horas a 37 °C. ApGs
incubacéo, foram adicionados 100 pL de DMSO, os po¢os homogeneizados e a
quantificacdo realizada através da leitura da absorbancia das amostras no leitor
de placas (BioTek, Winooski, VT, USA) operando no comprimento de onda 570

nm.
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4.4.3 Ensaio in vitro de ligacao especifica

Para realizagdo dos ensaios in vitro as células foram ressuspensas em
meio de cultura RPMI contendo 1% de SFB, e distribuidas em placas de seis
pocos a uma concentracdo final de 7x10° células/pogco. Apés 24 horas de
incubacéo, as placas foram disponibilizadas para os ensaios.

Os ensaios de ligacdo especifica foram realizados com os marcadores
9mTc-Nanoalbumina em células MDA-MB231 e °°™Tc-Nanopapaina nas células
de tumor mamario MDA-MB231 e 4T1, na concentracdo de 1,35 nM, utilizando
meio de cultura como solvente. As nanoparticulas ndo radiomarcadas na
concentracéo de 1 uM por pocgo foram utilizadas como competidoras.

Para determinacgéo da ligagéo total, adicionou-se aos pocos 1400 pL do
meio de cultura e 100 pL da nanoparticula radiomarcada. Para determinacdo da
ligacdo ndo especifica, 1300 uL do meio de cultura, 100 pL do competidor e 100
uL do radiotracador.

As células foram incubadas por 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Ao final
de cada tempo, o sobrenadante foi coletado e as células foram lavadas duas
vezes com tampao fosfato salina (PBS) gelado. Para determinacdo da ligacdo a
membrana celular, foi realizada lavagem &cida por 5 minutos com solucdo tampéao
glicina (50 mM Glicina e 1M NaCl, pH=2,8). E para avaliacdo da internalizacdo as
células, foram tripsinizadas com 200 pL de Tripsina. O conteudo de todas as

lavagens foi acondicionado em tubos para mensuracao da atividade radioativa.

4.5Aquisicao de imagem SPECT/CT

As imagens foram adquiridas de camundongos fémeas com tumor
espontaneo de mama (MMTV-PyMT) quando os tumores ja estavam soélidos e
palpaveis. Os animais foram anestesiados com uma mistura de 3% de isofluorano
em oxigénio (100%). A nanoparticula de papaina radiomarcada foi injetada por via
endovenosa caudal, 37 MBq (1 mCi; 100 uL), e apdés 1 hora, imagens foram
adquiridas no equipamento micro SPECT/PET/CT Triumph™ (Gamma Medica-
Ideas, Sherbrooke, EUA) equipada com dois detectores de cintilacdo (opostos
180°) e uma fonte de raio-X de 45 kVp e corrente de 390 pA.

Primeiramente, foram obtidas imagens SPECT utilizando colimador de

alta resolucéo de 5 furos. Para aquisicdo da imagem, foi utilizado um protocolo
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com um total de 32 projecdes distribuidas em 180° de cada detector. A camera de
captura foi ajustada a um pico de energia de 140 KeV e o tempo de aquisicao foi
de 60 s por projecéo.

Na sequéncia, sem qualquer realocagcdo ou reposicionamento do
animal, imagens CT foram obtidas através de 256 projecdes com magnificacéo de
1,3x. Tempo total de aquisicdo de 1 min. Essas imagens foram reconstruidas
aplicando-se algoritmo do tipo FBP (retroprojecao filtrada), com matriz de 512 «
512 e pixel de 0,17 x 0,17 mm, por meio do software Triumph X-OTM 4.2 (Gamma
Medica-ldeas, EUA).

As imagens SPECT foram reconstruidas pelo método iterativo OSEM,
com 5 iteragbes e 8 subconjuntos por iteragcdo. Os dados reconstruidos foram
processados através do software Amide, utilizando as imagens CT como
referéncia anatdbmica.

Regides de interesse tridimensionais (ROI; do inglés region of interest)
foram delimitadas manualmente ao redor do tumor no plano coronal, sagital e
axial, e seu valor médio de contagem por pixel (CPP) determinado. Uma ROI de
mesma area foi desenhada em regido desprovida de tecido neoplasico (musculo)

para obtencéo dos valores médios de CPP de fundo (background).

or

Os valores da razdo ;——- foram calculados para cada tumor

encontrado nos animais.

4.6Biodistribuicdo em modelo tumoral

Apds aquisicdo das Iimagens SPECT/CT os animais foram
eutanasiados e estudos de biodistribuicdo foram conduzidos como descrito no
item 4.8. Os tumores localizados no FOV foram cortados em duas seccoes e
disponibilizados para contagem radioativa e ensaio de imuno-histoquimica e

autorradiografia.

4.7Imuno-histoquimica

Os animais utilizados para imagem SPECT/CT foi eutanasiado por
extirpacdo cardiaca e os tumores coletados. ApoOs isolamento do material de

interesse, este foi congelado em meio de congelamento (Tissue-Tek O.C.T) em
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criostato. Os tecidos foram cortados em uma espessura de 10 um em criostato
(Leica CM), e os cortes histologicos coletados em laminas gelatinizadas e
mantidos em freezer -20 °C até o0 processamento das laminas por
imunoperoxidase com anticorpo especifico para detec¢do de papaina.

Os cortes foram tratados com peroxido de hidrogénio 1% para remocéao
da peroxidase enddgena, por 10 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados
em tampéao fosfato (PB 0,1M) por trés vezes de 10 minutos, e foram entdo
incubados com anticorpo primario extraido de cabra contra papaina (NBP2-
44059, Novus Biologicals) em uma concentracdo de 1:200, em PB com 0,3% de
Triton X-100 e 5% do soro normal do animal em que foi produzido o anticorpo
secundério, ou seja, soro normal de jumento (Jackson Immunoresearch labs INC,
017-000-121) ou com anticorpo primario extraido de coelho contra albumina
Bovina (NBP1-94976, Novus Biologicals) também em concentracdo de 1:200 em
PB com 0,3% de Triton X-100 e 5% de soro normal de burro (Jackson Immuno
Research Lbs - 017-000-121) e anticorpo secundario - contra coelho feito em
burro biotinilado ( Jackson Immuno Research Lbs - 711-005-152).

Os cortes foram incubados por um periodo de 14 a 18 horas a
temperatura ambiente (25 °C).

Apoés incubacdo, os cortes foram lavados novamente em tampao
fosfato a temperatura ambiente e incubados por duas horas com o anticorpo
secundario biotinilado contra as imunoglobulinas do animal no qual foi feito o
anticorpo primario, ou seja, anti-cabra feito em jumento em uma concentracdo
1:200. Apds nova série de lavagens a temperatura ambiente, os cortes foram
colocados por duas horas numa solucéo de Triton X-100 0,3% em tampao fosfato
0,1 M com 0,4 M de NaCl contendo o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC
ELITE Kit, Vector Labs., Burlingame, CA, EUA). Ap6s nova série de lavagens, 0s
cortes foram imersos em um meio contendo 3,3’diaminobenzidina (DAB-Sigma-
aldrich, Saint Louis, MO, EUA) 0,05 % em tampéao fosfato 0,1M por 5 minutos.
Foram acrescentados a seguir 1 mL de uma solug¢do de H202 a 0,1 % em agua
destilada, mantendo-se o0s cortes neste banho até que a reacdo fosse
evidenciada. Atingida a imunorreatividade desejada com o desenvolvimento de
coloracdo marrom, os cortes foram removidos da solucdo DAB e imersos em
tampdo PB 0,1 M. Depois de nova série de lavagens em tampé&o fosfato com

objetivo de remocao do excesso de reagente, os cortes foram banhados em
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solucéo de tetroxido de 6smio 0,1 %, por 15-30 segundos, desidratadas por uma
série de alcoois em concentracbes crescentes, clareadas com Xilol (Synth) e
cobertas com laminulas, tendo como meio de montagem o Permount (Sigma).
Uma andlise qualitativa de perfil de marcacéo foi realizada em microscépio de luz.
Imagens digitais foram capturadas em microscopio O6ptico (E1000, Nikon)

acoplado a uma camera digital e ao programa Nikon Imaging Software ACT-U.

4.8Estudo auto-radiografico ex vivo

Seccgdes sequenciais (10 pm) dos mesmos tecidos utilizados para o
estudo de imunohistoquimica foram usadas para os estudos auto-radiogréficos
apos a aquisicao das imagens SPECT/CT.

Seccdes de 30 um de espessura foram expostas em placas de fésforo
fotossensivel por 24 h, no interior de cassetes. A leitura das placas foi realizada
em equipamento Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare, EUA) com tamanho de pixel
de 50 um. As imagens foram analisadas qualitativamente para o perfil de

marcacao.
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5 RESULTADOS

5.2Sintese e caracterizacao das nanoparticulas

ApoOs a irradiagdo, as nanoparticulas foram previamente filtradas
utilizando filtro de seringa e caracterizadas quanto a formacgao de bitirosina, ao
tamanho e a morfologia.

O efeito da radiacdo sobre as nanoparticulas, entre outros, foi
observado através da formacdo da bitirosina, originando uma ligacéo covalente
Tyr-Tyr, que promoveu a reticulacdo das proteinas e consequentemente a
formacao das nanoestruturas (FAZOLIN et. al., 2018).

Quando esses grupos cromoforos foram avaliados por meio de
medicdo de fluorescéncia, observou-se que a papaina irradiada e a nanopapaina
apresentaram, respectivamente, 4 e 2,3 vezes mais ligacdes deste tipo que a
proteina nativa. Enquanto a albumina irradiada e a hanoalbumina possuem, nesta

ordem, 5,5 e 2 vezes mais ligacdes Tyr-Tyr que a proteina originaria (Fig. 6).

5_ ( ) ® Papaina nativa 6 ® Albumina nativa
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Figura 6 - Andlise de fluorescéncia das amostras de (A) nanoparticulas de papaina e
(B) nanoparticulas de albumina (10 mg.mL?) irradiadas a 10 kGy, 5 kGy.h? em
presenca/auséncia de etanol indicando formacao de bitirosina (Aex 350 nm; Aem 375-
500 nm).

