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RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer de pele que, apesar de apresentar baixas taxas de incidéncia,
é altamente agressivo e letal devido ao seu potencial metastatico. Estudos da literatura tém
indicado o imiquimode, um imunomodulador de uso topico, como um candidato eficaz para o
tratamento do melanoma. No entanto, o uso deste farmaco estd relacionado com o
aparecimento de efeitos adversos intensos, como: coceira, irritacdo, dor, vermelhiddo e
edema. Além disso, uma limitacdo que o uso de formulagfes topicas pode apresentar € a baixa
(ou insuficiente) penetracdo do ativo na pele. Neste sentido, este trabalho teve o objetivo de
desenvolver e avaliar o desempenho de uma formulagédo inovadora que associa imiquimode,
nanocapsulas poliméricas e pectina, como uma nova abordagem para o tratamento do
melanoma. As nanocapsulas poliméricas foram utilizadas como estratégia para potencializar a
acdo do farmaco e controlar sua liberacdo, e a pectina foi empregada para a produgdo de um
veiculo semissolido (hidrogel) capaz de modular a penetragdo do imiquimode na pele. A
suspensdo de nanocapsulas poliméricas contendo imiquimode (NCimiq) foi capaz de diminuir
a viabilidade celular (linhagem tumoral SK-MEL-28) de forma tempo-dependente (79% de
células viaveis em 24 h e 55% em 72 h), o que ndo foi observado nas células tratadas com a
solucdo do farmaco (Imiqg) (99% em 24 h e 91% em 72 h). O estudo de liberacdo in vitro
mostrou que 63% de farmaco foi liberado a partir do hidrogel de pectina contendo Imiq (PEC-
imig) em 2 horas. Em comparacdo, 60% de farmaco foi liberado a partir do hidrogel de
pectina contendo NCimiqg (PEC-NCimiq) em 8 horas. O estudo de permeacéo in vitro mostrou
que 2,5 nug de imiquimode permeou a pele ap6s 8 horas de contato quando PEC-NCimiq foi
aplicado, enquanto que apenas 2,1 pg de imiquimode permeou a pele apds 12 horas de contato
quando PEC-imiq foi aplicado. Os hidrogéis de pectina possibilitaram a penetracdo do
farmaco em todas as camadas da pele, principalmente na derme (PEC-NCimiq = 6,8 ug e
PEC-imiq = 4,3 pg). Esses resultados demonstraram que a nanoencapsula¢do do imiquimode
proporcionou maior efeito citotéxico do farmaco frente a linhagem de células de melanoma
testada, e a incorporacdo do imiquimode nanoencapsulado em um veiculo a base de pectina
proporcionou maior permeacdo do farmaco através da pele. Em paralelo com a realizacdo da
parte experimental desta pesquisa, a revisdo da literatura sobre dois temas centrais deste
projeto foi realizada: o uso da pectina em aplicacdes farmacéuticas e o uso de nanoparticulas
como sistemas carreadores de farmacos. Esta revisdo da literatura resultou em um artigo
publicado na forma de short communication e trés capitulos de livro, os quais fazem parte do
corpo desta dissertacdo e foram essenciais para a interpretacdo e discussdo dos resultados
experimentais obtidos.

Palavras-chave: Melanoma, nanocapsulas poliméricas, imiquimode, pectina.






ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer that, despite presenting low incidence rates, is highly
aggressive and lethal due to its metastatic potential. Studies in the literature have indicated
imiquimod, a topically applied immune response modifier agent, as an effective candidate for
the treatment of melanoma. However, the use of this drug is associated with intense side
effects, for example: itching, burning, pain, erythema, and edema. Besides that, a limitation
that the use of topical formulations may present is the low (or insufficient) drug penetration
into the skin. In this regard, this study aimed to develop and evaluate the performance of an
innovative formulation that associates imiquimod, polymeric nanocapsules, and pectin as a
new therapeutic scheme for melanoma treatment. Polymeric nanocapsules were used as a
strategy to enhance drug action and control drug release, and pectin was applied to produce a
semisolid vehicle (hydrogel) capable of modulating the penetration of imiquimod into the
skin. Imiquimod-loaded polymeric nanocapsules suspension (NCimig) was capable of
decreasing cell viability (SK-MEL-28 tumor cell line) in a time-dependent manner (79%
viable cells in 24 h and 55% in 72 h), which was not observed in cells treated with the
solution of the drug (Imiq) (99% viable cells in 24 h and 91% in 72 h). In vitro drug release
study showed that 63% of imiquimod was released from the pectin-based hydrogel containing
the drug (PEC-imiq) after 2 h. In comparison, 60% of the drug was released from pectin-
based hydrogel containing NCimig (PEC-NCimiq) after 8 h. The in vitro permeation study
showed that 2.5 pg of imiquimod permeated the skin within 8 h when PEC-NCimiq was
assayed, whereas only 2.1 pg of drug permeated after 12 h of contact when PEC-imiq was
assayed. Pectin-based hydrogels enabled drug penetration in all skin layers, especially the
dermis (PEC-NCimiq = 6.8 pg and PEC-imiq = 4.3 pg). These results demonstrated that the
nanoencapsulation provided higher cytotoxic effect of imiquimod in the melanoma cell line
tested. Also, the incorporation of the nanoencapsulated imiquimod into pectin-based vehicle
increased drug permeation through the skin. In parallel with the experimental part of this
work, the review of the literature on two main themes of this project was carried out: pectin in
pharmaceutical applications and the use of nanoparticles as drug carrier systems. This
research resulted in one short communication and three book chapters, which are described in
this thesis and were essential for the interpretation and discussion of the experimental data
obtained.

