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Introdução 
 

A redação dessa Tese foi dividida em dois capítulos. O primeiro capítulo se destina ao 

desenvolvimento e caracterização de nanopartículas lipídicas sólidas (NLSs), bem como estudo de 

estabilidade, o ensaio de permeação cutânea in vitro, o ensaio de eficácia antinociceptiva e anti- 

edematogênica in vivo pelo ensaio de edema de pata em camundongos, e avaliação da capacidade 

das NLSs em alterar os mecanismos celulares envolvidos no melanoma. Estes estudos foram 

realizados  em  sua  maioria  na  Universidade  Estadual  Paulista  "Júlio  de  Mesquita  Filho".  O 

segundo capítulo se destina ao desenvolvimento de modelos de pele humana in vitro para a sua 

utilização em ensaios de eficácia, permeação cutânea, toxicidade e segurança de formas 

farmacêuticas para administração cutânea de fármacos, como uma alternativa para a substituição 

do uso de animais em ensaios toxicológicos e de eficácia de medicamentos. Este estudo foi 

realizado no doutoramento sanduíche, o qual foi desenvolvido na Freie Universität Berlin, sobre 

supervisão da Profa. Dra. Monika Schäfer-Korting. 
 
 

1.1 Introdução do Capítulo 1 
 

Sabe-se que a incidência do câncer de pele tem apresentado um grande aumento nas últimas 

décadas, o qual está intimamente relacionado com aumento da exposição solar. Segundo dados do 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), o câncer de pele é o tipo de câncer mais frequente no Brasil, 

correspondendo cerca de  30.0%  de todos os tumores  malignos registrados no país 

(ESTIMATIVA, 2016). 

Existem basicamente dois tipos de câncer de pele: o não-melanoma, que é o mais comum e 

raramente pode causar a morte do paciente; e o melanoma (MEL), que é o mais raro, mas é 

responsável por três em cada quatro mortes por câncer de pele (SCHERER; KUMAR, 2010). 

O MEL é um dos mais sérios cânceres de pele, sendo causado pelos melanócitos, que são 

células pigmentadas dendríticas derivadas da crista neural, que estão normalmente presente na 

epiderme e algumas vezes na derme viável (VOLKOVOVA et al., 2012). Sua incidência tem 

aumentado em todo o mundo, com uma fração crescente de pacientes com a doença em estágio 

avançado e com mal prognóstico. Mesmo com o avanço na imunoterapia e na terapia-alvo, as 

opções de tratamento ainda são limitadas, restringindo-se, sobretudo à administração de 

quimioterápicos, que podem apresentar ação citotóxica também sobre células saudáveis, 

diminuindo significativamente a qualidade e sobrevida dos pacientes (GARBE et al., 2011). 

A radiação ultravioleta (UV) é claramente o fator ambiental predominante e, portanto, fator 

de risco potencialmente modificável para o MEL. Outros fatores relacionados aos hospedeiros, 

tais como as características pigmentares e as predisposições genéticas, também desempenham um 

importante papel para o seu desenvolvimento (GANDINI et al., 2011). 
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Da mesma maneira que ocorre para outros tumores humanos, são observadas no MEL uma 

série  de  alterações  genéticas  e  genômicas   (FREEDMAN  et  al.,  2011).  O  receptor  de 

melanocortina-1 (MC1R) foi o primeiro gene reconhecido que poderia aumentar o risco do 

desenvolvimento do MEL, pois se observou que uma variante no alelo RHC do gene MC1R 

comprometeu a capacidade de bronzeamento e a comutação da melanina, diminuindo a 

fotoproteção da feomelanina. Além disso, esta variante também está envolvida na regulação da 

resposta ao dano ao DNA dos melanócitos após exposição solar (STURM, 2012). Existe outro 

gene que também pode estar envolvido no desenvolvimento do MEL, que é o gene regulado por 

downstream N-myc 2 (NDRG2). Há relatos demonstrando que NDRG2 regula a expressão de 

fator de transcrição associado à microftalmia (MITF), o qual regula a proliferação, diferenciação, 

sobrevivência e metástase de células de MEL, influenciando na sua progressão. Porém, este gene, 

que é um supressor tumoral, está fracamente expresso em células tumorais (KIM et al., 2008). 

Além  dos  fatores  genéticos  relacionados  ao  desenvolvimento  e  progressão  do  MEL, 

existem outros fatores que podem influenciar no seu aparecimento e agressividade, como, por 

exemplo, a presença da enzima proteinaquinase B (Akt), que está presente em uma via de 

sinalização que pode causar o crescimento agressivo em MEL, pois ela confere resistência a um 

número de estímulos apoptóticos, inativando vários potenciais genes supressores tumorais 

(GOVINDARAJAN et al., 2007). 