O espalhamento dinamico de luz foi utilizado para medir o tamanho
hidrodindmico médio das nanoparticulas, logo apdés a sintese, e também em
funcéo do tempo decorrido apos a sintese. Observou-se uma maior frequéncia de
tamanho ocorrendo numa faixa de 6,5 a 13,5 nm para a solugcédo de nanopapaina

com potencial zeta de -11,1 £ 5,5 e indice de polidispersao de 52,2% (Fig. 7 e 8)
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e de 14 a 59 nm para nanoalbumina com potencial zeta de -14,7 £ 6,1 e indice de
polidispersdao de 20% (Fig. 9 e 10), valores que condizem com a média
encontrada nas analises das imagens de microscopia eletrdnica de transmisséo e
varredura (MET e MEV) (Fig. 11, 12, 13, 14, 15 e 16), e que se mantiveram

estaveis por até 15 dias ap0s a sintese.
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Figura 7 - Distribuicdo de tamanho por nimero de particulas para P-NPs [10 mg.mL? e
20% EtOH (v/v)] irradiada a 10 kGy (5 kGy.h') em banho de gelo. Diametro médio foi

igual @ 9,3 + 1.9 nm com indice de polidispersao de 52,2% (n=3)
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Figura 8 - Potencial Zeta medido para P-NPs diluidas em agua. Z=-11,1 £ 5,5 mV
(n=3)
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Figura 9 - Distribuicdo de tamanho por nimero de particulas para BSA-NPs (10 mg.mL*
e 30% EtOH (v/v)) irradiada a 10 kGy (5 kGy.h'?) em banho de gelo. Diametro médio foi

igual a 25,1 + 2,9 nm com indice de polidispersao de 20% (n=3)
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Figura 10 - Potencial Zeta medido para BSA-NPs diluidas em agua. Z=-14,7 £ 6,1
(n=3)
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Figura 11 - Micrografia eletrénica de varredura de BSA-NPs (10 pug.mL™?). Magnificacdo
de 10 000 vezes.
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Figura 12 - Micrografia eletrdnica de varredura de BSA-NPs (10 pg.mL™?). Magnificacdo
de 5 000 vezes.
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Figura 13 - Micrografia eletrénica de varredura de P-NPs (10 pg.mLt). Magnificacéo de
10 000 vezes.
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Figura 14 - Micrografia eletronica de varredura de P-NPs (10 pg.mL?). Magnificacéo de
15 000 vezes.




Figura 16 - Micrografia eletronica de transmissédo de P-NPs (10 pg.mL™%).
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5.30timizacéo do controle de qualidade

Dos diversos sistemas testados para otimizar o controle de qualidade
das nanoparticulas radiomarcadas, apenas dois mostraram-se adequados,
sistema D e E (Tabela 1). Nesses sistemas, foi possivel separar as trés espécies
radioativas presentes na marcacdo: Na®®™TcOas, °*"TcO2 e as nanoparticulas
radiomarcadas (*®"Tc-NPs), que apresentaram fatores de retencéo diferentes nas
fitas utilizadas (Tabela 2). O sistema E foi escolhido devido ao menor custo

envolvendo os materiais utilizados.

Tabela 2: Fatores de retencdo das espécies radioativas presentes na radiomarcacdo nos
sistemas cromatograficos testados.

Fator de Retencéo (Ry) Fator de Retencéo (Ry)
Sistema Fita 1 Fita 2
Na®mTcO4 | #¥™TcOz | #*™Tc-NPs | Na®"TcO4 | #¥™TcO2 | #¥™Tc-NPs

A 1 0 0 1 0 0
B 1 0 0 1 0 0
C 1 0 0 1 0 0
D 1 0 0 1 0 0,5-1,0
E 1 0 0 1 0 0,5-1,0
F 1 0 0 1 0 0

5.4Radiomarcacdao e avaliacao radioquimica dos complexos

As purezas radioquimicas da °°™Tc-papaina nativa, °MTc-papaina
irradiada, %°™Tc-Nanopapaina e 2°™Tc-Nanoalbumina, foram avaliadas por
Cromatografia em papel ascendente utilizando um sistema de solventes composto
por (1) acetona e (2) piridina: acido acético: agua (3: 5: 1.5). Esse sistema foi
conveniente para identificacdo das impurezas radioquimicas, pois cada espécie
apresentou diferentes fatores de retencdo. Em acetona, o pertecnetato de sédio
Na®®"TcOs apresentou Rf=1, enquanto o **™TcO2 e o complexo radiomarcado
permaneceram na origem da fita (R=0). Ja em solucdo de piridina: acido acético:
agua (3: 5: 1,5), o0 Na*®"TcOs e o complexo radiomarcado apresentaram R=0,5 -
1,0 e ®*"TcO2 e Ri=0.
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Os complexos foram radiomarcados com atividade especifica de 277,5
MBg/mg e, através de cromatografia em camada delgada, obteve-se uma pureza
radioquimica de 92,8 + 1,1%; 89,8 + 2,3%; 89,3 £+ 14% e 94,11 + 0,3%
respectivamente, para °°™Tc-papaina nativa, °™MTc-papaina irradiada, °°™Tc-

Nanopapaina e *°™Tc-Nanoalbumina.

Utilizando a Cromatografia de Excluséo de Tamanho (SEC-HPLC),
com o sistema de deteccdo dupla (UV=280 nm e detector radioativo), foi possivel
observar comportamentos semelhantes dos complexos de papaina néo
radiomarcados e radiomarcados, apresentando tempos de retencdo entre 5 e 6
min (2 mL/min) (Fig. 17 e 18). E importante ressaltar que nesta analise, para os
complexos de papaina o tempo de retencdo do Na®*™TcOa (5,6 min) coincidiu com
o dos complexos radiomarcados. Assim, a cromatografia planar deve ser
realizada para excluir a presenca desta impureza. Ja para °™Tc-Nanoalbumina o
tempo de rentencdo foi 10,6 min enquanto o Na**"TcO4 25,1 min (0,5 mL/min)
(Fig. 19).

Figura 17 - Perfil do cromatograma (UV=280 nm) dos complexos nédo radiomarcardos: (1)

Nanopapaina, (2) Papaina irradiada e (3) Papaina Nativa. Fluxo de 2 mL/min.
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Figura 18 - Perfil do radiocromatograma do (1) *™Tc-Nanopapaina, (2) **"Tc-Papaina

irradiada e (3) ®*"Tc-Papaina Nativa. Fluxo de 2 mL/min.
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Figura 19 - Perfil do radiocromatograma de (1) Na**™TcO4 e (2) *°*"Tc-Nanoalbumina.

Fluxo de 0,5 mL/min.
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5.5Estabilidade Radioquimica de bancada

A estabilidade radioquimica dos complexos de papaina foi avaliada nos
tempos de 1, 3 e 6h nas temperaturas de 4, 25 e 37 ° C. A ®™Tc-Papaina nativa
mostrou-se estavel em todos os tempos de estudo e em todas as condi¢cdes de
temperatura (Fig. 20A). Por outro lado, a %MTc-Papaina irradiada mostrou-se
instavel, principalmente a 25°C (p> 0,05) (Fig. 20B). Enquanto a °m™Tc-
nanopapaina, produto de interesse, apresentou boa estabilidade, exceto apds 6 h
de incubacgéo a 25°C e 37°C (Fig. 20C), com aumento da concentracdo de TcOa4
de 3,5% para 6%, entre a 32 e a 62 hora. Contudo, a concentracdo de TcO:
permaneceu constante em todos os tempos. Em relacédo a °*™Tc-Nanoalbumina, o
produto mostrou-se estavel em todos os tempos de estudo, permanecendo com a
pureza radioquimica descrita no item 5.4. Ressalta-se que nao foram realizados
radiomarcacdo e estudos de estabilidade com albumina nativa, por ja ser um

produto comercial utilizado em medicina nuclear com estabilidade descrita em

literatura.
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Figura 20 - Estabilidade Radioquimica de (a)**"Tc-Papaina Nativa, (b) *™Tc-Papaina
irradiada e (c) ®*"Tc-Nanopapaina. *<0.05
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5.6 Estabilidade Radioquimica frente a Histidina e Soro Humano

As nanoparticulas de papaina marcadas com °%MTc permaneceram
estaveis (290%) por 6 h durante incubacdo a 37 ° C em solucédo de histidina e
soro humano recém-coletado. Em 24h, verificou-se uma média de degradacéo de
18,9% e 9,7%, respectivamente em solucdo de histidina e soro, demostrando
estabilidade em relagdo a transquelacdo até 6h pos-radiomarcacao (Fig. 21B).
Enquanto a *¥MTc-BSA-NPs mostrou-se estavel (295%) em todos os tempos de

estudo e condicfes de incubacao (Fig. 10A).
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5.7Biodistribuicdo de nanoparticulas de papaina (**"Tc-P-NPs) em
camundongos saudaveis balb/C

O conhecimento da taxa de captacdo das nanoparticulas em tecidos,
alcancado através de estudos farmacocinéticos ex vivo, € essencial para predizer
sua aplicabilidade diagnéstica e terapéutica. Os resultados de biodistribuicdo de
nanoparticulas de papaina radiomarcadas em animais saudaveis balb/C fémeas,
sdo sumarizados nas Tabela 3 e Figura 22.

Os camundongos receberam uma Unica dose de nanopapaina
radiomarcada com pureza em torno de 90%, como mencionado anteriormente.
Esse cuidado é importante uma vez que impurezas radioguimicas °™TcOas e
9MTcO2 podem comprometer a qualidade dos resultados obtidos, visto que essas
impurezas sao retidas no trato digestério e no figado, respectivamente (ZOLLE,
2007).
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A curva de clareamento sanguineo pode ser visualizada na FIG. 22A
em porcentagem da dose injetada por grama de sangue (%DI/g) em funcédo do
tempo apos administracao.

Foi observada depuragdo sanguinea moderada nos tempos iniciais:
2,80%Dl/g (2h p.i.) para 1,23 %DI/g (6h p.i.), 0 que representa uma reducéo de
43,93% da captacdo sanguinea, seguida de depuracdo sanguinea lenta no tempo
subsequente.

