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RESUMO

O melanoma representa uma patologia caracterizada pela proliferacio de células malignas, originarias dos melandcitos,
as quais sdo responsaveis pela pigmentacao cutanea. Esta condi¢do acomete predominantemente individuos de etnia
caucasiana adulta. O melanoma pode surgir em qualquer localizacdo anatomica, tanto na pele quanto em mucosas,
frequentemente se manifestando na forma de lesdes pigmentadas, como manchas, pintas ou sinais. Objetivo: O
presente estudo consistiu em uma revisdo bibliografica com o objetivo de embasar teoricamente o processo de
encapsulagiao de farmacos em nanoparticulas thméricas, especialmente em relacio ao tratamento do melanoma,
uma vez que sua incidéncia tem aumentado no Brasil. Metodologia: O propdsito deste estudo foi realizar uma revisdao
sucinta da literatura cientifica, com o intuito de adquirir conhecimento tedrico sobre o processo de encapsulacao
de farmacos em nanoparticulas poliméricas. Para tal, foi conduzida uma analise abrangente da literatura existente,
abordando tanto o referido procedimento quanto o melanoma, cuja incidéncia tem crescido de forma notavel no
contexto brasileiro. Resultados e Discussdo: A partir dessa revisao, surgiu a perspectiva de desenvolver e avaliar a
eficacia de nanoparticulas poliméricas contendo 5-FU encapsulado, com vistas a sua aplicagiao potencial no tratamento
do melanoma. Conclusio Em sintese, destaca-se a importancia de uma fundamentagao teorica solida para a definicdo
grecisg do escopo da investigacdo e para o aporte de contribuicoes relevantes ao conhecimento cientifico nesse
ominio.

Palavras-chave: Neoplasia; Particulas; Poliméricas.

ABSTRACT

Melanoma represents a pathology characterized by the proliferation of malignant cells, originating from melanocytes,
which are responsible for skin pigmentation. This condition predominantly affects individuals ofg Caucasian ethnicity
in adulthood. Melanoma can arise in any anatomical location, both on the skin and mucous membranes, often
manifesting in the form of pigmented lesions, such as spots, moles, or signs. Objective: The present study consisted
of a literature review aiming to theoretically support the process of drug encapsulation in polymeric nanoparticles,
especially regarding the treatment of melanoma, as its incidence has been increasing in Brazil. Methodology: The
purpose of this study was to conduct a concise review of the scientific literature to acquire theoretical knowledge
about the process of drug encapsulation in polymeric nanoparticles. To achieve this, a com}frehensive analysis of the
existing literature was conducted, addressing both the aforementioned procedure and melanoma, whose incidence
has grown notably in the Brazilian context. Results and Discussion: From this review, the perspective of developing
and evaluating the efficacy of polymeric nanoparticles containing encapsulated 5-FU emerged, with a view to their

otential application in the treatment of melanoma. Conclusion: In summary, the importance of a solid theoretical

oundation 1s emphasized for the precise definition of the scope of research and for providing relevant contributions
to scientific knowledge in this domain.

Keywords: Neoplasia; Particles; Polymeric.
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INTRODUGCAO

O melanoma ¢ um tipo de neoplasia
cutanea reconhecido por sua agressividade,
representando o cancer de pele mais letal.
Embora seja menos prevalente em comparagiao
com outros tipos de cancer de pele, o melanoma é
associado a uma taxa significativa de mortalidade.
A classificacao dos canceres cutaneos divide-se
em melanoma e nio melanoma, sendo este Gltimo
menos letal. O melanoma, ao contrario, apresenta
uma alta taxa de mortalidade, contribuindo para
a maioria dos o6bitos relacionados ao cancer de
pele’.

A patogénese do melanoma origina-se
nos melandcitos, células localizadas na camada
basal da epiderme, responsaveis pela pigmentagao
cutanea. Fatores genéticos e ambientais
contribuem para a transformagao maligna dessas
células, com a exposi¢ao a radiagao ultravioleta
(UV) sendo o principal fator ambiental implicado.
Outros fatores, como predisposi¢ao genética e
caracteristicas pigmentares individuais, também
desempenham um papel na carcinogénese
cutanea’.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), o melanoma é mais comum emindividuos
de pele clara, podendo ocorrer em qualquer
regiao do corpo, incluindo membranas mucosas.
Manifesta-se frequentemente como manchas,
pintas ou sinais cutaneos, podendo se disseminar

para outros orgios quando metastatico. Em

pessoas de pele mais escura, o melanoma tende

a ocorrer em areas menos pigmentadas, como
palmas das maos e plantas dos pés.

O  cancer de pele representa
aproximadamente 27% dos tumores malignos
diagnosticados no Brasil, mantendo-se como
uma das neoplasias mais comuns no pais e no
mundo. Embora seja associado a um grande
numero de novos casos anualmente, o cancer de
pele tem altas taxas de cura quando detectado
precocemente e tratado adequadamente. No
Brasil, estima-se que ocorram 88.770 novos casos
em homens e 93.170 em mulheres a cada ano, no
petiodo de 2020 a 2022°.