Keywords: Melanoma, polymeric nanocapsules, imiquimod, pectin.
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O céancer ¢ caracterizado pelo rapido e incontrolavel crescimento de células
anormais. O cancer de pele € o tipo de cancer mais incidente no mundo (ESTEVA
et al., 2017; BRAY et al., 2018) e pode ser classificado como ndo melanoma ou
melanoma. O motivo pelo qual o cancer de pele ndo é classificado como 0 mais
incidente na populacdo mundial é pelo alto niUmero de subnotificagdes dos casos do
tipo ndo melanoma. Isso ocorre, pois tais casos nao necessitam ser reportados nos
registros de incidéncia de cancer (CANCER FACTS & FIGURES 2019) e,
consequentemente, ndo sdo incluidos nas estimativas globais da doenga. O
desenvolvimento de cancer de pele esta relacionado com fatores genéticos
(intrinsecos) e fatores ambientais (extrinsecos). Dentre os fatores genéticos,
podem-se citar pessoas com pele clara, cabelos ruivos ou loiros, com presenca de
sardas ou pessoas albinas. Em relacdo aos fatores ambientais, o0 maior fator de risco
é a exposicdo a radiacdo UV (CRAYTHORNE et al., 2017).

Considerando o cancer de pele no cenario brasileiro, o tipo ndo melanoma
apresenta maior incidéncia (corresponde a cerca de 30% de todos os tumores
malignos registrados no pais). Ele é classificado como carcinoma basocelular
(CBC), que tem origem nas células basais e € o tipo de cancer de pele mais comum,
e carcinoma espinocelular (CCE), que tem origem nas células escamosas da
epiderme ou mucosas (CRAYTHORNE et al., 2017). A localizacdo dessas células
na pele estd indicada na figura 1. Por outro lado, o melanoma deriva dos
melandcitos, células produtoras de pigmento (SCHADENDORF et al., 2015)
(figura 1). Apesar deste tipo de cancer ser menos incidente (representa apenas 3%
das neoplasias malignas do 6rgéo), ele é o tipo mais agressivo e mais letal devido
ao seu potencial metastatico (DOMINGUES et al., 2018). Foram contabilizadas
1.978 mortes por melanoma no Brasil em 2019, sendo 1.159 homens e 819
mulheres. Além disso, o Instituto Nacional do Cancer estima 8.450 novos casos
deste cancer Brasil (dados de 2020). O melanoma pode ser classificado em cinco
estagios (0-4). Se a lesdo for diagnosticada e tratada precocemente (estagios
iniciais), a doenca possui bom prognodstico (CRAYTHORNE et al., 2017); no
entanto, uma vez que inicia metastase (estdgio 3 ou 4), o prognostico € baixo

(DOMINGUES et al., 2018). Seu tratamento inclui remocdo cirdrgica da leséo,
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quimioterapia, imunoterapia e/ou tratamento em receptores alvo (MISHRA et al.,
2018).
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Figura 1. Camadas da pele e tipos celulares.

O tratamento com formulacBes tépicas apresenta-se como uma alternativa a
remocao cirurgica ou como uma terapia adjuvante (visto que pode auxiliar na
eliminacdo de celulas tumorais remanescentes ap0s excisdo da lesdo). Néao
existem, atualmente, formula¢fes tdpicas comercialmente disponiveis para o
tratamento do melanoma, e diversos podem ser 0s motivos para isso, por exemplo:
dificuldade de penetracdo do farmaco na pele para atingir as células tumorais e
efeitos adversos intensos ocasionados pelo tratamento. No entanto, a importancia
de existir tal tipo de tratamento é evidenciada pelos estudos clinicos que investigam
a eficdcia de tratamentos tOpicos para o melanoma (www.clinicaltrials.gov,
acessado em 06 de abril de 2021).

O imiquimode (figura 2) € um farmaco imunomodulador de uso topico que
possui potente acdo antiviral e antitumoral (GUPTA et al., 2002). Ele age pela
ativacdo de receptores toll-like 7 e 8, induzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como INF-a, TNF-a e IL-12, o que leva ao aumento da resposta
imune do organismo (MISHRA et al., 2018).
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Figura 2. Estrutura quimica do imiquimode

Este farmaco € aprovado pelo FDA para o tratamento de verrugas genitais
externas e perianais e para o tratamento do carcinoma de células superficiais basais.
No entanto, trabalhos da literatura ja apontam um grande potencial de uso do
imiquimode para o tratamento do cancer cervical (FRANK et al., 2017; FRANK et
al., 2019; FRANK et al., 2020) e outros tipos de cancer de pele, tanto melanoma
(BURNS et al., 2005; ASPORD et al., 2014) quanto ndo melanoma (UROSEVIC et
al., 2004; BURNS et al., 2005). Além disso, dezoito estudos clinicos, ja finalizados
ou em andamento, podem ser encontrados no site ‘www.clinicaltrials.gov’, no que
se refere ao uso deste farmaco para o tratamento do melanoma.

Devido a sua modulacdo no sistema imune e as altas doses utilizadas durante
o tratamento (creme comercial Modik® ou Ixium® possuem 5% de ativo), seu uso
estd relacionado com o aparecimento de efeitos adversos topicos, como coceira,
irritacdo, dor, vermelhiddo e edema (GUPTA et al., 2002), e sistémicos, como
febre, fadiga, cefaléia e diarréia (WIELAND et al., 2006; KREUTER et al., 2008).
Esses efeitos adversos muitas vezes levam ao abandono do tratamento. Um dos
motivos pelo qual o imiquimode ndo é testado e utilizado para outros tipos de
cancer, por exemplo, do trato gastrointestinal, pode ser a intensidade dos efeitos
adversos causados.

