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RESUMO
MARTINS, Y.A. Influéncia do ultrassom de baixa frequéncia na penetracdo cutdnea de
formulacdes de zinco ftalocianina e seu potencial para a terapia sonodindmica de tumores
cutaneos. 2019. 168 F. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Introducdao: A terapia sonodinamica (TSD) é uma nova modalidade terapéutica que envolve
o ultrassom e um agente sonossensibilizante para o tratamento ndo invasivo do cancer de
pele. Através de mecanismos dependentes da cavitagdo acuUstica, ainda ndo totalmente
esclarecidos, a TSD resulta na morte celular. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
influéncia do ultrassom de baixa frequéncia (LFU) na penetracdo cutanea de um agente
sonossensibilizante modelo, a zinco ftalocianina (ZnF), e na geracédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e radicais livres importantes para a eficacia da TSD. O dominio do sistema
carreador da ZnF nas respostas decorrentes da aplicacdo do LFU também foi investigado.
Métodos: Micelas, como sistemas carreadores da ZnF, a base de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina conjugado ao polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG) foram obtidas apés a
determinagéo de sua concentragdo micelar critica (CMC) pelo método do pireno. As micelas
de ZnF foram preparadas pelo método de hidratacdo do filme lipidico, otimizadas pelo
delineamento experimental de Box-Behnken (BBD) e caracterizadas fisico-quimica e
morfologicamente. A atividade cavitacional dos meios de acoplamentos usados nos
experimentos de penetracdo in vitro foi estimada usando o método do dosimetro de KI.
Estudos de penetracdo cutanea passiva e sob influéncia do LFU no protocolo de pré-
tratamento e tratamento simultaneo foram realizados e a distribuicdo da ZnF nas diferentes
camadas da pele foi quantitativamente monitorada e qualitativamente demonstrada por
microscopia confocal. No pré-tratamento, usou-se como meio de acoplamento gel de
hidroxietilcelulose (HEC). Para investigar o efeito da formulacdo, apos esse tratamento e no
tratamento simultaneo a pele foi tratada com as micelas contendo ZnF e com emulsbes de
composicdo semelhante. Os parametros de aplicacdo do LFU foram 20 KHz, a 10 W/cm? e
ciclo de trabalho de 5 s ligado e 5 s desligado. A pele foi irradiada até atingir a resistividade
de 1 kQ.cm®. A geracéo de radicais hidroxila, oxigénio singleto e peroxidacao lipidica da pele
produzidas pelo LFU na presenca da ZnF também foi avaliada. Resultados: A CMC do
DSPE-PEG em solucgéo tampdo HEPES 20 mmol/L (pH 7,4) foi de 2x10®° mol/L. As micelas
contendo ZnF apresentaram tamanho de particula, indice de polidispersdo (Pdl), potencial
zeta e concentragdo de ZnF de 138+10 nm, 0,25+0,01, -27+1 mV e 13+2 pg/mL,
respectivamente e com morfologia esférica. O gel de HEC e as micelas brancas usadas
como meio de acoplamento aumentaram 2,6 e 1,8 vezes, respectivamente, a atividade
cavitacional do LFU em relagdo a solucdo aquosa. A quantidade de ZnF recuperada da
derme ap6s 6 h de permeacbes passiva foi aproximadamente 4 vezes maior quando a
emulsédo foi utilizada como carreador em relagdo a micela. No pré-tratamento e tratamento
simultaneo com LFU, no entanto, as micelas aumentaram, respectivamente, 21 e 7 vezes
mais a penetragdo da ZnF do que a emulsdo. O tratamento simultaneo da pele com LFU e
as micelas contendo ZnF resultou na maior quantidade e distribuicdo homogénea da ZnF em
todas as camadas da pele. A irradiacdo do LFU aumentou em mais de 26 vezes a oxidacdo
dos ions iodeto pelos radicais hidroxila gerados pelo LFU e significativamente gerou
oxigénio singleto em comparacao aos respectivos grupos controle. Além disso, a irradiacao
do LFU na pele, submetida a permeacdo passiva com as micelas contendo ZnF por 6 h,
dobrou a peroxidacgao lipidica, indicando o potencial do LFU em produzir espécies reativas
de oxigénio (ROS) e radicais livres na TSD. Concluséo: O potencial do LFU associado a
micelas contendo ZnF em promover a penetracdo cutdnea da ZnF e gerar ROS e radicais
livres para a TSD de tumores cuténeos foi demonstrado.

Palavras chaves: Micelas poliméricas; Zinco ftalocianina; Ultrassom de baixa frequéncia,;
Terapia sonodinamica



