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RESUMO

MIRANDA, D A G. Otimizacdo da co-localizacdo cutanea de agentes citotoxicos
utilizando nanocarreadores visando ao desenvolvimento de novas estratégias
farmacoldgicas de tratamento do cancer de pele. 2022. 122 f. Tese (Doutorado em
farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&do Paulo, S&o
Paulo, 2022.

Embora a primeira linha de tratamento para tumores ndo-melanoma seja a remogao
cirargica, ha pacientes que podem ser beneficiar do tratamento farmacolégico tépico.
Considerando as imitagBes das opcdes disponiveis, foi avaliada, neste trabalho a
coincorporacdo de piplartina (PIP) e alcool perilico (AP) em nanocarreadores como
uma potencial estratégia para tratamento topico de céancer de pele. Foram
comparados dois nanocarreadores: nanoemulsdo (NE) e carreador lipidico
nanoestruturado (CLN). Os sistemas apresentaram fase interna inferior a 300 nm
(128,35 = 15,47 nm para NE e 263,9 + 11,10 nm para CLN) e potencial zeta até -50
mV. A NE apresentou comportamento reoldgico Newtoniano e o0 CLN,
pseudoplastico. Ambas apresentaram eficiéncia de encapsulacdo >98%. A andlise
por DSC nao demonstrou influéncia de AP sobre o ponto de fusdo ou eventos de
cristalizacao da manteiga de karité no CLN; o ponto de fusdo do nanocarreador foi =
30°C. Comparado a solugdes controle, as formulacdes aumentaram a penetracao do
AP no estrato corneo (3,2 a 1,7 vezes) e camadas viaveis da pele (2,7 vezes), mas
apenas o CLN aumentou a penetracdo da PIP nas camadas viaveis da pele (2,6
vezes em 6 horas). Considerando a possiblidade de uso de hipertermia para
melhorar o efeito citotoxico, bem como o ponto de fusdo do CLN, avaliou-se o efeito
da temperatura na penetracdo mediada pelo CLN. O aumento da temperatura da
fase receptora (43°C, superficie da pele= 37,5°C) aumentou a penetracdo de PIP em
11,1 vezes. As formulagcbes ndo aumentaram a perda de agua transepidérmica e
demonstraram ser nao irritantes pelo ensaio de HET-CAM. PIP demonstrou maior
citotoxidade nas células A431 e SK-MEL28 do que o AP e a associacdo dos
farmacos reduziu o ICso. Em conclusdo, o CLN demonstrou maior estabilidade e
superioridade na promoc¢do da penetracdo cutanea da PIP, apesar do maior
diametro, representando uma melhor opcao para veiculacéo cutanea de PIP e AP.

Palavras-chave: Cancer de pele. Melanoma. Piplartina. Alcool perilico. CLN. Nanoemulséo.



ABSTRACT

MIRANDA, D A G. Optimization of cutaneous colocalization of cytotoxic agents using
nanocarriers aiming at the development of new pharmacological strategies for the
treatment of skin cancer. 2022. 122 p. Thesis (Ph. D. in Pharmacology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

Although the first line of treatment of skin cancer is surgical removal, many patients
benefit from topical pharmacological treatment. However, the available options have
limited indications and variable efficacy. In this study, nanocarriers were evaluated
for the incorporation of piplartine (PIP) and perillyl alcohol (PA) as a potential new
strategy for topical treatment for skin cancer. Two nanocarriers were evaluated:
nanoemulsion (NE) and nanostructured lipid carrier (NLC). They presented particles
below 300 nm (128.35 £ 15.47 nm for NE and 263.9 £ 11.10 nm for NLC) and zeta
potential up to -50 mV. The NE and NLC displayed Newtonian and pseudoplastic
behavior, respectively, and high encapsulation efficiency (~98%). DSC analysis did
not show crystallization events of shea butter in NLC, with melting point = 30°C. The
formulations promoted increased penetration of PA in the stratum corneum (3.23 to
1.75 fold) and viable layers of the skin (2.7 fold), but only NLC was able to promote
increased penetration of PIP in the viable layers of the skin (2.6 fold in 6 hours).
Considering the advantages of hyperthermia for cytotoxicity enhancement and the
melting of the NLC, the effect of temperature on skin penetration for an on-demand
NLC-mediated penetration was assessed. Increasing the temperature o the receptor
phase (to 43°C, skin surface= 37,5°C) increased NLC-mediated penetration (11.1
fold), indicating that temperature can modulate penetration. The formulations did not
increase transepidermal water loss and were shown to be non-irritating by the HET-
CAM assay. PIP showed greater cytotoxicity in A431 and SK-MEL28 cells than PA,
the association of drugs reduced the ICso. In conclusion, the CLN showed greater
stability and was superior in increasing PIP penetration, in addition to allowing

penetration improvement with temperature increases.

Keywords: Skin cancer. Melanoma. Piplartine. Perillyl alcohol. NLC. Nanoemulsion.



1 INTRODUCAO

O céancer de pele é o tipo de neoplasia mais prevalente no mundo. De
maneira geral, os tipos de cancer de pele podem ser divididos em melanoma, menos
frequentes, e ndo-melanoma, que sdo 0s mais comuns, sendo a sua prevaléncia
maior do que todos os outros tumores malignos [1]. A incidéncia de tumores do tipo
melanoma varia grandemente dependendo da regido, no sudeste asiatico a taxa é
de 0,2/100 mil pessoas, enquanto que nas américas essa taxa € de 7,7/100 mil,
chegando a ~35/100 mil em paises como Nova Zelandia e Australia [2]. De maneira
similar ao melanoma, a incidéncia de tumores de pele do tipo ndo-melanoma varia
grandemente conforme a regido, a Australia € o pais de maior incidéncia (~2450/100
mil), seguido pelos Estados Unidos (~450/100 mil), enquanto em paises africanos a

incidéncia € menor do que 1/100 mil [3, 4].

