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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA
O céancer de pele nao-melanomatico tem altas chances de cura se detectado e
tratado precocemente, pode deixar mutilagdes na pele se nao for tratado
adequadamente e em casos extremos levar a morte. No Brasil a estimativa de
novos casos desse tipo de cancer em 2020 foi de 176930 e o numeros de morte
registrados no Brasil foi de 2616 em 2019 segundo relatério do Instituto Nacional
de Cancer (INCA)de 2022.

No Brasil os gastos para tratamento de cancer passaram de 470 milhdes em
1999 para 3,3 bilhdes em 2015, isso se deve ao fato de que esses custos estao
associados ao tratamento em estagios mais avangados da doenga. No Brasil,
segundo uma pesquisa encomendada pelo Tribunal de Contas da Unido, em
2010, 60,5% dos casos de cancer diagnosticados estavam nos estagios 3 e 4 da
doencga, isso quer dizer que o cancer ja estava localmente avangado (estagio 3)
ou espalhando para outros 6rgaos do corpo (estagio 4). Nestes estagios, os
custos de tratamento costumam ser 60% a 80% mais caros que o0s
diagnosticados em fase inicial (estagios 1 e 2) e também com possibilidade de
cura menores. A incorporagao de novas tecnologias para o tratamento de cancer
também tende a ser mais barata em estagios iniciais da doenca, portanto,
poderao ser feitas economias significativas caso o diagndstico possa ser feito
logo nos estagios iniciais. Em especifico do cancer de pele ndo-melanomatico,
estima-se que o custo do sistema publico de saude em 2010 foi de 37 milhdes

de reais.

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada como uma alternativa de
complemento aos tratamentos convencionais contra o cancer, como a
quimioterapia, ou até sua total substituicdo para o tratamento de cancer em
estagios iniciais. E por ser uma técnica de aplicagdo simples, possibilita a
disponibilidade dela em varios lugares do pais, fazendo com que as pessoas
consigam ter acesso a esse tratamento na fase inicial do cancer, aumentado

assim a taxa de sucesso do tratamento.
POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Non-melanoma skin cancer has high chances of cure if detected and treated

early, but it can leave skin mutilations if not properly treated and, in extreme



cases, lead to death. In Brazil, the estimated number of new cases of this type of
cancer in 2020 was 176,930, with 2,616 deaths registered in 2019, according to
the 2022 report from the National Cancer Institute (INCA).

In Brazil, cancer treatment expenses increased from 470 million in 1999 to 3.3
billion in 2015, primarily due to the association of these costs with more advanced
stages of the disease. According to a study commissioned by the Federal Court
of Accounts in 2010, 60.5% of diagnosed cancer cases in Brazil were in stages
3 and 4 of the disease, indicating locally advanced cancer (stage 3) or spreading
to other organs of the body (stage 4). Treatment costs at these stages are usually
60% to 80% more expensive than those diagnosed in the early stages (stages 1
and 2), with lower chances of cure. The incorporation of new technologies for
cancer treatment is also generally less expensive in the early stages of the
disease, potentially leading to significant cost savings if the diagnosis is made

early.

Specifically for non-melanoma skin cancer, the estimated cost to the public health
system in 2010 was 37 million Brazilian reais. Photodynamic therapy (PDT) has
been studied as an alternative or complement to conventional cancer treatments,
such as chemotherapy, and may even serve as a total replacement for early-
stage cancer treatment. Because PDT is a simple application technique, it can
be made available in various locations across the country, providing people with
access to early-stage cancer treatment and thereby increasing the success rate

of treatment.
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RESUMO

Neste trabalho, objetva-se a sintese de um material com propriedades
fotodindmicas para que este seja usado no tratamento fototerapico do cancer de
pele. Como base para este material foi utilizado o 6xido de grafeno, devido a sua
biocompatibilidade. Sua sintese segue o método de Hammers modificado.
Quando ha a insercdo de nanoparticulas metalicas na estrutura, permite-se que
0 material atinja uma temperatura maior quando incidida sob ele uma radiacao
eletromagnética, € sabido que nanoparticulas de ouro em formatos de bastdes
interagem com luz no infravermelho préximo, o qual € o comprimento de onda
mais absorvido pela pele humana, podendo assim ser utilizado como agente
fototérmico. As Ftalocianinas pertencem a classe de fotossensibilizadores de
segunda geracado e sS40 compostos promissores para 0 Sseu uso em terapia
fotodindmica por apresentar as caracteristicas necessarias como sua absorcao
dentro da faixa de comprimento de onda. Foi.utilizado entdo o Zinco Fenil-Tio-
ftalocianina, que ao ser excitado gera espécies reativas de oxigénio, 0os quais
atacardo as células causando sua necrose e/ou apoptose. Com o intuito de que
0 composto ndo interaja com as células saudaveis foi adicionado &cido félico,
este pode se ligar facilmente aos receptores de folato que em células normais
sdo expressos em baixa quantidade e em células tumorais em grandes
guantidades, resultando em um material seletivo para o cancer. Os resultados
de espectroscopia na regiao do infravermelho, feitos em cada etapa da sintese,
mostram que em cada etapa planejada foi obtido o produto desejado. A mudanca
do comportamento térmico das amostras também corrobora para o resultado de
insercdo dos compostos na estrutura do 6xido de grafeno. A sintese das
nanoparticulas de ouro foi comprovada através da espectroscopia na regiao do
ultravioleta/visivel, que também nos indica o tamanho dessas particulas, de
aproximadamente 100nm, que foram observadas também pela microscopia
eletrbnica de varredura junto com seu formato de nanobastdes e a adesdo
dessas nanoparticulas na estrutura do 6xido de grafeno funcionalizado. A partir
dos resultados de viabilidade celular, pode-se concluir que o material obtido n&o
apresenta citotoxicidade, caracterizando o material planejado como um material
com potencial terapéutico multifuncional para aplicacdes nas terapias
fototérmicas e fotodinamicas.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, 6xido de grafeno, nanoparticulas, farmacos
fotossensibilizante, pele-cancer