As captacdes nos 6rgaos de excrecdo sdo demonstradas na FIG. 22B.
Pode-se observar uma concentracdo acentuada da radioatividade nos rins até
24h ap6s administracdo da nanoparticula e na bexiga nos tempos iniciais. As
maiores captacdes foram verificadas no tempo de 2h na bexiga (18,36 +
6,14%DI/qg) e rins (49,80 + 2,98%DI/g), diminuindo gradativamente até o tempo de
24h.

Por outro lado, a radioatividade detectada nos intestinos delgado e
grosso, nos tempos de 2h e 6h pos-administracdo da nanopapaina radiomarcada,
sugere que a via hepatica tem baixa participagdo na depuracdo esse produto. Os
valores de %DI/g nesses tempos foram 1,95 + 0,34; 2,19 + 0,75 e 0,90 £ 0,43;
1,08 £ 0,34, respectivamente.

De fato, os valores de radioatividade por grama detectados no figado
8,90 + 3,14 %Dl/g em 2h e 4,08 + 1,80 %DIl/g em 6h, reforcam que este 6rgédo

tem participacéo limitada na depuragéao.
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Figura 22 — (A) Curva do clareamento sanguineo e (B) Captacéo nos 6rgdos de excrecao

do ®™Tc-P-NPs em camundongos balb/C (n=3). *Remocéao do contetido lumial
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E importante observar os baixos valores de %DI/g no estdmago e
tireoide, que podem ser associados a baixa pureza radioquimica em estudos que
envolvem radiomarcacdo com °™Tc.

Além desses oOrgdos, a andlise dos dados de biodistribuicdo revela
importante retencdo da nanoparticula radiomarcada no baco, com valores de
%DIl/g: 12,11 + 5,54 e 3,80 £ 1,69 nos tempos de 2h e 6h, respectivamente.

Nos demais 6rgdos, as maiores captacdes, observadas em todos os
tempos de estudo, ocorreram nos 0ssos incluindo a coluna vertebral, pulmdes e
coracao, como pode ser observado na Tabela 3.

Pequenas atividades foram encontradas no cérebro, indicando que o
radiotracador ndo atravessa a barreira hematoencefalica. No musculo e pancreas
também foram encontradas pequenas atividades, apontando que a nanoparticula

nao possui afinidade com esses tecidos.

Tabela 3 - Biodistribuicdo de nanoparticulas de papaina radiomarcadas (**"Tc-P-NPs) em
camundongos balb/C ap6s administragdo endovenosa caudal (n=3 animais/tempo)
(%DI/g). *(%DI)

ORGAO/TEMPO 2h 6h 24h
Sangue 280+048 1,23+040 0,38+0,44
Coracéo 1,67+0,37 069+0,26 0,27+0,31
Pulmé&o 295+090 1,37+0,20 0,40 +0,47

Baco 12,11 +554 3,80+1,69 0,86+ 1,09
Tireoide* 0,39+0,08 0,13+0,06 0,05+0,05
Cérebro 0,09+0,01 0,04+0,02 0,02+0,02
Pancreas 0,71+0,28 0,41+0,15 0,14+0,14

Figado 890+3,14 4,08+1,80 0,85=+1,04
Estdmago 431+173 263+0,97 0,82+0,83
Int. Delgado 1,95+0,34 0,90+0,43 0,27 +0,27
Int. Grosso 219+0,75 1,08+0,34 0,34+0,34
Rins 49,80+2,98 2186+752 7,38+7,78
Bexiga 18,36 + 6,14 2,35+0,37 0,43+0,51
Musculo 0,64+0,28 0,39+0,17 0,10 +0,09
Osso 554+1,18 4,17+152 214+238
Coluna 281+0,75 2,22+0,76 1,19+0,97
Medula Ossea  0,34+0,10 0,08+0,04 0,32+0,39
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5.8Biodistribuicdo de nanoparticulas de albumina (®®"Tc-BSA-NPs) em
camundongos saudaveis balb/C

Os resultados do estudo de biodistribuicdo das nanoparticulas de
albumina radiomarcadas em camundongos saudaveis estdo sumarizados em
termos de porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g) na Figura 23 e
tabela 4 e avaliacdo da cinética de excrecéo na figura 23B.

Uma rapida depuracdo da radioatividade em todos os oOrgdos foi
encontrada nos estudos de biodistribuicdo das %°™Tc-BSA-NPs. Os baixos niveis
de radioatividade (<2%) encontrados no estdbmago em todos o0s tempos
estudados, indicam uma minima ou nenhuma dissociacdo in vivo do

radioamarcado (Tabela 4).
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Figura 23 — (A) Curva do clareamento sanguineo e (B) Captacéo nos 6rgdos de excrecao
do ®"Tc-BSA-NPs em camundongos balb/C (n=3). *Remocéo do contetdo lumial

Analisando os tempos de 2h, 6h e 24h apds administracdo do
nanoradiofarmaco, foram observados niveis significantes de radioatividade retida
no baco  23,13+9,16%Dl/g;  14,26+1,41%Dllg e  22,36+4,37%DI/g,
respectivamente. (Tabela 4). Adicionalmente, uma acentuada captacédo foi
observada no figado, 26,97 + 7,04%DI/qg; 25,73 + 7,53%DI/g e 30,61 + 9,24%DI/g
(FIG. 23B). Deste modo, o figado e o baco provavelmente sdo os 6rgaos criticos
para a dosimetria.

Seguindo a rota de excrecdo, uma moderada captacdo nos rins e
bexiga (9,39£3,07%DlI/g e 4,39+2,95%DI/g) foi obtida em 2h p.i., se mantendo
elevada nos rins (7,49+1,47%DI/g) até 24h p.i. (FIG. 23B).
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Tabela 4 - Biodistribuicdo de nanoparticulas de albumina radiomarcadas (**"Tc-BSA-
NPs) em camundongos balb/C ap6s administracdo endovenosa caudal (n=3
animais/tempo) (%DI/g). *(%DI)

ORGAO/TEMPO 2h 6h 24h
Sangue 1,60+0,34 0,80+0,23 0,38+0,10
Coracéo 1,03+0,30 0,43+0,10 0,54+0,18
Pulméo 1,06 +0,37 0,50+0,11 0,650,22

Baco 23,13+9,16 14,26 +1,41 22,36 + 4,37
Tireoide* 0,10+0,02 0,08+0,02 0,05%0,01
Cérebro 0,04+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01
Pancreas 0,35+0,04 0,21+0,08 0,36+0,11

Figado 26,97 +7,07 25,73+7,53 30,61 +09,24
Estdbmago 142+045 101+£0,25 0,84+£0,31
Int. Delgado 1,44+062 055+0,15 0,52+0,26
Int. Grosso 0,78+0,29 0,81+0,28 0,65+ 0,40
Rins 9,39+3,07 9,22+275 7,49+ 1,47
Bexiga 439+295 219+0,62 0,76 +0,50
Musculo 0,23+0,08 0,16+0,02 0,19 +0,06
0ss0 1,97 +1,70 3,76+2,36 3,98+1,41
Coluna 1,58+056 1,16+0,25 1,34+0,33
Medula Ossea  0,14+0,09 0,07+0,04 0,13+0,01

5.9Analise de Proliferacao Celular

Considerando que a papaina pode apresentar efeito citotdxico em
diversas linhagens celulares, foi investigada a viabilidade celular por meio do
ensaio de MTT. Os resultados mostraram que 0 processo de sintese por
irradiacdo das nanoparticulas de papaina reduziu a citotoxidade do complexo
guando comparado a papaina nativa em todas as linhagens celulares (Fig. 24 e
25).
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Figura 24 - Viabilidade celular e calculo do ICso em linhagem de cancer de mama humano
(MDA-MB231). Tratadas com (A) e (B) papaina nativa por 24h e 48h, respectivamente e
(C) e (D) Nanoparticulas de papaina por 24h e 48h, respectivamente.
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Figura 25 - Viabilidade celular e calculo do ICso em linhagem de cancer de mama humano
(MCF-7). Tratadas com (A) e (B) papaina nativa por 24h e 48h, respectivamente e (C) e
(D) Nanoparticulas de papaina por 24h e 48h, respectivamente.
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Em relacdo a nanoalbumina, os resultados obtidos demonstraram que
em todas as concentracdes e linhagens celulares ndo houve citotoxicidade, sendo
essas semelhantes estatisticamente ao controle (p>0,05) no periodo de 24h e
48h, e por este motivo nao foi possivel calcular a ICso (Fig. 26).
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Figura 26 - Viabilidade celular em linhagem de céancer de mama humano (MDA-MB231)
tratadas com albumina de Soro Bovino nativa (BSA) e Nanoparticula de albumina (BSA-
NPs)

5.10 Ensaio in vitro de ligacdo especifica

A determinacado da afinidade de interacdo com a membrana celular e a
internalizacdo das nanoparticulas sdo mecanismos ha comunicag¢ao celular
cruciais para predizer a aplicabilidade destas nanoparticulas.

O resultado do estudo de captacao dos radiotracadores in vitro as
células de tumor mamario MDA-MB231 e 4T1 podem ser observados na Fig. 27.

A captacdo total do °°™Tc-Nanoalbumina em células MDA-MB231
demonstra um perfil de crescimento até 1h de incubacdo (0,62 + 0,02%),
decrescendo apds este tempo. A internalizacdo seguiu a tendéncia da captacao
total, alcancando 0,46 + 0,02%, no tempo de 1h, o0 que representa
aproximadamente 74% da captacéo total. (Fig. 27C). Ja os resultados da *°™Tc-
Nanopapaina para células MDA-MB231 demonstraram perfil de ligacao crescente
até 2h de incubacédo (0,92 £ 0,08%) com internalizacdo de mesma inclinacao,
alcancando 43,5% da captacao celular total (Fig. 27A). Enquanto para células 4T1
a captacao celular alcangou valor de 1,46 + 015 % com internalizacéo

correspondente a 57,6% da ligagéo total (Fig. 27B).
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Figura 27 - Ensaio in vitro de ligacdo as células tumorais. (A) Captacdo celular e
internalizacdo total de *™Tc-P-NPs em células MDA-MB231; (B) Captagdo celular e
internalizacdo total de %™Tc-P-NPs em células 4T1 e (C) Captagdo celular e
internalizagao total de **™Tc-BSA-NPs em células MDA-MB231.

