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1. INTRODUGAO

O melanoma é uma neoplasia cutanea altamente agressiva, resultante da
transformacao maligna dos melanécitos, células responsaveis pela sintese de melanina.
Embora represente uma pequena fracdo dos canceres cutineos, apresenta elevada
letalidade, devido ao seu expressivo potencial metastatico e a refratariedade frente a
terapias convencionais (PUCKETT et al., 2024). Avancos na compreensao da biologia
tumoral possibilitaram a implementacdo de novas abordagens terapéuticas, incluindo
imunoterapias, quimioterapicos citotoxicos e terapias-alvo. No entanto, a ocorréncia de
efeitos adversos significativos e toxicidades associadas a esses tratamentos ainda limita
seu impacto na sobrevida dos pacientes (PALLIYAGE et al., 2021).

Diante desse cenario, a investigacdo de compostos bioativos naturais, como os
polifendis, tem despertado crescente interesse, devido ao amplo espectro de
propriedades farmacolégicas (POP & DIACONEASA, 2021). Entre esses compostos, o
acido tanico (AT) tem se destacado por seu potencial terapéutico em diversos modelos
experimentais, incluindo aqueles relacionados ao estresse oxidativo, processos
inflamatérios e doencas neurodegenerativas (BONA et al., 2020; MEINE et al., 2020;
LUDUVICO et al., 2020).

Além disso, os efeitos antitumorais do AT podem ser potencializados por
estratégias de nanoencapsulagédo, que aumentam sua estabilidade, biodisponibilidade e
permitem liberagdo controlada no sitio-alvo (YOUNESS et al., 2021; MUHAMMAD et al.,
2022; SIMOES et al., 2024). Nanocapsulas revestidas com zeina (Z), por exemplo, tém
se mostrado uma abordagem promissora para otimizar a entrega de compostos bioativos
e reduzir limitagcdes farmacocinéticas (LUDUVICO et al., 2024). Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos das nanocapsulas de AT sobre a proliferacdo e
viabilidade de linhagens de melanoma murino (B16F10) e humana (A375), avaliando seu
potencial efeito citotoxico.

2. METODOLOGIA

2.1 Sintese de nanocapsulas

A nanoencapsulagdo do AT foi realizada mediante a técnica de electrospraying,
conforme descrito por RADUNZ et al. (2020), empregando Z como matriz polimérica. A
solugao de revestimento foi formulada com 9% (p/v) de Z em uma solucao de etanol/agua
(70:30, wv/v), incorporando 1,5% (p/p) de AT. Nanocapsulas controle foram
simultaneamente preparadas sob condi¢des idénticas, utilizando exclusivamente Z como
material de matriz, sem inclusdo do AT (LUDUVICO et al. 2024).

2.2 Cultivo celular
As linhagens de melanoma murino (B16F10) e humano (A375) foram obtidas da
American Type Culture Collection e cultivadas em DMEM suplementado com 10% de
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soro fetal bovino, seguindo protocolos padronizados de cultura celular. As células foram
semeadas a uma densidade de 5x10° células/pogo e mantidas sob condigdes controladas
(37°C, 5% CO:.), conforme metodologia estabelecida por BONA et al. (2020) para ensaios
de citotoxicidade. Posteriormente, as culturas foram submetidas a exposicédo de AT, Z e
nanocapsulas de acido tanico (NAT) nas concentragcdes de 125, 150 e 175 ug/mL por 72
h, visando comparar o efeito citotdxico relativo desses tratamentos. Células nao tratadas
foram utilizadas como controle (CT).

2.3 Ensaios de citotoxicidade

A proliferagcao celular foi avaliada por meio da coloragdo de proteinas celulares
utilizando o reagente sulforodamina B (SRB), conforme descrito por SKEHAN et al.
(1990). A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilbrometo de tetrazodlio), seguindo o protocolo descrito
por MOSMANN (1983).