ABSTRACT

In this study, the objective is the synthesis of a material with photodynamic
properties for use in the phototherapeutic treatment of skin cancer. Graphene
oxide was used as the base for this material due to its biocompatibility. Its
synthesis follows the modified Hammers method. When metallic nanoparticles
are inserted into the structure, it allows the material to reach a higher temperature
when exposed to electromagnetic radiation. It is known that gold nanoparticles in
rod shapes interact with near-infrared light, which is the wavelength most
absorbed by human skin, making it suitable as a photothermal agent.
Phthalocyanines belong to the class of second-generation photosensitizers and
are promising compounds for use in photodynamic therapy due to their
absorption characteristics within the wavelength range. Zinc Phthalocyanine was
used, which, when excited, generates reactive oxigen species that will attack
cells, causing necrosis and/or apoptosis. To ensure that the compound does not
interact with healthy cells, folic acid was added. Folic acid can easily bind to folate
receptors, which are expressed in low quantities in normal cells and in large
quantities in tumor cells, resulting in a material selective for cancer. Results from
infrared spectroscopy at each synthesis stage show that the desired product was
obtained at each planned step. The change in the thermal behavior of the
samples also supports the result of compound insertion into the graphene oxide
structure. The synthesis of gold nanoparticles was confirmed through
ultraviolet/visible spectroscopy, indicating their size of approximately 100nm. This
size was also observed through scanning electron microscopy along with their
nanorod shape and adherence of these nanoparticles to the functionalized
graphene oxide structure.From the cell viability results, it can be concluded that
the obtained material does not exhibit cytotoxicity, characterizing it as a
multifunctional therapeutic material with potential applications in photothermal
and photodynamic therapies.

Key-words: Photochemotherapy, graphene oxide, nanoparticles,
photosensitizing drugs, skin-cancer
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1. Introdugao

O cancer de pele € o tipo de cancer mais comum no Brasil e no mundo,
sua incidéncia € mais comum em pessoas com mais de 40 anos e é ocasionado
principalmente pela exposi¢cao excessiva ao sol. O cancer de pele ocorre quando
as células se multiplicam sem controle e é classificado em dois tipos:
melanomatico e ndo-melanomatico, sendo esse primeiro quando o cancer tem
origem nas células produtoras de melanina e o tipo mais raro do céncer (cerca
de 3% dos casos de cancer de pele), o segundo € o tipo mais comum e menos
perigoso e representa 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil
(Ministério da Saude, 2023).

O cancer de pele melanomatico é o tipo mais grave devido a sua alta
possibilidade de ocasionar metastase, que € a disseminagdo do cancer para
outros 6rgaos, mas o prognostico desse tipo de cancer é considerado bom se
detectado em sua fase inicial. No Brasil a estimativa de novos casos desse tipo
de cancer em 2020 foi de 8450 e o numero de mortes registradas para esse tipo
de cancer foi de 1978 mortes em 2019 (INCA, 2022).

O céancer de pele nao-melanomatico tem altas chances de cura se
detectado e tratado precocemente, pode deixar mutilacbes na pele se nao for
tratado adequadamente e em casos extremos levar a morte. No Brasil a
estimativa de novos casos desse tipo de cancer em 2020 foi de 176930 e o
numeros de morte registrados no Brasil foi de 2616 em 2019 (INCA, 2022).

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Cancer, 6rgao brasileiro
auxiliar do Ministério da Saude, no triénio 2023-2025 surgirdo 211.200 novos
casos de cancer de ndao melanomatico. A Sociedade Norte-americana de Cancer
mostra em seu levantamento que esse aumento do numero de cancer esta
acontecendo a nivel global e 0 niumero de novos casos de cancer passara de
14,6 milhdes para 20,2 milhdes por ano entre 2010 e 2030 e a maioria desses
casos se dara em paises em desenvolvimento, onde os fatores de risco e os
processos de promocgao e prevengdao sao em menor controle por parte das
autoridades sanitarias (INCA, 2022)
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Com esse crescimento exponencial nos casos de cancer, ha também um
crescimento nos gastos para o diagndstico e tratamento da doenga. Com o vasto
territério nacional o Sistema Unico de Saude (SUS) encontra-se um problema,
pois acaba favorecendo aqueles que vivem nos Estados e municipios onde o
SUS oferece melhores servigos para o tratamento da doencga, desfavorecendo o
grupo de pessoas mais pobres que ndo conseguem arcar com a locomogao ate

esses pontos de referéncia de tratamento.

No Brasil os gastos para tratamento de cancer passaram de 470 milhdes
em 1999 para 3,3 bilhdes em 2015, isso se deve ao fato de que esses custos
estdo associados ao tratamento em estagios mais avangados da doenga. No
Brasil, segundo uma pesquisa encomendada pelo Tribunal de Contas da Uniao,
em 2010, 60,5% dos casos de cancer diagnosticados estavam nos estagios 3 e
4 da doencga, isso quer dizer que o cancer ja estava localmente avancado
(estagio 3) ou espalhando para outros 6rgaos do corpo (estagio 4). Nestes
estagios, os custos de tratamento costumam ser 60% a 80% mais caros que os
diagnosticados em fase inicial (estagios 1 e 2) e também com possibilidade de
cura menores. A incorporagao de novas tecnologias para o tratamento de cancer
também tende a ser mais barata em estagios iniciais da doencga, portanto,
poderao ser feitas economias significativas caso o diagndstico possa ser feito
logo nos estagios iniciais (GELBAND, 2016). Em especifico do cancer de pele
nao-melanomatico, estima-se que o custo do sistema publico de saude em 2010
foi de 37 milhdes de reais (SOUZA, 2011).