O artigo de revisdo de BURNS e colaboradores (2005) compila os trabalhos
publicados que utilizaram o imiquimode tépico para o tratamento de pacientes com
lesGes de pele pré-cancerigenas e cancerigenas. NAYLOR e colaboradores (2003)
trataram 28 pacientes com lentigo maligno (melanoma in situ), e 93% apresentaram
remissdo completa das lesbes sem lesdes reincidentes detectadas. WOLF e

colaboradores (2003) avaliaram o uso do imiquimode tdpico para o tratamento de
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melanoma metastatico em dois pacientes, uma mulher de 86 anos tratada por
quatro meses (sem linfonodos comprometidos) e um homem de 49 anos tratado por
oito meses (linfonodos comprometidos), e ambos apresentaram remissao completa
(avaliacdo clinica e histoldgica). Apesar dos resultados positivos observados, 0s
autores dos estudos citados acima relataram que a maioria dos pacientes, se nao
todos, apresentaram efeitos adversos locais leves a moderados (principalmente
eritema e coceira) e alguns pacientes apresentaram reacdes locais mais severas ou
sistémicas.

Além dos efeitos citados relacionados ao imiquimode, uma limitacdo
relacionada as formulacGes de uso tépico para o tratamento de doencas que
acometem a pele é a dificuldade de penetracdo. Visto que no céncer do tipo
melanoma as células tumorais estdo localizadas na derme, é necessario que o
farmaco aplicado seja capaz de permear a pele até atingir a camada afetada.

A nanotecnologia pode ser utilizada como uma estratégia para contornar as
limitagcbes comentadas anteriormente relacionadas ao uso do imiquimode. As
nanocapsulas poliméricas sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido no nacleo e/ou
adsorvido na parede polimérica (SCHAFFAZICH e GUTERRES 2003). Por ser
um farmaco lipossoluvel, o imiquimode pode ser incorporado nestes
nanocarreadores. Dentre as vantagens apresentadas pelas nanocapsulas poliméricas
como sistemas carreadores de farmacos, pode-se citar a diminuicdo dos efeitos
adversos causados pelo farmaco, devido ao controle da liberacdo da substancia
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFAZICK e GUTERRES 2003; CONTRI et al.,
2014). Trabalhos na literatura j& mostraram a diminuicdo de efeitos adversos de
farmacos muito irritantes, como a capsaicina, apos a nanoencapsulacdo (CONTRI
et al., 2014). Além disso, as nanocéapsulas poliméricas provaram-se capazes de
aumentar o transporte de farmacos pela pele (ALVES et al., 2007; TEIXEIRA et
al., 2010; CONTRI et al., 2014). Estes estudos mostraram que farmacos
nanoencapsulados sdo capazes de penetrar nas camadas da pele de forma mais
efetiva que os farmacos ndo encapsulados.

Outro fator que torna interessante a nanoencapsulacdo do imiquimode é a acéo

frente a celulas tumorais. A combinacdo de nanocarreadores com farmacos
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antitumorais tem a capacidade de aumentar a acdo do farmaco em linhagens de
células tumorais, em comparacdo com a sua forma ndo encapsulada, conforme
mostrado na literatura (PAOLINO et al., 2013; FRANK et al., 2019). Desta forma,
h& a possibilidade de diminuicdo da dose utilizada, também contribuindo para
diminuicdo dos efeitos adversos.

A incorporacdo deste farmaco em nanocapsulas poliméricas j& esta descrita na
literatura. VENTURINI e colaboradores (2015) avaliaram a acéo citotdxica de
nanocapsulas poliméricas contendo imiquimode em células ndo-tumorais da pele
(queratindcitos da linhagem HaCaT). Os autores concluiram a compatibilidade da
nanoformulacdo com as células, visto que nenhuma alteracdo foi observada. Além
disso, neste trabalho, os autores avaliaram a permeacdo do imiquimode nas
camadas da pele, quando incorporado em diferentes sistemas nanoestruturados
(nanocapsulas poliméricas e nanoparticulas lipidicas produzidas com lipidios
solidos e liquidos). Foi observado que o farmaco permanecia penetrado na pele,
principalmente no estrato corneo em ambos os sistemas produzidos. Além disso,
DIAS e colaboradores (2018) avaliaram a atividade antitumoral do imiquimode
nanoencapsulado in vivo (carcinogénese de pele em ratos). Os resultados obtidos
mostraram que a nanoencapsulacdo do imiquimode foi capaz de potencializar sua
atividade antitumoral, visto que o imiquimode nanoenccapsulado diminuiu mais o
nimero e tamanho dos tumores do que as nanocapsulas sem farmaco e o creme
comercial de imiquimode. No entanto, ndo foram desenvolvidos sistemas
semissolidos visando aplicacdo topica nestes dois estudos. Visto que as
nanocapsulas poliméricas sdo obtidas como uma suspensdo aquosa, Ssua
incorporagdo em um veiculo semissolido € necessaria para aplicacdo tépica.
Posteriormente, FRANK e colaboradores (2017) compararam a adesividade, em
mucosa vaginal suina, do imiguimode ndo encapsulado, nanocépsulas poliméricas
contendo imiquimode e as nanocapsulas incorporadas em um veiculo semissolido
(hidrogel de quitosana). Os autores observaram que a suspensdo de nanocépsulas
apresentava-se mais adesiva na mucosa do que a formulacdo com o farmaco livre, e
essa adesividade foi aumentada quando as nanocapsulas foram incorporadas no