Os tumores do tipo ndo-melanoma podem ser subdivididos em basocelular,
que corresponde a cerca de 80% dos casos de cancer de pele do tipo nao-
melanoma, e espinocelular (células escamosas), que corresponde a 20% dos casos
[1]. O melanoma € o tipo mais raro, representando cerca de 1,7% (232.100) dos
novos casos de cancer (excluindo o cancer do tipo ndo-melanoma) que surgem
anualmente [2]. Apesar de mais raro, € 0 mais letal, sendo responséavel por cerca de
55.500 mortes anualmente, o que equivale a 0,7% de todas as mortes causadas por
cancer no mundo [2]. Um estudo realizado com dados epidemioldgicos dos Estados
Unidos demonstrou que a taxa de sobrevivéncia de pacientes com melanoma
invasivo ao longo do tempo varia grandemente conforme a espessura da leséo e o
estagio de diagnostico (localizado ou metastatico). Quando a lesdo apresenta entre
0,1 e 1 mm de espessura, cerca de 97,4% dos pacientes sobrevivem por 5 anos e
95,2% por até 10 anos. Entretanto, a medida que a espessura da lesdo aumenta, a
taxa de sobrevivéncia dos pacientes diminui: de 1,01 mm a 2 mm a taxa de
sobrevivéncia é de 88,4% (5 anos) e 81,2% (10 anos); de 2,01 a 4 mm, a taxa é de
72,7% (5 anos) e 62,1% (10 anos), enquanto lesées com espessura maior que 4 mm
apresentam taxas de sobrevivéncia muito menores, de 56,6% (5 anos) e 46.6% (10
anos) [5]. Os pacientes diagnosticados com lesdo localizada tem taxa de

sobrevivéncia de 95,6% em 5 anos e de 92,1% em 10 anos. Quando a lesdo passa



a ser regional, essa taxa € de 63,7% (5 anos) e 54,3% (10 anos), enquanto nos
casos de lesdo metastatica, a taxa de sobrevivéncia tem uma expressiva reducdo
para 15,7% (5 anos) e 12,8% (10 anos) [5].

Ha ainda outros tipos de cancer que acometem a pele. O carcinoma de
células de Merkel é um tumor neuroenddcrino raro que se desenvolve nas células de
Merkel que estdo presentes na camada basal da epiderme, principalmente proximo
aos foliculos pilosos [6]. A incidéncia do carcinoma de Merkel é baixa nos Estados
Unidos (~0,6/100 mil), Australia (~1,6/100 mil) e na Suécia (~0,3/100 mil). Alguns
fatores de risco para o0 desenvolvimento da doenca sao idade,
imunocomprometimento, cancer hematologico e histérico de outros tumores

cutaneos [6].

Assim como o carcinoma de células de Merkel, o linfoma cutaneo de células
T ndo é um cancer de células da pele uma vez que ele se origina de células do
sistema imunolégico, mas apresenta manifestacdes cutdneas. Normalmente
acomete adultos, entretanto, pode ocorrer em criancas e adolescentes e sua
incidéncia anual é baixa, mundialmente (~0,5/100mil, sendo, nos Estados Unidos
~0,64/100 mil e na Europa ~0,29 a 0,39/100 mil) [7-9].

No Brasil, estima-se a cada ano ~685.960 novos casos de cancer de pele,
sendo 176.940 do tipo ndo-melanoma e 8.450 do tipo melanoma [10]. Assim como
ocorre mundialmente, o tipo de cancer mais comum no Brasil (~25,8%) é o cancer
de pele do tipo ndo-melanoma, enquanto o tipo melanoma representa ~1,23%
considerando todos os casos de cancer e ~1,88% dos casos excluindo os casos de
cancer de pele do tipo ndo-melanoma [10]. A incidéncia de melanoma varia no Brasil
conforme o sexo e regido do pais. A taxa de incidéncia de homens com melanoma é
de 4,03/100 mil pessoas, enquanto a das mulheres é de 3,94/100 mil [10] e quando
analisamos a incidéncia por regido, as maiores taxas estdo na regiao sul e sudeste,
e as menores na regido norte. Pode-se destacar o estado de Santa Catarina, que
tem a maior incidéncia do pais tanto em homens (12,13/100 mil homens) quanto em
mulheres (11,54/100 mil mulheres) [11].

A alta prevaléncia do cancer de pele tem um grande impacto financeiro nos
servicos de saude, e esse custo € cada vez maior. O tratamento de cancer de pele

corresponde ao quinto mais custoso dentre todos os tratamentos de cancer nos



Estados Unidos; os dados mais recentes encontrados reportam que entre 2007 e
2011 foram gastos anualmente cerca de 4,8 bilhdes de ddlares no tratamento de
cancer de pele ndo-melanoma, o que representa um aumento de 74% quando
comparado ao custo estimado de 2002 a 2006 [12]. O gasto anual com o tratamento
do melanoma é elevado, é estimado em 3,1 bilhdes de ddlares; entretanto esse valor
nao inclui os novos tratamentos padrdo para melanoma em estagio Il e IV como o
T-VEC, que é a primeira imunoterapia viral oncolitica a ser aprovada para o
tratamento local de melanoma metastatico irressecavel, é um sistema de
administracdo intralesional que desencadeia respostas imunoldgicas locais e
sisttmicas levando a lise das células tumorais, é utilizada no tratamento de

melanoma avancado e pode custar até 40 mil ddlares por dose [13, 14].

As opcoes de tratamento do cancer de pele existentes atualmente podem ser
divididas em alternativas cirargicas e nao-cirargicas, que incluem os tratamentos
farmacoldgicos, sendo que a escolha depende de alguns fatores (tabela 1) como o
tipo de cancer e o estagio das lesbes [15]. A remocdo cirirgica € a forma
convencional de tratamento, com taxas de cura muito elevadas [15]. No entanto,
tratamentos farmacolégicos sdo recomendados para tumores do tipo ndo-melanoma
em diversas situacdes, como em lesdes superficiais e difusas, de dificil acesso e/ou
para pacientes que ndo sdo considerados bons candidato a cirurgia, o que inclui
pacientes de idade avancada e aqueles que apresentam tendéncia a formacéo de
queloides [15]. Além desses casos, estudos mais recentes demonstraram o
potencial do tratamento farmacolégico tépico também para algumas lesdes de
melanoma, como na doenca in situ em pacientes inoperaveis (em decorréncia, por
exemplo da idade) e como uma forma de tratamento adjuvante para o controle de
bordas apdés remocdao cirargica, nas quais ainda ha ceélulas tumorais residuais [16-
18]. Nesses casos, formulagfes topicas, auto-administraveis e capazes de localizar
0 agente farmacologico nas lesdes cutaneas com baixa exposi¢do sistémica sao
essenciais, principalmente se considerarmos o0 numero muito restrito de opcdes
atualmente disponiveis comercialmente e os efeitos adversos que a exposicao
sistémica a farmacos citotoxicos pode trazer. O tratamento farmacologico topico é
amplamente utilizado em lesdes pré-tumorais como a queratose actinica e pode ser

uma opcao para algumas lesbes tumorais de pele. Estudos demonstram que 0s



tratamentos farmacoldgicos tépicos para queratose actinica ndo demonstram

toxicidade sistémica, os efeitos adversos séo locais [19, 20].