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada como uma alternativa de
complemento aos tratamentos convencionais contra o cancer, como a
quimioterapia, ou até sua total substituicdo para o tratamento de cancer em
estagios iniciais. Essa técnica consiste na inducao da citotoxicidade das células
proliferativas por meio de uma fonte de luz. Para ocorrer esse processo sao
necessarios 3 componentes: o fotossensibilizador, luz e oxigénio (TOREZAN,
NIWA, FESTANETO, 2009).

Essa técnica ocorre em duas etapas. Na primeira, o agente
fotossensibilizador se acumula nas células tumorais apds sua aplicacdo no
tecido. Na segunda etapa, € emitido sobre o tecido uma onda eletromagnética

cujo comprimento de onda seja igual ao do espectro de absorgao do agente
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fotossensibilizador. Nesta segunda etapa, o agente fotossensibilizador é ativado
na presenga de luz, levando o composto do estado de fundamental ao seu
estado excitado (singleto). Dependendo do tipo de molécula usada como agente
fotossensibilizante estas podem retornar ao estado de repouso, emitindo energia
em forma de fluorescéncia ou progredir numa cadeia de rea¢des quimicas, até
atingir o estado tripleto. As moléculas em seu estado tripleto transferem sua
energia diretamente ao oxigénio intracelular, formando o oxigénio singleto ('O2),
altamente reativo, de meia vida curta e responsavel pela morte celular
(DOLMANS, FUKUMURA, JAIN, 2003).

Em consequéncia da reatividade do 'Oz, a célula tumoral passa a
apresentar falhas na integridade da membrana, o que leva as alteragdes na
permeabilidade e fungdo de transporte entre os meios intra e extracelulares.
Outras alteragcbes nas membranas do nucleo, mitocéndria, lisossomos e reticulo
endoplasmatico também ocorrem, ocasionando uma morte celular induzida,
apoptose, pela TFD devido a essa perda da integridade celular (DOLMANS,
FUKUMURA, JAIN, 2003).

A seletividade do tratamento depende da area exposta a luz e do acumulo
preferencial do agente fotossensibilizante nas células tumorais em relagdo ao
tecido normal. Devido a alta taxa de duplicagao das células tumorais suas
estruturas sao alteradas, ha uma maior permeabilidade as suas membranas por
essas alteragdes, suas fibras de colagenos sdo imaturas e semelhantes as
observadas em tecido embrionario, essas fibras imaturas constitui um local para
retencdo e acumulo do agente fotossensibilizante. Outros fatores que colaboram
para essa seletividade sao sua rede linfatica pouco desenvolvida, ligacdo das
porfirinas a receptores de superficie de lipoproteinas de baixa densidade das
células tumorais, presenga de macrofagos e menor pH intracelular (TOREZAN,
NIWA, FESTANETO, 2009).

Uma das moléculas direcionadoras mais utilizados para promover essa
seletividade em células cancerigenas € o acido fdlico, este pode se ligar
facilmente aos receptores de folato que em células normais sao expressos em
baixa quantidade e em células tumorais em grandes quantidades (SAMADIA, et
al. 2016)
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O acido félico € uma molécula essencial na via de sintese do DNA, que é
altamente necessaria para que as células tumorais se dupliguem e estas
possuem receptores de folato superior as células normais, devido esse fato ha
um direcionamento seletivo com &cido félico funcionalizado ao
fotossensibilizador (SAMADIA, et al. 2016).

A escolha do agente fotossensibilizante para a TFD é crucial, pois tém-se
que pensar em dois principais fatores: o auto rendimento da molécula em um
estado tripleto ao ser irradiado com a luz e o comprimento de onda que esse
agente absorve (DE SOUZA, et al, 2016).

No caso para o tratamento de cancer de pele, esse comprimento de onda
deve ser de 650-1000 nm que € a faixa do espectro que tem maior penetragao
no tecido. Assim o fotossensibilizador também deve ter sua absor¢céo dentro
dessa faixa (SHARMA, et al, 2011)

As Ftalocianinas pertencem a classe de fotossensibilizadores de segunda
geracao e sao compostos promissores para o seu uso em TFD por apresentar
as caracteristicas necessarias como sua absor¢cdao dentro da faixa de
comprimento de onda, sua seletividade em tecidos doentes e sua rapida

eliminacgao pelo corpo reduzindo efeitos adversos. (DE SOUZA, et al, 2016).

Ftalocianinas podem conter varios metais em sua cavidade central, como
Cobre, Aluminio ou Zinco. As ftalocianinas de zinco tém sido de grande interesse
no seu uso como fotossensibilizador para TFD devido as suas propriedades
fotofisicas como alta taxa de rendimento em seu estado tripleto, ter uma longa
meia-vida em seu estado de tripleto e uma alta capacidade de produzir oxigénios
singleto pela transferéncia de energia. A ftalocianina de zinco apresenta uma
banda de absorcao intensa é de 670 nm, dentro da faixa de absorgcao da pele
(MEDINA, et al, 2011)

Devido a sua lipofilicidade, a ftalocianina de zinco tem baixa solubilidade
em agua dificultando sua administracao sistémica. Contudo, sua hidrofobicidade
€ um dos fatores responsaveis pela sua afinidade aos tumores. E em agua, as
moléculas de ZnPc se agregam reduzindo assim sua atividade fotofisica.
(FADEL, et al, 2010). Para superar esse obstaculo de baixa solubilidade em

meios aquosos € sua agregacgao, as ftalocianinas de zinco sao acopladas em



19

alguma estrutura como polimeros, nanoparticulas, Oxido de grafeno.
Fotossensibilizadores acoplados vem sido estudados e mostram ter vantagens
adicionais como: possibilidade de alcancar sitios de agado especificos,
aprimoramento na absorgao celular e em tecidos, permeabilidade, acumulacao
seletiva em células e tecidos doentes e a possibilidade de fazer uma liberagao
da droga de forma controlada (DE SOUZA, et al, 2016).