A abordagem terapcutica convencional
do melanoma inclui opgdes como cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e
terapia alvo, selecionadas com base no estagio
e nas caracteristicas individuais do tumor. No
entanto, muitos pacientes enfrentam desafios na
adesdo ao tratamento devido a efeitos adversos
e impactos psicossociais, o que pode resultar em
interrupgao prematura do tratamento.

Diante dessas limitacdes, tém sido
investigadas estratégias para melhorar a eficacia
terapéutica e a adesdo ao tratamento, incluindo o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados.
Esses sistemas oferecem diversas vantagens,
como a liberacao controlada de farmacos no
local do tumor e a protecao contra degradagao.
As nanoparticulas poliméricas, em particular, tém
sido objeto de estudo devido a sua capacidade

de encapsular farmacos, como o fluorouracil (5-

FU), de forma eficaz’.
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Nanoparticulas poliméricas sio sistemas
de transporte de farmacos com dimensdes
inferiores a 1 um, compostas por polimeros
sintéticos

naturais ou biocompativeis e

biodegradaveis. Essas nanoparticulas podem

se apresentar sob a forma de nanoesferas ou
nanocapsulas, sendo as primeiras caracterizadas
por uma estrutura polimérica continua, enquanto
as segundas consistem em um nucleo oleoso

envolto por polimeros®.

Nanoparticulas poliméricas

Nanoesfera
Farmaco disperso em uma
matriz polimérica

L 8

Nanocapsula
Sistema reservatorio.

‘ Farmaco disperso em nucleo oleoso
(revestido por uma membrana

polimérica)

- @

Figura 1: Nanoparticulas poliméricas
Fonte: Abriata (2020)

Portanto, a droga escolhida para ser
encapsulada foi o fluorouracil (5-FU), que
possui atividade antitumoral e apresenta uma
caracteristica hidrofilica, fazendo com que seja
uma boa candidata para encapsulagao visando
assegurar sua entrega no local do tumor. Além
disso, é um agente citotoxico amplamente
utilizado na terapéutica de canceres malignos.
Seu mecanismo de acao consiste em atuar como
um inibidor, interferindo no metabolismo de
moléculas como os nucleosideos, podendo ser
incorporado a0 RNA e DNA. Dessa forma,
sua principal agao ¢ inibir a timidilato sintase e,
consequentemente, induzir a apoptose das células
cancerosas'’.

Contudo, ha outras razoes para a escolha

de encapsular este medicamento, relacionadas as

suaslimitacoes devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas. Apesar de sua atividade terapéutica
ser bem definida, o 5-FU possui uma meia-vida
plasmatica curta, o que impossibilita um efeito
terapéutico sustentado. Sua biodistribui¢ao nao é
seletiva, resultando em efeitos toxicos e adversos.
Além disso, ha a capacidade de desenvolver
resisténcia a outras drogas por parte das proprias
células tumorais malignas6. Somando-se a isso, 0
5-FU apresenta caracteristicas que impedem sua
aplicacao direta sobre a pele de forma tépica, pois
¢ irritante no tratamento de lesoes cutaneas. No
entanto, quando encapsulado em nanoparticulas,
observa-se uma reducio consideravel dessa

irritacao'.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi elaborar
uma breve revisiao de literatura com o intuito de
adquirir embasamento teérico sobre o processo
de encapsulagao do farmaco em nanoparticulas
poliméricas. Isso foi possivel mediante a revisao
da literatura cientifica ja publicada sobre este
procedimento e a respeito do melanoma, que
vem se tornando mais prevalente no Brasil.
Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA),
foi previsto para o ano de 2020 que haveria 8.450
novos casos de melanoma cutaneo, evidenciando
a importancia do estudo e desenvolvimento
de novas tecnologias para o tratamento dessa
patologia e, assim, proporcionar melhores opgoes

terapéuticas 2 comunidade’.

METODOLOGIA

A organizagao da revisio consiste na
metodologia utilizada para o desenvolvimento do
trabalho, seguida pelos resultados, que englobam
subtopicos sobre os principais pontos presentes
na pesquisa, ¢, por fim, a conclusao obtida apds a
analise de toda a literatura revisada.

Para investigar os métodos e técnicas
empregados naavaliagao in vitro de nanoparticulas
contendo 5-Fluorouracila no tratamento do
melanoma, realizou-se uma revisao integrativa da
literatura. O objetivo primordial foi explorar as
abordagens utilizadas para avaliar a eficacia dessas
nanoparticulas na terapia do melanoma. Como

direcionamento para a pesquisa, foi formulada

a seguinte pergunta norteadora: “Quais sio os
métodos e técnicas mais recentes empregados
na avaliagdo in vitro de nanoparticulas contendo
5-Fluorouracila para o tratamento do melanoma?”