Tabela 1. Estadiamento do melanoma conforme espessura, presenca ou auséncia de

metastase e tratamentos recomendados [21, 22]

Estadiamento Caracteristica Tratamento

0 In situ sem metéastase Excisao cirurgica

<8 mm sem Exciséo cirurgica
ulceracdo e sem
1A metastase

<8 mm com
ulceracdoou 0,8 a2 o
IB mm sem ulceracéo e EXxcisao cirurgica

sem metastase

1A 1,1 a2 mm com
ulceracdoou 2,1 a4 o
mm sem ulceracio e Excisdo cirtrgica
sem metastase

1B 2,1 a4 mmcom
ulceragéo ou > 4mm L
sem ulcerago e sem Excisao cirurgica
metastase

lIC >4 mm com Excisdo cirdrgica
ulceracdo e sem
metastase

1] Qualquer tamanho  Exciséo cirdrgica, nivolumab ou

com linfonodo pembrolizumab ou dabrafenib e
regional trametinib para pacientes com
mutagcdo em BRAF V600
v Qualguer tamanho  Exciséo cirargica, nivolumab ou
com metastase pembrolizumab, para pacientes
distante com mutagcéo em BRAF V600,

dabrafenib e trametinib ou
vemurafenib e cobimetinib ou
ecorafenib e binimetinib




1.1 Organizacao cutanea e cancer de pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 15%
do peso corporal. A sua funcdo primaria é de protecdo, funcionando como uma
barreira entre 0 meio externo e o meio interno do organismo [23-25]. Estruturalmente
€ composta por duas camadas principais, a epiderme e a derme [23-25], embora
alguns autores consideram ainda que a pele é composta por uma terceira camada, a
hipoderme [23, 26].

A epiderme é a camada mais externa da pele, constituida basicamente por
tecido epitelial estratificado queratinizado. E avascular e composta pelas
subcamadas basal, espinhosa, granulosa e estrato corneo, sendo formada
principalmente por quatro tipo de células: queratinécitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel [23, 27]. As subcamadas representam os diferentes
estagios de maturacado e divisdo dos queratinécitos [27]. Uma outra subcamada que
pode ser observada principalmente nas regifes palmoplantares € o estrato Ilcido,
uma camada de transicdo entre a camada granulosa e o estrato cérneo, de aspecto

homogéneo e composta por células achatadas e anucleares [23].

A derme é formada por tecido conjuntivo, composto por estruturas fibrosas,
filamentosas e amorfas, contendo vasos, nervos, foliculos pilosos e as glandulas
sebaceas e sudoriparas [23, 24, 27]. A matriz dérmica é formada por véarias
proteinas, entre elas o colageno que representa cerca de 75% do peso seco da
derme e confere resisténcia e elasticidade ao tecido, além de elastina, fibrilina,

fibulinas e laminina [23, 28]

A camada basal € a camada celular mais profunda da epiderme, sendo
fundamental na formacdo e manutencdo da juncdo dermoepidérmica. E composta
por uma fileira UGnica de queratindcitos justapostos. Muitas dessas células
apresentam capacidade de divisdo sendo chamadas de células germinativas, que
apresentam morfologia colunar, citoplasma basofilo, nucleo grande e oval [23]. A
camada espinhosa ou de Malpighi € formada por numerosas células dispostas em

varias fileiras, € composta por queratinécitos que deixaram a camada basal rumo



superficie. Nesse processo eles sofrem modificacbes morfologicas, moleculares e
histoquimicas, passando a ser poligonais, com citoplasma acidoéfilo e ricos em
desmossomo, sendo denominadas células espinhosas ou células de Malpighi [23]. A
camada granulosa é composta por células que deixaram a camada espinhosa em
direcéo a superficie; elas formam algumas fileiras e apresentam granulos basofilos
de cerato-hialina no citoplasma [23]. O estrato corneo € a camada mais externa da
epiderme; as células séo aciddfilas e extremamente planas, constituindo as células
mais largas do organismo. As células desta camada s&o oriundas da camada
granulosa apds passarem pelo processo de apoptose com destruicdo de nucleo e
organelas [23]. Esta camada tem funcdo protetora e € considerada a principal
barreira a penetracdo de compostos exdgenos aplicados deliberadamente ou ndo a

pele.

Além dos queratinécitos, uma das principais células epidérmicas sao o0s
melandcitos, células dendriticas localizadas predominantemente na camada basal e
produtoras de melanina, um pigmento responsavel pela absorcdo e difusdo da
radiacdo ultra violeta (RUV) [23, 27]. Em condi¢cdes basais, os melandcitos nao
proliferam nem migram; quando o melandcito recebe um estimulo como RUV, ele se
multiplica e transfere a melanina para os queratinécitos através dos seus dendritos
constituindo a unidade epidermomeléanica [23]. O numero de melandcitos varia de
acordo com a regido anatdbmica do corpo, mas é aproximadamente o0 mesmo entre
as racas. O que varia por determinacdo genética é o numero, tamanho, morfologia e
disposicdo dos melanossomos, que sao elipticos quando produzem eumelanina de
pigmentacdo marrom ou negra, ou esferéides quando produzem feomelanina de
pigmentacdo amarelo-vermelha [23]. Outras células epidérmicas de destaque sdo as
células de Langerhans, principais componentes imunologicos da pele. Ficam
localizadas nas camadas basal, espinhosa e granulosa [23, 27]. As células de

Merkel se localizam na camada basal e estéo relacionadas a sensacdo tatil [23, 27].