Além da Akt, outro componente que está intimamente relacionado ao crescimento tumoral 

é o óxido nítrico (NO), o qual contribui para o crescimento e a metástase através da promoção da 

migração, invasão e propriedades angiogênicas das células tumorais. A diminuição de NO 

endógeno resulta na diminuição do crescimento de células de MEL, sendo que o crescimento é 

restabelecido com aumento de NO (YANG et al., 2008). 

Estudos recentes têm demonstrado que o trans-resveratrol (RES) atua como um importante 

aliado  na  prevenção  e  no  tratamento  de  desordens  cutâneas,  envolvendo  a  prevenção  e  o 

tratamento do MEL (NDIAYE et al., 2011). 

Porém, um dos maiores desafios atualmente enfrentados pelos pesquisadores é a baixa 

biodisponibilidade in vivo do RES quando administrado por via oral. Em mamíferos, esta 

substância sofre rápida metabolização hepática e intestinal, em torno de 30 a 60 minutos após a 

sua administração. Desta forma, a sua utilização sistêmica é prejudicada, uma vez que o pico 

plasmático diminui rapidamente (COTTART et al., 2010;  NDIAYE et al., 2011). O problema da 

rápida metabolização do RES e o impacto para o tratamento do MEL foi demonstrado em estudos 

conduzidos por Niles et al. (2003; 2006). Em um dos estudos, o RES induziu a apoptose de 

células de MEL in vitro. Porém, ao administrá-lo oralmente em ratos os autores não observaram o 

efeito no combate ao MEL, verificando que ele havia sido rapidamente metabolizado após a sua 

administração (NILES et al., 2006; NILES et al., 2003). 
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Dessa forma, a administração cutânea do RES pode ser conveniente a fim de localizá-lo no 

seu local de ação. No entanto, algumas de suas propriedades físico-químicas, como a limitada 

solubilidade aquosa, dificultam sua eficiência terapêutica tópica, uma vez que possui baixa 

penetração na pele. Dessa forma, estratégias tecnológicas que apresentem a capacidade de 

compartimentalizar, de maneira eficiente, diversos grupos de princípios ativos e de modificar suas 

propriedades e comportamento em meio biológico, podem ser promissoras para veiculação de tais 

substâncias (MARA MAINARDES et al., 2006). 

Em   virtude   do   grande   número   de   citações   na   literatura   científica,   as   indústrias 

farmacêuticas têm se mostrado interessadas no desenvolvimento de sistemas lipídicos 

nanoestruturados, os quais apresentam vantagens relacionadas principalmente ao fato de 

promoverem  liberação  controlada  de  fármacos,  além  de  protegerem  princípios  ativos  da 

degradação térmica ou fotodegradação (GUTERRES et al., 2007;  MOHANRAJ; CHEN, 2007). 

Dentre os sistemas lipídicos nanoestruturados, um grande enfoque tem sido atribuído às 

nanopartículas lipídicas (NL), que estão ganhando notoriedade, como, por exemplo, carreadores 

para a administração cutânea de fármacos, em virtude das características de interação com o 

estrato córneo e outras camadas da pele, capacidade de arranjo do fármaco com efeito protetor e 

sustentador da liberação, baixa irritação cutânea, além de apresentarem tamanho de partícula 

reduzido, o que poderia promover maior penetração cutânea (GUTERRES et al., 2007;  LIU et al., 

2007; MEI et al., 2003). 
 

As nanopartículas lipídicas sólidas (NLSs) são NL coloidais constituídas por uma matriz 

lipídica  que  se  apresenta  sólida  em  temperatura  ambiente  e  corporal,  com  diâmetro  médio 

variando entre 50 a 1000 nm (MÜLLER; LUCKS, 1996). Elas foram introduzidas na comunidade 

científica no início da década de 1990, sendo consideradas NL de primeira geração. Modificações 

das NLSs realizadas posteriormente, com o acréscimo de lipídeo líquido à temperatura ambiente 

na matriz lipídica, resultaram nos chamados carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs), que 

representam atualmente uma segunda geração de NL (MÜLLER et al., 2007). 

Guo et al. (2010) utilizaram nanopartículas de RES e observaram maior inibição do 

crescimento tumoral para o RES incorporado em nanopartículas (GUO et al., 2010). Estudo 

conduzido por Tekac e Kristl (2010) demonstrou que NLSs foram capazes de atravessar a 

membrana celular, serem distribuídas pela citosol e atingirem a região perinuclear, sem induzirem 

citotoxicidade. Estes autores observaram ainda aumento da solubilidade, estabilidade e liberação 

intracelular do RES após a sua veiculação em sistema nanoparticulado  (TESKAČ; KRISTL, 

2010). 
 

