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RESUMO 

PETRILLI, R. Aplicação tópica de lipossomas contendo cetuximabe: efeito do 
uso de métodos físicos de penetração cutânea no carcinoma celular escamoso 
de pele. 2016. 129f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
O carcinoma de células escamosas (SCC) é um tumor maligno de origem epitelial no 
qual o receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) está superexpresso e 
associado a malignização. O cetuximabe é um anticorpo monoclonal, capaz de se ligar 
seletivamente ao EGFR. A combinação de cetuximabe com o quimioterápico hidrofílico 
5-fluorouracil (5-FU) é utilizada na clínica pela via intravenosa e é associada a efeitos 
colaterais. A administração tópica de 5-FU também é realizada a partir de cremes 
convencionais, porém sua eficácia é limitada a doenças pré-cancerosas e o carcinoma 
basocelular. Estima-se que a conjugação do cetuximabe à superfície de lipossomas, 
os quais podem ser administrados na pele em associação a um método físico, como a 
iontoforese, seja capaz de direcionar a liberação do 5-FU para as camadas da pele 
onde os tumores estão presentes, além de aumentar o uptake celular em linhagem 
EGFR positiva, viabilizando o tratamento tópico de SCC. Assim, o objetivo do presente 
trabalho foi avaliar a influência do cetuximabe conjugado a um lipossoma 
(imunolipossoma) na penetração cutânea passiva e iontoforética do 5-FU e na 
regressão do SCC. Para tanto, um método analítico e um método bioanalítico foram 
desenvolvidos e validados para quantificação de 5-FU. Lipossomas convencionais 
foram preparados a partir de diferentes composições lipídicas, métodos de preparo e 
razão fármaco/lipídeo para selecionar aqueles que encapsulassem maior porcentagem 
de 5-FU. Lipossomas compostos por 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina e colesterol 
(DSPC:Chol, 55:45), preparados por hidratação do filme lipídico, na razão fármaco/ 
lipídeo 0,1, de aproximadamente 140 nm, foram escolhidos por encapsularem cerca 
de 50% de 5-FU. Para obtenção dos imunolipossomas, o cetuximabe foi 
primeiramente conjugado ao lipídeo DSPE acoplado ao ligante 
maleimida(polietilenoglicol)-2000 (DSPE-PEG-Mal), resultando em 94% de eficiência 
de conjugação. Os imunolipossomas foram então obtidos da mesma forma que os 
lipossomas e apresentaram tamanho e porcentagem de encapsulação do 5-FU 
semelhante a apresentada pelos lipossomas. Estudo in vitro em linhagem EGFR 
positiva (A431) mostrou sinergismo entre 5-FU e imunolipossoma, resultando em 
valores de IC50 cerca de 3 vezes menores do que o apresentado pelo 5-FU em 
solução. O uptake celular do imunolipossoma foi 3,5 vezes maior do que o do 
lipossoma. Nos estudos de penetração cutânea in vitro observou-se que, em relação a 
uma solução de 5-FU, lipossomas e imunolipossomas diminuíram a quantidade de 5-
FU que atravessou a pele. A iontoforese aumentou a penetração do 5-FU a partir de 
todas as formulações. Neste caso, o acúmulo de 5-FU na epiderme viável, onde os 
tumores estão presentes, foi duas vezes maior quando este estava encapsulado no 
imunolipossoma em relação ao lipossoma. In vivo, as formulações foram 
administradas por via subcutânea ou tópica usando iontoforese em modelo 
xenográfico de SCC. O tratamento com os imunolipossomas diminuiu o crescimento 
tumoral em mais de 60% em relação ao controle e em torno de 50% em relação aos 
tratamentos com solução e lipossoma de 5-FU. A administração tópica por iontoforese 
apresentou maior redução tumoral do que a subcutânea quando os tumores foram 
tratados com solução de 5-FU e lipossomas, mas foi igualmente eficaz para os 
imunolipossomas. Análise imunohistológica revelou que o potencial de proliferação 
celular foi reduzido para os grupos tratados. Desta forma, a administração por 
iontoforese de imunolipossomas contendo 5-FU é uma estratégia promissora para o 
tratamento tópico de SCC. 

Palavras-chave: lipossoma, imunolipossoma, cetuximabe, 5-fluorouracil, câncer de 
pele, carcinoma celular escamoso. 
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ABSTRACT 