Existem multiplos fatores que podem desencadear o desenvolvimento do
cancer de pele, alguns enddgenos, como o fototipo cutaneo, cor da pele e dos olhos,
histérico familiar de cancer de pele, e outros exdgenos, como tipo e grau de
exposi¢cdo cumulativa ao sol, historico de queimadura solar e o comportamento de
protecdo solar [27]. A cor da pele pode ser constitutiva ou facultativa. A cor

constitutiva depende dos tipos e distribuicdo geneticamente determinados da



melanina epidérmica, que ndo sado influenciados por fatores exdgenos ou
endogenos. Ja a cor facultativa da pele é influenciada por fatores ambientais
(exdégenos) ou hormonais (endégenos), podendo levar a um aumento da melanina
epidérmico [29, 30]. A cor constitutiva geralmente é determinada pela quantidade,
tipo e distribuicdo da melanina, que é considerada o principal fator de protecéo
contra os efeitos deletérios da RUV [30]. Existem algumas classificacGes de fototipo
de pele, uma das mais utilizadas € a proposta por Fitzpatrick, que divide a pele em 6
tipos (I a VI), considerando a reatividade da pele a exposi¢cdo solar com relacdo a

gueimadura solar e bronzeamento (Tabela 2) [29-31].

Tabela 2. Sistema de classificagéo de Fitzpatrick [31].

Cor da pele Tipo de pele Queimadura Bronzeamento

(sem exposicao solar)

I Sim N&o

I Sim Minimo
Branca [l Sim Sim
v N&o Sim
Marrom Vv N&o Sim
Preta Vi N&o Sim

O principal agente etiolégico para o desenvolvimento do cancer de pele
(aproximadamente 65 a 90% dos casos de melanoma) é a exposicdo aos raios
ultravioleta, que podem ser do tipo A (UVA), B (UVB) e C (UVC) [23, 27, 32, 33].
Cerca de 90 a 99% da RUV que chega a superficie da terra é do tipo UVA, o tipo B
(UVB) representa cerca de 1 a 10% da RUV, enquanto que a radiacdo UVC é
completamente absorvida pela camada de oz6nio [32]. Os raios UVA possui maior
comprimento de onda (315 — 400 nm) e baixa energia, causam envelhecimento da
pele e induzem bronzeamento imediato e persistente, sdo capazes de penetrar mais
profundamente e podem induzir danos mais profundos a pele, os danos ao DNA
causados pelo UVA sao indiretos, mediados pela formacdo de espécies reativas a
oxigénio que podem causar quebras no DNA e por danos na membrana celular,

além de ter um importante papel na carcinogénese das célula tronco da pele. Os



raios UVB possuem menor comprimento de onda (280 — 315 nm) e alta energia,
causam dano diretamente no DNA gerando resposta inflamatéria e tumorigénese,
atuam mais superficialmente e sédo os principais responsaveis pela vermelhidédo e
gueimaduras da pele [27, 32]. Estudos sugerem que a exposi¢cado solar durante a
infancia é o principal fator ambiental para o desenvolvimento do melanoma, e
estima-se que 65% dos casos de melanoma estdo relacionados a exposi¢cao solar
[34, 35]. Pesquisas sugerem que a diminuicdo da exposi¢cdo solar com uso de
protetor solar principalmente na infancia e adolescéncia podem reduzir em até 78%

o risco de desenvolver cancer de pele do tipo ndo-melanoma [27].

A melanina presente na epiderme pode influenciar na protecdo dos efeitos
deletérios da RUV; entretanto, esse papel é diferente dependendo do tipo de
melanina presente na epiderme. A eumelanina € caracteristica da pele de
pigmentacdo marrom e preta e atua fortemente como filtro solar, além de ajudar a
eliminar radicais livres induzidos pela RUV. A feomelanina, presente nos individuos
de pele clara e cabelos ruivos ou claros, € menos efetiva como filtro de RUV além de

atuar como um fotossensibilizador endégeno [30].

A RUV estd relacionada com a geracdo de dimeros de timina e
imunossupressao ao depletar células de Langherans da epiderme e estimular o
aparecimento de clones de linfécitos supressores, além de gerar mutacao em genes,
estresse oxidativo e resposta inflamatéria; todos esses eventos estao relacionados
ao fotoenvelhecimento e a génese do cancer de pele [23, 27, 32]. Além disso, a RUV
pode criar mutagBes no p53 que é um gene envolvido no reparo de DNA ou na
apoptose de células com danos no DNA, podendo ocasionar uma desregulacao da
apoptose e o0 aumento de células com mutacéo, iniciando o cancer de pele [32]. A
radiacdo UVB, apesar de ser emitida em menor quantidade e penetrar em camadas
menos profundas da pele do que a UVA, é a principal causa de danos diretos ao
DNA, induzindo uma ligacdo covalente entre pirimidinas adjacentes, enquanto 0s
danos causados pela UVA sao indiretos, sendo mediados pela formacéo de radicais

livres e danos a membrana celular [27, 32, 33].

Outra mutacdo muito comum e que esta presente em cerca de 30 a 60% dos
casos de melanoma € a mutagcdo em BRAF [36-38], entretanto, essa mutacdo ndo

parece estar relacionada aos efeitos da RUV, além de ndo estar associada a



formacdo de dimeros de timina que € comumente encontrada na mutacdo do p53
nos canceres de pele do tipo ndo-melanoma [36]. A alta frequéncia da mutacédo em
BRAF pode estar relacionada a fatores bioldégicos dos melandcitos, a principal via de
sinalizacdo que controla a proliferacédo e diferenciacdo dos melandcitos ativa BRAF,
como a proliferacdo dos melandcitos esta descontrolada, a ativacado da via BRAF é
intensa e essa via de proliferacéo é especifica para o melandcito e ndo se encontra
ativada na proliferacdo dos queratinécitos, o que pode explicar a alta frequéncia de
mutac&o desse gene em melanomas quando comparado a outros tipos de cancer de
pele [36]. A mutacdo mais comum em BRAF, correspondendo a cerca de 95% das
mutacdes, é a substituicdo da valina na posicao 600 pelo &cido glutamico, que leva
a uma super ativacdo da BRAF e pode ser um dos alvos farmacolégicos no
tratamento de melanoma [37, 38].