O 6xido de grafeno foi escolhido como o material suporte em que a ZnPc
sera acoplada devido as suas oOtimas caracteristicas biocompativeis, sua alta
hidrofilicidade, sua bioestabilidade e baixa citotoxicidade. (KALBACOVA, et al,
2010). Outra caracteristica do 6xido de grafeno é sua excelente estabilidade
térmica, que pode ser aproveitada para incorporarmos junto a terapia

fotodinamico a terapia fototérmica.

Esta terapia consiste em aquecer um material fototérmico através da
incidéncia de uma onda eletromagnética fazendo com que o material aumente
em até 10°C a temperatura local de tecidos especificos, causando danos ao DNA
das células e desnaturacgao das proteinas, resultando na ablagao dos tecidos. As
células cancerosas sao mais sensiveis a mudancgas de temperatura do que as
células sadias, assim fazendo com que o aumento de temperatura seja seletivo
para as células tumorais, isso se deve ao fato da ma formacédo das células
tumorais dificultarem sua dissipagcdo do calor, ocasionando um maior
aquecimento local. (NOROUZI, KHOSHGARD, AKBARZADEH, 2018)

Para combinar o tratamento fototérmico ao tratamento fotodinémico
precisamos encontrar um agente fototérmico em que seja excitado na faixa do
espectro de absor¢cao da pele (650-1000 nm) (NOROUZI, KHOSHGARD,
AKBARZADEH, 2018). As nanoparticulas de ouro em formato de bastbes
(nanorods) conseguem atingir temperaturas de até 55°C ao serem excitadas em
comprimentos de onda perto de 700-800 nm, devido ao processo de ressonancia
de plasmon de superficie localizada (HU, et al, 2013). Metais nobres que
apresenta ressonancia de plasmon de superficie € amplamente utilizado em
plataforma teranédstica, sendo aplicado em biossenssores, bioimagem, terapia
fototérmica e vetorizagdo de drogas (MARANGONI, CANCINO-BERNARDI,
ZUCOLOTTO, 2016). Esse uso se da ao fato de que essa ressonancia € uma

oscilagao coerente dos elétrons de conducgao superficial excitados por radiagcao
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eletromagnética, isso faz com que o material detenha interagdes luz-matéria com
varias aplicagdes. Ao se diminuir o tamanho da particula para a escala
nanométrica, faz com que a luz interaja com particulas menores que o
comprimento de luz incidente, isso leva a um efeito plasménico que oscila
localmente ao redor da nanoparticula com uma frequéncia conhecida como
ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR, em inglés), essa LSPR
€ sensivel as mudangas no ambiente dielétrico local e eleva a temperatura
dessas particulas (HU, et al, 2013).

Outra vantagem de utilizar nanoparticulas de ouro € que a utilizacéo de
nanoparticulas junto a um fotossensibilizador, diminuem a acumulacdo deste
fotossensibilizador nos tecidos, diminuindo sua toxicidade, baixa solubilidade e
aumento na seletividade, resultando em sistemas de 6xido de grafeno com
nanoparticulas de ouro (OG-AuNPs) que podem ser usados como combinacgdes
de terapias fototermal e fotodinamica (KONAN, GURNY, ALLEMANN, 2002).

Tran e colaboradores (2015) realizaram experimentos com Oxido de
grafeno como carregador de drogas para o tratamento fototérmico e
fotodinamico de cancer de pele, neste trabalho eles verificaram a citotoxicidade
do material em testes in vitro, mostrando a biocompatibilidade e baixa

citotoxicidade do 6xido de grafeno.

Assim, este trabalho busca a sintese do éxido de grafeno acoplado com
nanoparticulas plasmoénicas de ouro e Zinco Fenil-Tio-ftalocianina como
fotossensibilizador, funcionalizado com acido félico para o tratamento terandstico

e fotodinamico do cancer.

2. Revisao bibliografica

2.1. Cancer de pele
O céncer de pele ocorre quando ha um crescimento anormal e

descontrolado das células que compde a pele. Essas células se encontram entre
as camadas da pele e de acordo com a area em que se localizam sao definidos

os diferentes tipos de cancer: o cancer de pele nao melanomatico, que é dividido
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em carcinoma basocelulares e o0s epinocelulares, e o cancer de pele

melanomatico (Sociedade Brasileira de Demartologia, 2018)

O carcinoma basocelular € o de maior ocorréncia dentre os tipos de
cancer, este surge nas células basais, na camada mais profunda da epiderme.
Possui baixa letalidade e facilmente tratado em estagios iniciais. Esse tipo de
cancer é visto mais frequentemente nas regides como face, orelhas, pescoco,
couro cabeludo, ombros e costas, essas sendo areas mais expostas ao sol,
porém esse tipo de cancer nao se limita a essas areas, podendo aparecer em
outras regides da pele menos expostas ao sol (Sociedade Brasileira de
Demartologia, 2018).