PETRILLI, R. Topical application of liposomes containing cetuximab: effect of 
physical methods for skin penetration in skin squamous cell carcinoma. 
2016. 129f Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant tumor of epithelial origin in which 
the epidermal growth factor receptor (EGFR) is overexpressed and associated with 
malignization. Cetuximab is a monoclonal antibody, able to selectively bind EGFR. 
The combination of the chemotherapy with the hydrophilic drug 5-fluorouracil (5-
FU) and cetuximab is applied in the clinic by intravenous injection and is associated 
with side effects. Cetuximab conjugation onto liposomal surface, which can be 
administered topically onto the skin using physical methods, such as iontophoresis, 
is able to direct 5-FU release to the skin layers where tumors are localized and to 
increase cellular uptake in EGFR positive cells, making possible the topical 
treatment of SCC. Thus, the objective of this work was to investigate the influence 
of cetuximab conjugation to liposomes (immunoliposomes) in the passive and 
iontophoresis skin penetration of 5-FU and SCC regression. For this purpose, an 
analytical and a bioanalytical method were developed and validated for 5-FU 
quantification. Then, conventional liposomes were prepared using different lipid 
compositions, preparation methods and drug to lipid ratios in order to select those 
able to load higher percentages of 5-FU. Liposomes composed by 1,2-Distearoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine and cholesterol (DSPC:Chol, 55:45) prepared by the 
thin lipid film hydration with drug/lipid ratio 0.1 with approximately 140 nm, were 
chosen because they encapsulated about 50% of 5-FU. For the obtainment of 
immunoliposomes, cetuximab was first coupled to the lipid DSPE linked to 
maleimide (polyethylene glycol)-2000 (DSPE-PEG-Mal) as an anchor for the 
antibody conjugation, resulting in 94% coupling efficiency. The immunoliposomes 
were obtained similarly to liposomes, with similar particle size and loading 
efficiency of 5-FU. In vitro studies using EGFR positive cells (A431) showed 
synergism for 5-FU and cetuximab, resulting in IC50 values about 3 times lower 
than 5-FU solution. Cellular uptake of immunoliposomes increased 3.5-fold 
compared to the liposomes. In vitro skin penetration studies revealed that, 
compared to the 5-FU solution, liposomes and immunoliposomes reduced the 
amount of 5-FU that passed through the skin. Iontophoresis increased the amount 
of 5-FU retained in viable epidermis for all formulations. In this case, the amount of 
5-FU in viable epidermis, where tumors are localized, was 2 times higher when it 
was encapsulated in immunoliposomes compared to liposomes. In vivo, the 
formulations were administered subcutaneously or topically with iontophoresis in 
xenograft animal model of SCC. Treatment with immunoliposomes reduced tumor 
growth more than 60% compared to the negative control and about 50% compared 
to the treatments with 5-FU solution and liposomes. The topical administration 
using iontophoresis resulted in improved tumor reduction compared to the 
subcutaneous administration when tumors were treated with 5-FU solution and 
liposomes, but was equally effective for the immunoliposomes. The histological 
analysis showed the reduction of cellular proliferation for the treated groups. In 
conclusion, the administration of immunoliposomes containing 5-FU using 
iontophoresis is a promising strategy for the topical treatment of SCC. 
 
Keywords: liposome, immunoliposome, cetuximab, 5-fluorouracil, skin cancer, 
squamous cell carcinoma. 
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O câncer de pele é a forma mais comum de todos os tumores. Destes, o 

carcinoma celular escamoso (SCC) ocupa a segunda posição em frequência e é 

biologicamente mais agressivo do que o carcinoma basocelular visto que em cerca de 

12% dos casos ocorre metástase, especialmente para os linfonodos (URIBE, 

GONZALEZ 2011; ALAM, RATNER, 2001). De acordo com dados do Instituto 

Nacional do Câncer (INCA, 2016) estima-se que o câncer da pele do tipo não 

melanoma é o mais frequente no Brasil, correspondendo a 30% dos casos de tumores 

não malignos. Sendo assim, cerca de 175 mil novos casos são esperados para 2016.  

A primeira escolha de tratamento do SCC é a cirurgia, seguida ou em 

associação à quimioterapia sistêmica. Considerando-se que o principal objetivo na 

cirurgia é a retirada completa do tumor e a manutenção da vida do paciente, nem 

sempre resultados adequados são alcançados do ponto de vista cosmético, visto que 

cicatrizes e áreas completas da face, por exemplo, podem ser perdidas. Outro aspecto 

a ser considerado é a necessidade de quimioterapia quando metástase é observada, 

principalmente no tratamento de pacientes idosos que possuem, muitas vezes, função 

renal e hepática prejudicadas (STRATIGOS et al., 2015). Sendo assim, sistemas de 

liberação capazes de direcionar a liberação dos fármacos e reduzir a exposição 

sistêmica são promissores 

O tratamento de cânceres de pele pela via tópica é uma possibilidade, inclusive 

na clínica, na qual muitas vezes a terapia fotodinâmica com creme de ácido 5-

aminolevulínico ou cremes convencionais de 5-FU são utilizados, principalmente para 

o tratamento de tumores cutâneos menos agressivos como o carcinoma basocelular. 

Estudos são necessários para uma maior utilização da via tópica para o tratamento 

de tumores mais agressivos como o SCC. 

Neste trabalho, o objetivo principal é desenvolver um sistema de liberação 

capaz de veicular topicamente um quimioterápico convencional, o 5-fluorouracil (5-

FU), que seja seletivo para as células de SCC, as quais possuem superexpressão do 

fator de crescimento epidermal (EGFR). Para tanto, o anticorpo monoclonal anti-

EGFR, cetuximabe, será ligado covalentemente à superfície de lipossomas contendo 

5-FU, gerando imunolipossomas. Devido à alta hidroficilidade e irritação cutânea do 

5-FU, no entanto, ele não é capaz de penetrar, em concentrações adequadas, através 

do estrato córneo que compõe a superfície do SCC. Desta forma, ele carece de um 

carreador, como o lipossoma, para atravessar o estrato córneo e atingir as células 

tumorais. A ligação do cetuximabe ao sistema de liberação deve aumentar a captura 
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(uptake) dos lipossomas pelas células tumorais EGFR positivas, possibilitando uma 

maior concentração intratumoral do quimioterápico. Como o SCC cutâneo apresenta-

se normalmente hiperqueratinizado, a associação de um método físico à dispersão de 

imunolipossoma para aumentar e direcionar a penetração cutânea do sistema de 

liberação para as células tumorais será também avaliado. A iontoforese é um método 

físico que se baseia no transporte de fármacos carregados ou não na/através da pele 

usando corrente elétrica de baixa intensidade, favorecendo a veiculação de fármacos 

encapsulados ou não principalmente através dos apêndices cutâneos. Desta forma, 

espera-se que este trabalho possa contribuir para a aplicação futura do tratamento 

tópico de SCC empregando sistemas de liberação e métodos físicos. 
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2.1 Carcinoma de células escamosas 

 O SCC é um tumor maligno de origem epitelial, derivado principalmente de 

células escamosas. Como essas células representam a principal parte da epiderme, 

o SCC é a segunda forma mais frequente de tumores de pele não-melanoma, ficando 

atrás apenas do carcinoma basocelular. Este tipo de neoplasia responde por 20% das 

neoplasias malignas cutâneas (JOHNSON et. al., 1992; SALEHI et. al., 2007), e por 

90% de todos os cânceres de cabeça e pescoço.  