1.2 Tratamento do cancer de pele

A abordagem convencional para tratamento do cancer de pele € a resseccao
da lesdo primaria, seja ela do tipo melanoma ou ndo-melanoma, e dependendo do
tumor e da sua espessura, a margem lateral de seguranca pode ser de até 3 a5 cm
[39, 40]. Mas ha particularidades no tratamento recomendado, dependendo do tipo

de tumor.

O céancer de pele do tipo basocelular, assim como os outros tipos de cancer
de pele, tem como tratamento de escolha a resseccao cirargica e nos casos onde a
cirurgica ndo é possivel, o tratamento pode ser feito com terapia fotodinaAmica e
crioterapia [41]. Até o momento o cancer basocelular é o Unico cancer de pele que
tem tratamento farmacoldgico tépico aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA), realizado com imiquimode ou 5-fluorouracil (5-FU). Entretanto eles séo
administrados apenas em pacientes classificados como de baixo risco, que
apresentam lesdao menor que 1 ou 2 cm dependendo da localizacéo, a lesdo deve

ser primaria, com bordas bem definidas e ser do subtipo nodular ou superficial [41].

A queratose actinica, um lesdo pré-tumoral, consiste proliferacéo atipica de

queratinécitos em areas que sofreram danos por exposi¢ao crénica a RUV com risco



de progressao para cancer de célula escamosa [19, 20] e pode ser tratada por meio
de técnica cirdrgica, laser com ou sem ablacao, criocirurgia e terapia fotodinamica.
Diferentemente dos carcinomas, possui diversos tratamento farmacoldgico tépicos
aprovados, como diclofenaco, ingenol, imiquimode e 5-FU [19, 20]. Ja o tratamento
do cancer de células escamosas pode ser realizado com radioterapia caso seja
inoperavel ou a resseccao cirdargica seja incompleta, entretanto se o tumor néo for
controlado localmente com essas estratégias, o tratamento farmacologico disponivel
€ sistémico, podendo ser administrado cetuximab, panitumumab, avelumab,
cemiplimab associados ou ndo a quimioterapicos como o0 paclitaxel [19].
Recentemente a FDA aprovou o uso de pembrolizumab, um anticorpo monoclonal
seletivo para proteina de morte celular programada 1 (PD-1). A inibicdo desse
receptor mantém os linfécitos T citotdéxicos ativos, permitindo que os linfécitos
reconhecam e possam exercer uma resposta antitumoral. O farmaco, que ja era
utilizado para tratamento de melanoma, foi aprovado para tratamento de cancer de

células escamosas [42].

Melanomas com espessuras superiores a 4 mm estdo associados a um alto
risco de metastases, e resseccdes de areas maiores do que o preconizado nao
parecem ter resultados melhores [40]. O tratamento do melanoma é resseccao
cirdrgica, mas nos casos de lesdo em uma regido inoperavel, de dificil acesso ou de
alto risco para recorréncia regional como em tumores maiores de 3 ou 4 cm
dependendo da localizacdo, pode ser usada radioterapia como tratamento ou como
tratamento adjuvante. Outra possibilidade sdo os tratamentos farmacolégicos,
porém, os aprovados para 0 melanoma até o momento séo todos sistémicos. Pode-
se administrar imunoterapia com anticorpos monoclonais que ativam ou mantém
ativo o sistema imunologico do paciente para estimular uma resposta antitumoral
como ipilimumab, vemirafunib, trametinib, pembrolizumab e nivolumab ou
guimioterapia com agentes citotoxicos como dacarbazina, temozolamida e paclitaxel,
gue normalmente sdo tratamentos muito toxicos para o paciente [21]. Estudos
recentes demonstraram ainda o potencial do tratamento farmacologico topico com
imiquimode para lesdbes de melanoma in situ em pacientes inoperaveis (em
decorréncia, por exemplo da idade) e como uma forma de tratamento adjuvante para
o controle de bordas ap0s remocéo cirargica, nas quais ainda ha células tumorais
residuais [16, 18].



Existe um outro tipo de cancer que acomete a pele, o linfoma cutaneo de
células T, caracterizado por inflamacgéo crénica e acumulo de linfécitos T malignos
na pele [43]. O tratamento primario da leséo, independente da extensdo da leséo,
pode ser feito com esterdides tdpicos e nos casos de lesdo extensiva, também pode
ser usado mostarda nitrogenada tépica, fototerapia, metotrexato e retindides
sistémicos [44]. Apesar desse tumor acometer a pele, ele ndo é considerado um
cancer de pele porque as células tumorais ndo compdem a estrutura da pele. No
entanto, ressalta-se que a aplicacdo topica de farmacos que tenham efeito contra

esse tipo de tumor também pode representar uma nova alternativa para tratamento.

Diversos fatores limitam a eficacia e/ou aceitacdo dos tratamentos
disponiveis. Alguns tumores, como 0s melanomas, apresentam mecanismos de
resisténcia [45], o que faz com que a quimioterapia sistémica seja ineficaz. Outro
fator que dificulta o tratamento é a quantidade limitada de farmaco que chega ao
tumor e afeta 0 microambiente tumoral [46]. A irritacdo causada pelos tratamentos
topicos disponiveis atualmente também limita 0 seu uso. E comum eles causarem
reacdes como inflamacédo local intensa, eritema, ulceracdo, edema e descamacao
[47]. A taxa de cura dos tratamentos topicos disponiveis € bastante variavel, e
depende da concentragdo, regime posolégico e tempo de tratamento. No tratamento
de cancer basocelular, o 5-FU tem taxa de cura de 56 a 75%. A taxa de cura do
imiquimode varia de 43 a 94% e se o tumor for do tipo nodular, esta é de 50 a 65%
[48].

Essas limitacbes reforcam a necessidade de novas opg¢bes de tratamento
para o cancer de pele, ndo sé com novos farmacos, mas também com estratégias
que melhorem a entrega do farmaco e possibilitem que maiores concentracdes
cheguem no tumor e afetem o microambiente tumoral. Com base no numero
reduzido de farmacos disponiveis para tratamento topico do céncer de pele, foi
proposto neste trabalho a associacdo da piplartina e alcool perilico como uma nova
estratégia farmacoldgica a ser avaliada para uso topico. Mais especificamente, foi
proposta a coencapsulacdo destes compostos em nanocarreadores para

administracéo tépica e localizacéo cutdnea dos agentes citotoxicos.