O carcinoma espinocelular € o segundo mais prevalente. Este se
manifesta nas células escamosas, que constituem a maior parte das camadas
superiores da pele. Assim como o basocelular, o aparecimento deste carcinoma
se da nas areas mais expostas ao sol, mas também n&o limitado a essas regides
e nao causado exclusivamente pela exposicdao ao sol, alguns casos deste
carcinoma estao ligados a feridas crbnicas e cicatrizes na pele, uso de drogas e
exposicao a certos agentes quimicos ou a radiagdo (Sociedade Brasileira de
Demartologia, 2018).

O Melanoma é o tipo menos frequente de cancer de pele e com o maior
indice de mortalidade, porém com boas chances de cura quando detectado em
estagios iniciais da doencga. Este tipo de cancer tem origem nos melandcitos,
células que produzem melanina. O melanoma tem a aparéncia de uma pinta ou
sinal na pele, com tons acastanhados ou enegrecidos, o que dificulta de ser
detectados por uma pessoa comum. Em estagios iniciais, o melanoma se
desenvolve apenas na camada mais superficial da pele, podendo ser removido
cirurgicamente, em estagios mais avancados, a lesao se torna mais profunda e
espessa, o que aumenta a chance de se espalhar para outros érgaos, diminuindo
a possibilidade de cura (INCA, 2022).

O cancer de pele pode se manifestar como lesbes na pele, de tom
avermelhado e que sangra facilmente, como pinta ou mancha que pode mudar
de cor, textura, tamanho ou como ferida que nao cicatriza, apresentando coceira,

crostas e sangramento. Quando o cancer de pele melanoma se torna metastatico
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outros sintomas podem se manifestar como nédulos na pele, inchagco nos
ganglios linfaticos, falta de ar, tosse, dores abdominais, dores de cabeca, dentre
outros (INCA, 2022).

Pelo cancer de pele poder se assemelhar a pintas ou outras lesdes na
pele, dificulta-se a identificagdo deste por uma pessoa leiga, diminuindo as
chances de a doenga ser detectada nos estagios iniciais. Devido a este fato, os
dermatologistas criaram o método ABDCE para detecgédo de um possivel cancer
de pele por uma pessoa leiga, podendo auxiliar na identificagcdo dos sinais
perigosos (INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020).

Figura 1. Esquematizagdo autoexame para diagnéstico de cancer de pele.
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Fonte: INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020

Nessa metodologia, para verificar a assimetria (A) da mancha ou pinta,
divide-se ela e verifica se suas metades sao ou néo simétricas, caso tiver um
formato irregular € uma suspeita de cancer. Logo apés se verifica as bordas da
lesdo (B), numa pinta as bordas devem ser lisas e regulares, caso nao seja
aumenta-se o indicativo de suspeita de cancer. Apds, deve-se analisar as cores

da pinta ou mancha (C), ha variagdes nas cores de pintas e manchas normais,



23

podendo ser marro claro e variar até o marrom escuro, porém diferentes cores
como vermelho, branco, preto ou tons cinza-azulados, maior a suspeita de que
se trata de cancer. Deve-se olhar também o didmetro (D) dos sinais, estes
quando maiores de 0,6 cm sido considerados com maior risco de ser cancer e
por ultimo a pessoa deve ver a evolugdo (E) verificar se houve algum
crescimento ou modificagao, caso tenha havido, pode se tratar de um cancer.
(INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020). Mesmo com todas as respostas
indicando um cancer, a pessoa deve ir buscar um médico e somente este podera

afirmar se realmente trata-se de um cancer.

2.2 Terapia fotodinamica (TFD)
A TFD consiste em processos fotoquimicos e fotofisicos de absor¢ao de

luz e transferéncia de energia. Para isso €& necessario que um agente
fotossensibilizador passe de seu estado fundamental (So) para um estado
excitado ao se incidir luz sobre este. Essa absor¢do de luz pelo
fotossensibilizador faz com que seus elétrons passem para um orbital de maior
energia, quando isso ocorre diz-se que o fotossensibilizador esta em um estado
excitado singlet (S1). Este estado é bastante instavel, com duragdo de
nanossegundos, fazendo com que este perca essa energia em forma de emissao
de luz (fluorescéncia) ou produzindo calor por conducgao interna. Contudo, o
estado excitado singleto do fotossensibilizador pode sofrer um processo
chamado de cruzamento intersistema, formando um estado excitado mais
estavel chamado tripleto (T1) (ABRAHAMSE, HAMBLIN, 2016).

Nesse estado excitado tripleto, a relaxagao para o estado fundamental é
uma transicao eletrénica de spin ndo permitida, visto que o spin do elétron em
T1 precisa sofrer inversdo para retornar a So, caracterizando um processo
radiativo mais lento do que a fluorescéncia. Esse estado € muito mais estavel
que o estado singleto, tendo uma meia-vida de microssegundos. Isso faz com
que o estado tripleto possa transferir sua energia para moléculas O: intracelular
por meio de dois mecanismos. No primeiro mecanismo ocorre a transferéncia de
elétrons do fotossensibilizador com biomoléculas presente no meio, gerando
radicais livres que interagem com o oxigénio molecular do meio formando assim
espécies reativas de oxigénio, como radicais anion superoxidos (O2 *~) peroxido

de hidrogénio (H202), e radicais hidroxil (HO+). No segundo mecanismo, ocorre
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a transferéncia de energia diretamente com o oxigénio livre formando o oxigénio
singleto ('O2) uma das espécies mais reativas de oxigénio. Ambos mecanismos
ocorrem simultaneamente e sao a base da TFD, essas espécies reativas de
oxigénio e o oxigénio singleto produzidos podem causar stress oxidativos em
biomoléculas visando principalmente as células cancerigenas (ABRAHAMSE,
HAMBLIN, 2016).