Há várias razões para a utilização de NLS nas terapias antitumorais, entre as quais se 

destaca o aumento da permeabilidade e dos efeitos retentivos, que utilizam das imperfeições 

anatômicas e fisiopatológicas do tecido tumoral para uma abordagem específica. Estudos têm 

demonstrado que há um aumento da internalização e do acúmulo de NLS no tecido tumoral, 
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(WONG et al., 2007) devido às características fisiopatológicas desse tecido, as quais permitem 

que NLS na faixa de 30-100 nm permeiem mais facilmente a vasculatura fraca e frouxa. Além 

disso, há baixo retorno venoso e baixa drenagem linfática, o que faz com que as NLS fiquem 

retidas no tumor em altas concentrações locais (IYER et al., 2006;   MAEDA et al., 2000; 

NOGUCHI et al., 1998). 

Estudo conduzido por Xu e colaboradores (2009) mostrou que há 2,4 vezes mais acúmulo 

de NLS no carcinoma hepatocelular, quando comparado com o mesmo fármaco não 

nanoencapsulado, após 6 horas da administração intravenosa. Este resultado sugere que o 

carreamento de fármacos utilizando nanopartículas pode aumentar a eficácia antitumoral in vivo 

com redução da toxicidade sistêmica (XU et al., 2009). 

Com o cenário biológico complexo dos cânceres é fundamental a identificação de 

propriedades que possam maximizar o acúmulo de NLS no sítio de ação, diminuindo assim a 

toxicidade do fármaco e os efeitos colaterais. Em particular, há três problemas, os quais 

demonstram como o tamanho, a forma e as propriedades superficiais podem afetar drasticamente 

o comportamento das NLS no tecido tumoral, sendo estes: a dinâmica de transporte e 

marginalização; a dinâmica de adesão e a dinâmica de internalização. As interações não 

específicas, como, por exemplo, as ligações de van der Waals, afinidade eletrostática e estérica, 

bem como interações específicas, como a ligação ligante-receptor, podem predizer a propensão à 

adesão e à internalização das NLS (SAKAMOTO et al., 2010b). 

As  inúmeras  formulações  com  diferentes  composições,  morfologias  e  tamanhos  de 

partículas dificultam o entendimento dos mecanismos de internalização (uptake) celular. Assim, o 

conhecimento dos processos pelos quais as células selecionam a importação e exportação das 

moléculas extracelulares pode contribuir para a compreensão dos mecanismos de internalização 

celular das NLS (DECUZZI; FERRARI, 2008). 

Várias são as alterações genéticas que promovem o aumento do desenvolvimento tumoral e 

da progressão e malignidade do MEL. Desta forma, é necessário conhecer o mecanismo pelo qual 

os fármacos utilizados para a prevenção e tratamento deste tumor cutâneo, como o RES, 

conseguem atingir o sítio de ação, bem como elucidar os mecanismos de internalização celular 

dos sistemas desenvolvidos, com o objetivo de avaliar se o sistema promoverá a entrada do 

fármaco na célula alvo e tratamento efetivo da doença. 
 
 

1.2 Introdução do Capítulo 2 
 

Uma formulação farmacêutica aplicada topicamente para o tratamento de uma doença 

local é conveniente e bem tolerada pelos pacientes (BAROLI, 2010). Produtos farmacêuticos 

têm sido desenvolvidos para prevenir o envelhecimento com o objetivo de retardar, parar, ou 

revertê-lo (CHORILLI et al., 2011;  POHLMANN et al., 2016;  RIGON et al., 2016). Novos 

fármacos e novos sistemas de liberação têm sido desenvolvidos e testados utilizando células e 
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tecidos jovens, não considerando as diferenças relacionadas à idade, de acordo com a revisão 

desenvolvida por NIKOLAKIS et al. (2016). 

A nanotecnologia baseada em sistema de liberação de fármacos é extensivamente 

investigada na promoção de agentes farmacêuticos efetivos, mas um baixo sucesso tem sido 

reportado na permeação pela pele sem a modificação das barreiras cutâneas (PROW et al., 

2011). Então, modelos experimentais de envelhecimento da pele humana são necessários para 

melhorar a pesquisa envolvendo envelhecimento e para que os cientistas possam prever com 

precisão as vantagens dos sistemas de liberação de fármacos no envelhecimento cutâneo 

(NIKOLAKIS et al., 2016). 