1.3 Compostos selecionados

A piplartina (Figura 1) € um composto de origem natural com diversos
efeitos  farmacolégicos, que incluem atividade citotdxica, genotoxica,
antiangiogénica, antimetastatica, ansiolitica, antidepressiva, leishmanicida e
tripanocida. Atualmente vem sendo muito estudada devido principalmente as
propriedades citotoxicas [49, 50]. Também conhecida como piperlongumina é um
alcaloide presente em plantas da espécie Piper, como a Piper tuberculatum Jaqgc,
um tipo de pimenta pertencente a familia Piperacea [50, 51]. No Brasil € mais
conhecida como jaborandi falso ou pimenta darta [50]. A molécula foi identificada
pela primeira vez em 1961, sendo a sua estrutura molecular determinada apenas em
1984 [52].

Figura 1. Representacao da estrutura molecular da piplartina. Fonte, préprio autor.

Estudos demonstram que a piplartina exerce efeito citotéxico em diversas
linhagens de células tumorais, como melandcito, colon, pulmdo e mama [49, 52]. A
piplartina parece apresentar seletividade para células tumorais, sendo que
concentracbes toxicas para células tumorais tem baixa atividade em células

saudaveis, o que indica um bom perfil de seguranca [49, 52].

A piplartina exerce seus efeitos mediante a modulagéo de diversas vias. Um
estudo realizado com células de melanoma da linhagem A375 e A875 induziu a
parada do ciclo celular na fase G2/M, inibindo o crescimento celular das células de

melanoma [53]. A piplartina parece ser um gatilho para apoptose das células A375,



ela aumenta as espécies reativas a oxigénio (ROS), via que quando ativada causa
dano mitocondrial levando a apoptose, além disso, ha diminuicdo da expressao da
proteina antiapoptética Bcl2 e aumento de expressao da via pro-apoptética Bax [53].
Em um estudo com células de leucemia humana, HL-60 (leucemia promielocitica) e
K-562 (leucemia mielocitica crbnica), a piplartina provocou morte celular por
apoptose dependente de caspase e/ou necrose, reduzindo a viabilidade celular
enquanto apresentando menor citotoxicidade em linfécitos normais [49, 54]. Um
estudo subsequente realizado com células V79 de fibroblastos de pulméo de
hamster chinés demonstrou que a piplartina induziu parada no ciclo celular G2/M
seguida de apoptose mitocondrial dependente, com condensacdo da cromatina,
fragmentacao internucleossomica do DNA e perda do potencial da membrana
mitocondrial [49, 55].

Outro estudo, realizado com dois tipos de linhagem celular de cancer de
prostata, PC-3 e LNCaP, mostrou que o tratamento com piplartina promoveu inibi¢cao
da proliferacdo celular com parada do ciclo celular na fase G2/M, sendo constatada
uma reducdo da expressdo da quinase 2 dependente de ciclina (cdc2) que esta
relacionada a parada do ciclo celular G2/M. Entretanto a ciclina B1, que também
seja essencial para a transi¢cao do ciclo celular e poderia ser outro alvo da piplartina,
nao foi alterada, sugerindo que o efeito da piplartina sobre o ciclo celular esta
relacionada a reducao da cdc2 [49, 56]. A piplartina também diminuiu a expressao
de proteinas anti-apoptéticas da familia BCL-2, sugerindo o envolvimento dessa via
[49, 56]. Além disso, a piplartina aumentou a ativacdo da caspase-3 e da poli
(ADPribose) polimerase, enzimas efetoras ativadas no estagio final de apoptose

durante a clivagem proteolitica, o que sugere inducdo de apoptose [49, 56].

Os efeitos citotoxicos da piplartina podem ser potencializados quando da sua
associacado a outros quimioterapicos e estudos prévios demonstraram aumento da
atividade de quimioterapicos como 5-fluorouracil, cisplatina, doxorrubicina e
paclitaxel, com reducao do ICso, quando combinados com a piplartina [52, 57-60]. A
fim potencializar seu efeito citotoxico, foi proposto neste projeto a co-encapsulagéo

do farmaco com o alcool perilico.

O Alcool perilico (Figura 2) é um monoterpeno, compostos naturais

encontrados em diversas frutas e vegetais, sendo que diversos deles possuem



atividade antitumoral [61, 62]. Ele é isolado de Oleo essencial de algumas plantas,
como lavanda, hortelda e menta, apresenta atividade quimioterapica em linhagens
tumorais de pancreas, mama e prOstata, além de apresentar atividade
quimiopreventiva em roedores, reduzindo a incidéncia do cancer de mama, pele,

figado e pulméo [61].

OH

Figura 2. Representacdo esquematica da molécula de alcool perilico. Fonte, proprio autor.

Estudos demonstraram que o alcool perilico é capaz de inibir o efeito de
carcindégenos, suprimir a proliferacdo celular e induzir a diferenciacdo celular,
sugerindo sua atividade quimiopreventiva [62, 63]. Em estudos in vitro, o alcool
perilico induziu apoptose em diversos tipos celulares, o principal mecanismo parece
ser a ativacdo da via de sinalizacdo TGF-B, levando a parada na fase G1 do ciclo
celular e a apoptose [62]. Também h& evidéncias de que ele seja capaz de
potencializar o efeito de outros compostos. Por exemplo, um estudo in vitro realizado
com uma molécula hibrida formada pela ligacdo da temozolomida ao alcool perilico
e acido linoléico mostrou aumento da atividade citotdxica quando comparado a
temozolomida usada isoladamente em quatro diferentes linhagens celulares de
melanoma humano [64]. Esse mesmo estudo demonstrou que camundongos com
tumor subcutaneo induzido por células M24 e A2058 e tratados com essa molécula
topicamente apresentaram reducéo do crescimento do tumor [64]. Essa propriedade
de potencializacdo dos efeitos de outros agentes anti-tumorais incentivou sua co-
encapsulacdo com a piplartina neste trabalho. Outra caracteristica relevante do

alcool perilico € que seu efeito citotoxico parece ser aumentado com a elevacéo da



temperatura: células tratadas com 1 mmol de alcool perilico a 37° C por 60 minutos
apresentaram sobrevivéncia reduzida para 40%, enquanto exposicdo a hipertermia
(43° C) reduziu a sobrevivéncia para 0,2% [62]. Essa propriedade pode ser
interessante quando do uso de nanocarreadores termosensiveis que permitam
aumento da liberacdo com a temperatura, permitindo entdo associar as vantagens
do aumento da temperatura para uma liberacdo on demand e para a potencializacéo
do efeito farmacolégico. As caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos estédo
representadas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos.