Assim a TFD é codependente do tipo de fotossensibilizador que sera
utilizado, oxigénio do meio e da fonte de luz. Para que haja penetragao da luz na
pele, esta deve estar numa faixa de absor¢ao préxima do infravermelho préximo,
que varia de 650-1000 nm. Portanto o fotossensibilizador deve conseguir passar
para o estado excitado absorvendo radiacdo nessa faixa de comprimento de
onda (VAN STRATEN et al., 2017).

Figura 2. Diagrama de Jablonski adaptado
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2.3Ftalocianinas

As ftalocianinas sdo compostos de origem sintética, descobertas em 1907
como um produto obsoleto ao se aquecer 2-cianobenzamida e confundidas
como contaminantes em 1928 quando uma empresa escocesa de corantes
tentaram preparar ftalimida a partir de uma mistura de anidrido ftalico. Apenas
em 1932 o quimico inglés Sir Patrick Linstead mostrou que este subproduto se

tratava de complexos de ftalocianinas de ferro, depois deste trabalho nos
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préximos anos possibilitou a producdo em escala industrial desse composto,
sendo muito utilizado como corante de tecidos e tintas (MILGROM, SMITH,
1998).

As ftalocianinas tém seu nucleo constituido de quatro unidades de
isoiindol ligados através de nitrogénios em ponte. Isso faz com que essa classe
de moléculas possua caracteristicas interessantes como estabilidade quimica e
térmica e uma grande eficiéncia na transferéncia eletrénica. Isso faz com que
diversos estudos sejam desenvolvidos utilizando esses compostos para a
criacdo de novos materiais com diversas aplicabilidades, desde sensores
quimicos a fotossensibilizadores para a terapia fotodindmica (SAKAMOTO,
OKUMURA, 2009).

Uma das caracteristicas mais interessantes das ftalocianinas é a
possibilidade de complexagcdo com mais de 70 tipos de elementos diferentes,
originando diversos compostos de metal-ftalocianinas (KADISH, SMITH,
GUILARD, 2017).

Figura 3. Esqueleto Ftalocianina (A) e metal-ftalocianina (B)
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Ftalocianinas sdo compostos fotossensibilizadores de segunda geracgao,
isto é, apresentam alto rendimento de formagao de oxigénio singlete, melhor
seletividade para tecidos cancerigenos e maior penetracdo em tecidos mais
profundos, além de ter absorcédo na faixa de comprimento de onda de 600-800
nm. Outra caracteristica dos FS de segunda geracdao é ter menos efeitos
colaterais devido a uma eliminagdo mais rapida deste do corpo (DE SOUZA, et
al, 2016).
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A Ftalocianina de Zinco (ZnS4Pc) vem se tornando objeto de estudo como
agente fotossensibilizante em terapia fotodindmica por apresentar propriedades
fotofisicas que encaixam nos fotossensibilizadores de segunda geracéo, tais
como uma alta taxa de rendimento no estado excitado tripleto, assim como uma
duragdo de meia-vida grande nesse estado, sua alta capacidade de produgao de
oxigénio tripleto e de boa transferéncia de energia. A banda de absorg¢do da
ftalocianina de zinco € em volta de 670 nm, dentro da janela de comprimento de
onda dos FS de segunda geragdo (TOMAZINI et al. 2007).

Apesar de apresentar caracteristicas perfeitas para seu uso em TFD, a
ZnS4Pc é um composto lipofilico e pouco soluvel em agua ou solventes
fisiolégicos e essa hidrofobicidade impede seu uso direto em administragdes
sistémicas. Para contornar essa desvantagem de baixa solubilidade, vém-se
estudando o acoplamento ou encapsulamento da ZnS4Pc em nanoestruturas,

polimeros, 6xido de grafeno ou micelas (TOMAZINI et al. 2007).

Figura 4. Estrutura quimica da fenil-tio-ftalocinanina de zinco (ZnS4Pc) utilizada como ativo
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2.4 Acido Félico

O acido fdlico € uma vitamina hidrossoluvel do complexo B e tem
participacdo em varias fungdes do organismo. E obtido por meio de uma dieta
equilibrada e saudavel, esse micronutriente € encontrado em alimentos de
origem animal e vegetal, tais como figado, ovos, verduras ver-escuras, lentilhas,
frutas citricas, feijao e outros graos integrais. Ao ser ingerido, o acido folico é

convertido em dihidrofolato e tetrahidrofolato no organismo, sendo envolvido em
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varios processos bioquimicos. E importante para os processos de divisdo e
crescimento das células, reparagdo do DNA, formacao de eritrocitos (hemacias

ou glébulos brancos) e na produgao de proteinas (COZZOLINO et al., 2015).

Estudos demonstram que o metabolismo do folato para a replicagdo do
DNA ¢é fundamental para as células cancerigenas, que sao, portanto,
particularmente sensiveis a drogas que inibem o metabolismo de folato. Isso se
deve ao fato de que as células cancerigenas desenvolvem muito mais receptores
de folatos que em tecidos normais. Assim, pode-se explorar esses receptores de
folato super expressos nas células cancerigenas como um potente direcionador

de ligantes a células cancerigenas (MARCHETTI et al. 2014).

Ha dois tipos de rotas para o transporte de folato para as células. A
primeira rota é através dos transportadores de folato reduzido, que possui pouca
afinidade por folato, a segunda rota é através dos receptores de folato, que
possuem uma alta afinidade por folatos. A primeira rota € mais comum em
tecidos saudaveis e € o transporte de folato mais comum. O segundo caminho
nao é comumente expresso nos tecidos normais, mas muito expresso em células
cancerigenas, o que faz com que estas células captem mais suprimentos de
folato. Desta forma os receptores de folato podem ser explorados como um
potente direcionador de ligantes a células cancerigenas, fazendo com que ao se
funcionalizar o 6xido de grafeno com o acido fdlico, este tenha maior afinidade
as células cancerigenas (BELOQUI, DES RIEUX, PREAT, 2016; (SAMADIA, et
al. 2016).).