Para a busca de artigos cientificos, foram
empregadas referéncias primarias e secundarias
de publicagdes entre 2003 e 2018, obtidas por
meio de plataformas renomadas como PubMed
e ScienceDirect, utilizando Descritores em
Ciéncias da Sadde (DeCS): Nanoparticulas,
5-Fluorouracila, Melanoma e Avaliagao in vitro.
Os critérios de inclusio definidos abrangeram
artigos em inglés, disponiveis na integra e que
tratavam dos métodos e técnicas de avaliacao in
vitro de nanoparticulas contendo 5-Fluorouracila
no tratamento do melanoma. Os critérios
de exclusio foram aplicados para trabalhos
incompletos, duplicados em mais de uma base de
dados e de baixa relevancia cientifica.

Apbs a selecio da amostra, composta
por 8 artigos, foram analisados os métodos e
técnicas empregados para avaliar a citotoxicidade,
o potencial antitumoral e a penetragio cutanea
das nanoparticulas. Uma busca adicional foi
realizada no Google Académico® utilizando
palavras-chave relacionadas, como ‘“avaliacao
in vitro de nanoparticulas de 5-Fluorouracila
em melanoma”, resultando em 1768 resultados.
Apbs a triagem dos titulos e resumos, foram
selecionados os estudos relevantes que atendiam
aos critérios estabelecidos para elaborar o artigo.
foram

Os  artigos  selecionados

minuciosamente  revisados e  resumidos,
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destacando os métodos e técnicas empregados
na avaliacdo in vitro das nanoparticulas, bem
como os resultados obtidos. Para complementar
essa revisio de literatura, foram consultados
videos de palestrantes especializados na area,
disponibilizados pelo evento I NanoBioVasf,
realizado em dezembro de 2020. Tais recutrsos
contribuiram uma

significativamente  para

compreensio aprofundada dos métodos e
técnicas utilizados na avaliacio in vitro de
nanoparticulas contendo 5-Fluorouracila no

tratamento do melanoma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o potencial antigiogénico das
nanoparticulas contendo o agente antitumoral
selecionado, ¢é imperativo adotar métodos e
técnicas especificas para alcangar os objetivos
propostos. Neste topico, serdo discutidos
sucintamente cada um desses métodos.

Célula de difusio vertical do tipo Franz

A célula de difusao vertical do tipo
Franz ¢ um dispositivo empregado para realizar
testes in vitro com o proposito de mensurar a
liberagio de pomadas, cremes, medicamentos e
géis em estudos de permeagao cutanea. A FDA
(Food and Drug Administration) recomenda o
emprego de células de difusao, como a de Franz,
equipada em um compartimento especifico com
uma membrana, para conduzir estudos in vitro

da liberagdo de formulagoes topicas e sistemas

transdérmicos16. As células de difusao de Franz

sao construidas a partir de materiais inertes,
como teflon ou vidro.

Essencialmente, o dispositivo consiste
em dois compartimentos (Figura 2), nos quais
um contém o farmaco (doador) e o outro a
solucdo na qual o farmaco ¢é solavel. Ambos
os compartimentos sao separados por uma
membrana, seja natural ou sintética, para
monitorar a quantidade de farmaco que penetra.
Na parte inferior da célula de difusao, um
tampao ¢ inserido para simular o fluido biolégico.
Portanto, é recomendavel utilizar um tampao
com um pH semelhante ao do local de interesse.
Se o farmaco atingir o compartimento receptor,
isso indica uma acao sistémica; caso contrario, é
considerada uma acio topica'.

O objetivo deste teste ¢ avaliar os
indicadores de desempenho da formulagiao
desenvolvida. No entanto, é crucial ter um
conhecimento prévio do perfil de penetragao
cutanea do farmaco escolhido na pele, bem
como a quantidade da substancia ativa na pele e o
comportamento do fluxo através das camadas até
a circulacao sistémica. Portanto, antes de realizar
este procedimento, ¢ necessario determinar a
resistividade elétrica da pele com um multimetro.
Amostras de pele de orelha de porco com uma
resistividade elétrica abaixo de 35 kQ/cm? sio
consideradas danificadas e, portanto, inadequadas
para continuar o experimento'.

Na montagem das células de difusao
de Franz, eletrodos de Ag/AgCl sao colocados
doador e

nos compartimentos receptor,

Revista CPAQV — Centro de Pesquisas Avangadas em Qualidade de Vida | Vol.16| N°.2| Ano 2024| p. 5



Abordagens e Técnicas para a Avaliagao In Vitro

gerando uma corrente elétrica que auxilia na
passagem do farmaco através das camadas da
membrana estudada. Portanto, o teste in vitro
de permeagio/penetracio fornece informacoes

sobre a quantidade de farmaco que penetrou

nas camadas da pele e permite estimar o fluxo
de farmaco necessario para chegar a solugiao
receptora, que na célula de Franz simula o fluido

biolégico'.