hidrogel.
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No presente estudo, a suspensdo de nanocapsulas poliméricas contendo
imiquimode foi incorporada em um veiculo semissélido & base de pectina com o
objetivo de proporcionar o tempo de contato adequado entre a formulacéo e a pele.
A pectina é um polimero natural, formado por uma mistura de polissacarideos em
cadeia linear (SRIAMORNSAK, 2003). Sua estrutura gquimica, representada na
figura 3, consiste em unidades de acido (1-4)-a-D-galacturénico e unidades de (1-
2)-a-L-ramnose, entre outros acgucares (galactose, arabinose e xilose)
(SRIAMORNSAK, 2003; THIRAWONG et al., 2008). A origem da pectina e 0
método de extracdo utilizado podem influenciar na sua estrutura, levando a
variacdes no peso molecular e no grau de esterificacdo (SRIAMORNSAK, 2003).
O grau de esterificacdo (GE) é determinado pela quantidade de unidades de &cido
D-galacturénico esterificadas em relacdo ao total de unidades. A pectina pode ser
classificada em alto GE (60-75%), a qual forma gel em condi¢bes de pH mais
baixo (em torno de trés), e baixo GE (20-40%), a qual necessita de uma
determinada quantidade de calcio (ou outro ion divalente) para formacdo de gel
(SRIAMORNSAK, 2003).
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Figura 3. Estrutura quimica da pectina

Apesar de ser encontrada na parede celular de quase todas as plantas, a pectina
comercial é extraida majoritariamente de macds e cascas de frutas citricas
(SRIAMORNSAK, 2003). Este polimero ¢ amplamente utilizado na industria de
alimentos, como agente espessante e gelificante, sendo, portanto, segura para uso
humano. A pectina também apresenta inimeras aplicacdes no setor farmacéutico,
como por exemplo, no tratamento de pacientes com sobrepeso (DI LORENZO et
al., 1988; JIANG et al., 2016) e como estratégia para reducdo do colesterol
(BROUNS et al., 2012).

Estudos na literatura avaliaram o uso deste polimero em sistemas de liberacéo

controlada de farmacos para administracdo oral (ASHFORD et al., 1994;
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FERNANDEZ-HERVAS et al, 1998). Além disso, THIRAWONG e
colaboradores (2007) avaliaram a adesividade deste polimero em diferentes partes
do trato gastrointestinal (mucosa bucal, estdmago e intestino). Os autores
utilizaram pectinas com graus de esterificacdo e pesos moleculares distintos e
compararam com Carbomer 934P. Observou-se que a pectina (alto e baixo GE)
apresentou maior adesividade, exceto na mucosa estomacal, do que o Carbomer
943P. Os autores também concluiram que a mucoadesividade da pectina esta
relacionada com suas caracteristicas estruturais, visto que pectinas de maior GE e
peso molecular apresentaram maior adesdo. Considerando as caracteristicas acima
expostas, a presente dissertacdo de mestrado teve o objetivo de desenvolver e
avaliar a eficidcia de uma formulacdo a base de pectina contendo imiquimode
nanoencapsulado visando ao tratamento do cancer de pele do tipo melanoma. O
objetivo foi validar as seguintes hipoteses: (1) o imiquimode nanoencapsulado
apresenta maior efeito citotoxico em células tumorais em comparagdo com o
farmaco ndo encapsulado; (2) o hidrogel de pectina contendo o imiquimode
nanoencapsulado apresenta alta adesividade na pele e é capaz de modular a

penetracdo do farmaco na pele.
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2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar hidrogel de pectina (3%) contendo nanocapsulas

poliméricas de imiquimode visando ao tratamento do cancer de pele.

2.2 Objetivos especificos

a)
b)

f)

9)

h)

Realizar a revisdo da literatura a respeito do uso da pectina no setor farmacéutico;
Realizar a revisdo da literauta a respeito do uso de nanoparticulas como sistemas
carreadores de farmacos e as técnicas empregadas para caracterizacdo dessas
formulacdes;

Preparar e caracterizar a suspensdo de nanocapsulas poliméricas contendo
Imiquimode quanto ao teor, tamanho, potencial zeta e pH;

Avaliar a citotoxicidade das nanocapsulas poliméricas em células de melanoma
(SK-MEL-28);

Preparar e caracterizar o gel de pectina (3%) contendo a suspensdo de nanocapsulas
poliméricas quanto ao teor, tamanho, pH, comportamento reolégico e morfologia
(microscopia eletrénica de varredura);

Avaliar o perfil de liberacdo do farmaco nanoencapsulado a partir do hidrogel de
pectina;

Avaliar a permeacdo e penetragdo do farmaco imiquimode nanoencapsulado e
incorporados no hidrogel de pectina em modelo de pele suina;

Avaliar a adesividade do hidrogel de pectina contendo o imiquimode
nanoencapsulado utilizando pele suina pelas técnicas de lavabilidade e analise de

tensao.
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Durante o periodo de mestrado foi realizada pesquisa bibliografica completa e
atualizada acerca dos temas abordados neste projeto. Inicialmente, a revisdo da
literatura relacionada ao uso da pectina para o desenvolvimento de formulacbes
visando ao tratamento do céncer foi realizada, e observou-se um ndmero
expressivo de trabalhos que utilizou esse polimero para entrega direcionada de
farmacos antitumorais para tratamento do cancer colorretal. A analise dos estudos
sobre este tema em especifico resultou em um artigo (short communication),
apresentado no capitulo 1 desta dissertacdo. Estes trabalhos mostraram que o uso
da pectina para o desenvolvimento de formulagdes projetadas para administracao
oral é vantajoso. No entanto, a utilizacdo deste polimero para entrega de farmacos
pela via topica em associacdo com nanocarreadores ndo foi encontrada, o que
incentivou a investigacao a respeito desta aplicacao.