Sabe-se que a exposição à luz ultravioleta tem um papel importante como 

iniciador e promotor da carcinogênese, sendo que a incidência aumenta em pacientes 

imunocomprometidos, especialmente aqueles que apresentem concomitantemente a 

infecção do papiloma vírus. A radiação ultravioleta produz mutações no DNA que são 

usualmente reparadas pela formação de dímeros de timidina pelo gene supressor de 

tumor p53, cuja falha no mecanismo de reparo é capaz de resultar na formação de 

tumor. Outras doenças também geram predisposição ao desenvolvimento do SCC, 

tais como xeroderma pigmentoso, epidermólise bolhosa recessiva e disqueratose 

congênita (URIBE, GONZALEZ 2011).  

Até o momento não se sabe o número exato de alterações genéticas ou 

epigenéticas necessárias para a malignização do SCC. Um dos modelos propõe que 

clones epidérmicos com p53 mutados sejam precursores da displasia escamosa, 

gerando SCC in situ, infiltração e culminando com a metástase.  Assim como no 

melanoma, o SCC apresenta alterações na via de sinalização MAPK Erk, além de 

mutações em k-RAS (URIBE, GONZALEZ 2011). Ademais, o receptor de fator de 

crescimento epidermal (EGFR) está associado ao prognóstico ruim e os tumores que 

o apresentam são mais agressivos (NUÑO-GONZÁLEZ et. al., 2012). 

 O EGFR é um dos quatro membros da família ErbB-HER de receptores de 

fatores de crescimento transmembrana de tirosinas quinase. O reconhecimento dos 

ligantes extracelulares naturalmente presentes pelo domínio III do EGFR promove 

mudanças conformacionais que permitem a homodimerização com outro EGFR ou 

heterodimerização com outro membro da família HER. A formação dos dímeros e 

multímeros promove a autofosforilação da tirosina do domínio intracelular do EGFR, 

o que aumenta o acesso ao ATP e substrato e cria sítios de ligação para moléculas 

sinalizadoras, servindo como locais de ligação para a união de várias moléculas 

associadas a múltiplas vias de transdução mitogênicas, antiapoptóticas, angiogênicas 



6 
 

e pró-invasivas (RATUSHNY et. al., 2009; URIBE, GONZALEZ 2011). No câncer, a 

atividade de EGFR está aumentada como resultado da hiper-regulação, amplificação, 

mutação ou expressão aumentada de ligantes e cofatores, gerando o efeito maligno 

dos cânceres, conforme ilustrado esquematicamente na Figura 1 (RATUSHNY et. al., 

2009).  

Recentemente foi demonstrada a superexpressão de EGFR em SCC cutâneo 

de cabeça e pescoço com metástases locais, comparado aos casos cutâneos não 

metastáticos. Ch´ng e colaboradores (CH´NG et. al., 2008) utilizaram imuno-

histoquímica e hibridização fluorescente in situ para avaliar a expressão de EGFR em 

3 grupos de lesões: lesões primárias sem metástase (P), lesões primárias com 

metástase (PM) e doença metastática (M). Os resultados indicaram superexpressão 

do EGFR para 36% dos casos de P, 79% dos casos de PM e 47% dos casos de M, 

revelando a importância deste receptor no prognóstico e tratamento deste tipo de 

carcinoma.  

 

 

Figura 1. EGFR transmite sinais de sobrevivência e proliferação celular através de 

diferentes vias de sinalização (Adaptado de RATUSHNY et. al., 2009).  

 

2.2 Tratamento 

 O tratamento convencional do SCC de pele é geralmente realizado através de 

cirurgias e/ou radioterapia, esta geralmente utilizada em casos onde a cirurgia não é 

possível ou em pacientes idosos. É necessário o acompanhamento do paciente a 
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cada 4 ou 6 meses, no entanto, há sempre a possibilidade do desenvolvimento 

regional ou distante de metástases (MAUBEC et. al., 2005; NUÑO-GONZÁLEZ et. al., 

2012). O uso de cirurgia, eletrodissecação, curetagem ou criocirurgia são 

preferenciais para SCC de baixo risco. Para os casos mais avançados, é indicado o 

uso de quimioterápicos sistêmicos, como 5-fluorouracil (5-FU), cisplatina, bleomicina 

e doxorrubicina, imunoterápicos, como interferon, e agentes para alvos moleculares, 

como cetuximabe, gefitinibe e erlotinibe (CRANMER et. al., 2010).  

O cetuximabe (Figura 2) é indicado pelo FDA como primeira linha para o 

tratamento de SCC recorrente ou metastático de cabeça e pescoço. Ele é um 

anticorpo IgG1 recombinante quimérico que inibe competitivamente o fator EGFR 

através de ligação altamente específica, bloqueando a fosforilação induzida por outros 

ligantes (CUNNINGHAM 2004; BONNER et. al., 2006; BAUMAN et. al., 2007). Sua 

aplicação pode ser observada em diversos relatos na literatura (BAUMAN et. al., 2007; 

SUE et. al., 2007; GIACCHERO et. al., 2011) e em pelo menos 74 ensaios clínicos em 

andamento (Clinical Trials, 2016). Contudo a administração intravenosa é a utilizada 

na clínica e nos estudos citados, o que implica na administração de altas 

concentrações relativas e em efeitos colaterais gerais.  

 

Figura 2. Ilustração esquemática da estrutura do anticorpo quimérico cetuximabe, 

mostrando a região variável e a constante (Adaptado de https://www.neb.com, acesso 

em novembro/2016). 

 

Comparado aos quimioterápicos convencionais, o cetuximabe é bem tolerado. 

