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RESUMO

O cancer de pele é a neoplasia mais comum no Brasil. Os tratamentos tradicionais,
como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, frequentemente provocam efeitos
colaterais severos, o que muitas vezes leva a baixa adesdo dos pacientes as
terapias. Diante disso, a Terapia Fotodinamica (TFD) surge como uma alternativa
promissora. Essa técnica envolve a administracdo e o acumulo de um farmaco
fotossensibilizador (FS) no tecido-alvo, seguido da exposi¢do a uma fonte de luz
com comprimento de onda adequado. Esse processo gera espécies reativas de
oxigénio, que causam danos as células cancerigenas. Considerando as
propriedades terapéuticas e o potencial fotoquimico da curcumina, esta pesquisa
tem como objetivo desenvolver sistemas nanoestruturados contendo este composto
como FS. Os CLs foram obtidos por diagrama de fases pseudoternarios misturas do
tensoativo Eumulgin® CO 40 com o co-tensoativo Tween20® e Tween80®,0
miristato de isopropila como fase oleosa e agua destilada como fase aquosa. Os
sistemas foram caracterizados por microscopia de luz polarizada (MLP),
determinagdo de pH, comportamento reoldgico e estabilidade acelerada. Como
resultados, sistemas viscosos transparentes foram obtidos. A partir da MLP, as
amostras apresentaram-se isotropicas com sugestividade de mesofases lamelares,
hexagonais e cubicas. A andlise de perfil reolégico mostrou que a relagdo dos
valores do modulo de armazenamento com o tipo de formulacdo avaliada foi
compativel com resultados esperados para CLs. O pH de todas as formulacdes
foram compativeis com o fisiolégico da pele. Dessa maneira, os CLs contendo
curcumina se destacam como uma alternativa promissora para o tratamento do
cancer de pele.

Palavras-chave: cancer de pele, terapia fotodindmica, fotossensibilizador , cristal
liquido
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1. INTRODUGAO

O cancer de pele ocorre em dois tipos: melanoma (CPM) e o nao melanoma
(CPNM), e é considerado a neoplasia mais comum no Brasil. Todos os anos, 625 mil
brasileiros sdo diagnosticados com cancer de pele, e cerca de 230 mil vem a 6bito
em decorréncia da doenca. A principal causa do CPNM ¢é a exposi¢cao solar
excessiva e crbnica, enquanto o melanoma esta associado tanto ao histérico familiar
guanto a exposicao solar intensa e esporadica. Outros fatores de risco incluem pele
de fototipo claro, doengas imunossupressoras e exposicdo solar ocupacional.
(COSTA, 2012) (BOMFIM; GIOTTO; SILVA, 2018).

O melanoma, embora seja menos comum, € 0 mais agressivo e com maior taxa
de mortalidade, especialmente quando n&o é tratado no inicio, quando ainda é
curavel. Enquanto o CPNM é mais frequente, apesar de ter um desenvolvimento
lento e invasdo de local, apresenta bom prognéstico quando tratado de maneira
oportuna. Entretanto, um diagnéstico tardio pode causar ulceragcdes e deformacgdes
graves na pele dos pacientes. (CEGLIO et al., 2022).

Ha diversos tratamentos que garantem maior sobrevida aos pacientes com
cancer de pele, como: cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e
imunoterapia (GUIMARAES et al., 2022). No entanto, tratamentos sistémicos podem
causar efeitos adversos, sobretudo ao afetar células ndo neoplasicas. Por isso, a
Terapia Fotodindmica (TF) se destaca como uma alternativa terapéutica menos
invasiva para o tratamento do cancer de pele, incluindo CPNM.

A TF utiliza-se de um agente fotossensibilizante o qual é ativado por uma luz
monocromatica e assim, gera espécies reativas de oxigénio que danificam
seletivamente as células tumorais, causando uma morte celular com poucos efeitos
adversos ao paciente. As caracteristicas ideais de um agente fotossensibilizante
(FS) incluem pureza quimica, capacidade de se concentrar em tecidos neoplasicos,
ativagdo por comprimentos de onda que penetrem eficazmente no tecido alvo,
rapida eliminagao por células normais, ser atoxico na auséncia de luz, e produzir
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (LUKSIENE, 2003).

Nesse contexto, pesquisas indicam que alguns extratos vegetais, como a
curcumina (CUR), podem ser excelentes agentes fotossensibilizantes, pois
conseguem absorver luz em comprimentos de onda especificos, desencadeando
reacdes fotoquimicas e fotofisicas (D’ARCY; WANG; LINDER, 2015). Apesar das
propriedades fotodinAmicas adequadas da CUR ¢é limitada devido a rapida
fotodegradacao sob luz visivel, a insolubilidade em meio aquoso e variagdes de pH
(LING, 2016).