Além disso, foram redigidos trés capitulos do livro “The ADME Encyclopedia”,
sob edicdo do Prof. Dr. Alan Talevi. O desenvolvimento destes capitulos
proporcionou o aprofundamento dos conhecimentos tedricos a respeito da
nanotecnologia e sua aplicacdo na é&rea farmacéutica. Estes trés capitulos
produzidos estdo apresentados no capitulo 2, capitulo 3 e apéndice desta
dissertacéo.

A parte experimental do trabalho incluiu a producdo, caracterizacdo fisico-
quimica e avaliacdo da citotoxidade em linhagem de células de melanoma de uma
suspensdao de nanocéapsulas poliméricas contendo o antitumoral imiquimode.
Posteriormente, as nanocapsulas poliméricas contendo este farmaco foram
empregadas para o desenvolvimento de uma formulagdo semissolida a base de
pectina com o0 objetivo de obter uma formulacdo tdépica apropriada para o
tratamento do melanoma. A caracterizagdo fisico-quimica do hidrogel
desenvolvido foi realizada. Além disso, a capacidade deste veiculo de modular a
penetracdo do farmaco na pele também foi avaliada. Os resultados obtidos,
apresentados no capitulo 4 desta dissertacdo, demonstraram que a formulagéo
inovadora desenvolvida apresenta-se como um potencial tratamento topico para o

melanoma.



Capitulo 1

Capitulo 2

Capitulo 3
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: New Pectin-based Approaches for
Colon Cancer Treatment

:
1
Lot n e e e e m e eeeen
Artigo de revisdo publicado no formato de
comunicacdo que aborda o uso da pectina em
formulagdes farmacéuticas que visam a entrega
direcionada de farmacos antitumorais para

tratamento do cancer colorretal.

i Pharmaceutical Nanocarriers

Capitulo (in press) do livro “The ADME
Encyclopedia” que aborda as principais
nanoparticulas lipidicas, poliméricas, metéalicas e
de carbono empregadas como sistemas
carreadores de farmacos.

i Pharmaceutical Nanocarriers:
i Characterization

Capitulo (in press) do livro “The ADME

Encyclopedia” que compila as principais
técnicas empregadas para avaliagio das
caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas.

Base tedrica para:
(i) desenvolvimento da formulagéo proposta e
(1) interpretacdo e discussdo dos resultados obtidos

Capitulo 4

New pectin-based hydrogel containing
imiquimod-loaded polymeric
nanocapsules for melanoma treatment

Artigo publicado contendo os resultados
experimentais deste projeto: desenvolvimento de
um hidrogel de pectina contendo nanocédpsulas
poliméricas de imiquimide como uma nova
abordagem para o tratamento do melanoma.

Apéndice

' Pharmaceutical Nanocarriers:

Nanotoxicology

s

Capitulo (in press) do livro “The ADME
Encyclopedia” que discute a potencial toxicidade
das nanoparticulas empregadas como
carreadores de farmacos e as técnicas
empregadas para esta avaliagdo .

Figura 4 — Figura esquematica do contetdo tedrico e experimental que sera
apresentado e discutido nos capitulos e no apéndice desta dissertacéo.
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A revisdo da literatura acerca do uso da pectina para o desenvolvimento de
formulacdes visando ao tratamento do cancer colorretal resultou em um artigo
intitulado “New Pectin-based Approaches for Colon Cancer Treatment” publicado

no periodico EC Pharmacology and Toxicology.
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O Capitulo 1 e constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 37 — 41.

Dr. Frank LA., et al. “New Pectin-based Approaches for Colon Cancer Treatment”.
EC Pharmacology and Toxicology SI.02 (2020): 07-09.
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O livro "The ADME Encyclopedia®, da editora Springer, sob edi¢do do Prof.
Dr. Alan Talevi, atualmente in press, contétm uma sessdo exclusiva de
nanotecnologia, na qual o uso dessa tecnologia em aplicacbes farmacéuticas é
abordado. Eu participei da elaboracdo, como autora principal, dos trés primeiros
capitulos desta sessdo. O primeiro deles, intitulado “Pharmaceutical nanocarriers”,
discute os diferentes tipos de nanoparticulas empregadas como carreadores de
farmacos. Este capitulo foi divido em trés partes. A primeira delas descreveu as
principais nanoparticulas lipidicas (lipossomas, cubossomas, nanoemulsoes,
nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados). A
segunda parte descreveu as principais nanoparticulas poliméricas (micelas
poliméricas, nanoesferas, nanocapsulas poliméricas e nanocapsulas poliméricas de
nacleo lipidico). A dltima parte deste capitulo descreveu as principais
nanoparticulas inorganicas empregadas como nanocarreadores farmacéuticos
(nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata, nanoparticulas de 6xido de ferro,
nanoparticulas de carbono e nanoparticulas de silica.). As formulacdes
comercialmente disponiveis que contém essas nanoparticulas também foram
abordadas.

A Ultima versdo submetida deste capitulo esta disponivel abaixo para leitura:
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O Capitulo 2 é constituido por capitulo de livro (in press), que no texto
completo da dissertagdo defendida ocupa o intervalo compreendido entre as

paginas 47 — 71,
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O segundo capitulo da sessdo de nanotecnologia do livro “The ADME
Encyclopedia”, intitulado "Pharmaceutical nanocarriers characterization”, discute
as principais técnicas empregadas para caracterizacdo fisico-quimica dos
nanocarreadores. Este capitulo descreveu, inicialmente, técnicas empregadas para
avaliacdo da morfologia das particulas (microscopia eletrénica de transmissao,
microscopia eletronica de varredura, microscopia de forga atdbmica e espalhamento
de raio-X). Técnicas empregadas para determinacdo do tamanho de particula
(espalhamento de luz dindmico, difracdo a laser e analise de rastreamento de
nanoparticulas) e a técnica para analise do potencial zeta também foram descritas.
Posteriormente, o0s principais métodos de quantificagdo empregados para
determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo foram abordados. Além disso,
técnicas empregadas para avaliacdo de interacfes intramoleculares foram descritas.
Por fim, incluimos brevemente como é realizada a avaliacdo da estabilidade desses
nanocarreadores e do perfil de liberacdo dos ativos a partir das particulas.