Composto Peso LogP Solubilidade
molecular em agua
(g/mol) (mg/L)
Piplartina 317 2,34 0,32 [65]
Alcool perilico 152 3,17 Pouco sollvel

1.4 Nanocarreadores e aplicacao topica

Considerando a funcéo barreira da pele, proporcionada principalmente pela
estrutura altamente organizada do estrato cOrneo, € necessario considerar
alternativas para transpor essa barreira e promover a localizacdo de farmacos
citotoxicos em camadas viaveis da epiderme onde a lesdo se desenvolve, enquanto

promovendo sua localizacdo nessas camadas com baixa absorcéo sistémica.

O estrato corneo € a camada mais externa da epiderme e considerado a
principal barreira a penetragdo de farmacos na pele, o que decorre da sua estrutura
altamente organizada e composi¢cado [24, 66], conferindo alto grau de dificuldade
para o transporte de substancias na/atraves da pele. A penetracdo através do
estrato corneo depende grandemente das caracteristicas fisico-quimicas do



composto. A piplartina ndo € uma molécula muito volumosa, apresentando massa
molecular de 317 g/mol e boa lipofilicidade, com um logP estimado de 2,34 + 0,37
(ChemSketch, ACDLabs), o que faz dela um bom candidato a administracéo topica.
O élcool perilico é uma molécula pouco volumosa (152 g/mol), mas tem lipofilicidade
mais alta, com um LogP estimado de 3,30 £ 0,42 (ChemSketch, ACDLabs). Para
promover a entrega nas camadas viaveis da pele, foi proposto neste trabalho a

coencapsulagéo da piplartina e alcool perilico em sistemas nanoestruturados.

Diversos sistemas tém sido utilizados para promocao da penetracao cutanea
e neste estudo foram comparados 2 sistemas: nanoemulsées e carreadores lipidicos
nanoestruturados. Essa comparacéo permitiu avaliar como cada sistema influencia a
penetracdo e permeacao transdérmica dos ativos de modo a selecionar aquele

capaz de maximizar a retencao cutanea.

As nanoemulsdes (Figura 3) sdo obtidas pela mistura de oleo, agua e
tensoativo. De maneira simplificada, pode ser definida como uma dispersao coloidal
de dois liquidos imisciveis estabilizada por tensoativo, caracterizada por ser
termodinamicamente instavel e por possuir a fase interna composta por goticulas
geralmente de até 300 nm, embora sistemas com fase interna de até 500 nm
tenham sido descritos [67-70]. A nanoemulsdo tem algumas vantagens: a fase
oleosa solubiliza farmacos lipofilicos como a piplartina, além disso o sistema permite
gue elevadas proporc¢des de fase aquosa sejam utilizadas para sua producéo, o que
tem sido descrito como um fator que pode aumentar a penetracdo cutanea de
compostos lipofilicos, a quantidade de tensoativo necessaria para a obtencdo da
nanoemulsdo é menor quando comparada a outros sistemas como microemulsao, o
gue contribui para um menor potencial irritativo, e permite que sejam selecionados
componentes da fase oleosa que promovam 0 aumento da penetracao e retencdo
cutanea, conhecidos como promotores de penetracdo [70-72]. Um estudo realizado
com paclitaxel e ceramida C6, ambos composto ainda mais lipofilicos do que a
piplartina, co-encapsulados em uma nanoemulsdo, demonstrou a capacidade desse
tipo de nanocarreador em aumentar a penetracdo e retencdo dos farmacos na

camada viavel da pele, enquanto limitou a entrega transdérmica [73].
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Figura 3. Tipos de nanoemulséo, demonstrando a fase oleosa (cinza), fase aquosa (branca)

e o filme interfacial de tensoativo/co-tensoativo. Adaptado de Damasceno et al., 2011 [74].

O segundo sistema selecionado foram os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN). O CLN pode ser desenvolvido a partir da mistura de
diferentes componentes lipidicos, sendo um lipidio sélido e um lipidio liquido [75].
Isso resulta em uma matriz de particulas lipidicas que apresentam um ponto de
fusdo menor do que o lipidio solido original, mas a matriz permanece sélida a
temperatura corporal [75]. Considerando que o sistema foi proposto para uso tépico,
a manutencdo da estrutura sélida a temperatura ambiente, na qual a pele se
enquadra, permite ainda sua classificagdo como CLN. Os carreadores solidos foram
desenvolvidos no inicio dos anos 1990; o primeiro tipo foram as nanoparticulas
lipidicas sdlidas (NLS) e posterirormente o CLN, que uniu vantagens de
nanocarreadores liquidos (como lipossomas e microemulsdes) a outras adicionais.
Vantagens dos nanocarreadores liquidos incluem componentes bem tolerados
quando aplicados topicamente e facil produgdo em larga escala [75, 76] . Vantagens
adicionais incluem a protecdo de compostos ativos contra degradacdo fisica e
quimica, maior flexibilidade na modulacdo da liberacdo do composto, manutencdo
da hidratacdo cutanea e alta capacidade de encapsulacdo de compostos lipofilicos
devido a presenca de lipidio liquido na matriz [75-78]. As nanoparticulas solidas
podem apresentar um maior potencial bioadesivo na superficie da pele, formando
um filme protetor com potencial hidrofébico, causando um efeito oclusivo na pele o
que reduz a perda de humidade pela evaporacdo e consequentemente aumenta a

hidratacdo da pele, entretanto esse efeito oclusivo pode variar dependendo da



qguantidade de lipidio e do tamanho da particula [79]. O tamanho nanométrico das
nanoparticulas também permite o contato mais proximo do carreador com o estrato

cOrneo o0 que pode aumentar a quantidade de farmaco que penetra na pele [77].