A maioria dos efeitos adversos por ele causados são reações cutâneas, incluindo 
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erupções acneiformes (em 50 a 100% dos pacientes), xerose, paroníquia, alterações 

nos cabelos, telangectasias (quando vasos capilares ficam visíveis abaixo da pele) e 

hiperpigmentação (KALAPURAKAL et. al., 2012). Acredita-se que os efeitos adversos 

na pele estejam relacionados ao papel fisiológico do EGFR na epiderme. Salienta-se, 

no entanto, que o cetuximabe, como outros quimioterápicos/imunoterápicos, são 

administrados por via endovenosa. Os efeitos colaterais gerados são, portanto, 

generalizados, não se restringindo ao local onde o tumor se encontra. A combinação 

de cetuximabe e 5-FU, cisplatina ou carboplatina demonstrou relação custo-benefício 

aceitável devido ao aumento do tempo de sobrevida e ausência de toxicidade 

adicional (VERMOKEN et al., 2008; MESÍA et al., 2010; COHEN et al., 2013).  

O tratamento do SCC em estágio avançado é normalmente realizado com o 

cetuximabe em combinação com quimioterápicos convencionais, como com o 5-FU, 

a cisplatina ou a carboplatina. Essas associações demonstraram relação custo-

benefício aceitável devido ao aumento do tempo de sobrevida do paciente e ausência 

de toxicidade adicional (VERMOKEN et al., 2008; MESÍA et al., 2010; COHEN et al., 

2013).  

 O 5-FU (Figura 3) é um antineoplásico análogo da pirimidina, capaz de interferir 

tanto na síntese do DNA como do RNA, pois bloqueia a metilação do ácido 

deoxiuridílico em ácido timidílico. O 5-FU foi desenvolvido em 1957 e tem sido usado 

para o tratamento de diversos tipos de cânceres, tais como mama, intestino, próstata, 

gastrointestinal, vaginal, cervical e pele. Geralmente é utilizado pela via intravenosa, 

mas alguns estudos têm demonstrado sua eficácia para o tratamento intralesional 

(GROVES et al., 2017; METTERLE et al., 2015). Está disponível também 

comercialmente na forma de cremes para a aplicação tópica, tais como Efurix® 5% 

(Valeant Pharmaceuticals, Int., Costa Mesa, CA), Fluoroplex® 1% (Allergan, Inc., 

Irvine, CA) e Carac® 0,5% (Dermik Laboratories, Berwyn, PA). É indicado para o 

tratamento de queratose actínica e carcinoma basocelular (MCGILLIS et al, 2004), 

mas também tem demonstrado sucesso para o tratamento do SCC (MORSE et al., 

2003; PETRILLI et al., 2016).  
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Figura 3. Estrutura do 5-fluorouracil. 

  

 Diversos trabalhos demonstraram que o uso combinado de 5-FU e cetuximabe 

é vantajoso para o tratamento do SCC, associado ou não a outros fármacos, tais como 

docetaxel, cisplatina, carboplatina e bleomicina, seguido ou não de radioterapia 

(BUIRET et al., 2010; COHEN et al., 2013; KEIL et al., 2013; CRANMER et al., 2010). 

Em 2011, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso de cetuximabe em 

combinação com cisplatina ou carboplatina e 5-FU como primeira linha de tratamento 

em pacientes com SCC recorrente locoregional ou mestatástico de cabeça e pescoço. 

A aprovação foi baseada em um estudo randomizado com 442 pacientes, que utilizou 

a administração de cisplatina (100 mg/m², intravenoso), carboplatina (área sob a curva 

5, intravenoso) no primeiro dia de tratamento e 5-FU (1000 mg/m²/dia, infusão 

intravenosa contínua do 1º ao 4º dia de tratamento). O cetuximabe foi administrado 

na dose de 400 mg/m² inicialmente, seguido da dose de 250 mg/m²/semana. Neste 

estudo, foi verificado melhora na sobrevivência dos pacientes tratados com 

cetuximabe, com tempo de sobrevida média de 10,1 a 7,4 meses. O tempo de 

sobrevida sem recorrência da doença também foi melhorado para o grupo tratado com 

cetuximabe (COHEN et al., 2013). Neste estudo foi feito o uso intravenoso dos 

fármacos livres, sem o uso de sistemas de liberação, resultando em efeitos adversos 

tais como náusea, vômitos, neutropenia, exantema, diarreia, conjuntivite, além de 

reações adversas a infusão, tais como hipomagnesemia, hipocalcemia e hipocalemia.  

 

2.3 Vias de administração 

 O transporte de fármacos e o direcionamento destes para tumores sólidos é um 

assunto de interesse na tecnologia farmacêutica. A veiculação inadequada de um 

fármaco pode resultar em crescimento tumoral devido a células residuais e a 

possibilidade de desenvolvimento de células resistentes ao tratamento (SHENOY et 

al., 2005; FASEHEE et al., 2016).  
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A rota de administração também é muito importante quando sistemas de 

liberação de fármacos são utilizados (FASEHEE et al., 2016). Em um estudo realizado 

por Wiklander e colaboradores (WIKILANDER et al., 2015), por exemplo, vesículas 

extracelulares foram avaliadas quanto à sua biodistribuição após serem injetadas em 

camundongos pela via intravenosa, intraperitoneal e subcutânea. Os autores 

observaram diferentes perfis de distribuição, sendo que as vias intraperitoneal e 

subcutânea resultaram em menor acúmulo no fígado e rins, mas maior acúmulo no 

pâncreas e trato gastrointestinal. 

 A administração subcutânea de biomacromoléculas é mais segura e 

conveniente que a administração intravenosa (STONER et al., 2014; LIU et al., 2016). 