5.11 Imagem SPECT/CT

As imagens obtidas nos tempos pos-administracdo dos radiotracadores

revelam, para nanoparticula de papaina, notavel radioatividade nos rins e bexigas

e em estruturas da coluna vertebral. Enquanto para *™Tc-Nanoalbumina, ficam

evidenciados oOrgaos do sistema fagocitario monoculares, como figado e baco.

Esses achados corroboram aqueles obtidos por biodistribuicdo ex vivo descrita no

item 5.7 e 5.8.
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As imagens representativas de animais com tumores localizados no
quadrante toracico superior (Fig. 28, 29, 30, 31 e 32) demonstram alto acumulo de
radioatividade no tecido tumoral para ambas nanoparticulas. Apesar disso, as
andlises das imagens revelaram um padréo de captagdo tumoral heterogéneo.
Esse sinal ndo uniforme é o provavel resultado de mdltiplos fatores, que incluem:
suprimento sanguineo anormal, diferencas de pressdo entre os capilares que
irrigam o tumor e fluido intersticial, bem como afinidade, estagio do tumor,
presenca de regides necrobticas e avasculares (SONG et. al. 2014).

Entretanto a determinacado dos valores da razao tumor/musculo permite

observar nivel de captacdo superior a de tecidos ndo neoplasicos (Tabela 5 e 6).

Figura 28 - Imagem SPECT/CT em modelo ortotopico de cancer de mama murino 4T1
em camundongo balb/C adquirida 2h pés-administracdo endovenosa de %°"Tc-
Nanopapaina. Planos (a) coronal; (b) sagital e (c) axial.
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Figura 29 - Imagem SPECT/CT em modelo ortotopico de cancer de mama murino 4T1
em camundongo balb/C adquirida 6h pdés-administracdo endovenosa de %"Tc-
Nanopapaina. Planos (a) coronal; (b) sagital e (c) axial.

Figura 30 - Imagem SPECT/CT em modelo ortotopico de cancer de mama murino 4T1
em camundongo balb/C adquirida 24h pdés-administracdo endovenosa de %MTc-
Nanopapaina. Planos (a) coronal; (b) sagital e (c) axial.
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Figura 31 - Imagem SPECT/CT em camundongo MMTV-PyMT com tumor de mama
adquirida 2h pés-administracdo endovenosa de *°"Tc-Nanoalbumina. Planos (a) coronal;
(b) sagital e (c) axial.

Figura 32 - Imagem SPECT/CT em camundongo MMTV-PyMT com tumor de mama
adquirida 6h pés-administracdo endovenosa de **"Tc-Nanoalbumina. Planos (a) coronal;
(b) sagital e (c) axial.
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5.12 Biodistribuicdo em camundongos portadores de tumor

As biodistribuicbes das nanoparticulas de papaina e albumina em
modelos tumorais 4T1 e MMTV-PyMT podem ser visualizadas nas tabelas 5 e 6.

A captagcdo média de ambas as nanoparticulas pela maioria dos érgéos
e tecidos em camundongos portadores de tumor foi baixa, com excecdo dos
orgaos de excrecédo e baco, confirmando o perfil encontrado nos estudos prévios
de biodistribuicdo em animais saudaveis. Nota-se uma diferenca significativa na
captacdo esplénica nos diferentes modelos tumorais estudados para °°™Tc-
Nanopapaina.

Os resultados também revelam captacdo tumoral substancial de ambas
nanoparticulas nos tempos estudados, porém quando comparados, a %°™Tc-
Nanopapaina apresentou maiores captacdes em relacdo a *°"Tc-Nanoalbumina.
De qualguer maneira as razfes tumor/musculo de ambas nanoparticulas,

confirmam maior afinidade pelo tecido tumoral.

Tabela 5 - Biodistribuicdo de nanoparticulas de papaina radiomarcadas (**"Tc-P-NPs) em
modelo de tumor de mama ortotopico 4T1 e espontdneo (MMTV-PyMT) apéds
administracdo endovenosa caudal. (n=3 animais/tempo) (%DI/g). *(%DlI)

9mTc-P-NPs

Modelo 4T1 MMTV-PyMT
Tempo/Orgéo 2h 6h 24h 2h 6h

Sangue 1,63+0,50 0,95+0,35 1,30+1,38 0,80+0,13 0,44 £0,06
Coracao 1,14+0,25 0,58+0,11 0,91+0,86 0,73+0,25 0,40+0,21
Pulméo 836+166 403+1,02 163+£1,19 266+0,34 1,09+0,03
Baco 21,80+5,06 18,82+6,41 15,07+1,48 46,30+7,72 53,37+1,15
Tireoide* 0,07 +£0,02 0,06 +0,00 0,03£0,01 0,12+£0,02 0,07x0,01
Cérebro 0,05+0,03 0,04+0,01 0,06+0,04 0,03£0,01 0,02£0,00
Pancreas 0,53+0,08 0,33+£0,06 0,88+£0,59 0,75+0,41 0,29+0,15
Figado 26,00+9,79 23,10+9,32 17,70+8,31 31,04+1,28 33,10+0,42
Estbmago 3,26+0,42 2,30+0,51 1,70+1,06 1,94+0,20 1,11+0,08
Int. Delgado 1,19+0,19 0,68 +£0,24 0,66+0,32 0,78+0,38 0,34+0,01
Int. Grosso 1,30+0,41 0,85+0,13 0,85+x0,45 1,09+£0,41 0,57£0,00
Rins 24,44 3,37 17,961,75 10,633,95 9,02+1,54 6,01+0,54



Bexiga 6,37 £0,06 1,73+0,30 0,90 + 0,57
Musculo 0,42 +0,18 0,20+ 0,04 0,26 +£0,09
Osso 265+203 3,64+054 3,97 +2,35
Coluna 3,00+£1,34 3,37+2,92 2,06+0,54
Medula
) 0,23+0,18 0,19+ 0,14 0,71 +£0,46
Ossea
Tumor 249+0,32 151+0,20 2,12+1,76
Tumor/
; 6,74+270 7,62+188 7,37 +3,58
Musculo
Tumor/
161+043 1,70+0,45 2,28+ 1,26
Sangue

31,99+19,07
0,30+0,17
3,50+0,17
1,97 £ 0,20

0,11 + 0,07

1,19+ 0,20

3,99 + 0,68

1,48 £ 0,25

75

2,88 +£0,22
0,17 + 0,07
3,57 + 0,63
1,07+ 0,10

0,10+ 0,04

0,86 + 0,31

5,02+1,81

1,96 £0,71

Tabela 6 - Biodistribuicdo de nanoparticulas de albumina radiomarcadas (**"Tc-BSA-
NPs) em modelo de tumor de mama espontaneo (MMTV-PyMT) apds administracéo
endovenosa caudal. (n=3 animais/tempo) (%DI/g). *(%DI)

®MTc-BSA-NPs

Modelo MMTV-PyMT
Tempo/Orgéo 2h 6h

Sangue 1,52 £ 0,60 0,76 £ 0,24
Coracao 0,76 £ 0,33 0,42 +£ 0,08
Pulméo 1,37+0,48 0,57+ 0,10
Baco 31,18+ 17,42 20,61 + 3,07
Tireoide* 0,11 + 0,06 0,06 + 0,02
Cérebro 0,03+0,02 0,02+0,01
Pancreas 0,41+0,18 0,32+0,13
Figado 37,12+17,49 27,37 £4,08
Estdmago 1,25 +0,63 0,73+0,10
Int. Delgado 1,13+0,44 0,66 + 0,12
Int. Grosso 0,85+0,35 0,72+0,19
Rins 10,37 + 4,86 6,18 + 0,64
Bexiga 4,34 +1,59 2,03+1,22
Musculo 0,26 £ 0,15 0,12 £ 0,04
Osso 8,26 + 4,08 4,98 +2,73
Coluna 1,79 +£0,79 1,57 £0,41
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Medula Ossea 0,09 + 0,02 0,13 + 0,09
Tumor 0,89 +0,44 0,61 + 0,04
Tumor/Musculo 3,56 + 0,36 5,42 + 1,84

Tumor/Sangue 0,58 +0,17 0,84 £ 021

5.13 Imunohistoquimica e ensaios autorradiogréaficos ex vivo

Os resultados alcancados nas andlises qualitativas de
imunohistoquimica revelaram alta densidade de nanoparticulas em regifes
periféricas do tecido tumoral (imunorreatividade destacada pela coloracdo
marrom) (Fig. 33, 34 e 35).

Esses resultados corroboram com o perfil de distribuicdo das
nanoparticulas radiomarcadas evidenciados pelas analises pareadas das imagens
autorradiograficas com o correspondente corte adjacente utilizado no ensaio de
imuno-histoquimica que também indicou uma maior concentracdo de
radioatividade em borda. Importante observar que os resultados de imuno-
histoquimica foram confirmados com controle negativo (seccées tumorais com

auséncia das nanoparticulas) para os anticorpos utilizado nos ensaios.
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Figura 33 - Analise autorradiogréafica ex vivo e imuno-histoquimica 2h p.i. em seccbes
tumorais sequenciais de 10 um de camundongo que foi administrado **™Tc-Nanopapaina.
(A) controle negativo (B) se¢des tumorais do camundongo injetado.
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Figura 34 - Andlise autorradiografica ex vivo e imuno-histoquimica 6h p.i. e 24h p.i. em
seccdes tumorais sequenciais de 10 um de camundongo que foi administrado *°™Tc-

Nanopapaina
2h p.i 6h p.i

Controle Negativo

Figura 35 - Andlise autorradiogréfica ex vivo e imuno-histoquimica 2h p.i. e 6h p.i. em
seccdes tumorais sequenciais de 10 pm de camundongo que foi administrado *°™Tc-

Nanoalbumina.
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6 DISCUSSAO

Explorou-se neste trabalho o potencial diagnostico de nanoparticulas
proteicas extraidas de fontes naturais e reticuladas através de radiacao ionizante,
que oferece vantagens em relagdo aos métodos comumente utilizados na sintese
de nanoparticulas.