Sendo, portanto, necessario o uso de estratégias nanotecnoldgicas para
contornar essas limitagdes. Dentre os sistemas de liberagdo para uso tdpico, os
cristais liquidos (CLs), se destacam pela capacidade de aperfeigoar a solubilidade,
estabilidade, seguranga e a biodisponibilidade de ativos (GOTO;
SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; RODERO et al., 2018). Além de ter facilidade
para transferéncia de tecnologia, ja que esses sistemas sao de facil obtengao, baixo
custo e facil transposicédo de escala (LAPTEVA; KALIA, 2017; SHAN et al., 2019).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulacdo liquido cristalina contendo curcumina como
potencial para utilizagdo na terapia fotodinamica do cancer de pele.



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter sistemas liquidos cristalinos contendo curcumina
Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas nanoestruturados selecionados
e Avalia a estabilidade dos sistemas nanoestruturados selecionados .

3. METODOLOGIA ,
3.1 OBTENGAO DOS SISTEMAS LiQUIDO CRISTALINOS - DIAGRAMA DE
FASES PSEUDOTERNARIO (DFPT)

Os CLs serao obtidos a partir de DFPT, pelo método de titulagdo em agua a
temperatura ambiente (25 °C). Inicialmente, prepara-se misturas do tensoativo
Eumulgin® CO 40 com o co-tensoativo Tween20® e Tween80® , em uma proporgao
fixa de 1:1 (p/p), com antecedéncia de 24 horas. A essas misturas de
tensoativo/co-tensoativo (T/CoT) foram adicionados o miristato de isopropila como
fase oleosa nas proporgdes de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1 (p/p). As
misturas foram agitadas por 30 minutos para estabilizacdo a temperatura ambiente.

ApOs essa etapa, 200 pyL de agua serédo adicionados sob agitagdo suave, com
intervalos de tempo suficientes para permitir o equilibrio do sistema antes da
préxima adigdo. A cada adigdo de agua o sistema foi observado macroscopicamente
e conforme a viscosidade e transparéncia foram classificados como: Sistemas
Liquidos Transparentes (SLT), Sistemas Liquidos N&o Transparentes (SLNT),
Sistemas Viscosos Transparentes (SVT), Sistemas Viscosos Nao Transparentes
(SVNT) (DO PRADO et al., 2022).

As formulacdes que se apresentarem transparentes e fluidas serdo analisadas
por microscopia de luz polarizada, para posterior classificagdo como microemulsdes
ou cristais liquidos, respectivamente (DE SA, 2020). Os resultados ser&o plotados
usando o software OriginPro 8.

3.2 CARACTERIZAQAO DOS SISTEMAS LiQUIDO CRISTALINOS
3.2.1 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

A microscopia € utilizada para a identificagdo de isotropia ou anisotropia nos
sistemas transparentes. As amostras foram analisadas, apdés o tempo minimo de
cinco dias, para o equilibrio dos sistemas, em temperatura ambiente (25 °C). Uma
pequena quantidade dos sistemas obtidos foi transferida para uma lamina de vidro,
coberta por uma laminula. Em seguida, analisada por luz polarizada no microscépio
Olympus (modelo BX-51) equipado com uma céamera digital LC Color Evolution
(PL-A662) e Software analisador de Imagem (Pixel LINK) (CARVALHO et al, 2010).

3.2.2 DETERMINAGAO DO pH

O pH das microemulsdes selecionadas foi determinado utilizando um
pHmetro digital (ION pHB 500) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura da
marca Phtek PH 3B, previamente calibrado com solugdo tampéao (pH 4,0 e 7,0) a
temperatura de 25 + 0,5°C (MEHTA; KAUR; BHASIN, 2007).

3.3 COMPORTAMENTO REOLOGICO

O comportamento reolégico dos sistemas foi avaliado no rebmetro de tensao
controlada  (Modular Compact Rheometer MCR 302). Os sistemas
microemulsionados selecionados foram submetidos a testes rotacionais de



varredura da taxa de cisalhamento (entre 0 e 200 s-1) em temperatura controlada de
25 + 0,2 °C. Cada amostra foi aplicada na placa inferior, assegurando o minimo de
cisalhamento e respeitando o tempo de repouso de 1 minuto antes de cada
determinacdo. A geometria utilizada para as analises foi do tipo cone/placa de 50
mm de didametro e 0,096 mm de espagamento entre o cone e a placa (CARVALHO
et al., 2010).