A permeabilidade de nanopartículas em condições patológicas não tem sido muito 

explorada. Entretanto, a absorção cutânea de nanopartículas através da pele não saudável precisa 

ser considerada especialmente quando o fármaco é utilizado para a terapia de doenças que 

podem ocasionar mudanças na barreira da pele (ALNASIF et al., 2014). 

A pele humana reconstituída (PHR) consiste no cultivo de células humanas primárias de 

pele (queratinócitos, fibroblastos e/ ou células tronco) em alta densidade de células sobre filtro 

de policarbonato inerte em uma interface de exposição ao ar (POUMAY et al., 2004). A 

engenharia de tecidos pode ser associada ao campo interdisciplinar na mimetização da pele 

humana normal (ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2012). A PHR tem sido amplamente utilizada 

para investigar aspectos sobre a biologia cutânea, assim como a segurança, eficácia pré-triagem, 

alternativa ao teste em animais, predizer o risco da genotoxicidade, teste de irritação cutânea e 

avaliação da permeação cutânea (FLAMAND et al., 2006; MERTSCHING et al., 2008). 

Recentemente, há um interesse considerável no desenvolvimento de alternativas para 

substituir o uso de animais em pesquisa. A PHR é fisiologicamente comparável a pele humana 

natural e, por isso, é adequada à substituição ao teste utilizando animais (MERTSCHING et al., 

2008). Entretanto, inúmeras modificações na estrutura da pele podem ser observadas na pele 

afetada pelo processo de envelhecimento. Assim, a construção tridimensional in vitro da pele 

humana envelhecida produz um modelo envelhecido que pode ser utilizado para a aplicação de 

experimentos de penetração cutânea in vitro (PAGEON, 2010; PENNACCHI et al., 2015). 
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5. Conclusões 
 

Os  resultados  dos  ensaios  de  caracterizações  físico-químicas  realizadas,  como  o 

tamanho médio, índice de polidispersidade e potencial zeta das NLSs, mostraram que as 

formulações compostas por brometo de cetrimônio apresentaram menor diâmetro médio quando 

comparadas com as formulações sem esse tensoativo catiônico. 

As fotomicrografias obtidas por microscopia de força atômica (AFM) demonstraram 

que as formulações apresentaram a formação de estruturas em escala nanométrica, e que a 

morfologia  pode  ser  alterada  ao  mudar  a  composição  das  formulações,  sendo  que  as 

formulações sem BC (F1 e F1.RES) apresentaram morfologia anisométrica ovalada, ao passo 

que as formulações acrescidas de BC (F2 e F2.RES) apresentaram a formação de estruturas com 

morfologia esférica. 

As análises de calorimetria exploratória diferencial demonstraram que houve redução da 

entalpia obtida das entalpias esperadas para todas as formulações, o que demonstra a interação 

desses componentes na formação dos sistemas. Pode-se verificar ainda ausência dos picos de 

fusão do RES nas formulações. 

O método analítico desenvolvido para a quantificação do trans-resveratrol se mostrou 

satisfatório em relação à RDC n° 899/2003 e pode ser aplicado nas análises de RES encapsulado 

em nanopartículas. 

A formulação F1.RES apresentou eficiência de encapsulação significativamente igual à 

formulação F2.RES (~50% do RES está encapsulado no sistema). 

O ensaio de penetração in vitro das formulações desenvolvidas demonstrou que as 

formulações catiônicas (F2 e F2.RES) foram as que apresentaram maior permeação cutânea, 

sendo que no ensaio antinociceptivo e anti-edematogênico in vivo pôde ser observado que após 

4 horas do tratamento, a formulação F2.RES apresentou significativa redução da atividade 

antinociceptiva. Em relação ao diâmetro médio plantar (mm), todos os tratamentos foram 

semelhantes ao controle negativo, o que pode ser decorrente da idade e peso dos animais. 