Nanoparticulas proteicas geralmente precisam ser quimicamente
modificadas durante ou apds a sintese para melhorar sua estabilidade e diminuir
a taxa de degradacdo. Para este fim, utilizam-se agentes reticulantes sintéticos,
como formaldeido ou glutaraldeido, caracteristicos por serem extremamente
toxicos, ou até mesmo reticulantes naturais transglutaminase e genipina, menos
toéxicos que os sintéticos, porém sempre ha necessidade de etapas de lavagem
para remocao adequada desses agentes (JAIN et. al., 2018).

Como alternativa, o uso da radiacao para induzir reticulagéo tem como
vantagem o controle de tamanho, sem a necessidade de agentes reticulantes,
além de promover a esterilizacdo do meio, dependendo da dose utilizada, sem a
formacdo de subprodutos toxicos (KADLUBOWSKI, 2014). A sintese de
nanoparticulas induzida por radiacdo, em solucdo aquosa, ocorre
majoritariamente por meio dos radicais livres gerados a partir da radidlise da
agua. A exposicdo das proteinas a essas espécies provoca mudancas
conformacionais levando a proteina a condicbes de estresse oxidativo, e
formando ligagcbes de bitirosina, tidas como uma das principais ligacdes
envolvidas na reticulacdo proteica (FAZOLIN, 2019).

O tamanho das nanoparticulas é a caracteristica essencial para torna-
las eficazes em comparagcdo a outros sistemas para carreamento de
radionuclideos e medicamentos. A interacdo das nanoparticulas com células e
membranas desempenha papel importante em seu potencial como nanocarreador
(JAIN et. al., 2018) e alguns estudos demonstram que geralmente a capacidade
de penetragdo em tumores é inversamente proporcional ao tamanho das
nanoparticulas.

Além disso, o diametro meédio da particula em meio aquoso,
denominado tamanho hidrodindmico, deve ser menor que 500 nm para que nao
haja a ativacdo da cascata da coagulacdo e formacéo de trombos, os quais se

causarem a obstrucdo de um vaso sanguineo de pequeno calibre em
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determinados tecidos, como encéfalo e pulméo, podem levar o individuo ao 6bito
(SANTOS, 2018).

Diversos estudos com diferentes materiais comprovaram a
proporcionalidade inversa entre tamanho de nanoparticula e penetracdo tumoral.
Chauhan et. al. (2012) conduziram estudo onde foi demonstrado que
nanoparticulas de 12 nm penetraram o tecido tumoral de maneira mais rapida e
eficiente que nanoparticulas de 125 nm. Em pesquisa com nanoconjugados de
silica com didmetro médio de 50 nm e 200 nm também foi demonstrado diferenca
significativa de penetracédo tumoral, sendo mais profunda das particulas de menor
diametro (TANG et. al., 2013). Outro experimento mais abrangente conduzido por
Cabral et al., comparou-se a eficicia micelas poliméricas com tamanhos variando
de 30 a 100 nm. Em tumores altamente permedveis, verificou-se captacdo de
praticamente todos os tamanhos de micelas, mas em tumores pouco permeaveis
a captacdo de micelas de 30 nm foi significativamente superior (CABRAL et. al.,
2011)

Também é relatado na literatura que nanoparticulas esféricas
apresentam captacdo celular 5 vezes maior que nanoparticulas em forma de
bastonetes, o que sugere que a captacdo de nanocarreadores € altamente
dependente de sua forma e tamanho (CHITHRANI e CHAN, 2007). Portanto,
considera-se ideal para esses fins, nanoparticulas com tamanhos inferiores a 500
nm e com morfologia esférica, caracteristicas comtempladas nas nanoparticulas
albumina e papaina desenvolvidas neste trabalho.

O indice de polidispersdo apresentado pelas nanoparticulas de
albumina e papaina nesse estudo foram de 20% e 52,2%, respectivamente, tal
resultado sugere que as nanoparticulas de papaina obtidas ndo formam um
sistema monodisperso em Aagua, uma vez que, idealmente, sistemas
monodispersos apresentam indice de polidispersdao menor que 30% (DANAEI et.
al., 2018). Todavia, o tamanho hidrodindmico apresentado pelas NPs
desenvolvidas habilita-as a realizagéo de ensaios, in vivo, com seguranca.

Materiais candidatos a aplicagbes em nanomedicina, sejam como
agente terapéutico ou de diagndstico, devem ser submetidos a ensaios, in vitro e
in vivo, que comprovem a sua seguranca em meio biologico. A toxicidade de
nanomateriais depende diretamente de suas propriedades fisicas e quimicas, tais

como, composic¢do, estrutura cristalina, tamanho, carga superficial, propriedades
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elétricas, dentre outras (BROHI et. al., 2017). Fundamentando-se nos relatos
descritos na literatura sobre a citotoxicidade seletiva da papaina, foram realizados
estudos in vitro de proliferagao celular.

Nas linhagens celulares estudadas neste trabalho, as nanoparticulas
de papaina mostraram-se menos toxicas que a proteina nativa em todas as
concentracfes. De qualquer maneira, estudo publicado por Mohr e Desser (2013)
mostraram que a papaina em concentragdes de até 100 pg/mL nao interfere
significativamente no crescimento de células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC) quando comparados ao controle. Neste mesmo estudo foi demonstrado
um forte efeito antiangiogénico da papaina através da inativacdo de Fatores de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF). Esses resultados indicam que essa
enzima proteolitica extraida do mamao demonstra grande potencial em ser
utilizada como agente de prevencao e terapéutico em doencas que envolvem
processos angiogénicos. Em relacdo as nanoparticulas de albumina, nenhum
efeito citotoxico nem estimulante foi observado, tornando-a um material ideal para
utilizagdo como nanocarreador.

Nos dUltimos anos, estratégias de imagem molecular utilizando
nanoparticulas radiomarcadas tém despertado interesse para diagnostico e
terapias de tumores sélidos, em decorréncia da alta capacidade desses sistemas
de circularem através dos microvasos tumorais, tornando-as agentes promissores
para localizac&o e caracterizagéo de tumores in vivo.

A aplicabilidade diagndstica das nanoparticulas descritas neste
trabalho foi avaliada em camundongos saudaveis, em modelo de cancer mama
murino induzidos em camundongos balb/C, assim como em animais transgénicos
MMTV-PyMT que desenvolvem tumores de mama espontaneamente de acordo
com o exposto em MATERIAIS E METODOS (item 4.2.3). Para esta avaliacéo o
primeiro passo foi o desenvolvimento e otimizacdo da radiomarcacdo das
nanoparticulas e do procedimento de controle de qualidade.

Diversos estudos foram publicados com a radiomarcacéao de proteinas,
principalmente °°"Tc-HSA, no final dos anos 60 e inicio dos anos 70,
consequentemente existem varios métodos descritos para realizacdo do
procedimento (PERSSON e LIDEN 1969; RHODES, 1974). Dentre eles, a via
direta foi escolhida para radiomarcacdo das nanoparticulas de albumina e

papaina empregando solucdo de cloreto de estanho Il (SnClz2) para reduzir o
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estado de oxidagdo dos atomos de *°"Tc e formar complexos do radiometal com
grupos reativos presentes na superficies das proteinas: carboxilas (-COOH),
hidroxilas (-OH), aminos (-NH2) e tiol (-SH). Esse método é comumente utilizado
na preparacéo de diversos radiofarmacos marcados com °°™Tc pela facilidade,
disponibilidade e reprodutibilidade (WANG, et. al., 2011).

As nanoparticulas foram radiomarcadas com 740 MBg (20 mCi) de
9MTc recém-eluido de gerador *°Mo/*°™Tc (IPEN, Brasil). A fim de se obter alto
rendimento e pureza radioquimica nas marcagdes, foram utilizados eluatos com
alta atividade especifica, alcancada através da eluicdo dos geradores 24h
precedentes aos ensaios. Essa estratégia reduz a quantidade do is6topo estavel
9Tc, produto de decaimento da espécie radioativa *°"Tc, que pode competir e
comprometer o rendimento da marcagdao. De qualquer maneira, em eluatos de
geradores de ®°Mo/*®"Tc, sempre ha a espécie ndo radioativa °°Tc visto que 12%
dos atomos °°Mo decaem diretamente para esta forma (Fig. 4) (ZOLLE, 2007).

As impurezas radioquimicas decorrentes da marcacdo foram
determinadas por cromatografia em papel ascendente ou cromatografia em
camada delgada. E as impurezas ocasionalmente detectadas nas preparacdes
foram tecnécio livre na forma de pertecnetato de sédio (Na**"TcO4) e a forma
coloidal reduzida (**™TcO.).

A formacéo de *°™TcO2 ocorre quando o atomo reduzido de *"Tc sofre
hidrélise em solucao, essa espécie apresenta tamanho na faixa de 10 nm a 1 ym,
sendo que 80% das particulas possuem 910 nm (SAHA, 2018; JANKOVIC et. al.,
2008). Esta hidrélise compete com o processo de quelacéo do °°™Tc na superficie
da proteina e reduz o rendimento da marcacdo. Essa reacdo torna-se mais
provavel quando o cloreto de estanho Il é utilizado em solu¢do aquosa em pH 6,0-
7,0. Para evitar a hidrélise do Sn?*, a quantidade do agente redutor foi otimizada
em solugéo de 0,1 M (HCI) e, para evitar a presenca de oxigénio, ar ou qualquer
agente oxidante no frasco, todas as solucfes foram purgadas em gas nitrogénio
antes do procedimento de radiomarcagéao (SAHA, 2018).

Essas impurezas também podem ser ocasionadas pela decomposicéo
do composto radiomarcado em solucdo devido a alteragbes de temperatura, pH
ou da presenca de agentes oxidantes ou redutores. Além disso, a propria

radiacgdo do %M™Tc pode provocar radidlise de moléculas de &agua e
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consequentemente produzir radicais livres que podem influenciar a complexacao
do atomo de °°*™Tc na superficie da proteina (ZOLLE, 2007).