A Ultima versdo submetida deste capitulo esta disponivel abaixo para leitura:
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O Capitulo 3 é constituido por capitulo de livro publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da disserrtacdo defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 77 — 92.

Gazzi R.P., Contri R.V., Pohlmann A.R., Guterres S.S., Frank L.A. (2021)
Pharmaceutical Nanocarrier Characterization. In: Talevi A. (eds) The ADME
Encyclopedia. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-030-51519-5_105-1
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Os resultados da parte experimental realizada, que incluiu o desenvolvimento
de uma formulacdo semissdlida a base de pectina contendo nanocapsulas
poliméricas de imiquimode para o tratamento do melanoma, estdo apresentados na
forma de um artigo publicado no periédico Drug Delivery and Translational
Research (DOI: 10.1007/s13346-020-00805-5).

O conteudo deste artigo esta disponivel abaixo para leitura:
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O Capitulo 4 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 97 — 123.

Gazzi R.P., Frank L.A., Onzi G., Pohlmann A.R., Guterres S.S. (2020). New
pectin-based hydrogel containing imiquimod-loaded polymeric nanocapsules for
melanoma treatment. Drug Delivery and Translational Research, 10(6), 1829-
1840. https://doi.org/10.1007/s13346-020-00805-5
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A revisdo da literatura sobre o uso da pectina no setor farmacéutico teve o
objetivo de proporcionar o aprofundamento do conhecimento a respeito deste
polimero - suas vantagens e aplicacdes -, e auxiliar no desenvolvimento da
formulagdo proposta e na discussdo dos resultados. No entanto, muito além do
conhecimento adquirido, identificamos uma lacuna existente nas possiveis
aplicacGes da pectina: a associacdo deste polimero com nanocarreadores para
aplicacdo tdpica. A falta de informacdo a respeito deste tema incentivou nossa
investigacdo acerca (i) do potencial de formulagdes a base de pectina para entrega
de farmacos por via tépica e (ii) da influéncia que a incorporagdo de
nanocarreadores teria no desempenho dessas formulagGes.

Considerando o aprofundamento teérico sobre as nanoparticulas e seu uso como
sistemas carreadores de farmacos, esta dissertacdo apresenta dois capitulos de livro
que oferecem suporte para interpretacdo e discussao dos resultados obtidos na parte
experimental deste projeto. Nestes capitulos, os principais tipos de nanoparticulas
organicas e inorganicas utilizadas como carreadores de farmacos foram descritas.
Além disso, comparamos os tipos de técnicas de caracterizacao fisico-quimica de
nanoparticulas, muitas das quais utilizamos para caracterizagdo formulacéo
desenvolvida neste trabalho: microscopia eletronica de varredura, difragdo de laser,
espalhamento de luz dindmico, potencial zeta, cromatografia e técnicas para
avaliacdo de estabilidade. Apds desenvolver os capitulos deste livro, foi possivel
identificar uma das principais, se ndo a principal, aplicagbes de nanoparticulas
empregadas como carreadores de farmacos: o tratamento do cancer. Diversas sao
as vantagens que as nanoparticulas apresentam quando empregadas como
carreadores de farmacos antitumorais: liberacdo do farmaco de forma controlada,
diminuicdo de efeitos adversos, diminuicdo de dose, entrega direcionada do
farmaco, entre outras. Tendo em mente as vantagens que formulacbes de base
nanotecnoldgica podem proporcionar na terapéutica do cancer, desenvolvemos a
presente pesquisa experimental buscando uma nova estratégia para o tratamento do
melanoma.

O melanoma é um tipo de cancer que apresenta alta taxa de mortalidade. Apesar
de esta doenca ser mais comumente diagnosticada em adultos e idosos, ela tem

atingido cada vez mais a populacdo jovem. A predisposicdo genética e alta
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exposicdo a radiacdo UV sdo os principais fatores que contribuem para o
desenvolvimento do melanoma. O progndstico da doenca é mais alto se
diagnosticada precocemente, pois menores sdo as chances de metastase e maiores
sdo as chances de remissdao completa do tumor apds o tratamento. O estagio no
qual a doenca se encontra ira influenciar na escolha do tratamento. Nos estagios
mais avancgados, indica-se quimioterapia e/ou imunoterapia. Nos estagios iniciais, a
remocao cirdrgica da lesdo, por vezes associada com radioterapia, € indicada. No
entanto, existem casos em que a excisdo cirurgica ndo é recomendada (por
exemplo, quando ha comprometimento funcional e/ou estético ou por opgdo do
paciente). O tratamento com formulacGes tOpicas apresenta-se como uma
alternativa a remocdo cirdrgica ou como uma terapia adjuvante (visto que pode
auxiliar na eliminacdo de células tumorais remanescentes apds excisdo da lesdo).
N&o existem, atualmente, formulaces topicas comercialmente disponiveis para o
tratamento do melanoma, e diversos podem ser 0s motivos para isso, por exemplo:
dificuldade de penetracdo do farmaco na pele para atingir as células tumorais e
efeitos adversos intensos ocasionados pelo tratamento. No entanto, a importancia
de existir tal tipo de tratamento é evidenciada pelos estudos clinicos que investigam
a eficdcia de tratamentos topicos, incluindo com o imiquimode, para 0 melanoma
(www.clinicaltrials.gov, acessado em 06 de abril de 2021). Por outro lado, apos
pesquisa no site citado, ndo foram encontrados estudos clinicos que avaliem
formulagdes topicas de base nanotecnoldgica para o tratamento deste tipo de
cancer. O foco deste trabalho foi entdo suprir esta lacuna existente nas op¢oes de
tratamento do melanoma através do desenvolvimento de uma nova formulagédo que
associa o antitumoral imiquimode, as nanocépsulas poliméricas e o polimero
pectina possibilitando assim uma nova abordagem terapéutica.