Compartimento Disco de
doador ‘ Acrilico
Membrana
Compartimento Brago para
receptor amostragem
Camisa dupla
Barra Brago para
nética e X reposicao
= hélice . da SR

Figura 2: Célula de difusio de Franz
Fonte: Adaptacio do manual da célula — Hanson Research corp

ELETRODOS DE Ag/AgCl

Conforme mencionado anteriormente,
os ecletrodos de prata/cloreto de prata sio
empregados nos compartimentos constituintes
da célula de difusio de Franz devido as
suas propriedades inerentes. Sio geralmente
selecionados por sua inércia e rapida cinética,
além da alta condutividade proporcionada pelo
cloreto de prata, caracteristicas vantajosas para
esta aplicacdo. Outro aspecto positivo é a auséncia
de variagdo de pH, visto que a corrente elétrica
aplicada opera em baixa voltagem, evitando a
eletrélise da agua, processo de decomposicao da

agua mediante a aplicacdo de corrente elétrica e

adicao de eletrolito23.

O anodo corresponde ao eletrodo de
prata (Ag), enquanto o catodo corresponde
ao cletrodo de cloreto de prata (AgCl). O
funcionamento pode ser ilustrado conforme
mostrado abaixo (Figura 3). O sistema mantém a
neutralidade por meio do movimento de cations
do compartimento em direcao a pele ou de
anions da pele em dire¢iao ao anodo do sistema.
No compartimento contendo o catodo, ocorre
sua reduc¢ao na chegada do elétron, resultando no
deposito de prata no eletrodo e liberagao de fons
cloreto na soluc¢do. Para manter a neutralidade,
¢ necessario que cations provenientes da pele
ingressem no sistema. Portanto, a corrente

elétrica alternada ¢ aplicada, permitindo um
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fluxo bidirecional continuo de particulas sem
interrupgoes.

Em resumo, os eletrodos de Ag e AgCl
sao amplamente utilizados por sua inércia, nao
causando alteracOes fisicas ou quimicas ao
entrar em contato com o epitélio. Ao serem

colocados em contato com a formulacdo ou

forma farmacéutica, aproveitando o principio de
que cargas opostas se atraem e cargas similares
se repelem, ocorre uma for¢a que aumenta a
penetragao da substancia pelo epitélio. Portanto,
¢ crucial conhecer a carga da formulacao antes de

aplicar a iontoforese'.

FONTE DE CORRENTE
CORNS TANTE

;!

g
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Figura 1. lontoforese utilizando sistema de eletrodos de Ag/AgCl. O dnodo

contém um fdarmace ionizdavel D* e seu contra ion A" e Na*Cl. Adaptado da

ref. 56

Ag + ClI'= AgCl + ¢ (anodo)
AgCl + e = Ag* + CI (cdtodo)

(1)

Figura 3: Sistema de eletrodos Ag/AgCl
Fonte: Gratieri; Gelfuso; Lopez (2008)

IONTOFORESE

A iontoforese ¢é uma técnica fisica
amplamente empregada na promog¢ao da
permeagao de substancias através da pele.
Consiste em um método que utiliza corrente
elétrica unidirecional, podendo ser continua ou
alternada. Para os propositos da presente pesquisa,
a corrente alternada é considerada a opgao mais

adequada, conforme previamente discutido. E

fundamental salientar que essa corrente elétrica

¢ de baixa intensidade, sendo apenas o suficiente
para facilitar a passagem da substancia através das
camadas da pele sem causar danos as células do
paciente”.

Sua  aplicagio  é  particularmente
recomendadaparafarmacosionizados (carregados
ou nao) com aplicagao toépica, potencializando
assim sua liberacio transdérmica através do
corneo, eletromigracao®.

estrato gracas 2

Ao empregar uma corrente elétrica de baixa
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intensidade, facilita-se a passagem pelo estrato
cérneo de farmacos encapsulados ou nao, como
evidenciado em testes in vitro com 5-FU. A
corrente elétrica aplicada é de 0,5 mA/cm?
o que ¢ suficiente para promover a passagem
desse farmaco sem causar danos. Apos estudos,
determinou-se que esta seria a corrente ideal para
esta aplica¢ao, principalmente em peles integras.

Os fons do agente ativo empregados na
formulagao sio transportados em dire¢ao a pele
por meio de repulsao continua e movimentagao
do agente ativo através de caminhos como
poros e possiveis pequenas passagens presentes
no estrato corneo rompido. Contudo, a eficacia
terapéutica desse método depende diretamente
das caracteristicas fisico-quimicas das substancias
presentes NO Processo.

Dessa forma, utilizando os eletrodos
mencionados anteriormente, algumas
observacoes precisam ser destacadas: ao aplicar
esta técnica, a escolha da forma farmacéutica a
ser estudada para a liberagdo iontoforética do
farmaco pode ser liquida ou semissélida, desde
que seja hidrofilica, permitindo sua passagem
pela corrente elétrica aplicada. Nesse sentido,
as solucbes aquosas sio mais frequentemente
utilizadas, mas isso nao exclui o uso de géis com
caracteristicas hidrofilicas. Além de serem bons
condutores de corrente elétrica, esses géis podem
permanecer por mais tempo no local de aplicagao,
0 que constitui mais uma vantagem para esse tipo

de formulacio'.