Apesar dos varios estudos de radiomarcacdo de proteinas com %9MTc
descritos na literatura, o controle de qualidade € pouco documentado no que diz
respeito a quantificacdo de %MTcO2 (ZOLLE et. al.,, 1973; RHODES, 1974;
KLEISNER, et. al., 2000; WANG et al., 2011). De acordo com os procedimentos
de controle de qualidade disponiveis, especificamente em relacdo a quantificacao
de **™TcO2, séo aplicados sistema compostos por duas fitas cromatogréficas com
solventes adequados para isola-lo e quantificd-lo. Na primeira fita, assume-se
para a Na*"TcO4 valores de R: diferente de zero e para as moléculas
radiomarcadas e %MTcO:2 Ry igual a zero; na segunda, é possivel considerar o
valor de Rt das molécula radiomarcadas e Na*"TcO4 diferente de zero e para
9¥MTcO2 Rf igual a zero. Visto que as nanoparticulas estudadas neste trabalho
possuem caracteristicas coloidais tanto quanto o tecnécio hidrolisado diversos
métodos de controle de qualidade foram testados para a separagdo das %°™Tc-
NPs e %MTcO2 em fitas cromatogréaficas.

Dos sistemas testados neste trabalho, o mais aguedado e acessivel
para separacdo do *°*"TcO: foi o Sistema E, composto por fitas de papel Whatman
n°1 e fase movel de Piridina:Acido Acético:H20 (3:5:1,5), onde houve um arraste
de °*™Tc-NPs e Na*™TcOs ao longo do suporte, resultando em Rtentre 0,5 -1,0.
O oposto foi observado na fita composta pela mesma fase estacionaria em
acetona, onde as nanoparticulas radiomarcadas e ®°®"TcO2 permaneceram no
ponto de aplicacdo da amostra (Rf = 0,0) enquanto o pertecnetato de soédio
Na®*™TcOas apresentou Ri=1.

Comparado a outras técnicas, métodos de cromatografia planar
preenchem a necessidade de analises rapidas, de facil execucdo e de baixo
custo. Esse método mostra-se adequado para avaliar a pureza radioquimica, uma
vez que 100% da amostra aplicada permanecem na fase sélida, ndo havendo,
assim, perda de radioatividade durante a analise, o que ndo ocorre nas analises
de CLAE.

Para avaliacdo de ®°®"Tc-P-NPs e °™Tc-BSA-NPs utilizou-se coluna de
gel-filtracdo Protein-Pak 300SW, composta por particulas de 10 ym e poros de
300 A. Visto que as nanoparticulas estudadas neste trabalho possuem diametros

menores que 1 pym essa coluna foi adequada para analise cromatogréfica das
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NPs, mas a técnica permite uma recuperacdo incompleta da amostra, pois a
espécie PMTcOq, por ultrapassar o tamanho dos poros (~300 A) da coluna
cromatografica utilizada, permanece retida e, assim, ndo é possivel detecta-las.
Uma vez que a determinacdo da pureza radioquimica depende da detec¢do de
todos os constituintes do produto marcado com *MTc, céalculos baseados apenas
na area do pico eluido por CLAE podem superestimar o valor da pureza
radioguimica. De qualquer maneira, para excluir a presenca de %™TcO2, as
solugdes foram filtradas em filtros de seringa 0,22 pm como descrito por Oda et.
al. (2017).

Apesar disso, em decorréncia de seu alto poder de resolucdo e da
possibilidade de recuperagédo da amostra, métodos de CLAE sédo adequados para
caracterizar o perfil de eluicdo de moléculas proteicas.

A radiomarcacédo das nanoparticulas de albumina e papaina com %°™Tc¢
resultou em rendimento superior a 90%. Esses dados estdo de acordo com o
recomendado pela farmacopeia americana e pela farmacopeia europeia, segundo
as quais a pureza radioguimica especifica para cada radiofarmaco deve ser
superior a 90% (BRADDOCK, 2012).

Previamente aos estudos em modelos animais, é crucial determinar a
estabilidade de complexos de °™Tc in vitro em condicdes que simulam o
ambiente biol6gico. Neste trabalho, avaliou-se a estabilidade das nanoparticulas
em soro recém-coletado de humano saudavel e paralelamente foram conduzidos
ensaios de desafio a histidina, um aminoacido enddgeno presente em altas
concentracbes in vivo e que esta relacionado a instabilidade de compostos
radiomarcados com *"Tc devido a transquelagdo. As nanoparticulas de papaina
radiomarcadas mostraram-se estaveis até 6h pos-radiomarcacdo, enquanto as
nanoparticulas de albumina mostraram-se estaveis em todas as condigbes e
tempos de estudo.

Os estudos de biodistribuicdo, bem como as imagens SPECT/CT,
mostraram perfis distintos para nanoparticulas de albumina e papaina. Em
relacdo aos perfis de excrecéo, verificou-se que para *MTc-P-NPs a excrecéo
renal é a principal via de eliminacdo, enquanto para **™Tc-BSA-NPs a excrecéo
hepatica € mais acentuada. Isso se deve aos tamanhos das particulas, uma vez

que particulas com diametro igual ou menor a 10 nm tendem a ser eliminadas
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pelos rins, enquanto particulas maiores, pelo figado. Da mesma forma, os dados
revelaram captacdes relevantes em orgaos do sistema fagocitario mononuclear
(SFM), como figado e bacgo. Esses achados estdo em consonéncia com a
literatura, uma vez que jA& € amplamente descrito que nanoparticulas sao
rapidamente opsonizadas e retiradas da circulacdo por macréfagos do SFM
(SONG et. al., 2014).

Pode-se observar também que, para ambas nanoparticulas, os demais
orgdos avaliados, principalmente estdbmago e tireoide, apresentaram baixa
captacdo durante todo o experimento. Esse dado € de extrema relevancia, pois
sugere que o teor de ®"TcO4, uma das impurezas radioguimicas decorrente do
processo de marcacdo, e o0 tecnécio em sua forma livre, decorrente de baixa
estabilidade do sistema, estdo dentro dos limites preconizados, uma vez que é
sabido que sua captacdo ocorre, preferencialmente, nestes 6érgdos (AGUIAR,
2014).

Em relacéo a captacdo tumoral, observa-se que a atividade detectada
no musculo é inferior a encontrada no tumor (Tabelas 3 e 4). A andlise dos
valores médios de razdo tumor/muasculo para ambas nanoparticulas sugerem
maior afinidade pelo tecido tumoral. As imagens SPECT/CT confirmam os
resultados obtidos nos estudos de biodistribuicdo, apontando maior afinidade pelo
tecido tumoral quando comparado ao musculo em todos os tempos observados.

O acumulo dessas nanoparticulas no tecido tumoral se deve, em parte,
pelo direcionamento passivo que ocorre devido ao efeito de permeacdo e
retencdo aumentados (do inglés Enhanced Permeability and Retention; EPR)
presentes em tumores sélidos. Esse efeito ocorre devido ao processo de
angiogénese tumoral no qual os vasos sdo produzidos de maneira rapida, de
forma a suprir as necessidades nutricionais do tumor, e de maneira defeituosa,
formando fenestracfes e baixa adesdo entre as células endoteliais (JAIN e
STYLIANOPOQULOS, 2010).

Matsumura, Y. e Maeda, H. (1986) foram os primeiros a observarem o
acumulo de macromoléculas no intersticio de tumores soélidos. Em estudo de
biodistribuicdo de albumina corada com azul de Evans e proteinas séricas
radiomarcadas, como transferrina e imunoglobulina, verificou-se retencao

prolongada dessas proteinas no tecido tumoral quando comparado com O0s
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tecidos normais, do qual sdo rapidamente eliminadas. O acumulo de albumina
também foi observado posteriormente em uma variedade de modelos tumorais,

incluindo sarcoma, cancer de ovario e hepatocarcinomas (MERLOT et. al., 2014).

Tumores soélidos também apresentam deficiéncia no sistema linfatico
(SL), que em células normais drena continuamente o liquido extracelular,
facilitando a entrada e saida de macromoléculas presentes na circulacdo. Devido
a compressao e eventual colapso dos vasos linfaticos causado pelo répido
crescimento celular essa drenagem € prejudicada. A elevada permeabilidade
vascular, associada a escassez de drenagem linfatica e baixo retorno venoso,
resulta na retencdo de nanoestruturas e macromoléculas, fazendo com que as
particulas permane¢cam por mais tempo no local (ABRIATA, 2018; MATSUMURA
e MAEDA, 1986)

Além disso, a diferenca de concentracdo de albumina no sangue (40
mg/mL) e no intersticio celular (14 mg/mL), que varia em diferentes regifes
anatémicas, impulsiona a difusdo desta macromolécula para o interior do tumor,
visto que a albumina é a principal responséavel pela pressdo oncotica (EVANS,
2002).

Recentemente, estudo translacional sobre o efeito EPR na
biodistribuicdo e eficicia terapéutica de nanocarreadores foi conduzido diante a
disparidade observada entre a retencdo desses sistemas em modelos tumorais
pré-clinicos e ensaios clinicos em humanos. Os autores demonstraram que a
angiogénese em modelos tumorais induzidos em animais ocorre mais
rapidamente quando comparados a tumores solidos humanos, e que essa
diferenca fisiolégica exacerba o efeito nos modelos pré-clinicos. Também ha um
espectro bastante heterogéneo do efeito EPR que pode ser mais acentuado em
alguns subtipos de tumores humanos (MILLER et. al., 2015). Curiosamente,
estudos em diferentes modelos de cancer de mama, a albumina apresentou
captacdo 4 vezes maior que lipossomos com diametro médio de 100 nm (QIN et.
al., 2014).

Além do acumulo passivo no tecido tumoral, a albumina também pode
ser internalizada por outros mecanismos. Em 2013, Commisso et. al. relataram

mecanismo pelo qual células tumorais suprem necessidades metabdlicas e de
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crescimento pela captacdo ativa de proteinas extracelulares através da
macropinocitose. Neste estudo, observou-se que células que expressam Ras
oncogénica, uma proteina da membrana cuja expressao esté associada fenotipos
malignos, utilizam mais proteinas extracelulares como fonte de aminoéacidos
comparadas a células que ndo expressam (CAMPBELL e DER, 2004
COMMISSO et. al., 2013).