ABSTRACT
MARTINS, Y.A. Influence of the low-frequency ultrasound on the skin penetration of zinc
phthalocyanine formulations and its potential for the sonodynamic therapy of skin tumors.
2019. 168 F. Dissertation (Master’s degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Introduction: Sonodynamic therapy (TSD) is a new therapeutic modality for the noninvasive
treatment of skin cancer based on the association of ultrasound and sonosensitizing agents.
TSD results in cell death through acoustic cavitation-dependent mechanisms, which are not
yet fully understood. This study aimed to evaluate the influence of the low-frequency
ultrasound (LFU) on the skin penetration of a model sonosensitizing agent, zinc
phtalocyanine (ZnF) and on the generation of oxygen reactive species (ROS) and free
radicals, which are important for the TSD efficacy. The characteristics of the ZnF carrier
systems in the LFU-mediated penetration were also investigated. Methods: Micelles of ZnF
based on polyethylene glycol 2000-conjugated 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine (DSPE-PEG) were obtained after determining the critical micellar
concentration (CMC) of DSPE-PEG by the method of pyrene. Micelles of ZnF were prepared
by hydration method of the lipid film, optimized by the Box-Behnken experimental design and
physicochemical and morphologically characterized. The cavitation activity of the coupling
media used in the in vitro penetration experiments was estimated using the Kl dosimeter
method. Studies of passive penetration in porcine skin under the influence of LFU in the pre-
treatment and simultaneous protocols were carried out, and the distribution of ZnF in the
different layers of the skin was quantitatively monitored and qualitatively demonstrated by
confocal microscopy. In the pre-treatment, hydrogel of hydroxyethylcellulose (HEC) was used
as coupling medium. After pre-treatment and simultaneous protocols, the micelles and the
emulsion containing ZnF were put in contact with the LFU-treated skin in order to investigate
the effect of the characteristics of the formulations on the drug penetration. The LFU
parameters used in the experiments were 20 kHz, 10 W/cm?in the pulsatile mode set in 5 s
on and 5 s off. The skin was irradiated until the resistivity of the stratum corneum reached 1
kQ.cm?.The generation of hydroxyl radicals, singlet oxygen and lipid peroxidation by the LFU
in the presence of ZnF was also evaluated. Results: The CMC value of the DSPE-PEG in
20-mmol/L HEPES buffer solution (pH 7,4) was 2,0 x 10 mol/L. The micelles of ZnF showed
particle size, polydispersion index (Pdl), zeta potential and ZnF concentration of 138+10 nm,
0,25+0,01, -27+1 mV e 13+2 ug/mL, respectively, and spherical shape. The hydrogel of HEC
and the blank micelles used as coupling media increased the cavitation activity by 2.6 and
1.8-fold, respectively, in comparison to the aqueous solution. The amount of ZnF quantified
in the dermis after 6h-passive permeation was approximately 4-fold higher when delivery by
the emulsion in comparison to the micelles. However, in the pre-treatment and simultaneous
protocols with LFU, micelles increased in 21 and 7-fold the penetration of ZnF compared to
the emulsion. The simultaneous treatment of the skin with the micelle of ZnF yielded the
highest amount and more homogeneous distribution of the drug in all skin layers. The LFU
irradiation increased the oxidation of iodide ions by the ultrasound-generated hydroxyl
radicals in 26-fold and significantly generated singlet oxygen compared to the respective
control groups. Moreover, LFU irradiation in the skin, previously underwent to 6h-passive
permeation with the micelles of ZnF, duplicated the lipid peroxidation. Conclusion: The
potential of the LFU associated with the micelles of ZnF to promote the skin penetration of
the drug and generate ROS and free radicals for the sonodynamic therapy of skin tumors has
been demonstrated.

Key words: Polymeric micelles; Zinc phthalocyanine; Low-frequency ultrasound,;

Sonodynamic therapy.
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1. INTRODUCAO

A cada ano no Brasil e no mundo os casos de cancer vém aumentando e,
segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2018), estima-se que entre 0S anos
de 2018 e 2019 ocorram cerca de 600 mil novos casos de cancer no Brasil. Destes,
o de maior incidéncia € o cancer de pele, cujas ocorréncias nas Ultimas 3 décadas
ultrapassam a soma das ocorréncias de todos os outros tipos de tumores (INCA,
2018)

As terapias convencionais indicadas para o tratamento do cancer de pele
incluem a intervencéo cirdrgica, a radioterapia e a quimioterapia, as quais podem ser
combinadas. Todas apresentam desvantagens, como 0s riscos de desconfiguracéo
e comprometimento funcional, no caso da cirurgia, € muitos efeitos adversos, como
no caso da radioterapia e da quimioterapia, a qual geralmente requer um extenso
periodo de infusdes intravenosas. Em conjunto, esses problemas podem acarretar
em falhas ou abandono do tratamento pelos pacientes (CHUMMUN; MCLEAN, 2017,
CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017).

Por isso, métodos alternativos para o tratamento de tumores de pele sdo cada
vez mais aplicados. Dentre eles, destaca-se a terapia fotodinamica (TFD) t6pica
(BLANCO et al., 2017; CHUMMUN; MCLEAN, 2017). Ela consiste na interacdo entre
luz, agente fotossensibilizante e oxigénio para gerar espécies reativas de oxigénio
(ROS), como o oxigénio singleto e radicais livres altamente toxicos para as células
tumorais, que suprimem o crescimento do tumor, além de estimular o sistema
imunologico do hospedeiro contra o cancer (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ,
2004; MCHALE et al., 2016; PANG et al., 2016; RENGENG et al., 2017). No entanto,
a penetracdo da luz na pele, em diferentes comprimentos de onda, € limitada pela
sua espessura e composicdo. Especificamente, muitas das substancias que
compdem o tumor, principalmente a melanina no caso do céancer de pele tipo
melanoma, além de componentes da pele, absorvem parte da luz necessaria para o
agente fotossensibilizante iniciar as reacdes fotoquimicas que desencadeiam a
producéo de ROS, limitando assim a eficacia da TFD (MCEWAN et al., 2016b).

A terapia sonodinamica (TSD) surge entdo como uma alternativa a TFD. Nela,
a luz é substituida pela aplicagdo de ultrassom e o agente fotossensibilizante, por
um agente sonossensibilizante. A TSD vem se mostrando mais vantajosa do que a

TFD devido a maior capacidade do ultrassom em penetrar a pele em grandes
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profundidades, possibilitando o tratamento néo invasivo de tumores localizados em
camadas profundas da pele (MCEWAN et al., 2016b).

Os mecanismos pelos quais a TSD leva a morte das células tumorais ainda
sdo pouco conhecidos. Um dos mecanismos mais provaveis e discutidos para essa
acao é a formacdo de ROS. Acredita-se que ela decorra da cavitacdo acustica
gerada pela aplicacdo do ultrassom. A cavitacdo envolve a formacéo, o crescimento
e o colapso de bolhas de ar gerando luz (sonoluminescéncia) e energia. Estima-se
gue essa energia seja capaz de ativar 0os agentes sonossensibilizadores presentes
no tumor para o estado excitado e, a medida que esse sensibilizante regressa ao
estado fundamental, a energia é transferida para o oxigénio circundante para a
produgéo de ROS, com consequente morte celular. Ademais, o colapso das bolhas
formadas durante a cavitacdo podem causar distarbios diretos no potential da
membrana mitocondrial, danos na membrana celular e fragmentacdo do DNA,
induzindo a morte celular por apoptose. A via mitocondria-caspase parece ser o
mecanismo fundamental que induz a apoptose (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ,
2004; PANG et al., 2016; RENGENG et al., 2017; PAN et al., 2018; YANG et al.,
2019).