O NLS, que apresentam particulas lipidicas de estrutura cristalina altamente
organizada, apresenta algumas limitagbes, como baixa capacidade de encapsulagéo
de farmacos e a liberacdo rapida do farmaco encapsulado apos transicédo
polimorfica; em alguns casos essa liberacdo ja ocorria durante o armazenamento
[75, 76]. As limitacdes da NLS foram superadas com o desenvolvimento do CLN por
Muller e colaboradores no final da década de 1990. As particulas lipidicas tem uma
estrutura amorfa ou cristalina menos ordenada. Esse tipo de carreador apresenta
estrutura interna na qual o lipidio liquido é incorporado no “core” da estrutura
formada por um lipideo sdlido, o que aumenta a capacidade de incorporar farmacos
e possibilita a liberacdo modulada do farmaco, pois ele se pode se solubilizar no
lipidio liquido [76].

Devido a escala nanomeétrica das particulas dispersas, composi¢cdo bem
tolerada (podendo conter promotores de absorcdo) e possibilidade de ocluséo, os
CLNs vém sendo descritos como sistemas capazes de potencializar a penetracéo
dos farmacos nas camadas viaveis da pele, além de também permitirem a liberacdo
prolongada do farmaco. Por isso, esses carreadores vem sendo bastante estudados

e aplicados em formulacdes topicas farmacéuticas e cosmeéticas [77, 78, 80, 81].

Os CLNs podem formar 3 tipos diferentes de matrizes como representado
na Figura 4: (i) imperfeita, na qual a mistura de diferentes lipidios resulta em matriz
sélida imperfeita, originado espacos na matriz lipidica e permitindo a incorporacao
de farmacos; (i) amorfa, na qual a matriz lipidica € solida, mas nao cristalina,
permanecendo no estado amorfo; e (iii) multipla, o qual pode ser comparado a uma
emulsdo &agua-em-Oleo-em-agua (A/O/A), exceto que, neste caso, seria uma
dispersédo 6leo-em-lipidio sélido-em-agua, sendo que a matriz lipidica sélida possui
pequena quantidade de oleo liquido, o que permite a incorporacao de farmacos que
tenham maior solubilidade em lipidio liquido do que na matriz sélida [75, 76].
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Figura 4. Estrutura dos diferentes tipos de CLN. Adaptado de Tamijidi et al., 2013 [76].

Neste estudo, o CLN foi obtido utilizando manteiga de karité como lipidio
sélido. Com um ponto de fusdo em torno de 36°C (0 qual pode ser afetado pela
adicdo de lipidio liquido), hipotetizamos que o aumento da temperatura cutanea
facilitaria a liberacdo/difusdo do farmaco e, consequentemente sua penetracao
cutanea. Por isso, foi avaliado o efeito da temperatura sobre a liberacdo e
penetracdo cutanea dos farmacos de modo a obter um sistema de penetragdao “on
demand” em resposta a temperatura. Esse objetivo deriva das conhecidas
vantagens da terapia térmica que, além de poder ser utilizada para potencializar o
efeito citotdxico direto, pode também contribuir para promover a transi¢cdo de fases,
fusdo e liberacdo/penetracdo dos farmacos [82]. A maioria dos nanocarreadores
termosensiveis sdo lipossomas, com temperatura de transicdo entre 39 e 42° C, o
gue esta associado a um aumento da permeabilidade da bicamada lipidica [82]. Um
exemplo da aplicacdo de um lipossoma termossensivel € o ThermoDox®, um
medicamento que esta sendo desenvolvido pelo laboratério Celsion Corporation e
atualmente se encontra em estudo clinico de fase 3 para o tratamento de tumor de
figado primario e em fase pré-clinica para o cancer de bexiga. O ThermoDox® tem
como principio ativo a doxorrubicina que € encapsulada em lipossoma
termossensivel, que sofre mudancgas na sua estrutura rapidamente quando exposto
a temperaturas entre 40 e 45° C, criando aberturas que liberam a doxorrubicina
dentro e ao redor do tumor. Estudos preliminares realizados em animais demonstrou
que o ThermoDox® aumentou em 25 vezes e 5 vezes o delivery de doxorrubicina
dentro do tumor quando comparado a infusdo de doxorrubicina livre e a encapsulada
em lipossoma tradicional respectivamente. Menos explorados até o momento sdo 0s

CLN, e este estudo busca preencher essa lacuna.



2 CONCLUSOES

As formulacbes foram desenvolvidas com sucesso, sdo capazes de
incorporar piplartina e élcool perilico até 1%, com alta eficiéncia de encapsulacédo e
mantém a estabilidade por até 60 dias, muito embora a NE apresentou aumento do
tamanho das goticulas. Também foi possivel demonstrar que o CLN é termicamente
estavel, sem sofrer efeitos de cristalizacdo e apresente ponto de fusdo = 30°C, o que
permite explorar o aumento da temperatura local a fim de promover a fusdo e
aumentar a penetracdo. Por meio da visualizagdo da penetracdo de um composto
fluorescente foi possivel demonstrar que a penetracdo mediada pelos
nanocarreadores ndo se restringe a apéndices cutaneos, ocorrendo de maneira
disseminada através do estrato corneo. Comparando os dois farmacos, a piplartina
apresentou menor penetracdo nas camadas viaveis da pele, e o CLN demonstrou
maior capacidade em promover a penetragdo do composto comparado a
nanoemulsdo na epiderme. Este estudo também fornece prova de conceito de que o
aumento da temperatura local permite aumentar a penetracdo da piplartina mediada
por CLN. Nenhum dos nanocarreadores aumentou a perda de agua transepidérmica
no intervalo de tempo estudado, sugerindo que nao desestruturam a fungao barreira
da pele. Esse resultado é compativel com a auséncia de alteracdes vasculares na
membra corio-alantdide e, portanto, sugerem a seguranca dos carreadores. Devido
a maior estabilidade e capacidade de aumentar a penetracao da piplartina, o CLN se

mostrou um sistema mais atrativo para os objetivos deste projeto.

A piplartina demonstrou maior potencial citotéxico do que a alcool perilico
guando incorporados separadamente nas linhagens estudadas, porém a associacao
dos farmacos aumentou a citotoxicidade, indicando potencializacdo do efeito, o que
nos permite inferir que a associacao de piplartina e alcool perilico pode ser vantajosa

em novas estratégias visando o tratamento farmacolégico do cancer de pele.
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