3.4 ESTABILIDADE ACELERADA

O Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004) €& utilizado
como referéncia para descrever os procedimentos dos testes de estresse acelerado
nas formulacgdes selecionadas.

No teste de centrifugag¢ao, uma aliquota de 3 mL de cada amostra € submetida
a forga centrifuga a 3.000 rpm por 30 minutos. Ja no teste de ciclo de congelamento
e descongelamento, as amostras s&do alternadamente expostas a uma temperatura
de 45 + 2 °C em estufa e -5 £ 2 °C em geladeira, em intervalos de 24 horas, por 15
dias consecutivos. Apos a realizagao dos dois testes, as formulagcdes sao avaliadas
com base em dois critérios: (I) auséncia de separacao de fases e (ll) presenga de
separacgao de fases (BRASIL, 2004).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 OBTENGAO DOS SISTEMAS LIQUIDO CRISTALINOS - DIAGRAMA DE
FASES PSEUDOTERNARIO (DFPT)

Os cristais liquidos foram obtidos a partir de diagramas de fases
pseudoternario (DFPT)

Foram construidos dois DFPT a: o primeiro (figura 01), contendo o tensoativo
Tween® 20 e co-tensoativo (Eumulgin® CO 40) e o segundo (figura 02), contendo o
tensoativo Tween® 80 e 0 mesmo co-tensoativo utilizado anteriormente, ambos em
razao fixa de 1:1 na proporgédo de tensoativo/co-tensoativo (T/CoT). O miristato de
isopropila foi utilizado como fase oleosa e agua destilada na fase aquosa.

Os resultados mostraram que foi possivel obter sistemas viscosos
transparentes (SVT) em todas as misturas utilizadas. As misturas que apresentaram
maior regido formada de SVT foram Tween® 80 e co-tensoativo Eumulgin® CO 40
utilizando como fase oleosa miristato de isopropila.

Figura 1. Diagrama de fases pseudoternario contendo o tensoativo Tween® 20 e co-tensoativo
Eumulgin® CO 40 na proporgdo 1:1. Sendo a regido em Preto de Sistemas Liquidos N&o
transparentes; regido em Roxo de Sistemas Liquido Transparentes; regido em Azul - Sistemas
Viscosos Transparentes; e regido em Vermelho - Sistemas Viscosos Nao Transparentes.
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Fonte: Autoria Propria

Figura 2. Diagrama de fases pseudoternario contendo o tensoativo Tween® 80 e co-tensoativo
Eumulgin® CO 40 na proporgdo 1:1. Sendo a regiGdo em Preto de Sistemas Liquidos Nao
transparentes; regido em Roxo de Sistemas Liquido Transparentes; regido em Azul - Sistemas
Viscosos Transparentes; e regido em Vermelho - Sistemas Viscosos Nao Transparentes.

F. Oleosa (%)

Fonte: Autoria Propria

4.1.1 SELEGAO DOS CRISTAIS LiQUIDOS

A partir dos dois diagramas plotados, os SVT obtidos foram caracterizados por
microscopia de luz polarizada, de maneira a classificar as formulagées de acordo



com a organizagdo das mesofases presentes. Assim, as amostras foram
classificadas como isotropicas — quando nao foi observado desvio do plano de luz
polarizada, caracteristica comum a CLs de mesofase cubica e microemulsées —, ou
anisotropicas — quando a amostra foi capaz de desviar o plano de luz polarizado,
como ocorre em CLs de mesofase lamelar e hexagonal. As amostras que
apresentaram isotropia diferiam por sua textura, sendo as amostras de CL de
mesofase cubicas viscosas, enquanto as consideradas microemulsdo eram fluidas
(DE ARAUJO et al., 2020; SHAN et al., 2019).

As formulagdes selecionadas para dar continuidade a este estudo foram
representadas pelas siglas FL, FH e FC, e representam, respectivamente, as
mesofases lamelar, hexagonal e cubica. A composicdo de cada formulagao
selecionada esta descrita na Tabela 1. Apds essa etapa, foi realizada a incorporagao
da curcumina nas formulagdes selecionadas. Esse ativo foi incorporado na
concentragdao de 20mg/ml, em cada formulagao, obtendo-se assim um valor fixo de
concentragéo, a fim de avaliar a influéncia do farmaco nos sistemas selecionados.
Esses pontos foram nomeados de FL CUR, FH CUR e FC CUR, respectivamente.

Tabela 1: pH das formulagdes selecionadas.