Por outro lado, espera-se uma redução na biodisponibilidade, principalmente quando 

se tem a administração de macromoléculas, visto que o fármaco precisa atravessar a 

complexa barreira tridimensional de matriz extracelular da derme, capilares e vasos 

linfáticos para atingir tumores de pele ou para alcançar os capilares e vasos linfáticos 

para atingir a circulação sistêmica (LIU et al., 2016). 

 A administração tópica, localizada, para o tratamento de SCC, principalmente 

os de pele, é uma alternativa promissora para diminuir efeitos adversos causados pela 

quimioterapia sistêmica. No entanto, os SCCs localizam-se nas camadas profundas 

da pele. Para um tratamento tópico efetivo é necessário que o quimioterápico chegue 

até essas camadas em altas concentrações, o que representa uma tarefa bastante 

complexa. Isto porque a função primordial da pele é a proteção contra agentes físicos, 

químicos, imunológicos, patógenos, radiação UV, dentre outros. A pele representa, 

portanto, uma barreira e também, em certos casos, uma oportunidade para a 

passagem de fármacos devido a sua extensa superfície (MENON, 2002).  

O estrato córneo é camada mais externa da epiderme e o principal responsável 

pela função barreira da pele, sendo composto de corneócitos, que são queratinócitos 

completamente diferenciados, e pelos conteúdos secretados pelos corpos lamelares 

(Figura 4). O arranjo espacial desta camada ocasiona a formação de um caminho 

tortuoso, pelo qual as substâncias necessitam atravessar para chegar as camadas 

viáveis da pele, o que limita a permeabilidade cutânea (MENON, 2002; HARDING, 

2004).  

O estrato córneo mantém o conteúdo de água no organismo mesmo em 

condições climáticas variáveis, bem como limita a absorção de substâncias tóxicas do 

ambiente o que, consequentemente, dificulta a entrada de fármacos na pele. Esses 
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precisam, portanto, ter características físico-químicas adequadas para difundir através 

do estrato córneo e chegar, em concentrações terapêuticas, nas camadas da pele 

onde os tumores se encontram. Como o estrato córneo é uma barreira complexa, 

heterogênea, formada por regiões hidro e lipofílicas, para atravessá-lo o fármaco 

precisa ter, além de outras características, coeficiente de partilha óleo/água adequado 

(logKo/a de aproximadamente 2) e massa molecular baixa (GRATIERI et al., 2012a).  

 

Figura 4: Pele e suas camadas. A) Representação esquemática dos componentes do 

estrato córneo (Adaptado de HARDING, 2004) e B) camadas da pele (Adaptado de 

BEAR et al.,2002) 

 

O cetuximabe (fórmula molecular C6484H10042N1732O2023S36), se administrado 

topicamente, deve difundir através do estrato córneo, onde não existe EGFR com os 
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quais o cetuximabe possa interagir, e alcançar as células tumorais (GUSTERSON & 

HUNTER, 2009). No entanto, além do mesmo ser uma macromolécula (MM = 

145781,6 g/mol), é hidrossolúvel e pode sofrer degradação ou mudanças 

conformacionais quando em contato com o estrato córneo ou tecidos subcutâneos. 

Para a sua administração efetiva, sistemas de liberação, como os 

lipossomas/imunolipossomas, são necessários para mascarar suas características 

físico-químicas e proteger o fármaco contra a degradação, assim como métodos 

físicos, como a iontoforese e o ultrassom, são necessários para “forçar” a penetração 

do fármaco em altas concentrações e para o interstício tumoral. 

O uso tópico de 5-FU para o tratamento de queratose actínica, por exemplo, 

vêm sendo realizado desde 1970, quando este foi aprovado para uso dermatológico 

pelo FDA. Porém, reações como dermatite erosiva, dor, prurido, hipopigmentação e 

hiperpigmentação, principalmente quando usa-se oclusão e resultam em baixa 

adesão ao tratamento (LOYAL et al., 2016; WESCHLER et al., 2008). Outro aspecto 

a ser considerado é a elevada hidrofilicidade da molécula, que limita sua penetração 

através do estrato córneo lipofílico. Sendo assim, sistemas de liberação vêm sendo 

estudados como alternativas promissoras para a veiculação de 5-FU (CHINEMBIRI et 

al., 2015). 

 

2.4 Sistemas de liberação 

 A administração tópica de quimioterápicos ainda é pouco explorada, mas vem 

mostrando sua potencialidade principalmente para o tratamento de tumores cutâneos 

associados à terapia fotodinâmica (LOPEZ et. al., 2004; OH et. al., 2011; ROCHA et. 

al., 2012; BOLFARINI et. al., 2012; LEMOS et al., 2016), antimicrobianos (GAO et al., 

2014; PEREZ et al., 2016; JORAHOLMEN et al., 2015) e antitumorais (COSCO et al., 

2015; HUBER et al., 2015; PETRILLI et al., 2016). Três estratégias podem ser 

empregadas para facilitar a penetração de quimioterápicos na pele: a primeira delas 

é o desenvolvimento de novas moléculas, mais específicas e seguras, sendo este o 

caminho mais lento e caro (LI & WALLACE, 2008). A segunda estratégia envolve o 

desenvolvimento de sistemas nanocarreadores, uma alternativa que vem sendo 

explorada devido ao menor custo e tempo requeridos (KARATHANASIS, 2008). E a 

terceira estratégia envolve a aplicação de métodos físicos, como a iontoforese e o 

ultrassom para forçar a penetração de altas concentrações de quimioterápicos no 
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tumor (GRATIERI et al., 2008, TAVEIRA et al., 2009; OGURA; PALIWAL; 

MITRAGOTRI, 2008). 

Neste contexto, os nanocarreadores são sistemas nanométricos coloidais 

capazes de encapsular ou de se ligar a moléculas quimioterápicas, sejam elas 

moléculas pequenas, como o 5-FU, ou macromoléculas, como o cetuximabe. 