A frequéncia do ultrassom € o principal fator que influencia o fenbmeno da
cavitacdo acustica. O ultrassom de alta frequéncia gera um numero maior de
microbolhas, de menores tamanhos no meio em que é aplicado do que o ultrassom
de baixa frequéncia (LFU, do inglés low frequency ultrasound). No entanto, as bolhas
produzidas pelo o LFU sdo maiores e acabam por liberar mais energia no meio do
gue as produzidas pelo ultrassom de alta frequéncia, o que parece ser mais proficuo
para a TSD. E o ultrassom de alta frequéncia (entre 1 e 2 MHz), no entanto, o mais
estudado para a TSD (WOOD; SEHGAL, 2015; PAN et al., 2018; YANG et al., 2019)
devido a sua maior disponibilidade no cenario clinico. Ele é usado, por exemplo,
para o diagnostico por imagem e tratamentos fisioterapicos (BAILEY et al., 2003).
S&o0 poucos os estudos que avaliaram o efeito do LFU na TSD e 0s mecanismos
pelos quais o LFU influencia na TSD sao ainda menos conhecidos e explorados do
gue aqueles causados pelo ultrassom de alta frequéncia.

Um dos componentes da TSD que podem influenciar na sua eficicia, além da
frequéncia, € o agente sonossensibilizante. A zinco ftalocianina (ZnF) é um dos
agentes sonossensibilizantes mais estudados devido ao sucesso que apresenta

como agente sensibilizante na TFD. Como ele é muito eficaz em gerar ROS na
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presenca da luz (HODGKINSON et al.,, 2017), estima-se que 0 mesmo ocorra na
presenca do ultrassom (MILOWSKA; GABRYELAK, 2005; XU et al., 2015b).

Para ser efetivo, no entanto, tanto na TFD como na TSD, o agente
sonossensibilizante precisa estar confinado no local do tratamento, ou seja, nos
tumores que se pretende tratar. Como o0 proprio nome infere, os tumores de pele
ficam confinados na pele do paciente; muitas vezes em suas camadas mais
profundas (CHUMMUN; MCLEAN, 2017; CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017). Como a
maioria dos agentes sensibilizantes, a ZnF pertence a classe IV de farmacos do
sistema de classificacdo biofarmacéutica, sendo caracterizada pela baixa
solubilidade em agua e baixa permeabilidade. Em funcdo da baixa solubilidade, a
ZnF tende a se agregar em meio aquoso apos a administracao intravenosa e reduzir
sua bioatividade contra tumores. Mesmo se a ZnF fosse solubilizada na sua forma
livre em um veiculo aquoso, como em uma solucdo, o farmaco se distribuiria nédo
especificamente pelo organismo, induziria efeitos adversos como fotossensibilidade
ocular ou cutanea, e como resultado, reduziria a qualidade de vida de pacientes
tratados com o farmaco (MD et al., 2017). Para evitar os efeitos adversos da
administracdo sistémica da ZnF, sua admnistracdo topica € avidamente almejada
para o tratamento do cancer de pele. Dessa forma, a aplicacéo tépica da ZnF pode
melhorar a efetividade da TFD ou da TSD por ser uma via de administragcdo nao
invasiva, de aplicacdo simplificada, de facil acessibilidade ao estimulo fisico (luz ou
ultrassom), por aumentar a concentracdo do farmaco no sitio-alvo da doenca e por
restringir a fotossensibilidade residual do farmaco apenas ao local de aplicagéo.
Entretanto, a sua elevada lipofilicidade limita demasiamente a penetragcdo da ZnF
livre administrada topicamente na pele, a qual precipitaria em contato com o estrato
cérneo, a principal barreira a penetracdo cutanea de farmacos, na forma de
agregados ou cristais lipofilicos. Para promover, entdo, sua penetracdo através do
estrato cérneo até as camadas profundas da pele, onde estdo localizados a maioria
dos tumores cutaneos, sao necessarios sistemas de liberacdo e/ou métodos fisicos
(DALMOLIN; LOPEZ, 2018), como o proprio LFU.

O LFU é o mais utilizado dos tratamentos sonoforéticos para aumentar a
permeabilidade cutanea, sendo que o FDA ja aprovou 0 seu uso para a aplicacédo
local de anestésicos (POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al.,
2011b, 2012a; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018). Existem duas modalidades de

aplicagcdo do LFU na pele. O pré-tratamento, em que o ultrassom é aplicado antes da
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administracdo do farmaco, e o tratamento simultaneo. No pré-tratamento, com um
meio de acoplamento adequado, pode-se controlar a extensdo da perturbacdo da
pele e a criacdo de regides localizadas de transporte (LTRs). A permeabilidade
dessas regides pode também ser modulada em fungéo das caracteristicas do meio
de acoplamento, possibilitando direcionar a liberacdo do farmaco posteriormente
aplicado para um local especifico da pele (PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017) ou
para a circulacdo sistémica (POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010). No
tratamento simultaneo, a aplicacdo do LFU j& na formulacdo que contém o farmaco
tem a vantagem de unir os beneficios da formacdo das LTRs ao fluxo convectivo
induzido pelo ultrassom, podendo assim “empurrar” uma maior concentracdo de
farmaco através da pele. Neste caso, no entanto, a taxa de transporte do farmaco
por convecdo diminui tdo logo o ultrassom seja desligado (MITRAGOTRI; KOST,
2004; POLAT et al., 2011b).

A combinacéo de sistemas de liberacdo com outros métodos promotores da
penetracdo, com o objetivo de melhorar a liberacao de farmacos para a pele ou para
a circulacdo sanguinea, tem sido objeto de inUmeras investigacbes (DRAGICEVIC;
MAIBACH, 2018). Dentre os diferentes métodos promotores da penetracdo cutanea,
0s métodos fisicos tem atraido interesse para serem aplicados em conjunto com
sistemas de liberacdo, ja que essas duas abordagens, usadas para melhorar a
penetracdo de farmacos, atuam através de mecanismos distintos. Assim, supde-se
gue esses métodos atuam sinergicamente para vencer a baixa permeabilidade da
camada mais apical da pele, o estrato cérneo, levando a maior penetracdo do
farmaco (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018).