Formulagao Eumulgin® CO40: Miristato de CUR Agua (%)
Tween® 80 (1:1) (%) Isopropila (%) (mg/mL)
FL 70 20 0 10
FH 60 20 0 20
FC 50 20 0 30
FL CUR 70 20 20 10
FH CUR 60 20 20 20
FC CUR 50 20 20 30

Fonte: Autoria Propria

4.2 CARACTERIZAQAO DOS SISTEMAS LiQUIDO CRISTALINOS
4.2.1 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Os SVT inertes obtidos foram caracterizados por microscopia de luz
polarizada a fim de fazer uma triagem das formulagdes conforme a organizagao das
mesofases presentes. Assim, foram observadas areas de anisotropia de mesofase
lamelar - visualizagdo de cruz de malta (figura 3); e anisotropia de mesofase
hexagonal - visualizagdo de estrias (figura 4); além de areas de isotropia de
mesofase cubica (figura 5).



Figura 3. Imagens de microscopia de luz polarizada evidenciando o comportamento de anisotropia de
mesofase lamelar inerte. Aumento 10x, na temperatura de 25°C.

Fonte: Autoria Propria

Figura 4. Imagens de microscopia de luz polarizada evidenciando o comportamento de anisotropia de
mesofase hexagonal inerte. Aumento 10x, na temperatura de 25°C.




Fonte: Autoria Propria

Figura 5. Imagens de microscopia de luz polarizada evidenciando o comportamento de isotropia de
mesofase cubica inerte. Aumento 10x, na temperatura de 25°C.

Fonte: Autoria Propria

4.2.2 DETERMINAGAO DO pH

As formulagbes estudadas exibiram pH entre 4,95 e 6,37(Tabela 2).
Considerando que os valores de tolerancia biolégica para produtos aplicados na pele
variam entre 4 e 8, dependendo da regido corporal. (LOPES; SILVA, 2017). As
formulagdes apresentam pH compativel com o fisiolégico da pele, entretanto quanto
mais proéximo estiver o valor de pH da formulagdo e da pele menor o risco das
formulagdes provocarem irritagao cutanea.

A curcumina € um indicador natural de pH por apresentar em sua estrutura
trés prétons ionizaveis. Em meio acido, ocorre um equilibrio cetoendlico no qual a
curcumina apresenta sua forma neutra contendo os dois grupos OH fendlicos nao
ionizados. Enquanto em meio basico, ha a desprotonagdo da curcumina o que
favorece a forma endlica do composto. Visualmente, em pH acido a formulagao
torna-se amarela enquanto em pH basico vermelha. (DE OLIVEIRA, 2020)

Assim, a organizagao das estruturas dos CLs influenciou no pH das
formulagdes porque a estruturacido das mesofases relaciona-se com a solubilidade
da curcumina no meio, uma vez que, as estruturas mais organizadas dificultam a
dissolucdo completa do ativo.



Tabela 2: pH das formulagdes selecionadas.

Formulacao pH
FL inerte 4,98 + 0,03
FH inerte 4,95+ 0,02
FC inerte 5,07 £ 0,02

FL CUR 6,23 + 0,02
FH CUR 6,37 £ 0,01
FC CUR 5,5+0,02

Fonte: Autoria Propria
4.3 COMPORTAMENTO REOLOGICO

A avaliagdo reoldgica das formulagbes demonstrou que as formulagdes
apresentam comportamento ndo newtoniano do tipo pseudoplastico, uma vez que os
reogramas apresentam uma variagao da viscosidade em decorréncia do aumento da
taxa de cisalhamento. Também, realizou-se o teste de varredura oscilatéria para
determinar a regiao viscoelastica linear.

Analises de varredura de tensdo dindmica e frequéncia oscilatoria forneceram
informagdes sobre a organizagao estrutural das formulagbées (ZHENG et al., 2011).
Apés identificar a regido viscoelastica linear, foram realizadas medicbes de
varredura oscilatéria de frequéncia utilizando uma tensao de cisalhamento constante
de 0,1%. O comportamento reologico foi analisado com base no mdédulo de
armazenamento ou elastico (G’) e no mdédulo de perda ou viscoso (G”).

A Figura 6 apresenta a evolugédo de G’ e G” em fungao da frequéncia aplicada
para as formulagdes. Nota-se a relagdo entre os valores de G’ com a estruturagao
das mesofases de cada formulagdo, sendo FC > FH > FL, o que indica maior nivel
de organizacao das mesofases liquido-cristalinas.