Nanocarreadores, tais como nanopartículas poliméricas e lipossomas, são capazes 

de proteger fármacos contra degradação, sustentar sua liberação, aumentar a adesão 

do paciente ao tratamento por reduzir a frequência de administração e os efeitos 

adversos. Estes, por sua vez, são reduzidos devido a acumulação melhorada dos 

quimioterápicos nas células tumorais, evitando os tecidos normais. Desta forma, altas 

concentrações do fármaco carreado pelo sistema de liberação são atingidas nos 

tumores, com reduzida toxicidade sistêmica se comparados à administração de 

fármacos livres (não encapsulados nos nanocarreadores) (PEREZ-HERRERO & 

FERNANDEZ-MENARDES, 2015).  

O acúmulo preferencial de nanocarreadores no tecido tumoral se deve a um 

dos fenômenos mais descritos do microambiente tumoral, o “efeito permeabilidade e 

retenção aumentada” (EPR) (Figura 5). O EPR descreve o transporte facilitado de 

macromoléculas pelo interstício tumoral devido a vasculatura frouxa e mais permeável 

dos tumores (IVEY et al., 2016; ELOY et al., 2014). Sendo assim, macromoléculas 

maiores que 40 kDa são capazes de extravasar seletivamente dos vasos sanguíneos 

tumorais e se acumular nos tecidos tumorais, efeito este que não ocorre nos tecidos 

normais (MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA, 2001).  

 

Figura 5:  Esquema ilustrativo da acumulação de lipossomas e de moléculas pequenas 

em tecidos normal e tumoral (efeito EPR) (Adaptado de MILLA et al, 2012). 
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Lipossomas são nanocarreadores atóxicos, biodegradáveis e passíveis de 

preparação em larga escala. Com a forma de vesículas, são compostos por uma ou 

mais bicamadas lipídicas arranjadas concentricamente a um compartimento aquoso 

(Figura 6). Nesses sistemas de liberação, os fármacos podem ser encapsulados no 

compartimento aquoso ou intercalados na bicamada lipídica, permitindo assim a 

incorporação de moléculas hidrofílicas e lipofílicas (EGBARIA, WEINER 1990).  

Um exemplo clássico da melhora do tratamento de tumores com lipossomas 

está na administração endovenosa de lipossomas de doxorrubicina (DOX). Os 

lipossomas de DOX foram os primeiros sistemas de liberação nanoparticulados 

aprovados pelo FDA. O Doxil® é o medicamento referência e está no mercado desde 

1995 (BARENHOLZ, 2012).  

Além de serem sistemas de liberação de uso consagrado na literatura e no 

mercado, lipossomas são sistemas interessantes para veiculação de fármacos 

hidrofílicos como o 5-FU. Apesar de fármacos hidrofílicos serem facilmente dissolvidos 

na fase aquosa durante o preparo dos lipossomas, são necessárias diversas 

estratégias, dentre elas o uso de lipídeos adequados e métodos de preparo otimizados 

com o intuito de melhorar a encapsulação destes fármacos, bem como evitar o 

extravasamento durante a estocagem (ELOY et al., 2014). 

A superfície dos lipossomas pode ser facilmente modificada para aumentar seu 

tempo de circulação sistêmica ou para direcioná-los para células específicas. Por 

exemplo, a incorporação de polietilenoglicol (PEG) à bicamada lipídica, estratégia 

conhecida como peguilação, dificulta o reconhecimento das vesículas pelo sistema 

mononuclear fagocitário, aumentando o tempo de circulação do sistema de liberação 

(GABIZON et al., 1994; VIJAYAKUMAR et al., 2016). A peguilação evita ainda a 

agregação das vesículas, protege os lipossomas da degradação por proteínas 

plasmáticas e evita a liberação prematura do fármaco. Além disso, é capaz de reduzir 

a adsorção de opsoninas. Sendo assim, lipossomas com maior tempo de circulação 

podem se acumular mais facilmente na área do tumor pelo efeito EPR (MILLA et al., 

2012). 

 A superfície dos lipossomas também pode ser funcionalizada com anticorpos, 

polissacarídeos, transferrina, folato, peptídeos de transdução de membrana, dentre 

outros (PETRILLI et al., 2014). A conjugação à superfície de lipossomas com 

anticorpos monoclonais dá origem aos imunolipossomas. Os imunolipossomas tem, 

portanto, afinidade por um antígeno/receptor específico. Se este estiver altamente 



15 
 

expresso no alvo terapêutico, o fármaco carreado pelo imunolipossoma pode ser 

liberado neste local específico em altas concentrações. A liberação direcionada do 

fármaco minimiza a toxicidade em tecidos com baixa expressão do antígeno/receptor, 

gerando menores efeitos colaterais e permitindo a administração do medicamento em 

menores doses (Figura 6) (PARK et. al., 2001). 

 

Figura 6. Lipossomas. A) Lipossoma convencional. B) Lipossoma funcionalizado com 

anticorpo – imunolipossoma. C) Representação do uptake de imunolipossomas por 

células que contém receptores para o anticorpo (Adaptado de ELOY et al., 2014).  

 

No preparo de imunolipossomas (Figura 7), os anticorpos podem ser ligados à 

superfície destes covalentemente ou não covalentemente. A ligação não covalente é 

geralmente realizada com o uso de anticorpos biotinilados, ligados a lipossomas 

derivatizados com avidina. A ligação covalente utiliza técnicas de bioconjugação, tais 

como formação de ligações tioéster, dissulfídica ou amida entre os lipídeos e os 

anticorpos a serem ligados. Neste caso, os anticorpos podem ser ligados diretamente 

a grupos presentes na superfície dos lipossomas ou ligados pós-insercionalmente via 

micelas de um anticorpo ligado a um lipídeo (PAN et. al., 2007). 