Dessa forma, a associacdo do LFU com sistemas de liberacdo
nanoparticulados, visando direcionar a liberagdo cutdnea ou trandérmica de
farmacos na pele tem sido alvo de estudos de varios grupos de pesquisa
(WEIMANN; WU, 2002; PALIWAL; MENON; MITRAGOTRI, 2006; EL-KAMEL; AL-
FAGIH; ALSARRA, 2008; DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009; LOPEZ et al., 2011,
KASETVATIN; RUJIVIPAT; TIYABOONCHAI, 2015; RANGSIMAWONG et al., 2015;
HEGDE et al.,, 2017; MANIKKATH et al., 2017a), pois ainda ndo se conhece
completamente as particularidades e os mecanismos do transporte sonoforético dos
farmacos associados a sistemas de liberacdo com a aplicacdo do LFU. Nesse

aspecto, temos a hipotese de que a natureza das nanoparticulas usadas como
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carreadores de farmacos, aliada a natureza das LTRs formadas quando o LFU é
aplicado, pode ditar a extenséo da penetracao cutanea do farmaco.

Neste contexto, acredita-se que sistemas de liberagdo micelares sejam mais
efetivos do que os lipidicos na permeacéo cutdnea de farmacos lipofilicos, uma vez
gue o baixo teor de lipidios dos primeiros podem manter as LTRs mais disponiveis e
melhorar a penetracao de farmacos enquanto que o elevado teor lipidico dos ultimos
podem levar a oclusdo das LTRs e desfavorecer a penetracdo do farmaco. As
micelas sdo sistemas de liberacdo constituidos basicamente por substancias
anfifilicas, como tensoativos, fosfolipidios ou polimeros anfifilicos, associados ou
nao. Dentre os tipos de micelas, as micelas poliméricas apresentam caracteristicas
Unicas que as fazem interessantes como sistema de liberacdo de farmacos para a
via tépica como a baixa concentracdo micelar critica, alta estabilidade, adequada
encapsulacdo de farmacos e acumulo especifico e aumentado do farmaco no tecido-
alvo (KORE et al., 2014). Micelas poliméricas constituidas pelo polimero anfifilico
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine conjugado ao polietilenoglicol
2000 (DSPE-PEG) tem sido reportadas na literatura como sistemas de liberagéo
para a veiculacéo intravenosa de farmacos lipofilicos antineoplasicos (LUKYANOV;
TORCHILIN, 2004). Dessa forma, € provavel que essas micelas administradas
topicamente na pele aumentem a solubilidade da ZnF no meio e colaborem com sua
difuséo através do estrato corneo pelas LTRs hidrofilicas formadas ap6s a aplicacéo
do LFU na pele (PALIWAL, MENON; MITRAGOTRI, 2006).

Assim, um dos objetivos desse trabalho é investigar a influéncia da
caracteristica hidrofilica ou lipofilica de formula¢cBes para a administracdo tépica da
ZnF por LFU. Para verificar a possibilidade de aliar a acdo promotora de penetracao
cutanea do LFU a sua atividade sonodindmica, o outro objetivo é avaliar a
capacidade do LFU em estimular a formacdo de ROS e radicais livres na pele, além
do impacto do agente sonossensibilizante e da formulagdo nessa atividade. Visa-se,

desta forma, estudar o potencial do LFU para a TSD tdpica de tumores cutaneos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura da pele e vias de penetracdo de farmacos

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, com area superficial entre 1,5 e 2
m? e aproximadamente 15% do peso corpéreo total. Esta é a principal interface entre
0 corpo e o ambiente, desempenhando diversas funcbes como a de
termorregulacdo, protecdo do corpo contra agentes quimicos, fisicos e
microbiolégicos, prevencédo de perda de agua e nutrientes. Sua estrutura consiste
em duas camadas principais, a epiderme e a derme, acompanhada por um tecido
subcutaneo gorduroso (LOPEZ; GRATIERI; GELFUSO, 2012; LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2017) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura da pele dividida em suas trés camadas principais: a epiderme, a
derme e o tecido subcutaneo (A) e suas células, estruturas e apéndices (B).

A

Epiderme (300 pm)

') " Derme (2000 um)

m—

< Tecido subcutaneo

B

Pelo

Finais das terminagbes nervosas

Células de Merkel
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Corpusculo bulbéide ou de Krause , .
Foliculo piloso

Gladula sudoripara

Corpusculos de Ruffini

Veia

Adipécitos Artéria

Fonte: autoria prépria.

O tecido subcutaneo ou hipoderme (Figura 1), composto por lipdcitos e tecido
conectivo, acomoda 0s nervos e vasos sanguineos de maior calibre da pele. Os
lipdcitos estdo organizados em Iébulos de gordura, 0os quais sao separados uns dos

outros por septos fibrosos. Feixes de fibras que se originam da derme e se estendem
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para o tecido subcutdneo fortalecem a conexdo entre esses dois tecidos. A
hipoderme da, portanto, sustentacdo a pele e é importante para a regulacdo da
temperatura corporal. A gordura nesta regido também desempenha funcao
enddcrina, produzindo hormdnios como a leptina, que contribui com a regulacdo do
apetite e controle de energia metabdlica (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

A derme é a camada da pele localizada acima do tecido subcutaneo, com 0,5
a 5,0 mm de espessura, dependendo do local do corpo. Ela € composta por material
intersticial (fibras de colageno, elasticas e reticulares) e por células (fibroblastos,
mastdéctios, plasmacitos, linfécitos, células dendriticas e histiocitos). Cerca de 70%
do peso seco da pele € composto por fibras de colageno, das quais os tipos
predominantes séo o tipo | e o tipo Ill. Tanto o colageno como as fibras elasticas séo
produzidas e depositadas na pele pelos fibroblastos. Existem diferentes
subpopulacdes de fibroblastos na derme, as quais contribuem de forma especifica
para a homeostase da pele, a cicatrizacéo e a formacéo dos foliculos pilosos.