A primeira etapa deste trabalho incluiu a producdo da suspensdo de
nanocapsulas poliméricas contendo imiquimode (NCimiq) conforme metodologia
descrita no trabalho de FRANK e colaboradores (2017), e os resultados obtidos
foram similares aqueles previamente descritos. ApOs a caracterizacdo fisico-
quimica das nanocapsulas poliméricas, a citotoxicidade da formulagédo foi avaliada
em linhagem de células de melanoma (SK-MEL), em comparagdo com o

imiquimode livre (Imiq) e nanocapsulas sem farmaco (NC). Observamos um efeito
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tempo-dependente para NCimiq, e o efeito citotoxico nas células tratadas com o
farmaco nanoencapsulado foi mais expressivo do que nas células tratadas com
Imig. Este resultado era esperado, visto que trabalhos na literatura mostram que
farmacos nanoencapsulados sdo mais citotoxicos para células tumorais do que o
farmaco ndo encapsulado (BONDI et al., 2007, PAOLINO et al., 2013; FRANK et
al., 2017, FRANK et al., 2019). Além disso, os resultados obtidos nos permitiram
concluir que o efeito citotoxico apresentado por NCimiqg é devido a
nanoencapsulacdo deste farmaco, pois as formulacdes Imig e NC apresentaram
poténcia inferior a NCimig em 48 e 72 horas. A diminuicdo da viabilidade celular
utilizando uma baixa concentracdo de imiquimode nas nanocapsulas é também
importante de ser mencionada. Este resultado é devido a nanoencapsulacdo do
ativo, visto que trabalhos da literatura que avaliaram o imiquimode em células
tumorais utilizaram concentracfes mais altas de farmaco para obtencdo de
resultados similares (HUANG et al., 2010, KIM et al., 2010). A maior poténcia
apresentada pelo farmaco nanoencapsulado esta relacionada com a maior interacao
que as nanoestruturas apresentam com as células e com a liberacdo controlada do
farmaco.

Apb6s comprovacdo do efeito citotoxico das nanocapsulas poliméricas de
imiquimode em células de melanoma, a segunda etapa deste trabalho incluiu o
desenvolvimento de um hidrogel de pectina com a suspensdo de nanocapsulas
(PEC-NCimiq), originando uma formulacdo inovadora para administracdo topica.
A presenca das nanocapsulas poliméricas intactas no hidrogel de pectina foi
confirmada pelas técnicas de difracdo de laser e microscopia eletrnica de
varredura. Em relacdo a distribuicdo de tamanho das particulas, o perfil
apresentado pelas nanocépsulas em suspensdo e pelas nanocapsulas incorporadas
no hidrogel foi semelhante. A viscosidade desta formulacdo foi avaliada e
observou-se comportamento pseudoplastico, o qual é ideal para um espalhamento
facil e uniforme do produto (OLIVEIRA et al., 2014).

O perfil de liberacdo do imiquimode a partir de PEC-NCimiq foi avaliado, visto
que a liberacdo do farmaco de forma controlada pode contribuir para diminuicéo
dos efeitos adversos. Nos observamos que a formulacdo PEC-NCimiq foi capaz de

controlar a liberacdo do imiquimode de forma mais efetiva que o hidrogel de
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pectina contendo o farmaco ndo encapsulado (PEC-imiq). O uso da pectina para
controlar a liberacdo de farmacos ja foi reportado (ASHFORD et al., 1994,
BARACAT et al., 2012, PREZZOTI et al., 2014), porém sua associacdo com a
nanotecnologia proporcionou um efeito mais sustentado.

Para que o tratamento tdpico do melanoma seja eficaz é necessario que o
farmaco permeie até a derme, visto que é a camada da pele onde as células
cancerigenas estdo localizadas. Os resultados obtidos demonstraram que, em
associacdo com o hidrogel de pectina, a nanoencapsulacdo do farmaco nédo apenas
aumentou a quantidade de farmaco permeado como também tornou a permeacéo
através da pele mais rapida. Ainda ndo existem estudos na literatura que expliqguem
0 mecanismo pelo qual a pectina modula a permeacdo de substancias por via
topica. No entanto, os resultados obtidos neste experimento nos levam a apoiar esta
hipdtese, ja que tanto o farmaco incorporado em PEC-NCimiq quanto em PEC-
imiq penetraram na derme. A vantagem do uso da nanotecnologia é confirmada
pela maior quantidade de imiquimode penetrado na derme quando este foi
nanoencapsulado. Outro fator que corrobora a hipotese de que a pectina é capaz de
modular a permeacdo de ativos através da pele é a comparacdo dos nossos
resultados com os resultados de permeagdo obtidos por VENTURINI e
colaboradores (2015) empregando a suspensdo de nanocapsulas de imiquimode. Os
autores observaram que o farmaco nanoencapsulado em suspensdo penetrou
principalmente no estrato corneo, enquanto que nossos resultados mostraram que o
hidrogel de pectina permitiu uma maior penetracdo do imiquimode
nanoencapsulado na derme.