Outro ponto importante € que para as formulagdes FH e FC o valorde G’ > G,
ou seja, indica que as propriedades elasticas sdo predominantes em relagdo as
viscosas, sugerindo a existéncia de interagbes ou de formagdo de uma rede
estrutural. Um comportamento oposto foi observado na formulagcdo FL que
apresentou maior evidéncia do componente viscoso com (G” >G’)

Por fim, & evidente que a incorporagado da curcumina ndo modificou os perfis
reologicos das formulagbes FH e FC. Entretanto, na formacéo FL CUR a curcumina
aumenta as propriedades elasticas em comparagao a inerte (FL). Esse resultado
corrobora com aqueles obtidos na MLP, assim, mantém-se a sugestividade das
formulagées FL, FH e FC como sendo mesofases liquido-cristalinas lamelar,
hexagonal e cubica respectivamente.

Figura 6. Reograma de varredura de frequéncia oscilatéria. Relacdo entre os mddulos de
armazenamento (G’) e de perda (G”) em fungéo da frequéncia angular para as amostras FL, FL CUR,
FH, FH CUR, FC e FC CUR.



FL ——G FL CUR
1000 g 1000 - [
; -
= L ]
.- R
: N " *
— 100 4 = toq * "
£ ] s = .
— - pt
£ " &
= o =
O 104 . = 9 404
™ ]
=
-
-
1 T ] 1 T T
10 100 10 100
Frequencia Angular [1/s] Frequencia Angular [1/s]
FH1 =G =G
. FH1CUR a
i |
1000 4 o 1000
L j
-
|
- L
— = . o [
< : <
o - 2 o e
) e . © " .
< - = =
55 o i .
. - " L]
] o - " o
- L ]
100 4 100 4 = pe
1 - .
N .
- L 3 o
T T L | rTT T L s R |
10 100 1 10 100
Frequencia Angular [1/s] Frequencia Angular [1/s]
Fo = G FC CUR G
5" G"
| e ] - 88 - = - . -— 8 == - L " = L] L]
10000 o
10000
— <
£ £
g 2
= =
£ £
= o foq
]
1000 4
A L]
o L 1 . L 2
oy = B e
T T T T
10 100 10 100

Frequencia Angular [1/s]

Fonte: Autoria Prépria

4.4 ESTABILIDADE ACELERADA
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Como resultado, todos os CL's mantiveram-se inalterados apds o teste de
centrifugacéo, ou seja, apresentam uma caracteristica dindmica e sem separacgéao de
fases. Esse comportamento pode estar relacionado a boa estabilidade do sistema
(BRASIL, 2004).

Quanto a analise das caracteristicas sensoriais, todas as formulagcdes
mantiveram cor e odor caracteristicos, sem alteracbes em relagdo ao inicio do
processo. Sendo assim, sao classificadas como (l) auséncia de separagao de fases.

O teste de ciclo de gelo e degelo estda em andamento.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos do presente estudo permitem concluir que a
construcao dos diagramas de fases pseudoternarios foi importante para identificagcao
das regides dos sistemas transparentes e a partir deles obteve-se sistemas
nanoestruturados. As amostras selecionadas foram caracterizadas por MLP e sao
sugestivas como mesofases lamelar, cubica e hexagonal. Na analise reoldgica foi
observado comportamento ndo newtoniano viscoelastico para todos os CL’s, 0 que é
caracteristico do sistema.

A incorporagao da curcumina nao alterou as caracteristicas reoldgicas dos
CLl's, bem como a incorporacdo da curcumina n&o alterou a organizagdo das
mesofases. E apesar de modificar o pH das formulagdes, esta é justificada pela
estrutura quimica da molécula. Deste modo os sistemas de liberacdo séo
promissores para a continuidade do trabalho.

6. PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Visto que o presente trabalho esta em andamento, pretende-se realizar testes
de liberagédo e permeacéao cutanea in vitro. Bem como, estudo in vivo em ratos com
carcinomas na pele, e a vista dos resultados promissores obtidos, submissao de
resumos em congressos e publicagao de artigos
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8. OUTRAS ATIVIDADES



Realizou-se reunides em grupo e individuais para acompanhar o cronograma
das atividades realizadas e esclarecer duvidas. Como também, ocorreu a promog¢ao
de capacitagbes em grupo com outros alunos do Laboratério de Desenvolvimento
Farmacotécnico e Nanotecnologia (LADEFnt), abordando diversos temas relevantes
a rotina dos alunos de iniciacao cientifica.

9. JUSTIFICATIVA DE ALTERAGAO NO PLANO DE TRABALHO

Nao houve alteragao no plano de trabalho
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