Outro estudo demonstrou que células de adenocarcinoma pancreético
ductal crescem indefinidamente em meios com auséncia de aminiacidos
essenciais e presenca de albumina (KAMPHORST et. al.,, 2015). Também foi
observado que a hipoalbuminemia € uma caracteristica comum em pacientes com
tumores solidos em estagios avancados (HAUSER et. al. 2006). A diminuicdo da
albumina sérica nesses pacientes indica aumento do catabolismo da albumina
como fonte anormal de aminodcidos utilizados para atender a altas demandas
metabdlicas devido a proliferacdo do tumoral (STEHLE et. al. 1997). Esses
achados forneceram informacgfes importantes sobre a capacidade da albumina
ser internalizada preferencialmente pelas células cancerigenas em relacdo as
células normais.

Algumas células tumorais também utilizam vias de captacdo de
albumina mediada por receptores (GP 60), além de mecanismos macropinociticos
ndo especificos. Essa evidéncia baseia-se na descoberta de correlagdo entre a
expressdo de receptores relacionados a albumina e a eficacia de terapias
baseadas em nanoparticulas albumina em diferentes tipos de cancer,
especialmente o nab-paclitaxel.

J& havia sido postulado que a expressao de proteina SPARC é critica
na captacao da albumina e aumenta a eficacia do tratamento com nab-paclitaxel.
Através de estudo clinico em pacientes com cancer de cabeca e pescoco e
cancer de mama, foi demostrada correcdo entre a expressao e a resposta ao
tratamento (DESAI et. al., 2008; DESAI et. al., 2009). No entanto, em ensaio
clinico de fase Ill em pacientes com cancer de pancreas metastatico, essa
correlagao nao foi comprovada (HIDALGO et. al., 2015).

As cavéolas, invaginagcbes em forma de Omega formadas nas
membranas plasmaticas também desempenham papel importante na captacéo de
albumina pelas células tumorais (WILLIAMS e LISANTI, 2015). Elas s&o descritas

em diversos processos celulares incluindo endocitose, transcitose e transducéo
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de sinais (GUMBLETON, 2001; RAZANI et. al.,, 2002). A proteina primaria
necessaria para a formacao de cavéolas é denominada caveolina-1 (Cav-1), e
esta associada a progressao tumoral, sendo expressa em diversos tipos de
cancer, incluindo mama, pancreas e préstata (CHATTERJEE et. al., 2017;
PINILLA et. al., 2006; SUZUOKI et. al. 2002)

Em estudo com camundongos transgénicos que ndo expressam Cav-1
foi comprovado o papel critico das cavéolas na internalizacdo de albumina
radioiodada (SCHUBERT et. al., 2001). Da mesma forma, estudo de atenuacao
mediada por RNAi de Cav-1 em células cancerigenas reduziu a captacdo de
albumina e nab-paclitaxel e causou resisténcia a apoptose induzida pelo
quimioterapico (CHATTERJEE et. al., 2017).

Importante destacar que na conducdo dos experimentos in vivo com as
nanoparticulas de albumina radiomarcadas em modelo 4T1, todos 0s animais
injetados vieram a Obito aproximadamente 20-30 minutos pos-administracao e por
este motivo o experimento foi suspenso. Verificou-se nesses animais letargia,
dificuldade respiratoria e cianose.

Na tentativa de elucidar o ocorrido, as doses foram diminuidas e
administradas nanoparticulas de albumina e albumina nativa em diferentes
animais saudaveis (balb/C), modelo MMTV-PyMT e 4T1. Como resultado, os
animais saudaveis balb/C e modelo MMTV-PyMT n&o apresentaram nenhum
efeito adverso, j4 os animais do modelo 4T1 continuaram vindo a ébito.

Realizou-se dissecacdo dos animais mortos, e foi observado que os
bacos estavam extremamente aumentados, também foi realizada imagem planar
ex vivo do figado, pulméo, coracdo e tumor, onde verificou-se concentracdo da
radioatividade no figado (Anexo 1). Amostras de sangue de dois animais modelo
4T1 foram coletadas e enviadas para laboratério de andlises clinicas e realizados
exames bioquimicos ALT (TGP), AST (TGO) e coagulograma (tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, fibrinogénio (Anexos 2 e 3).
Todos os parametros hematologicos estudados estavam alterados neste modelo.

Uma das possiveis explicagfes para o ocorrido reside no fato de que
podem ocorrer interacdes de nanoparticulas administradas sistemicamente com
células sanguineas, proteinas, células endoteliais, e sistema de coagulacao,

como plaquetas e fatores de coagulacdo plasmatica que podem induzir reacdes
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indesejaveis como toxicidade grave e até fatais com complicacdes trombdticas
(ILINSKAYA e DOBROVOLSKAIA, 2013).

Essas coagulopatias induzidas por nanoparticulas sdo caracterizadas
pela formacdo de pequenos coagulos intravasculares, seguidos por hemorragias
anormais ou pela formacéo de coagulos em veias profundas que podem mover-se
para os pulmdes e causar embolia pulmonar. Incidentes de trombose vascular ja
foram relatados na literatura para alguns nanomateriais (FURIE e FURIE, 2008;
RADOMSKI et. al.,2005). Portanto, diante das caracteristicas hematoldgicas
verificadas no modelo tumoral, é possivel que esse modelo seja propenso a tais
reacoes.

Para alta captacdo tumoral verificada para as nanoparticulas de
papaina, além do efeito EPR, uma das hip6teses € da prépria acdo proteolitica
desta enzima que degrada a matriz extracelular (MEC) facilitando a difusdo das
nanoparticulas no intersticio tumoral. A utilizacdo desta proteina para projetar um
nanocarreador enzimatico fundamentou-se na possibilidade da modulacdo do
microambiente tumoral para superar obstaculos relacionados a penetracdo e
aumentar a eficacia da administracdo, considerando que a MEC é altamente
suscetivel a acdo de proteases (EIKENES et. al.,, 2005; GANESH et. al., 2008;
GULLOTTI et. al., 2009; RAKESH et. al., 2010)

A MEC é uma barreira biologica intrinseca ao parénquima tumoral
composta por proteoglicanos, acido hialurénico, colageno, elastina, laminina e
outras proteinas estruturais, que restringe a difusdo de farmacos, macromoléculas
terapéuticas e nanocarreadores em células distantes dos vasos sanguineos
(MINCHINTON E TANNOCK, 2006; BEYER et. al., 2011). Diversos modelos
matematicos foram utilizados para definir parametros de difusdo nanoestruturas
na MEC de tumores, sugerindo que caracteristicas fisicas como tamanho, forma e
carga superficial podem afetar substancialmente a distribuicao
(STYLIANOPOULOS et. al., 2010; PLOPPER et. al.,, 2007; MITRAGOTRI e
LAHANN, 2012).

A modulacdo do microambiente tumoral através da degradacdo da
MEC é descrita na literatura como método eficaz para aumentar a captacdo de
nanoparticulas. Gong et. Al (2016) demonstraram em ensaios pré-clinicos com
modelo cancer de mama murinho 4T1 que o tratamento prévio a administracéo de

nanoestruturas com hialuronidase (HAase) aumentou a captagcdao de
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nanoparticulas direcionadas ao tratamento fotodinamico. Neste estudo foi
observado que apoés o tratamento com HAase a densidade de vasos sanguineos
tumorais aumenta e ocorre a dilatagdo dos vasos, melhorando o estado de
hipoxia tumoral. Consequentemente, o efeito EPR é mais pronunciado pela
melhor perfusdo do tumor (GONG et. al. 2016; ZHOU et. al. 2016). Estratégia
semelhante também é relatada utilizando losartan para deplec¢édo do colageno | da
MEC (ZHANG et. al. 2015; DIOP-FRIMPONG et. al., 2011).

Parodi et al. (2014) usaram um complexo enzimético de bromelina,
para funcionalizar a superficie de nanoparticulas de silica mesoporosa o que
favoreceu a internalizacdo celular da NPs demonstrando digestdo e difuséo
eficientes em MEC. Ap6s administracdo intratumoral, observou-se que as
nanoparticulas funcionalizadas difundiam-se em maior extensdo quando
comparadas a distribuicdo das que ndo tinham bromelina na superficie (PARODI
et. al., 2014).

E descrito na literatura que o aumento da atividade proteolitica em
tumores esta relacionado a progressao e disseminacdo da doenca. Nesse
sentido, estudos da atividade proteolitica das nanoparticulas de papaina utilizadas
nesse trabalho devem ser minuciosamente conduzidos antes de uma possivel
aplicacao clinica. Outro aspecto importante a ser caracterizado relaciona-se com
a seguranca e imunogenicidade dessas nanoparticulas. De qualquer maneira, 0s
resultados obtidos neste estudo demonstram que a utilizacdo da papaina em
sistemas nanométricos representa uma grande oportunidade para controlar e
melhorar a difusdo de agentes diagndsticos e terapéuticos no parénquima
tumoral.

Neste trabalho, optou-se pelo uso do tecnécio-99m, dada a facilidade
na obtencdo por meio de geradores, além da facilidade para marcacdo de
proteinas por via direta, porém diversos radionuclideos diagndsticos e/ou
terapéuticos podem acoplados a estas nanoparticulas. Da mesma maneira, 0s
resultados sugerem para o potencial dessas nanoparticulas carrearem drogas no
tratamento contra o cancer.

De modo geral, os resultados apresentados neste trabalho mostram
que as nanoparticulas aqui estudadas possuem notavel potencial como
ferramentas para aplicagdes diagnosticas, constituindo-se de uma estratégia para

monitorar de forma nado invasiva tumores de mama. Da mesma forma o0s
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resultados evidenciam a possibilidade da utilizacdo desses sistemas proteicos
para fins terapéuticos e ou teranosticos, visto que houve captacdo tumoral

significativa.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, foi possivel concluir que
sintese induzida por radiagdo ionizante produziu nanoparticulas de papaina e
albumina com tamanho médio desejavel 9,3+19 e 251+29nm,
respectivamente, distribuicdo de tamanho homogéneo e com morfologia esférica,
caracteristicas ideais para nanocarreadores. As mesmas, foram eficientemente
radiomarcadas com °°"Tc e mostram-se estaveis em meios bioldgicos por até,
pelo menos, 6h. Nesse periodo os radiomarcados ndao apresentaram tendéncia a
instabilidade frente a transquelacdo a aminoacidos presentes em soro humano.