2.5 Oxido de grafeno
O grafeno foi descoberto em 2004, na Universidade de Manchester, na

Inglaterra, pelos pesquisadores Andre Geim e Konstantin Novoselov. Eles
obtiveram o material através do processo de exfoliagcdo do grafite, sua
descoberta fez com que eles recebessem o Prémio Nobel de Fisica em 2010
(NOVOSELOQV et al., 2004).

A revolugao deste material estd em ser um material bidimensional,
formado apenas por atomos de carbono, de hibridizagédo sp?, que resultam em
hexagonos. Este material possui boas propriedades elétricas, térmicas e épticas,

fazendo com que seja aplicado em diversas areas, como compdsito, energia,
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eletrbnica, catalise, sensores e biossensores. O grafeno pode ser modificado
quimicamente, resultando em novos materiais com propriedades quimicas e
fisicas diferentes, mas também relevantes para a aplicabilidade deste em
diversas areas (OLIVEIRA, POLETTO, SEVERO, 2018).

Um desses materiais € o Oxido de grafeno, que possui estrutura
semelhante ao grafeno, mas possui grupos funcionais contendo oxigénio,
carbonilas, hidroxilas, grupos epoxi. Isso permite que o material possa sofrer
reagcdes com esses grupos e confere a ele caracteristicas hidrofilicas. O 6xido
de grafeno vem sendo estudado em aplicagbes biomédicas, pois apresenta
baixa citotoxicidade e alta bioestabilidade (FENG et al., 2011).

Figura 5. Estrutura do 6xido de grafeno e seus grupos oxigenados (a) epoxido, (b) hidroxilas,
(c) acidos carboxilicos

Fonte: Préprio autor

Outras propriedades fisicas também contribuem para este interesse em
se usar Oxido de grafeno, o material € capaz de absorver luz na regido do
ultravioleta ao infravermelho préximo e subsequente libera essa luz absorvida
em forma de calor, mas essa ampla absor¢ao do espectro e baixa eficiéncia
quantica tem relativamente pouca eficiéncia na conversdo fototermal. A
performance fototérmica do o6xido de grafeno pode ser melhorada quando
coberto com uma nanoparticula plasmdnica em sua superficie ou quando essa
nanoparticula € ancorada na sua superficie. Esse aumento da performance se

da ao fato de que as nanoparticulas plasménicas agem nao somente como fonte
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fototermal mas também incrementam a eficiéncia de absorgéo de luz do OG na

frequéncia plasménica da nanoparticula (PAIVA, 2017).

2.6 Terapia fototérmica (TFT)
ATFT nao depende do oxigénio local, os agentes fototérmicos convertem

a luz irradiada em calor aumentando a temperatura local dos tecidos em
aproximadamente 10°C. Este aquecimento faz com que haja danos ao DNA,
assim desnaturando as proteinas e deturpando as membranas celulares
resultando na ablagéo dos tecidos (NOROUZI, KHOSHGARD, AKBARZADEH,
2018).

Células cancerosas apresentam maior sensibilidade ao aumento da
temperatura e sao destruidas assim de forma seletiva, poupando células
saudaveis vizinhas. Isso se deve ao fato de que os tecidos tumorais tém
estruturas vasculares diferentes das células sadias, isso torna dificil a dissipacao
do calor por essas estruturas da célula, resultando em um maior aquecimento
local (HUANG et al., 2006).

A hipertermia causada pela TFT desencadeia a destruigdo das células
através de dois principais mecanismos: a apoptose e a necrose. A apoptose
ocorre quando ha geragdo de espécies reativas de oxigénio ou quando as
temperaturas de aquecimento variam de 41 a 47°C. A apoptose faz com que haja
encolhimento celular e organelar, condensagao de cromatina nuclear, clivagem
de DNA e externalizagcdo das fosfatidilserinas presentes no lado interno da
membrana plasmatica. A necrose acontece por choque térmico em temperaturas
superiores a 50°C, é uma via de morte celular mais rapida e baseia-se na
desnaturacao de proteinas e alteragdes fisiopatolégicas graves, como inchaco
mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e vazamento de conteudo
intracelular (SPYRATOU, et al., 2017)

Como 6xido de grafeno nao é capaz de desempenhar um papel como
agente fototérmico, mesmo com sua boa capacidade de absorver, liberar e
dissipar calor (PAIVA, 2017). necessita-se gerar esses agentes a base de
materiais nanoestruturados, como as nanoparticulas de ouro, que apresentam
maior eficiéncia de absorg¢ao e sao livres de ocorrer fotodegradagédo como outros

agentes fototérmicos, como os corantes (ABAKUMOVA et al., 1999).
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2.7 Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR)
A Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR) € um

fendmeno optico gerado pela luz quando esta interage com nanoparticulas
condutoras. O campo elétrico da luz interage com os elétrons da banda de
conducédo da particula resultando em uma oscilagdo coerente e localizada dos
chamados plasmons de superficie. Esse fenbmeno é comum as nanoparticulas
metalicas, por estes serem bons condutores elétricos (PETRYAYEVA, KRULL,
2011).