Em resumo, conforme destacado por
Lemos (2018), a iontoforese ¢ uma forma de
facilitar a penetragdo da formulagiao por meio de
uma fonte de energia e dois polos (+, anodo e -,
catodo). Ela ocorre através de dois mecanismos:
eletromigracao e eletrosmose. Na eletromigracao,
o anodo repele as moléculas, e se o farmaco
apresentar uma carga positiva, ao entrar em
contato com o anodo, sera gerada uma for¢a que
o repele, forcando-o a penetrar na mucosa ou
pele onde esta sendo aplicado. Em contrapartida,
durante a eletrosmose, ocorre aumento da
penetracao do farmaco por meio de um fluxo de

solvente e movimenta¢ao de cargas'’.

TECNICA DE TAPE STRIPPING

De maneira geral, a técnica de tape
stripping é amplamente utilizada em experimentos
dermatofarmacolégicos para quantificar as
drogas desejadas nas camadas externas da pele,
especialmente no estrato coérneo, quando se
destinam a uso topico e transdérmico. Essa
técnica consiste na aplicacio de fita adesiva
na area da pele a ser testada e, apds um curto
periodo, sua remogao. No entanto, por tras dessa
aparente simplicidade, hd muitos detalhes que
justificam sua ampla utilizagdo em experimentos
desse tipo’.

E um método simples e econdmico
para remover as barreiras da pele. Foi em 1955
que Malkinson e Ferguson observaram que

a pele funcionava como um reservatorio de

substancias, incluindo substancias quimicas. Isso
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demandou o desenvolvimento de métodos para
investigar o conteudo desses reservatorios e, ao
mesmo tempo, suas aplicagoes para beneficio da
sociedade. A técnica permite diversas aplicagoes,
como tornar a pele mais suscetivel para induzir
uma interrupg¢ao definida, avaliar o efeito de um
produto aplicado e obter células para cultura
micoldgica e/ou investigar a qualidade do estrato

corneo'.

Sabe-se também que um unico tape
stripping nao remove completamente o estrato
corneo. Reconhece-se a necessidade de realizar
mais de 30 a 40 desnudamentos para garantir a
remog¢ao completa do estrato corneo. As figuras
4 e 5 ilustram a aplicagdo da técnica e as camadas

da pele.

/ Adhesive tape strip

Stripped stratum
cornem

— Stratum comeum

‘— Stratum granulosum
— Stratum spinosum

— Dermis

Figura 4: Remocio da fita adesiva do estrato corneo
Fonte: Anroop Nair ef al (2013)

M lape-strip

stratum
cormeum

uppar layers

Figura 5: Renlogio da fita adesiva do estrato corneo
Fonte: Autor desconhecido
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A partir das imagens obtidas, fica claro que
o proposito subjacente a técnica de tape stripping
¢, efetivamente, remover ou separar O estrato
corneo (a camada mais externa da epiderme) das
camadas subjacentes da pele. Como previamente
mencionado, fitas sao aplicadas e removidas de
forma sucessiva até que o estrato corneo seja
completamente extraido, juntamente com quaisquer
farmacos nele contidos. Postetiormente, através
da aplicacdo de solventes especificos, é possivel
quantificar o farmaco presente tanto no estrato
corneo quanto em outras camadas da epiderme’.

Normalmente, a pele integra consiste em
aproximadamente 15 camadas de cornedcitos.
Em estudos de penetracao em diferentes camadas
da pele utlizando a técnica de tape stripping,
recomenda-se a aplicacao de 15 fitas para remover
a camada superficial da pele, permitindo, assim, a
avaliagao da quantidade de farmaco retida no estrato
corneo. A pele restante, utilizada na célula de Franz,
¢ fragmentada e suas substancias extraidas com um

solvente para postetior quantificacao’.

ESTRATO CORNEO

Como enfatizado  anteriormente, ¢
crucial discutir o papel do estrato coérneo. Este
constitui a camada mais externa da pele, sendo
metabolicamente ativo e desempenhando um papel
crucial na fun¢io de barreira cutanea'®. Na Figura 6,
sao ilustradas as quatro camadas superficiais da pele:
estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinhoso
e estrato basal. O estrato cérneo é composto por
células achatadas e anucleadas, conhecidas como
cornedcitos. Além de sua funcio como barreira
cutanea, o estrato corneo € responsavel por manter
a hidratagao do organismo, mesmo em condi¢oes
climaticas adversas, e por evitar a absorcio de
substancias toxicas'®.

No entanto, é precisamente devido a essa
caracteristica protetora do estrato cérneo que 0s
farmacos administrados por via topica devem
ser capazes de atravessa-lo. Para isso, ¢ necessario
que o farmaco possua um coeficiente apropriado
de lipofilicidade/hidrofilicidade e baixa massa

molecular'®.