Os ensaios de biodistribuicdo em animais saudaveis, mostraram
diferentes perfis excrecdo para as nanoparticulas estudadas. As nanoparticulas
de papaina possuem acentuada excrecao renal enquanto as nanoparticulas de
albumina foram eliminadas preferencialmente por via hepética.

Os ensaios in vitro em cultura celular nas linhagens MDA-MB231 e 4T1
demonstraram internalizacdo significativa desses sistemas proteicos. Ja nos
estudos in vivo em modelos tumorais foi possivel comprovar a eficiéncia na
captacdo por tumores mamarios conforme evidenciado por métodos de medicina
nuclear.

Deste modo, as nanoparticulas proteicas utilizadas no corrente trabalho
mostraram-se promissoras a serem utilizadas como sistema de veiculacdo de
radionuclideos diagnosticos para estudos de sua distribuicdo sistémica, bem
como de sua aplicacdo como tracador SPECT em tumores mamarios. Esses
achados também apontam e incentivam estudos posteriores para a possivel
aplicabilidade como nanocarreadores de radionuclideos PET, terapéuticos e/ou
terandsticos, assim como no possivel potencial em entrega seletiva de drogas
(drug delivery). Da mesma forma, sugere-se estudos complementares em outros

tipos de tumores.
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ANEXO 1

Coracao

Figado

Tumor

Figura 1 — Posicionamento dos 6rgéos (coracdo, pulméo, figado e tumor) para imagem
cintilogréfica planar, extraidos de animal modelo 4T1 que veio a 6bito pos-administracao
de ®"Tc-BSA-NPs

Figura 2 — Cintilografia planar de 6rgdos (coracdo, pulméo, figado e tumor) extraidos de
animal modelo 4T1 que veio a Obito pés-administracdo de *°MTc-BSA-NPs.
Radioatividade concentrada apenas no figado.
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Figura 3 — Cintilografia planar da carcaca do animal modelo 4T1 que veio a ébito pos-
administracdo de *°™Tc-BSA-NPs. Verifica-se concentracdo da radioatividade no figado.
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Provet

Veterinaria Diagnostica

Unidade Aratas
Avenida Aratas, 1009
Moema - Sao Paulo
CEP: 04081-004

Tel.: (11) 3579-1427
provet@provet.com.br
www.pravet.cam.br

N° 0OS: 001-0136486 PACIENTE: MOUSE 01 DATA: 17/09/2019
Espécie:  MUS MUSCULUS - CAMUNDONGO Raga: MAMIFERO
Sexo: M  DataNasc: 17/06/2019 Idade: 3 meses Microchip:
Responsavel: ADEMAR BENEVOLO LUGAO Fone: 1131339250 -
Requisitante: RICARDO DUARTE LOPES N° RG:
Clinica: PROVET - MOEMA Tatuagem:
ALT (TGP)
Material:  SORO OU PLASMA DE HEPARINA DE LITIO
Metadologia:  BIOQUIMICA SECA
Referéncia
Resultado: 111 u/L
Observagdo: AMOSTRA INTENSAMENTE HEMOLISADA
Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES
AST (TGO)
Material:  SORO OU PLASMA DE HEPARINA DE LITIO
Metodologia: BIOQUIMICA SECA
Referéncia
Resultado: 1193 u/L
Observagdo: AMOSTRA INTENSAMENTE HEMOLISADA
Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES
/ 3 ’l

[ Anr, o
ol A
Ricardo Duarte Lopes

CRMV - 5P 17187

Responsével Técnico: Rubem Mentoni Junior - Médico Veterinario - CRMV-SP: 5421 . Registro no CRMV : SP-05421-VP

*A interpretagdo dos exames laboratoriais deveré ser realizada pelo
Médico Veterinério responsavel, mediante a sintomatologia clinica do animal
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Unidade Aratis
Avenida Aratas, 1009

Moema - Sao Paulo

CEP: D4081-004

Tel: (1) 3579-1427
Veterinaria Diagnostica proveteprovet.com.br

www.provet.com.br

N°OS: 001-0136486 PACIENTE: MOUSE 01 DATA: 17/09/2019
Espécie: MUS MUSCULUS - CAMUNDONGO Raga: MAMIFERO
Sexo: M Data Nasc: 17/06/2019 Idade: 3 meses Microchip:
Responsdvel: ADEMAR BENEVOLO LUGAOQ Fone: 1131339250-
Requisitante: RICARDO DUARTE LOPES N° RG:
Clinica: PROVET - MOEMA Tatuagem:

Tempo de Protombina (TP) )
Material:  PLASMA DE CITRATO DE SODIO
Metodologia: TROMBOPLASTINA
Referéncia
Resultado: 9.0 segundos
Interpretagdo: A determinagdo do tempo de protrombina é uma prova global para avaliar a coagulagao extrinseca, sendo sensivel
ao fator Il ou protombina, fator V ou proacelerina, fator VIl ou proconvertina e fator X ou Stuart-Prower.

Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

Tempo de Tromhoplastina Parcial Ati\.fada (TTPA)
Material: ~ PLASMA DE CITRATO DE SODIO
Metodologia: ~ ACIDO ELLAGICO
Referéncia
Resultado: 18.3 segundos
Interpretagdo: A determinagdo do tempo de tromboplastina parcial ativada serve para avaliar anomalias da viaintrinseca da

coagulagdo para a ativacdo da protrombina, sendo sensivel aos fatores VIII, IX, Xl,e XlI, e deficiéncias severas dos
fatores II, V, X e fibrinogénio

Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

Fibrinogénio
Material:  PLASMA DE CITRATO DE SODIO
Metodologia: TROMBINA
Referéncia
Resultado: 146 mg/dL

Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

/ An L
(‘;‘ % (ol /ﬁ" .
Ricardo Duarte Lopes

CRMV - SP 17187

Responsével Técnico: Rubem Montoni Junior - Médico Veterinario - CRMV-SP: 5421 . Registro no CRMV : SP-05421-VP

*A interpretacao dos exames laboratoriais devera ser realizada pelo

Médico Veterinério responsével, mediante a sintomatologia clinica do animal
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ANEXO 3

|
Provet

Avenida Aratas, 1009
M lo
Veterinaria Diagnastica

Sao Paul

N°O0S: 001-0136487 PACIENTE:  MOUSE 05 DATA:  17/09/2019
Espécie: MUS MUSCULUS - CAMUNDONGO Raca: MAMIFERO
Sexo: F Data Nasc: 17/06/2019 Idade: 3 meses Microchip:
Responsavel: ADEMAR BENEVOLO LUGAO Fone: 1131339250 -
Requisitante: RICARDQ DUARTE LOPES N® RG:
Clinica: PROVET - MOEMA Tatuagem:
ALT (TGP)

Material:  SORO OU PLASMA DE HEPARINA DE LITIO
Metodologia:  BIOQUIMICA SECA
Referéncia
Resultado: 321 u/L
Observacdo: AMOSTRA INTENSAMENTE HEMOLISADA

Assinado eletronicamente por: CRMV-5P:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

AST (TGO)
Material: SORO OU PLASMA DE HEPARINA DE LITIO
Metodologia: BIOQUIMICA SECA
Referéncia
Resultado: 2460,0 u/L
Observacdo: AMOSTRA INTENSAMENTE HEMOLISADA

Assinado eletronicamente por: CRMV-SP:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

r.' )l
o f A o
N
Ricardo Duarte Lopes
CRMV - 5P 17187

Responsavel Técnico: Rubem Mantoni Junior - Médico Veterindrio - CRMIV-3P: 5421 _Registro no CRMV - SP-05421-VP

*A interpretagao dos exames |laboratoriais devera ser realizada pelo
Médico Veterindrio responsével, mediante a sintomatologia clinica do animal
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Provet

Weterinaria Diagnéstica

Unidade Aratds
Avenida Aratas, 1009

combr

N°OS: 001-0136487 PACIENTE: MOUSE 05 DATA: 17/09/2019
Espécie: MUS MUSCULUS - CAMUNDONGO Raca: MAMIFERO
Sexo: F Data Nasc: 17/06/2019 Idade: 3 meses Microchip:
Responsavel: ADEMAR BENEVOLO LUGAO Fone: 1131339250 -
Requisitante: RICARDO DUARTE LOPES N® RG:
Clinica: PROVET - MOEMA Tatuagem:

Tempo de Protombina (TP)

Material:
Metodologia:

Resultado:
Interpretacdo:

PLASMA DE CITRATO DE SODIO
TROMBOPLASTINA

Referéncia
9.8 segundos
A determinacéo do tempo de protrombina € uma prova global para avaliar a coagulacéo extrinseca, sendo sensivel
ao fator Il ou protombina, fator V ou proacelerina, fator VIl ou proconvertina e fator X ou Stuart-Prower.

Assinado eletronicamente por: CRMV-5P:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

Material:
Metodologia:

Resultado:
Interpretacdo:

PLASMA DE CITRATO DE SODIO
ACIDO ELLAGICO

Referéncia
27.5 segundos
A determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada serve para avaliar anomalias da via intrinseca da
coagulagdo para a ativacdo da protrombina, sendo sensivel aos fatores VIII, IX, XLe XII, e deficiéncias severas dos
fatores I, V, X e fibrinogénio

Assinado eletronicamente por: CRMV-5P:17187 - RICARDO DUARTE LOPES

Fibrinogénio
Material:
Metodologia:

Resultado:

PLASMA DE CITRATO DE SODIO
TROMBINA

Referéncia
180 mg/dL

Assinado eletronicamente por: CRMV-5P:17187 - RICARDO DUARTE LOPES
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Responsavel Técnico: Rubem Montoni Junior - Médico Veteringrio - CRMV-5P: 5421 . Registro no CRMV : SP-05421-VP

*Ainterpretacao dos exames laboratoriais devera ser realizada pelo
Médico Veterindrio responsdvel, mediante a sintomatologia clinica do animal
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