Considerando a via de administracdo da formulacdo proposta, é também
importante que ela seja adesiva para garantir o tempo adequado de contato do
farmaco com o local de acdo. Os resultados obtidos pelo estudo de lavabilidade
mostraram que as nanocapsulas poliméricas aumentaram a adesdo do hidrogel de
pectina na pele, visto que o farmaco incorporado em PEC-NCimiq foi menos
lavado da pele do que o farmaco incorporado em PEC-imig. Este resultado
corrobora com o de estudos anteriores, 0s quais demonstraram a capacidade das
nanocapsulas poliméricas de aumentar a adesividade hidrogéis na pele (CONTRI et

al., 2014). O estudo de analise de tensdo também foi realizado para avaliar a
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adesividade dos hidrogéis de pectina na pele; no entanto, os resultados obtidos
mostraram valores similares para PEC-NCimig e PEC-imig. A diferenca de
resultados obtidos pelos dois experimentos pode ser devido a presenca de um fluxo
continuo no estudo de lavabilidade.

Analisando os resultados encontrados para o hidrogel de pectina contendo
nanocapsulas poliméricas de imiquimode, concluimos que tal formulacdo tem
potencial de ser utilizada para o tratamento tépico do melanoma. As caracteristicas
de liberacdo controlada do farmaco, capacidade de penetracdo na derme e
adesividade tornam PEC-NCimig um candidato promissor para o tratamento desta
doenca. Além disso, a associacdo da pectina com a nanotecnologia pode ser
utilizada como estratégia para o tratamento de outras doencas que necessitam de

tratamento topico.
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A producéo teorica desenvolvida durante o periodo de mestrado contribuiu
ndo apenas para o aprofundamento do conhecimento sobre os assuntos abordados
no projeto, mas também para ampliar e aperfeicoar a literatura disponivel a respeito
do tema. Através dos capitulos produzidos, compilamos de forma sistematizada os
principais tipos de nanoparticulas, tanto organicas quanto inorganicas, empregadas
como carreadores de farmacos, e quais técnicas sdo empregadas para avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas desses nanocarreadores.

A investigacdo acerca da acdo do imiquimode em linhagem de ceélulas de
melanoma mostrou que o farmaco nanoencapsulado apresentou maior efeito
citotoxico em comparacdo com o farmaco ndo encapsulado. Os resultados
promissores obtidos em cultura de células levaram-nos a propor uma formulacéo
nanotecnoldgica inovadora de aplicacdo topica para o tratamento do melanoma. O
hidrogel desenvolvido, o qual associa pectina e a suspensdo de nanocapsulas
poliméricas de imiquimode, foi capaz de controlar a taxa de liberacdo do farmaco,
caracteristica importante visto que pode contribuir para diminuicdo dos efeitos
adversos causados pelo imiquimode. O hidrogel de pectina também foi capaz de
modular a permeacdo do imiquimode nanoencapsulado através da pele. O farmaco
penetrou em todas as camadas da pele, principalmente na derme, a camada mais
profunda. A importancia destes resultados se deve a dificuldade de permeacéo de
substancias através da pele devido a complexa organizacdo desta barreira. Além
disso, devido a baixa taxa de remocéo do farmaco da pele, foi possivel concluir que
a formulacdo desenvolvida possui alta adesividade. Os resultados aqui
apresentados mostram que a formulacdo proposta apresenta-se como uma
alternativa para o tratamento do melanoma, visto que € necessario que o farmaco
consiga atingir a camada mais profunda da pele, pois é onde estdo localizadas as
células cancerigenas, bem como é necessario aplicar formulacbes adesivas para
garantir o tempo de contato adequado do farmaco com a pele. Estudos in vitro
adicionais e estudo in vivo sdo necessarios para elucidar de forma completa o

potencial desta inovadora formulacgéo.
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Para avaliar a seguranca desta formulacdo e determinar sua eficacia para o
tratamento do melanoma sao necessarios estudos in vitro adicionais e estudos in

Vivo.

Estudos in vitro:
e Het-Cam

Estudos in vivo:

e Caenorhabditis elegans

e Modelo de melanoma murino
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O terceiro capitulo da sessdo de nanotecnologia do livio “The ADME
Encyclopedia”, intitulado "Pharmaceutical nanocarriers: Nanotoxicology", discute
a potencial toxicidade das nanoparticulas empregadas como carreadores de
farmacos e as técnicas empregadas para esta avaliagdo. Este capitulo foi divido em
duas partes: toxicidade das nanoparticulas inorganicas e toxicidade das
nanoparticulas orgénicas. A primeira parte descreveu como € realizada a avaliacéo
da toxicidade das principais nanoparticulas inorganicas (descritas no capitulo
“Pharmaceutical nanocarriers”) e os resultados obtidos até o momento. A segunda
parte deste capitulo descreveu como € avaliada a seguranca das nanoparticulas
poliméricas (nanoesferas, nanocapsulas poliméricas e dendrimeros) e das
nanoarticulas lipidicas (lipossomas, nanoemuls@es, nanoparticulas lipidicas sélidas
e carreadores lipidicos nanoestruturados) empregadas como carreadores de
farmacos.

A Ultima versdo submetida deste capitulo esta disponivel abaixo para leitura:
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O apéndice é constituido por capitulo de livro publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da disserrtacdo defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 153 — 176.

Gazzi R.P., Peruzzi C.P., Flesch 1.M., Onzi G., Frank L.A., Garcia S.C. (2021)
Pharmaceutical Nanocarriers: Nanotoxicology. In: Talevi A. (eds) The ADME
Encyclopedia. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-030-51519-5_106-1








































