2.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao da média e submetidos a
analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey usando
o software GraphPad Prism 10. Valores estatisticamente significativos foram
considerados quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de SRB, a proliferacdo das células B16F10 foi significativamente
reduzida por Z (175 ug/mL), AT (150 e 175 pug/mL) e por todas as concentragdes de NAT,
com diminuicdo maxima de 47,18% em relacdo ao controle (CT). As concentragbes de
NAT (150 e 175 pg/mL) apresentaram efeito citotoxico superior ao observado nas
concentracdes mais elevadas de Z (21,71% e 32,05%, respectivamente) e AT (15,49% e
25,83%, respectivamente) (Figura 1A). Em células A375, além das mesmas
concentracdes eficazes, observaram-se redugdes adicionais com Z (150 pg/mL) e NAT,
atingindo diminuicdo de até 68,29%. A NAT (175 ug/mL) mostrou citotoxicidade maior do
que as concentra¢des maximas de Z (22,65%) e AT (49,90%), enquanto NAT (150 pg/mL)
promoveu reducéao de 29,49% em comparacéo ao AT (Figura 1C).

Resultados semelhantes foram observados no ensaio de MTT. A viabilidade de
B16F10 foi reduzida quando expostas a Z (150 e 175 ug/mL), AT (150 e 175 pg/mL) e
todas as concentracbes de NAT, com redugdao de até 49,01% em relacdo ao CT.
Novamente, NAT (150 e 175 pg/mL) apresentou efeito citotoxico superior as maiores
concentracdes de Z (15,55% e 28,67%, respectivamente) e AT (13,98% e 27,10%,
respectivamente) (Figura 1B). Em A375, NAT reduziram a viabilidade em até 57,76%,
sendo a concentragdo de 175 pg/mL mais eficaz que Z (27,38%) e AT (30,26%) (Figura
1D).

Esses resultados indicam que AT e Z possuem atividade citotoxica em linhagens
de melanoma, efeito significativamente potencializado na forma nanoencapsulada,
especialmente em A375. Achados prévios corroboram esses resultados, demonstrando
que AT exerceu citotoxicidade tanto na forma livre (BONA et al., 2020) quanto
nanoencapsulada (SIMOES et al., 2024) em linhagens tumorais de glioblastoma.
Adicionalmente, nanoparticulas de AT mostraram efeito seletivo, sem citotoxicidade em
astracitos primarios (LUDUVICO et al., 2024). Por sua vez, a Z também tem sido descrita
como capaz de exercer efeito citotoxico isoladamente em células tumorais, embora
geralmente com menor intensidade que polifendis ativos, sendo sua principal funcéo
como transportadora ou estabilizante em sistemas de nanoencapsulagao (KHAYAT et al.,
2022).
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A atividade citotoxica do AT pode envolver a ativagdao de vias apoptoticas

mitocondriais,

pré-apoptoticas, conforme descrito em carcinoma vesical (LI et al.,

com clivagem de PARP e caspase-3 e aumento de proteinas
2024). O efeito

intensificado observado nas NAT pode ser atribuido a nanoestrutura, que facilita
internalizacéo e liberagdo controlada, aumentando a disponibilidade intracelular (KHAYAT
et al., 2022). Além disso, a formacao de complexos estaveis entre AT e Z, mediada por
pontes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e ligacbes eletrostaticas, confere elevada
estabilidade fisica e melhora a biodisponibilidade do polifenol (LUDUVICO et al., 2024),
sugerindo um mecanismo plausivel para o aumento da eficacia antitumoral.
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Figura 1. Tratamentos com zeina, acido tanico isolado e nanocapsulas de acido tanico
apods 72 h sobre a proliferacao (A e C) e viabilidade celular (B e D) de B16F10 (Ae B) e
A375 (C e D). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey e expressos como média + desvio padrao. (*) P<0,05, (**) P<0,01, (***) P<0,001 e
(****) P<0,0001 significativamente diferente do grupo controle. (*) P<0,01, (*#) P<0,001

significativamente diferente do grupo zeina.

() P<0,05, (**) P<0,01,

(%) P<0,001

significativamente diferente do grupo acido tanico isolado. AbreviagGes: CT: Controle; Z:
Zeina; AT: Acido tanico e NAT: Nanocapsulas de acido tanico.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as NAT demonstraram potente
efeito citotoxico em linhagens de melanoma B16F10 e A375, possivelmente decorrente
do sinergismo entre o AT e a Z na forma nanoencapsulada, uma vez que ambos 0s
compostos isoladamente também apresentaram atividade citotéxica.
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