É possível verificar na Figura 52, que de acordo com o IC50  das formulações F1 e 

F1.RES no ensaio de calceína, ambas as formulações apresentaram ser mais citotóxicas para a 

linhagem tumoral B16F10 (9 µM e 8 µM, respectivamente para F1 e F1.RES), do que para a 

linhagem HaCat (~1500 µM e 55 µM, respectivamente para F1 e F1.RES), uma vez que são 

necessárias doses de até 7 vezes menores que as utilizadas para a linhagem HaCat para resultar 

em citotoxicidade das células tumorais, demonstrando que essas formulações apresentaram 

seletividade para células tumorais. Ambas as formulações F1.RES e F2.RES demonstraram ser 

mais citotóxicas que o RES em solução. 
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Os resultados demonstraram que o tratamento das células com as formulações 

desenvolvidas foi capaz de promover parada do ciclo celular após 24 horas de recuperação. O 

tratamento tanto da célula B16F10 quanto da célula HaCat demonstrou que a porcentagem de 

células nas fases G2/M do ciclo celular foi aumentada para o tratamento com as formulações F2 

e F2.RES. Além disso, de diminuição da porcentagem de células na fase S do ciclo celular, fase 

na qual a célula sintetiza uma cópia completa do DNA em seu núcleo. Esses resultados estão de 

acordo com os resultados obtidos referentes à viabilidade celular. 

Para as células tratadas com a formulação F1 não houve alteração significativa na 

porcentagem de células na fase G2/M e houve significativo aumento na porcentagem de células 

na fase S, demonstrando que não houve parada no ciclo celular, para ambas as linhagens 

estudadas. Já para a formulação F1.RES observa-se houve distinção da ação de acordo com a 

linhagem celular, para a B16F10 não houve parada no ciclo celular, já para a linhagem HaCat 

houve parada do ciclo celular. 

Os ensaios de internalização celular por citometria de fluxo demonstraram que não 

houve internalização celular para as linhagens estudadas após 4 horas de tratamento com as 

formulações desenvolvidas. Porém, novos ensaios deverem ser realizados considerando as 

inúmeras variáveis que influenciam na internalização celular. 

Mediante os resultados apresentados, pôde-se concluir que as formulações catiônicas 

apresentaram melhor efeito biológico, com maior permeação cutânea in vitro e melhor ação 

antinociceptiva e antiedematogênica in vivo, quando comparado com as formulações aniônicas. 

Entretanto, as formulações aniônicas demonstraram-se mais estáveis em relação ao diâmetro 

hidrodinâmico médio, índice de polidispersidade e potencial zeta. 
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5. Conclusões 

 
Os resultados demonstraram que entre os agentes redutores capazes de promover o 

cross-link do colágeno, a D-ribose apresentou menor toxicidade para as células de fibroblasto e 

queratinócitos; e, desta maneira, foi utilizada para a produção dos modelos de pele glicado. Foi 

possível observar que houve um aumento da espessura do estrato córneo com alteração dos 

biomarcadores de diferenciação da epiderme no modelo de PHR com colágeno glicado, 

demonstrando que a modificação do comportamento dérmico, promoveu alteração do processo 

de  diferenciação  da  epiderme.  Porém,  mais  estudos  sobre  o  cross-talk  molecular  entre  o 

colágeno glicado e a diferenciação da epiderme são necessários. 

A microscopia confocal de reflectância demonstrou elastose no compartimento dérmico 

que pode ser um indicativo do cross-link. 

Os nanotransportadores CMS promoveram a penetração de Bodipy no modelo de PHR 
 

glicada após 6 horas, porém não no modelo de PHR não-glicada. 
 

Uma vez que a pele humana envelhecida apresenta redução da espessura da pele, com 

redução do estrato córneo. Os resultados obtidos até o momento demonstraram que o modelo de 

pele glicado desenvolvido não é um modelo de pele ideal para mimetizar o envelhecimento 

cutâneo. 
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Protoc{)lo CEUA/FCF/CAr n° 6S/2015 
lnteressada:   ROBERTA BALANSIN RIGON 
Orientador: Prof. Dr. Martus Chorilli 
Projeto:         Nanopart culas     l'ipidicas    s61di as     para    inoorpora ao    

do trasresveratrol no tratamento t6pico do melanoma: avatia 
ao in vitro e in vivo e elucida ao  dos mecanismos  de  
internalizac;:-8.o 
celular. 

 
 
 
 

Parecer n!! 112/2015 - Comissao de IEtfca no Uso de Animals 
 
 

0 Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais, desta 

Faculdade, aprovou  ad-referendum as adequaoes  feitas  no protocolo  do 
projeto de pesquisa  "Nanoparticulas  lipidicas  s61idas para incorpora ao  
do 

trasresveratrol no tratamento t6pico do melanoma: avaliayao in vitro e in vivo 

e elucida9ao  dos mecanismos  de internalizayao  celular", apresentado 

pela p6s-graduanda ROBERTA BALANSIN RIGON, sob orienta ao  do 

Professor Doutor Marlus Chorilli, do Departamento de Farmacos e 

Medicamentos  desta 

Faculdade. 
0 relat6rio final do protooolo de pesquisa devera ser entregue em 

 

MARCO de 2016, em formulario para este fim. 
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