Anatomia da Epiderme

Ceélulas monas
descamando na
wupsrfici= da pel=

Camada
comea

Camads
grarulosa

Camada
espinhoca

Camada
basal

Derme

S ~

Cerstinoctos
mais velhos
se Mmoven
para ama

Figura 6: camadas da epiderme
Fonte: Alila/123RF, 2019
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PELE SUINA
Nos estudos de penetragio cutinea,
humana seria mais

a utilizacgio da pele

interessante, contudo, deparamo-nos com
diversas desvantagens nesse sentido, incluindo
a necessidade de aprovagao legal para o uso de
membranas humanas, dada a vasta variabilidade
entre individuos, o que poderia prejudicar a
replicabilidade da pesquisa. No entanto, outras
membranas naturais podem ser empregadas em
estudos de penetracdo cutanea, e uma delas é a
pele suina.

E importante notar que as caracterfsticas
da pele dos animais diferem da pele humana,
sendo mais permeaveis devido as diferengas na
espessura e composi¢ao do estrato corneo. Ainda
assim, algumas dessas membranas podem ser
utilizadas em estudos, sendo a escolha da espécie
e do local anatomico dependente dos objetivos
da pesquisa. Neste caso, optou-se pela pele suina
devido a sua semelhanca com a pele humana, a
facilidade de obten¢ao em grande quantidade e a
aprovagao pelo comité de ética.

A escolha da pele de porco ou de mini
porco ¢é relevante devido as caracteristicas

histologicas, bioquimicas e adensidade de foliculos

pilosos semelhantes a pele humana®. Destaca-
se, especialmente, a capacidade dos foliculos
permanecerem intactos mesmo apos a excisao,
0 que nao ¢ observado na pele humana devido
a contracao dos foliculos. Na pele suina, ha um
controle do tamanho dos foliculos, mantendo-
os intactos gracas a presenca de cartilagem'.
Um estudo comparativo de permeabilidade de
membrana entre a pele de porco, a pele humana
e duas outras espécies animais concluiu que a
pele de porco foi a que mais se assemelhou a pele
humana.

Portanto, apds a retirada das orelhas de
porco, é importante obté-las imediatamente apos
aremocao da cabega do animal e antes de qualquer
processo de escaldagem. As orelhas devem ser
transportadas em um recipiente adequado até o
local dos experimentos e passar por um processo
de dermatomizagao, no qual a pele é removida
com a ajuda de um dermatétomo. Em seguida,
a pele deve ser armazenada em freezer a -4°C,
com um tempo maximo de estocagem de 30 dias,
podendo ser descongelada a qualquer momento

pata realizacio de estudos®™. O processo estd

descrito na Figura 7.

Figura 7: Processo de dermatomizacdo de pele de orelha de porco
Fonte: Serikaku (2006)
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EFEITO EPR E TAMANHO DA
NANOPARTICULAS

O Efeito de Permeabilidade e Retencio
Aumentada (EPR) é um fenomeno crucial observado
em tumores. F desencadeado pela angiogénese
desregulada, caracteristica da vasculatura tumoral,
resultando em uma rapida e desordenada formacao
de vasos sanguineos para suprir as necessidades
nutricionais do tumot!. Essa ripida expansio vascular,
no entanto, ndo permite uma organizacao adequada,
resultando em fenestragoes maiores do que as lacunas

intercelulares normais'.

Fendas interendoteliais

Nanossistemas

Célula de melanoma

E nesse contexto que os nanossistemas
entram em cena. Devido as peculiaridades do
sistema vascular tumoral, que apresenta defeitos
estruturais e reducdo na drenagem linfatica,
os nanossistemas tém maior probabilidade de
penetrar no espago extravascular do tumor e se
acumular nesse local por periodos prolongados'.
Essa acumulagao prolongada no sitio tumoral
possibilita uma agdo terapéutica mais eficaz ao

longo do tempo.

Drenagem linfatica
diminuida

Figura 8: Esquema do efeito EPR
Fonte: Labaredas (2017)

Desta forma, é fundamental assegurar
que o tamanho das particulas (nanossistemas)
seja inferior a 200 nm; esse dimensionamento
¢ crucial para garantir a eficacia da formulagao,
conforme discutido anteriormente em telacao a
sua permanéncia e capacidade de penetracio no
tumor. Este tamanho critico permite o acimulo
da nanoparticula no tecido tumoral, facilitando

sua permeagdo. Tal fenémeno ¢ atribuido ao

efeito EPR, aliado a disfuncdo na drenagem
linfatica, a qual impede a captagao das particulas,
promovendo sua retengdao prolongada no local
do tumor. Dessa forma, o farmaco é liberado
gradualmente, exercendo sua a¢ao na redugao do
tumor, caracterizando o que é conhecido como
direcionamento passivo'.

Segundo Labaredas (2017), para que

um nanossistema seja eficaz, ¢ imprescindivel
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que permanec¢a circulando por um periodo
prolongado, garantindo a libera¢do continua do
farmaco e a manutencao de altas concentracoes
de nanossistemas encapsulados, em quantidade
suficiente para atingir o tumor. Uma vantagem
desse sistema ¢ a dispensa da necessidade de altas
doses de farmaco, uma vez que a concentragao
clevada de farmaco encapsulado atua de
forma localizada no tumor, por meio de um
direcionamento passivo facilitado pelo efeito
EPR.

