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1. INTRODUCAO

O melanoma cutineo é a forma mais agressiva de cancer de pele, com mortalidade de 80% ! e evolugéo
para metastase cerebral em 75% dos pacientes, sendo um grande problema de satide publica?®*°. A forma de
tratamento é dependente do estagio da patologia, podendo envolver cirurgia, imunoterapia, quimioterapia e
terapia fotodinamica®. A terapéutica do melanoma tem sido alvo de intensas pesquisas que visam aumentar a
sobrevida dos pacientes, haja vista a alta taxa de recidiva, baixa resposta ao tratamento e o desenvolvimento
de resisténcia medicamentosa’*®. O quimioterapico padrio para tratamento de melanoma ¢ a dacarbazina, um
agente alquilante capaz de reagir diretamente com o material genético das células de melanoma, prejudicando
seu processo de replicago celular, resultando em retardo ou inibicao do crescimento do tumor®. A dacarbazina
porém, apesar de melhorar o prognostico dos pacientes, possui baixa efetividade terapéutica®!”. Estratégias
nanotecnoldgicas como o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos (DDS, do inglés Drug
Delivery Systems), tém sido cada vez mais utilizadas para contornar as limitages de agentes antineoplasicos'!.
Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo DDS preparados a partir de uma mistura de lipidios
sélidos e liquidos, mais surfactante!>!314, Esses lipidios podem agir como excipientes funcionais conferindo
propriedades farmacéuticas adicionais aos CLN*>!6:17, Estudos sobre o uso de 6leos essenciais no tratamento
de cancer!®1%20 mostraram sua aplicabilidade como terapia combinada aos antineoplésicos classicos, ou na
reducdo dos efeitos adversos causados por este. Por exemplo, Zhao e col. Observaram que o OL foi capaz de
inibir a proliferacdo celular e induzir apoptose em células de cancer de prostata humano (PC-3 e DU145)%, e
atribuiram a atividade antineoplasica aos seus principais constituintes: linalol e acetato de lilanil. lwasaki e
col. relataram o efeito apoptdtico e inducdo de estresse oxidativo apos tratamento de linhagem celular de
cancer de colon humano (HCT 116)?? com linalol. Peng e col. observaram que o acetato de linalila pode alterar
a melanogénese das células de melanoma por meio do estresse oxidativo, diminuindo a atividade da tirosina
quinase através da regulacio das vias de sinalizacio JNK e ERK?3, Este projeto objetivou utilizar o 6leo



essencial de lavanda, ou seus excipientes purificados: linalol e acetato de linalila, como excipientes funcionais
para compor a matriz lipidica de CLN inovadores, destinados ao tratamento do melanoma.

2. MATERIAIS E METODOS

As formulacdes de CLN foram preparadas pelo método de emulsificagdo-ultrasonicagio®. A técnica
de espalhamento de dindmico de luz (DLS) foi empregada para determinar o tamanho e indice de polidisperséo
(PDI) das particulas, no equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As
amostras foram diluidas 1000x em &gua desionizada, e medidas a 25 °C (n=3). Os valores do potencial Zeta
(PZ, em mV) foram determinados no mesmo equipamento, pelo método de eletroforese de laser Doppler.

O numero de particulas foi determinado no equipamento NanoSight NS300 (NanoSight, Reino Unido)
com software NTA 2.0 Analytical (NanoSight, Reino Unido), equipado com laser verde a 532 nm, apds
diluicdo da amostra (1:50000). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os dados foram expressos
como a média * desvio padrao.

A avaliacdo da citotoxicidade (ensaio de MTT) foram feitos com a linhagem ndo tumoral de
fibroblastos murinos (NIH-3T3) e linhagens de melanoma murino (B16-F10) e humano (SK-MEL-103) —
dados ainda néo concluidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de estabilidade fisico-quimica das formulacGes € importante, uma vez que uma das maiores
limitacOes deste tipo de sistema de liberacdo ¢é a desestabilizacdo das nanoparticulas com o tempo, devido a
instabilidade prdpria dos sistemas coloidais®®. Para acompanhar a estabilidade fisica dos CLN foram utilizados
como paradmetros: o didmetro médio das particulas, o PDI e 0o PZ, ao longo de 6 meses (180 dias) de
armazenamento em temperatura ambiente (25°C), como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Estabilidade fisica das formulagdes de CLN desenvolvidas, acompanhada durante 180 dias de armazenamento a 25°C. A)
Variagdo do tamanho médio das particulas; B) Variacdo do PDI; C) Variagdo do potencial Zeta. CLN-OL = carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo dleo essencial de lavanda, CLN-LINALOL = carreadores lipidicos nanoestruturados contendo linalol,
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CLN-LINALILA = carreadores lipidicos nanoestruturados contendo acetato de linalila. Os dados representam a média = DP (n =
3). Andlise estatistica por Two-Way ANOVA com post hoc Tukey. # p < 0,05; #’ p < 0,001; # p < 0,0001.