 

Figura 7. Representação esquemática de imunolipossomas. A figura mostra 

diferentes modos de conjugação do anticorpo ao lipossoma: no Tipo A o anticorpo é 
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diretamente conjugado ao lipossoma, enquanto que no Tipo B o anticorpo é conjugado 

ao lipossoma usando um espaçador flexível (Adaptado de IYER et al., 2011). 

 

Imunolipossomas estericamente estabilizados podem ser obtidos pelo 

acoplamento de anticorpos às terminações distais de cadeias de PEG. Estas cadeias 

de PEG podem ser utilizadas como ligantes entre os lipossomas e os anticorpos, 

visando melhorar a ligação antígeno-anticorpo. Koning et al (2002) demonstraram que 

a ligação de anticorpos à extremidade terminal da cadeia de PEG é capaz de 

aumentar a associação entre os imunolipossomas e as células que possuem o 

receptor, mesmo quando baixas concentrações do anticorpo são utilizadas. Este 

reconhecimento melhorado se deve a correta orientação para a interação com o 

antígeno na superfície celular, combinada a reduzida interferência estérica das 

cadeias de PEG para esta interação. 

Diversos métodos de acoplamento covalente foram desenvolvidos para a 

ligação de anticorpos derivatizados às extremidades PEG usando lipídeos peguilados 

funcionalizados com um grupamento terminal quimicamente reativo, tais como 

hidrazina, N-3-(piridilditio) proprionato, maleimida, succinil, p-nitrofenilcarbonil, entre 

outros. Uma das técnicas mais comuns de derivatização utiliza o reagente de Traut, 

capaz de produzir grupamentos tiol no anticorpo, permitindo a subsequente reação 

com o grupamento maleimida de lipídeos modificados através de ligação covalente 

(SCHNYDER et al., 2004; BARRAJÓN-CATALÁN et al., 2011). 

O uso de imunolipossomas de cetuximabe é promissor visto que o EGFR está 

presente em uma variedade de tumores sólidos, incluindo o SCC. Imunolipossomas 

contendo DOX específicos para ligação ao EGFR demonstraram atividade clínica em 

um estudo de fase 1 de escalonamento de dose (MAMOT et al., 2005; WICKI et al., 

2015) e estes progrediram para fase 2 (LIMASALE et al., 2015). 

A aplicação tópica de lipossomas, sejam eles funcionalizados ou não, pode 

aumentar a deposição de fármacos na pele no sítio de ação, reduzindo a absorção 

sistêmica e os efeitos adversos, além de carrear fármacos diretamente pelos 

apêndices da pele (MAGHRABY et. al., 2008). Diversos peptídeos e proteínas já 

tiveram sua penetração cutânea beneficiada pelos lipossomas (SHEW et. al., 1985; 

MEYENBURG et. al., 2000).  

Sistemas de liberação na forma de nanobastões de ouro conjugados ao 

cetuximabe já foram descritos como facilitadores do diagnóstico de SCC por aplicação 
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tópica (PUVANAKRISHNAN et. al., 2012). Este estudo foi realizado, no entanto, 

aplicando os nanobastões diretamente no tumor, ex vivo, sem a barreira conferida 

pelo estrato córneo. Sistemas mais conhecidos e não-rígidos, como os lipossomas, 

podem facilitar a penetração do cetuximabe através do estrato córneo, permitindo que 

ele chegue até o tumor em quantidades superiores aquelas conseguidas a partir da 

administração em nanobastões rígidos de ouro. Além disso, a presença do 

cetuximabe na superfície dos lipossomas, como no caso dos imunolipossomas, pode 

aumentar o uptake do lipossoma pelas células tumorais, aumentando a concentração 

nas células tumorais tanto do cetuximabe, como de quimioterápicos encapsulados no 

sistema de liberação.  

 

2.5 Métodos físicos de promoção da penetração cutânea de fármacos 

 O emprego de métodos físicos é uma estratégia promissora para aumentar o 

transporte de macromoléculas através do estrato córneo e, consequentemente, 

permitir que maiores quantidades das mesmas cheguem às células tumorais 

(GRATIERI et al., 2008, TAVEIRA et al., 2009). Dentre os métodos mais estudados 

para este fim está a iontoforese.  

A iontoforese é a aplicação de uma corrente elétrica fraca, de no máximo 0,5 

mA/cm2. Ela aumenta tanto a penetração cutânea de fármacos ionizados, por 

eletromigração, como de fármacos neutros, por eletrosmose (GELFUSO et al., 2011).  

  Na iontoforese uma corrente elétrica é aplicada na pele por meio de uma 

solução/formulação eletrolítica e de dois eletrodos, um positivo, o ânodo, e outro 

negativo, o cátodo (Figura 8). A formulação que contém o fármaco, de preferência 

ionizado, é colocada em contato com um dos eletrodos de forma que forças 

eletromigratórias direcionem à molécula para a pele. Desta forma, de maneira 

simplificada, moléculas catiônicas, ou seja, positivamente carregadas, sofrem 

repulsão pelo eletrodo positivo ou ânodo e penetram a pele, enquanto fármacos 

negativamente carregados ou ânions sofrem repulsão pelo cátodo. Devido à 

eletromigração, a taxa de penetração cutânea de substâncias ionizadas aumenta 

substancialmente quando comparada com a penetração passiva (na ausência de 

corrente elétrica) (TESSELAR, SJÖBERG, 2011).  
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Figura 8. Figura esquemática de um aparato para iontoforese com sistema de 

eletrodos Ag/AgCl. O ânodo possui um fármaco ionizável D+ e seu contra íon A- 

(GRATIERI et al., 2008). Para facilitar a passagem da corrente elétrica e as reações 

eletroquímicas, o sal Na+Cl- está presente nos dois compartimentos. 