A derme também contém estruturas especializadas, como vasos sanguineos,
canais linfaticos, nervos sensoriais, foliculos pilosos, glandulas sebaceas,
sudoriparas e glandulas apodcrinas associadas aos foliculos. Os foliculos pilosos
invadem a epiderme, desembocando na superficie da pele. Esta camada da pele €,
portanto, responsavel por conferir a estruturacao da pele, pelas sensa¢fes de dor,
calor, pressdo e toque, pelo suprimento de &gua, nutrientes e remocdo de
metabdlitos celulares, homeostase e defesa imunolégica (LOPEZ; GRATIERI,
GELFUSO, 2012; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

A epiderme € a camada avascularizada mais externa da pele, cuja espessura
pode variar enormemente, dependendo do local do corpo, de 0,05 mm nas
palpebras até 1,50 mm nas palmas da mao ou solas do pé. Enquanto os
gueratinécitos sdo as principais células da epiderme (95%), os melandcitos, as
células de Langerhans e as células de Merkel constituem os 5% das células
restantes (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

A epiderme pode ser subdividida em duas camadas principais: o0 estrato
cérneo e a epiderme viavel. A epiderme viavel possui células em constante divisédo e
renovacdo. Dependendo do estado de diferenciacdo celular dos queratindcitos, a
epiderme viavel pode ser sub dividida em trés camadas: a camada basal ou estrato

germinativo, o estrato espinhoso e o estrato granuloso, da regido mais interna para a



29

mais externa da pele, respectivamente (LOPEZ; GRATIERI; GELFUSO, 2012; LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2017).

A camada basal, préxima a derme, consiste em uma Unica camada de
células-tronco colunares indiferenciadas, sendo ela a responséavel pela proliferacao e
renovacdo constante dos queratinécitos. Outros tipos de células também sé&o
encontradas na membrana basal da epiderme viavel, como as células de
Langerhans, que sdo células dendriticas apresentadoras de antigenos, as células de
Merkel, que transmitem informacdes sensoriais da pele para os nervos sensoriais, e
os melandcitos (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

De todas essas células altamente especializadas presentes na epiderme
viavel, deve-se atentar para a importante funcdo que os melandécitos desempenham
no tecido cutaneo. Os melandcitos sdo células dendriticas derivadas da crista neural
gue sintetizam a melanina. Um vez produzida, a melanina é empacotada em
vesiculas, os melanossomas, que posteriormente sdo transportados para 0S
queratinocitos da camada basal. Os melanossomas formam uma capa de melanina
que protege o0s nucleos dos queratinécitos da radiacdo ultravioleta, conferindo
protecdo contra os efeitos mutagénicos da radiacdo. Os melandcitos também séo
responsaveis por conferir a cor da pele do individuo, sendo determinada pelo
namero e tamanho dos melanossomas e pelo tipo de melanina produzida
(eumelanina ou feomelanina) (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

O processo de diferenciacdo da epiderme viavel ocorre entdo a partir da
camada basal, a partir da qual os queratindcitos se dividem e se diferenciam,
empurrando as células ja formadas para as camadas mais superiores. Como
resultado dessa diferenciacdo, os queratinécitos se achatam devido a acdo da
filagrina, um componente proteico dos granulos de querato-hialina, sobre os
filamentos de queratina. Enquanto as células crescem na dire¢cdo das camadas mais
superiores, elas também produzem e secretam substéncias lipidicas (como
colesterol, ceramidas e acidos graxos de cadeia longa) para o espaco intercelular,
perdem o ndcleo e organelas e, finalmente morrem. Essas profundas alteragfes na
estrutura celular dos queratindcitos resultam na transformacgéo dessas células nos
cornedcitos, as células do estrato corneo, e marcam o estagio final de diferenciacéo
gueratinocitica. Todo esse processo dura, geralmente, cerca de 40 dias na pele
saudavel.(LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).
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O estrato cérneo é, portanto, a camada mais externa da pele. Ele possui de
15 a 20 um de espessura e € a principal barreira de protecdo do corpo humano
contra a perda excessiva de agua e danos ocasionados por agentes téxicos e
microrganismos. Os cornedcitos que compdem o estrato corneo séo células mortas,
achatadas, anucleadas, compostas principalmente de filamentos de queratina. A
membrana plasmatica dos cornedcitos contem envelopes cornificados, formados
pela reticulagdo de precursores proteicos solUveis em agua, a involucrina e a
loricrina (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Os cornedcitos encontram-se embebidos em uma matriz lipidica extracelular,
muito bem organizada, composta por &cidos graxos, colesterol e ceramidas,
secretada pelos corpos lamelares dos queratinécitos da epiderme vidvel. Essa
estrutura de cornedcitos e matriz lipidica, organizados em 15 a 20 camadas, confere
ao estrato cérneo uma permeabilidade muito baixa a substancias (LOPEZ,
GRATIERI; GELFUSO, 2012; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Nesse aspecto, para permear o estrato corneo as substancias podem utilizar,
dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas, trés diferentes vias ou rotas
(GRATIERI et al.,, 2008; MAIBACH; DRAGICEVIC, 2016), as quais estédo
representadas na Figura 2:

a) via intercelular lipidica, entre os cornedcitos;

b) via transcelular, atravessando tanto os cornedécitos quanto a matriz lipidica;

c) via apéndices da pele.

Figura 2. Representacdo esquematica das vias de penetracdo da pele.
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A permeacdo da maioria das substancias ocorre principalmente pela via
intercelular lipidica, circundando os cornedcitos. Apesar desta rota de permeacéao ser
mais longa do que a transcelular, ela previne mdultiplas particbes da molécula
permeante entre 0s cornedcitos e os lipidios intercelulares. Contudo, a permeacéo
de algumas substancias pelo espaco intracelular pode ocorrer principalmente
quando agentes promotores da penetragdo desnaturantes, como a ureia, que
modificam a estrutura da queratina que forma os cornedcitos, sdo usados (LOPEZ;
GRATIERI; GELFUSO, 2012).