O tamanho médio das particulas de CLN desenvolvidas durante os 6 meses de estabilidade foi de
252,04 + 2,82 nm (CLN-OL), 232,55 £ 3,39 nm (CLN-LINALOL) e 263,44 = 3,33 nm (CLN-LINALILA) e
os valores de PDI foram 0,26 £ 0,02 (CLN-OL), 0,25 £ 0,02 (CLN-LINALOL) e 0,23 + 0,01 (CLN-
LINALILA). Como pode-se observar, as formulacbes CLN-OL e CLN-LINALOL apresentaram tamanho
nanomeétrico e PDI < 0,25, indicando monodispersédo de tamanhos, caracteristicas desejaveis para estabilidade
coloidal®®, sem diferenca significativa ao longo do periodo de estabilidade. Contudo, a formulagdo CLN-
LINALILA apresentou diferencas entre os tamanhos das particulas a partir de 120 dias de anélise (p < 0,0001)
e nos valores de polidispersdo (PDI) no também nos ultimos trés meses analisados. Os valores de potencial
Zeta nas formac6es variaram entre: -31,39 + 0,83 mV (CLN-OL), -33,20 + 1,10 mV (CLN-LINALOL) e -
27,35 + 1,68 (CLN-LINALILA). Os valores de PZ altos (em mddulo) sdo desejaveis para a estabilidade de
prateleira, ja que as cargas iguais entre as particulas favorecem a repulsdo eletrostatica entre as particulas,
evitando agregacdo®”?. O nlimero de particulas foi de 3,43 x 10/mL (CLN-OL), 3,83 x 10%/mL (CLN-
LINALOL) e 4,71 x 10*/mL (CLN-LINALILA) nas formulacbes desenvolvidas.

A Figura 2 mostra os testes preliminares de citotoxidade, realizados em células de fibroblastos murino
(NiH-3T3) tratadas com as formula¢fes CLN-OL e CLN-LINALOL e com os 6leos puros OL e LINALOL,
por 24 h. Os resultados ndo demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos com as
nanoformulagdes e os 6leos puros, como também nédo atingiram a metade da concentracéo inibitoria maxima
(IC50). Diante disso, o teste sera refeito para confirmacéo dos dados.
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Figura 2. Ensaios de viabilidade celular, em linhagem ndo tumoral de fibroblastos murinos (NIH-3T3), pelo teste de MTT (24
horas). A) Avaliacdo da citotoxicidade em células tratadas com CLN-OL e CLN-LINALOL; B) Avaliacdo da citotoxicidade em
células tratadas com OL (6leo essencial de lavanda) e LINALOL.



4. CONCLUSAO

Foram desenvolvidos carreadores lipidicos nanoestruturados, contendo OL ou seus dois principais
constituintes (Linalol e Linalila) como lipidio liquido constituinte, a fim de analisar o potencial citotoxico
desses compostos de origem vegetal contra células tumorais de melanoma cutaneo. As nanoparticulas
apresentaram tamanho médio de na faixa de 200 nm, baixa polidispersdo (PDI ~ 0,2) e potencial elétrico de
superficie negativo (- 30 mV). O nimero de particulas em suspensao foi da ordem de 10*3/mL e as formulagdes
mostraram-se estaveis por até 180 dias de armazenamento (CLN-OL e CLN-LINALOL). No entanto, a
formulacdo CLN-LINALILA apresentou variagdes de tamanho e PDI compativeis com instabilidade coloidal,

tal que a mesma foi descontinuada.

Os testes preliminares de viabilidade celular foram realizados com a linhagem normal de fibroblastos
3T3. Os resultados obtidos ndo indicaram diferenca significativa entre os tratamentos realizados entre as
nanoformulagdes e 0s éleos puros e como ndo atingiram a metade da concentracao inibitria maxima (1C50),
0 teste serd refeito. Os resultados com as linhagens tumorais de melanoma murino (B16-F10) e humano (SK-

MEL-103) ainda ndo concluidos e serdo discutidos no relatério final.
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