 

 Eletrosmose é o termo utilizado para descrever o fluxo de um volume de 

solvente e movimentação de cargas quando uma corrente elétrica é aplicada sobre a 

pele. Tal corrente causa a movimentação de íons Na+ preferencialmente em relação 

aos íons Cl-. Isso se deve ao ponto isoelétrico da pele (aproximadamente 4-4,5), que 

faz com que esta, em contato com uma solução em pH fisiológico, esteja 

negativamente carregada, favorecendo o transporte de cátions. Desta forma, é 

favorecido o transporte de íons no sentido do ânodo para o cátodo visando neutralizar 

as cargas negativas na pele e, com isso, ocorre o transporte de solvente e das 

moléculas neutras presentes no sistema. Sendo assim, moléculas com carga neutra 

em pH fisiológico são beneficiadas pela eletrosmose quando colocadas em contato 

com o ânodo e os cátions se beneficiam de uma força adicional de transporte à 

eletromigração (GUY et al., 2000; GRATIERI et al., 2008). Desta forma, o fluxo 

iontoforético total é a soma das contribuições da eletromigração e eletrosmose, como 

indicado na Equação I. 
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J total =
𝒵𝑝𝒰𝑝𝒸𝑝𝐼

ℱ.∑ 𝒵1𝒰1𝒸1
+  𝑣. 𝒸𝑝 Equação I.   

Sendo 𝒵𝑝𝒰𝑝𝒸𝑝 a carga do permeante, a mobilidade e a concentração, 

respectivamente, I a intensidade da corrente elétrica aplicada,  ℱ a constante de 

Faraday e 𝑣 a velocidade do solvente eletrosmótico. 

 

 Diversos fatores são conhecidos por influenciar a iontoforese. Estes incluem as 

propriedades físico-químicas da molécula (tamanho, carga, concentração), a 

formulação escolhida (veículo, tampão, pH, viscosidade, presença de outros íons), o 

equipamento utilizado (faixa de corrente elétrica disponível, corrente contínua ou 

pulsada, tipo de eletrodo), variações biológicas (sítio de aplicação, fluxo sanguíneo no 

local, idade, sexo), temperatura da pele e duração da iontoforese (RAWAT et al., 

2008).  

A influência da iontoforese na penetração de sistemas nanoparticulados 

começou a ser explorada apenas recentemente. A maioria dos trabalhos sugere o 

aumento da retenção dos fármacos encapsulados na pele, com menor permeação 

através dela (VUTLA et al., 1996; FANG et al., 1999; TAVEIRA et al., 2009; 

KAJINOMOTO et al., 2011). No primeiro trabalho publicado com a associação de 

iontoforese e lipossomas, os autores investigaram o transporte iontoforético da 

[Leu5]encefalina em pele de cadáver e observaram a penetração cutânea do fármaco 

e dos constituintes do lipossoma, com menor degradação do fármaco encapsulado 

(VUTLA et al., 1996). Além disso, foi demonstrado que o aumento da cadeia carbônica 

do fosfolipídeo usado para preparar o lipossoma reduz a permeação cutânea do 

fármaco nele encapsulado, mas não foi observada diferença estatisticamente 

significativa para cadeias carbônicas de 14, 16 ou 18 com relação a quantidade 

acumulada de fármaco nas camadas da pele (FANG et al., 1999). A associação da 

iontoforese com nanopartículas também já foi avaliada visando o tratamento de 

tumores cutâneos. A aplicação da iontoforese em nanopartículas lipídicas contendo 

DOX aumentou a penetração cutânea da DOX (TAVEIRA et al., 2009), o que resultou 

na regressão do crescimento tumoral do SCC (HUBER et al., 2015). 

Sendo assim, a iontoforese parece forçar a entrada de componentes das 

nanopartículas para dentro da pele, mantendo o fármaco neste local, diminuindo sua 

difusão para a circulação sistêmica, o que é promissor para um tratamento local de 

doenças como o câncer de pele.  
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Neste trabalho, lipossomas contendo 5-FU e imunolipossomas com cetuximabe 

contendo 5-FU foram desenvolvidos com sucesso. Os sistemas de liberação 

apresentaram tamanho nanométrico inferior a 180 nm, baixa polidispersividade, 

eficiência de encapsulação do 5-FU relativamente alta, alta eficiência de conjugação 

do cetuximabe e estabilidade. Em células A431, o cetuximabe mostrou potencial 

citotóxico após 120 h de incubação e houve sinergismo quando 5-FU e cetuximabe 

foram combinados em imunolipossomas. Além disso, o uso de imunolipossomas 

resultou em maior porcentagem de internalização nas células EGFR positivas do que 

os lipossomas, mas não em células EGFR negativas. A encapsulação do 5-FU nos 

lipossomas diminuiu a penetração do fármaco através da pele, in vitro, o que sugere 

maior tolerabilidade e menores efeitos adversos em relação a administração do 5-FU 

em solução. A iontoforese aumentou mais de 5 vezes a penetração do 5-FU na pele. 

Sua associação aos imunolipossomas direcionou a penetração do 5-FU para a 

epiderme viável, local este onde os tumores cutâneos se desenvolvem. Nos estudos 

in vivo em modelo xenográfico de SCC de pele com superexpressão de EGFR, o 

tratamento tópico associado a iontoforese foi mais efetivo do que o tratamento 

subcutâneo. Em ambos tratamentos, no entanto, houve melhor controle do 

crescimento tumoral quando imunolipossomas foram aplicados e não houve perda de 

massa corpórea nos animais. A análise histológica revelou potencial de proliferação 

celular bastante reduzido para os diferentes tratamentos comparado ao grupo controle 

negativo. Os estudos pré-clínicos efetuados neste trabalho foram bem-sucedidos, o 

que pode balizar o planejamento de futuros estudos clínicos empregando iontoforese 

associada a imunolipossomas contendo cetuximabe e 5-FU para o tratamento de SCC 

de pele. 
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