A entrada de substancias pelos apéndices da pele também pode ocorrer, mas
ela é limitada devido a pequena area superficial ocupada por eles, cerca de 0,1%.
Mas dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da molécula permeante e do
veiculo ela pode ter um papel importante (LOPEZ; GRATIERI; GELFUSO, 2012).
Alguns sistemas nanoparticulados, por exemplo, podem se acumular nos foliculos
pilosos e possibilitar uma liberacdo sustentada de farmacos dentro da pele
(MAIBACH; DRAGICEVIC, 2016; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018).

2.2 Administracao tépica de antineoplasicos

A administracdo tépica de agentes antineoplasicos pode ser vantajosa para o
tratamento de diferentes tipos de neoplasias cutaneas, mas é limitada pela funcao
barreira da pele a penetracdo de substancias. Apesar de alguns tipos de cancer de
pele possuirem baixa letalidade, como o carcinoma de célula basal e de célula
escamosa (classificados como tumores de pele do tipo ndo-melanoma), esses
tumores podem causar extrema desconfiguracdo a 6rgdos como o nariz, a orelha e
os labios dos pacientes. Portanto, € imperativo que essas lesdes sejam
preferencialmente tratadas com técnicas néo invasivas, como a administracao tépica
de medicamentos (ITA, 2016).

Embora existam algumas abordagens de tratamento convencionais do cancer
de pele como a curetagem, cirurgia, crioterapia e quimioterapia, essas abordagens
terapéuticas podem levar a graves eventos adversos, como inflamacgéo severa, dor,
cicatrizes desagradaveis e risco de comprometimento funcional. Todos esses
problemas comumente resultam em falha terapéutica e abandono do tratamento pelo
paciente. Dessa forma, tem se buscado desenvolver ou melhorar modalidades nao
invasivas, mais efetivas e mais toleraveis de tratamento para o cancer de pele, como

a imunoterapia, a bioquimioterapia, a terapia génica e a terapia fotodinamica. Esses
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tratamentos alternativos para o cancer de pele podem proporcionar uma melhor
adesdo do paciente, eliminar o problema da desconfiguracdo estética e reduzir os
custos com cirurgia, particularmente nos casos em que o cancer se espalhou por
grandes &reas do corpo (ITA, 2016).

Entretanto, os farmacos atualmente usados para o tratamento do cancer de
pele, como o 5-fluoracil, o imiquimode e a doxorrubicina, ndo apresentam as
caracteristicas fisico-quimicas apropriadas que possibilitem sua penetracdo cutanea
em quantidade e profundidade adequadas para efetuar uma resposta terapéutica
satisfatéria. Além disso, tais agentes antineoplasicos podem causar efeitos adversos
graves na pele como reacao inflamatéria local, prurido, vermelhiddo, edema ou até
ulceracdo. Essas desvantagens relacionadas ao tratamento tépico para o cancer de
pele enfatizam a necessidade de desenvolver novas formulacdes ou métodos para
aumentar a penetracdo desses farmacos na pele, visando aumentar a eficacia e
efetividade do tratamento do cancer de pele (PEREIRA, 2015). Neste aspecto, com
a finalidade de aumentar a permeacédo cutanea de farmacos e melhorar o tratamento
topico do cancer de pele a combinacdo de métodos quimicos, farmacotécnicos e
fisicos (Figura 3) deve ser utilizada (NEVES BORGHETI-CARDOSO et al., 2016).

Figura 3. As principais estratégias usadas para aumentar a permeacao de
farmacos através da pele (Adaptado de NEVES BORGHETI-CARDOSO et al.,
2016).
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De forma geral, dentre as estratégias de promoc¢ao da penetracdo cutanea de
farmacos, o uso de sistemas nanoparticulados associado a um meétodo fisico se
mostra bastante interessante para o tratamento de tumores de pele porque permitem
o controle inteligente da liberagdo do farmaco e da extensdo de perturbagéo da pele
(PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017; DALMOLIN; LOPEZ, 2018; PETRILLI et al.,
2018; AHMED et al., 2019).

Recentemente, em estudos in vitro com pele de suinos, Petrilli et al. (2008)
observaram que a iontoforese aumentou a penetracdo do 5-fluoracil quando em
solucdo aquosa ou incorporado em lipossoma convencional ou funcionalizado com
cetuximabe (imunolipossoma). O acumulo de 5-fluoracil na epiderme viavel, onde os
tumores sdo encontrados duplicou quando o farmaco estava encapsulado no
imunolipossoma em relacdo ao lipossoma. Os resultado in vivo corroboraram 0s
resultados in vitro, demonstrando o potencial dos imunolipossomas e da iontoforese
para o tratamento do carcinoma celular escamoso de pele (PETRILLI et al., 2018).

Dalmolin e Lopez (2018) também demonstraram o aumento da penetragédo
cutdnea de nanoemulsbes contendo o agente fotossensibilizante ZnF na presencga
da iontoforese. As autoras reportaram um aumento de quase 16 vezes da ZnF na
pele de suino, in vitro, ap6és 30 min de iontoforese da nanoemulsdo. Os
experimentos in vivo mostraram que a iontoforese permitiu que a ZnF alcancasse o
melanoma induzido sob a pele de camundongos (DALMOLIN; LOPEZ, 2018).
Verificaram ainda que a iontoforese da nanoemulsédo contendo, além da ZnF, um
anticorpo (bevacizumabe) foi mais efetiva do que a injecdo intratumoral para a
imunofototerapia do melanoma induzido no animal (DALMOLIN, 2019).