Por isso, ¢ essencial que os nanossistemas
propostos possuam trés propriedades distintas:
em primeiro lugar, seu tamanho deve situar-
se entre 10 e 100 nm, permitindo a penetracio
seletiva na vasculatura da massa tumoral, sem
afetar os vasos sanguineos das células normais;
em segundo lugar, sua carga deve ser neutra
ou anionico; por fim, é crucial evitar o sistema
reticuloendotelial para evitar a eliminagao,
exigindo, portanto, um tamanho inferior a 200
nm para evitar o sequestro por este sistema'’.

Os nanossistemas surgiram da
necessidade de proporcionar uma terapia mais
eficaz sem causar danos as células saudavelis,
e com a crescente identificacio de moléculas-
alvo, principalmente na terapia do melanoma,
houve um estimulo para o desenvolvimento de
nanomedicinas, oferecendo alternativas seguras e
eficazes para o tratamento dos pacientes.

O objetivo primordial dos nanossistemas

¢ promover uma alta concentra¢ao do farmaco,

neste caso, o antimelanoma, na massa tumotral

por um periodo prolongado. Para alcancar
este objetivo, ¢ necessirio que permanegam
circulando por um tempo prolongado na
corrente sanguinea. Para isso, sio adicionadas a
superficie dos nanossistemas algumas moléculas
como polimeros, anticorpos e peptideos, que sao
reconhecidas pelo alvo, permitindo sua expressao
eficiente para as células cancerigenas e, 20 mesmo
tempo, evitando a eliminacio pelo sistema
imunolégico, proporcionando um  tratamento
prolongado e eficaz.

Numerosos  estudos  estio  sendo
conduzidos para aprimorar os nanossistemas,
como a modificagdo da superficie com polimeros
para evitar o reconhecimento pelo sistema
fagocitario mononuclear, como no caso das
nanoparticulas poliméricas; pode-se adicionar
polietilenoglicol (PEG), um polimero hidrofilico,
para esse fim. No entanto, antes de selecionar
o polimero a ser aplicado no nanossistema, ¢
necessario considerar se ele sera reconhecido pelo
organismo sem causar danos as células. O PEG,
devido a presenca de longas cadeias poliméricas
em sua estrutura, é capaz de evitar a fagocitose e a
opsonizag¢ao, por meio do impedimento estérico.
atualmente

Com a tecnologia

disponivel, ¢ possivel desenvolver diversos
tipos de nanossistemas para diversas finalidades,
dependendo da situagao desejada. Em termos de
terapia do cancer, houve o desenvolvimento de
nanossistemas com o objetivo de maximizar a

atividade anticancerigena sem aumentar a dose do

farmacoeevitando os efeitosindesejaveis causados
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por eles5. Entre esses nanossistemas, podem-se
incluir os lipossomas, nanoparticulas lipidicas,
nanoemulsoes,

nanoparticulas  poliméricas,

dendrimeros, micelas e nanoparticulas metalicas

Lipossoma

Micela polimeérica

e magnéticas”. No entanto, os mais relevantes
sao os lipossomas, nanoparticulas poliméricas,

dendrimeros, nanoparticulas lipidicas e micelas

(Figura 9).

Nanoparticula

Dendrimero

anl s Yae

Figura 9: Nanossistemas mencionados anteriormente
Fonte: Labaredas (2017}

POTENCIAIS E METODOS DE
QUANTIFICACAO

De acordo com a defini¢iao de polimero
proposta por Manrich (2005), um polimero ¢é
definido como “qualquer material organico ou
inorganico, sintético ou natural, caracterizado
por um alto peso molecular e pela repeticao de
estruturas, sendo que geralmente essas unidades
repetitivas possuem baixo peso molecular”.
Em esséncia, os polimeros sio macromoléculas
compostas por unidades estruturais que se
repetem ao longo da cadeia. A formagao de um

polimero requer ligagdes covalentes entre essas

unidades, com os monbémeros servindo como
blocos de construciao fundamentais. Embora uma
variedade de polimeros, tanto sintéticos quanto
naturais, existam, apenas aqueles reconhecidos e
facilmente removidos pelo organismo humano
sao adequados para revestit a superficie de
nanoparticulas usadas em terapias médicas.