Os atomos isolados possuem niveis de energia bem definidos, a medida
que o numero de atomos aumenta, formando uma estrutura cristalina sélida, os
niveis de energia mais altos, de cada um dos atomos agrupados, tornam-se
continuos, dando origem as bandas de energia. Os elétrons da camada de
valéncia deixam entdo de pertencer aos atomos individuais e passam a ocupar
essas bandas de energia formadas, formando a banda de valéncia, que é
preenchida com os elétrons de niveis energéticos mais altos, e a banda de
conducgao, energeticamente mais alta e podendo ser parcialmente ocupada por
elétrons ou desocupada. Nos metais, os elétrons da banda de valéncia
facilmente ocupam os niveis energéticos mais altos, passando a ocupar a banda
de conducgao. Dessa forma, os elétrons de conducéo sédo capazes de percorrer
livremente a extensdo metalica da nanoparticula e produzir efeitos oOpticos

peculiares sob condigdes especificas (WALKER, J. et al., 2009).

Quando uma onda incide sobre uma particula de dimensées reduzidas,
onde o raio dessa nanoparticula seja menor que o comprimento de onda da luz
incidente, o campo elétrico oscilante da onda eletromagnética provoca uma
oscilagdo ressonante dos elétrons de condugdo do metal. Isso cria uma
polarizacdo da densidade de carga e induz o surgimento de forcas
restauradoras, que fardo com que os elétrons oscilem frente ao nucleo. Esse
fendbmeno é conhecido como Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada
e é bem caracteristico em nanoparticulas superiores a 10 nm (particulas
inferiores a esse tamanho sao fortemente influenciadas pelo regime quéantico
assumidos pelos elétrons de conducgéo) (WILLETS, VAN DUYNE, 2007).

A excitacdo dos plasmon oscilantes em nanoparticulas metalicas induz

uma forte absorcdo e espalhamento da luz incidente que depende da
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composi¢ao do material, sua dimens&o e morfologia, como também da constante
dielétrica do meio. A energia absorvida pelas nanoparticulas plasmonicas pode
ser liberada pela reemissao dos fétons (luminescéncia) ou pela geragao de
fébnons (calor). A taxa de conversdo em luminescéncia das nanoparticulas
plasmdnicas esta abaixo de 1%, podendo assumir-se que toda a energia

absorvida é transformada em calor (CHEN, et al., 2021).

Quando se incide luz em nanoestruturas plasmoénicas, essas absorvem a
luz em um certo comprimento de onda, o que induz a LSPR e causa a oscilagao
de seus elétrons. Os elétrons entdo saltam para um estado de energia excitado,
e segue-se para a dispersao elétron-elétron, levando assim a redistribuicdo de
hot electrons (elétrons que ganharam niveis muito altos de energia cinética).
Esse calor entédo é transferido pela estrutura do metal através do acoplamento
elétron-fonon e depois dispersado pela estrutura para o meio pelo acoplamento
féonon-fbnon em nanossegundos. Diferente dos métodos tradicionais de
aquecimento, este método permite que o aquecimento seja localizado em
espacgos submicrométricos, o que permite em aplicacdes interessantes, como
por exemplo a terapia fotodinAmica (DE ABERASTURI, et al., 2015;
BRONGERSMA, NORDLANDER, 2015).

Nanoparticulas de ouro e prata sao os principais metais utilizados para se
explorar os efeitos plasmonicos devido a capacidade destes de produzir esses
efeitos de forma mais intensa que os outros metais. O ouro, por sua vez,
apresenta maior estabilidade, maior resisténcia a oxidacdo e maior
biocompatibilidade do que a prata e em combinagdo com suas grandes segdes
de absorg¢ao o torna um candidato promissor para a TFT ((RIOUX, MEUNIER,
2015)

Figura 6. Esquematizagdo LPSR

Nuvem
de Elétrons

Fonte: DE ABERASTURI, et al., 2015
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O comprimento de onda de absor¢do maxima correlaciona-se com o
tamanho e forma da particula. Nanoparticulas de ouro de dimensdes menores
absorvem em comprimentos de ondas menores, em formato de bastonetes, em
virtude de sua anisotropia, absorvem em dois comprimentos de onda, uma por
volta de 700 nm e outra de menor intensidade em torno de 500 nm. Elas
produzem dois modos de ressonancia, uma longitudinal e outra transversal
(MEHTALA, et al., 2014). A absor¢ao na regidao do infravermelho permite a
aplicagdo das nanoparticulas de ouro, em conchas e estrelas, na terapia
fototérmica guiada por imagem, a fim de promover a destruicdo térmica de

células tumorais sem afetar tecidos adjacentes (CHIRICO, G., et al., 2015).
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6 Conclusao

Em conclusdo, a sintese bem-sucedida do o6xido de grafeno
funcionalizado com acido félico e fotossensibilizador e dopado com
nanoparticulas de ouro resultou na obtencdo de um material terandstico
multifuncional promissor para aplicacbes nas terapias fototérmicas e
fotodinamicas. A incorporacdo de ouro e do fotossensibilizador conferiu a
absorcdo deste material na faixa espectral desejada, faixa do infravermelho
préximo, tornando-o eficiente como agente fototérmico para tratamento de
cancer de pele. A adicdo estratégica de Zinco Fenil-Tio-ftalocianina como
fotossensibilizador, juntamente com acido félico para seletividade tumoral,
demonstra uma abordagem inovadora para terapias especificas.

A caracterizacdo detalhada por espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia UV-vis, andlise termogravimétrica, microscopia eletrénica e
testes de viabilidade celular validaram a eficicia da sintese, evidenciando a
presenca da funcionalizacdo do éxido de grafeno e o comportamento térmico do
material. Além disso, a auséncia de citotoxicidade, para esta linhagem de célula,
nas analises de viabilidade celular confirma a biocompatibilidade do material,
destacando seu potencial para aplicacdes clinicas.

Esses resultados encorajadores sugerem que o material desenvolvido
possui propriedades terapéuticas valiosas, abrindo caminho para futuras
pesquisas e aplicacbes na area de nanomedicina e tratamento do cancer

cutaneo.
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