Ahmed et al. (2019) investigaram o uso de microagulhas (Derma roller) na
penetracdo cutanea de doxorrubicina e celecoxib encapsulados em gel lipossomal
para o tratamento do melanoma. Os resultados mostraram que o pré-tratamento da
pele com as microagulhas seguido da administracdo do gel lipossomal aumentou a
penetracdo da doxorrubicina em quase duas vezes quando comparado com a
permeacdo passiva (sem estimulo da microagulha). A administracdo dos lipossomas
contendo ambos doxorrubicina e celecoxib, apos aplicacdo das microagulhas,
aumentou significativamente o efeito antitumoral do melanoma induzido em ratos
guando comparada com a administracdo de apenas um dos farmacos (AHMED et
al., 2019).
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Huber e colaboradores encontraram resultados positivos com a iontoforese de
nanoparticulas lipidicas solidas contendo doxorrubicina. Os autores mostram que a
iontoforese da solucdo do fa&rmaco aumentou a penetracdo da doxorrubicina na
epiderme viadvel em quatro vezes. Entretanto, quando o farmaco foi incorporado nas
nanoparticulas, a iontoforese aumentou sua penetracdo em aproximadamente 50
vezes. Os estudos em animais com a estratégia mostraram a inibicdo efetiva do
crescimento tumoral, acompanhada de aumento da queratinizagdo e morte celular
tumoral (HUBER et al., 2015).

Pereira, Ramos e Nishida (2017), investigando a influéncia do ultrassom e
diferentes meios de acoplamento na penetracdo da doxorrubicina em modelo in vitro
com pele suina, também encontraram efeitos benéficos na utilizacdo do ultrassom
como método fisico promotor da penetracdo cutdnea. Os resultados mostraram que
a utilizacdo de um gel anibnico como meio de acoplamento permitiu que quatro
vezes mais doxorrubicina ficasse retida na pele do que o uso de um gel ndo iénico
(PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017). Contrariamente do que foi encontrado por
Huber et al. (2015) na presenca da iontoforese, a penetragcdo da doxorrubicina a
partir de nanoparticulas lipidicas na pele pré-tratada com ultrassom diminuiu sua
penetracdo. As autores propuseram que possivelmente o alto teor lipidico das
nanoparticulas recompunha os caminhos abertos na pele (LTRs) pelo ultrassom,
diminuindo a permeabilidade adquirida com o tratamento fisico (PEREIRA, 2015).

2.3 Sonoforese

A sonoforese é um método fisico que utiliza o ultrassom para permeabilizar a
pele e promover a permeacdo cutanea de farmacos. Ela pode se mostrar mais
vantajosa do que os outros métodos fisicos com relacdo a alguns aspectos
particulares, como (POLAT et al., 2011b):

0] a modulacdo da extensdo de permeabilidade da pele, sem danos a

integridade do tecido cutaneo;

(i) a liberagcéo do farmaco para um local especifico da pele, para uma

regido do corpo ou para a circulagéao sistémica;

(iii) a penetracdo de uma gama de farmacos lipofilicos e hidrofilicos,

tanto de baixa como alta massa molecular.
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Resumidamente, o mecanismo fisico de geracdo das ondas ultrassOnicas
acontece a partir de uma fonte de alimentacdo que converte a energia elétrica em
vibragbes mecénicas. Essa energia elétrica € primeiramente transmitida para um
transdutor piezoelétrico, presente na sonda do ultrassom, o qual amplifica essa
energia e a transforma em vibragcdes mecanicas, criando ondas de pressao no meio.
Quando aplicado em um meio liquido, a oscilacdo das ondas do ultrassom forma
areas de contracdo (alta pressdo) e de expansao (baixa pressao) no meio que
resultam na formacao, expanséo e colapso de microbolhas de gas, fenbmeno este
conhecido como cavitagcdo acustica. Essas microbolhas formadas podem oscilar,
crescer e se fragmentar ou interagir entre si (POLAT et al., 2011b, 2012a; ITA,
2017). De forma geral, a cavitagdo acustica é categorizada em dois tipos (Figura 4):
a) Cavitagcdo estavel — em que as microbolhas de cavitacdo oscilam em
torno de um didmetro de bolha durante varios ciclos acusticos, sem
haver o colapso das bolhas (POLAT et al., 2011b, 2012b; ITA, 2017).

b) Cavitacdo inercial — em que as microbolhas de cavitagdo crescem
rapidamente durantes varios ciclos acusticos, resultando no colapso
violento das mesmas (POLAT et al., 2011b, 2012b; ITA, 2017).

Figura 4. Representacdo esquematica dos processos de cavitacdo acustica do tipo
estavel e inercial.
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Se a cavitacdo inercial ocorre no meio liquido, o colapso das bolhas pode
resultar na formacéo de bolhas menores e formacao de novas bolhas de cavitacdo a
partir das recém-formadas. Por outro lado, se o colapso das bolhas ocorre préximo a
uma superficie sélida, como a pele, pode haver a formagédo da microjatos localizados
na interface liquido-pele como resultado do colapso assimétrico das bolhas de
cavitacdo ao encontrarem uma superficie sélida (POLAT; BLANKSCHTEIN;
LANGER, 2010; POLAT et al., 2012b; ITA, 2017).

A cavitacdo sofre influéncia de varios parametros do ultrassom, mas
principalmente de sua frequéncia. O raio ressonante da bolha de cavitacédo
apresenta uma relacao inversa com a frequéncia do ultrassom. Especificamente, o
raio da bolha ressonante linear é definido pela equacao resx f = C, onde res € f S80 0
raio da bolha ressonante e a frequéncia do ultrassom, respectivamente, e C é a
constante que dependente das propriedades da solucdo na qual a cavitacdo esta
ocorrendo. Portanto, o ultrassom de baixa a frequéncia gerara microbolhas de maior
o didametro em comparac¢ao ao ultrassom de alta frequéncia.

Desta forma, dependendo da frequéncia do ultrassom, a sonoforese pode ser
classificada em: (i) a sonoforese de alta frequéncia, cuja frequéncia do ultrassom
pode variar de 0,7 até 16 MHz, o qual é corriqgueiramente usado para diagnostico e
fisioterapia. (MITRAGOTRI et al., 1995; ASANO et al., 1997); e (ii) a sonoforese de
baixa frequéncia (LFU), de 20 a 100 kHz (UEDA; SUGIBAYASHI; MORIMOTO,
1995; FANG et al., 2000; BOUCAUD et al., 2001; MORIMOTO et al., 2005), que € o
tipo de sonoforese mais estudado como método promotor de absorcdo cutanea
(POLAT et al., 2011a, 2011b).