A aplicagao desses polimeros na formacao
de nanoparticulas poliméricas apresenta varias
vantagens. Elas incluem o aumento da eficacia
terapéutica, a reducao dos efeitos colaterais
associados a administracao direta do farmaco,

a liberacao controlada do farmaco no local do
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tumor, a diminui¢ao da dose e da frequéncia de
administracdo, e a prote¢ao do farmaco contra
a degradacdo. Essas nanoparticulas, recobertas
por polimeros, sio geralmente menores que
1000 nm, inertes, biocompativeis e podem ser
compostas por polimeros naturais, sintéticos,
biodegradaveis ou nio'. A biodegradabilidade
e biocompatibilidade dos polimeros sintéticos
referem-se a capacidade desses materiais de se
degradarem em monomeros nao toxicos de baixo
peso molecular apds a liberagio do farmaco.
Embora possa haver reabsor¢ao pelo organismo
em alguns casos, raramente isso leva a reagoes
adversas'. Portanto, as nanopatticulas poliméricas
ganham destaque devido a essas caracteristicas,
especialmente por sua capacidade de encapsular

farmacos, melhorando a adesdao do paciente ao

tratamento.
A composicao das nanoparticulas
poliméricas  inclui  polimeros,  solventes,

tensoativos e 4agua ou solu¢ao tampao. Os
polimeros mais comumente utilizados incluem
polilatico (PLA), poliacrilato e poli (acido latico-
co-acido glicolico) (PLGA) entre os sintéticos, e
alginato, albumina e quitosana entre os naturais®.
Além do papel do polimero, o solvente atua
como agente dispersor do farmaco, enquanto o
tensoativo proporciona estabilidade ao sistema,
garantindo uma adequada vida util do produto. A
agua ou solugdo tampao, preferencialmente com
pH 7.4 para garantir um ambiente fisiolégico,

facilita a administracao em estudos in vivo.

METODO DE QUANTIFICACAO
DO 5-FU EM NANOPARTICULAS
POLIMERICAS

Ao final dos experimentos in vitro
de penetracio e permeacao do fluorouracil, é
necessario quantificar o 5-FU para determinar
a quantidade do medicamento contido nas
nanoparticulas poliméricas e observar sua
liberagdo. Isso permite avaliar a eficiéncia da
encapsulacio do 5-FU nessas nanoparticulas.
Apbs a penetracio do farmaco nas camadas
da pele na célula de difusio de Franz, a pele é
picotada e os solventes apropriados sao utilizados
para a extracao, seguida pela analise utilizando
cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) com coluna cromatogrifica RP-C'.
Embora existam varios métodos disponiveis
para essa finalidade, poucos utilizam o HPLC,
e os estudos que o utilizam frequentemente
nao fornecem informacdes detalhadas sobre o
tempo de reten¢do e os picos encontrados. Por
isso, alguns autores desenvolveram e validaram
métodos rapidos e simples de HPLC que
fornecem todas as informacoes necessarias'®.

A escolha adequada da fase moével, ou
seja, do solvente, ¢ fundamental para garantir
a resolug¢do adequada dos picos e o fator de
retengao do 5-FU. Apos a extragdo da pele e a
preparacdo das amostras, estas sao injetadas no
sistema de HPLC para analise. Os parametros
avaliados incluem especificidade, linearidade,

alcance, exatidao, precisio, limite de detecgao

(LOD), limite de quantifica¢ao (LOQ) e robustez.
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E importante mencionar que, apos O Processo
de extragdo da pele com 4gua, uma extragiao
liquido-liquido com um solvente organico e
agua ¢ realizada para reduzir interferéncias
durante a quantifica¢ao, garantindo uma analise
precisa. Em conclusao, a quantificagio do 5-FU
em nanoparticulas poliméricas ¢é crucial para
avaliar a eficacia desses sistemas de liberacio de

medicamentos®.

CONCLUSAO

Apdés uma analise abrangente da
literatura cientifica pertinente, constatou-se que,
apesar dos consideraveis avangos tecnoldgicos
e do amplo escopo de pesquisas dedicadas,
persiste uma lacuna significativa na oferta de
alternativas terapéuticas eficazes ¢ bem toleradas
pelos pacientes, sobretudo aqueles acometidos
pelo melanoma, um tipo de cancer de pele
notoriamente desafiador.

Torna-se premente, portanto, intensificar
os investimentos em campanhas educativas
voltadas para a conscientizagio sobre a
indispensabilidade do emprego de filtros solares
e vestimentas concebidas para bloquear os raios
UV/UVA. Este é um aspecto particularmente
crucial em regides como o Brasil, onde a
exposicao solar ¢ intensa e a predominancia de
uma populacio envolvida em atividades agricolas
aumenta a vulnerabilidade a esses efeitos
adversos. O desconhecimento generalizado

das ramificagbes negativas dessa exposicao

prolongada real¢a a importancia de um enfoque
preventivo, em que se reconhega que a prevengao
assume papel central, uma vez que a intervengao
apenas no estagio avancado da doenga nao ¢é
suficiente para mitigar seus impactos.

Nesse contexto, despontam as

nanoparticulas poliméricas como uma vertente
promissora para a terapéutica do melanoma.

Essa abordagem oferece uma modalidade

terapéutica  topica, minimamente invasiva

e eficaz, constituindo-se em um elemento

catalisador para a adesio ao tratamento. A
administragao direcionada dessas nanoparticulas
nao apenas oferece um meio de tratamento
mais palatavel para os pacientes, mas também
pode potencialmente prevenir a necessidade de
abordagens terapéuticas mais invasivas, as quais
frequentemente enfrentam barreiras de adesio

por parte dos pacientes.
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