A causa da perturbacdo da pele durante o tratamento sonoforético tem sido
principalmente atribuida ao processo de cavitacdo inercial, o qual é influenciado,
além da frequéncia, pela intensidade de aplicacdo do ultrassom, ciclo de trabalho,
distancia entre a sonda do ultrassom e a pele, tempo de aplicacdo e meio de
acoplamento (Tabela 1) (MITRAGOTRI, 2000; TERAHARA et al, 2002,
MITRAGOTRI; KOST, 2004; POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010).



Tabela 1 - Variaveis, além da frequéncia, que podem ser alteradas para modular a permeabilizacdo da pele na sonoforese.

Intensidade

E proporcional a amplitude de vibracdo da fonte ultrassonica. A intensidade de aplicacdo do
ultrassom para tratamentos sonoforéticos pode variar de poucos mW/cm? até 50 W/cm?
(MITRAGOTRI et al., 1995; ASANO et al., 1997; WEIMANN; WU, 2002; BAJI et al., 2018);

Ciclo de trabalho

Também definido como a proporcdo de tempo do ultrassom no modo on em relacdo ao tempo total
de tratamento. Os ciclos de trabalhos mais comumente usados séo 10 % (0,1 s on e 0,9 s off), 50%
(5 s on e 5 s off) ou 100% (aplicacdo continua). O modo pulsatil de aplicagcdo do ultrassom em ciclos
on e off é usado com a finalidade de reduzir os efeitos térmicos associados ao ultrassom, ja que
permite algum tempo para a dissipacdo do calor do meio de acoplamento durante o tratamento
(ASANO et al., 1997; BOUCAUD et al., 2001; TERAHARA et al., 2002; ALVAREZ-ROMAN et al.,
2003; HERWADKAR et al., 2012; HUANG et al., 2015; BAJI et al., 2018)

Distancia entre a pele e a sonda
do ultrassom

Esse parametro pode variar de 0 mm, isto é, da sonda em contato direto com a pele, até 4,0 cm.
Entretanto, as distdncias mais comumente utilizadas variam entre 0,3 cm a 1,0 cm (JOHNSON et al.,
1996; TERAHARA et al., 2002; HERWADKAR et al., 2012; PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017; BAJI
et al., 2018).

Duracéo da aplicagcéo

Geralmente, a aplicacao do ultrassom varia de poucos segundos até alguns minutos, mas pode haver
aplicacdo por horas a até poucos dias até que o equilibrio de penetracéo e distribuicdo do farmaco
(ou stady state) seja alcangcado (ASANO et al., 1997; FANG et al., 2000; HERWADKAR et al., 2012;
HUANG et al., 2015).

Meio de acoplamento

Algumas variaveis relacionadas ao meio de acoplamento, como a presenga e concentragdo de
tensoativos, viscosidade, tenséo superficial, densidade e impedancia acustica, podem desempenhar
um papel importante na extensdo da elevacdo da permeabilidade da pele. O proprio meio de
acoplamento pode conter o farmaco ou um promotor quimico de penetracdo (JOHNSON et al., 1996;
POLAT et al., 2011b; HUANG et al., 2015; PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017).
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2.3.1. Diferencas entre os protocolos de tratamento sonoforético da pele e seus

mecanismos

A administracdo de farmacos através da pele pode ser realizada usando

sonoforese sob dois protocolos (Figura 5):

a)

b)

Simultaneamente  (definido neste trabalho como tratamento
sonoforético simultdneo ou sonoforese simultdnea) — quando o farmaco
€ incorporado ao meio de acoplamento ou quando a formulagéo
contendo o farmaco funciona como meio de acoplamento (Figura 5A).
Nesse protocolo, o ultrassom, geralmente o de alta frequéncia, €
aplicado durante todo o periodo de tratamento (MITRAGOTRI; KOST,
2004).

Pré-tratamento — quando o ultrassom, mais usualmente o LFU, é
aplicado ao meio de acoplamento previamente a aplicacdo do farmaco
(Figura 5B). A formulagdo que contém o farmaco € colocada em
contato com a pele pré-tratada e o farmaco permeia a pele
passivamente, principalmente através das regides de transporte
localizadas (LTRs) criadas pelo LFU. O protocolo pré-tratamento
costuma ser mais utilizado do que o tratamento simultaneo devido a
duracéo reduzida de aplicacdo do ultrassom para a permeabilizacédo da
pele, de apenas poucos segundos, seguido pela permeacao
transdérmica sustentada do farmaco (MITRAGOTRI; KOST, 2004).

Figura 5. Representacdo esquematica do tratamento sonoforérico da pele: A)
Simultaneo e B) Pré-tratamento.
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B) Pré-tratamento
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Fonte: autoria propria

2.3.2 Sonoforese de alta e baixa frequéncia

Na sonoforese de alta frequéncia, as microbolhas derivadas da cavitacao
possuem raio na ordem de menos de 1 um, que é comparavel a espessura das
bicamadas lipidicas do estrato cérneo. Isso sugere que a cavitacdo ocorra
majoritariamente dentro do estrato cérneo, principalmente nos espacos que se
formam entre conjuntos de cornedcitos (espacos lacunares), e nos apéndices
cutaneos (hastes dos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas) (POLAT et al.,
2011b, 2012a). Além da cavitacdo acustica, o efeito térmico e o transporte
convectivo induzido pelo ultrassom também podem contribuir com o transporte
sonoforético de farmacos pelo aumento da particdo e mobilidade molecular no
estrato corneo na sonoforese de alta frequéncia (MITRAGOTRI et al., 1995; POLAT
et al., 2011b).

Historicamente, os tipos mais comuns de farmacos administrados topicamente
com a sonoforese de alta frequéncia sdo os anti-inflamatérios esteroidais topicos
para dores articulares, como cortisol, dexametasona ou predinisolona, e nos ultimos
anos, os anti-inflamatorios ndo-esteroidais orais (AINES) orais, como diclofenaco,
ibuprofeno, cetoprofeno, cetoralaco, nimesulida e piroxicam. Essa tendéncia recente
da associacao da sonoforese de alta frequéncia com AINES visa a eliminacdo dos
efeitos adversos gastrointestinais apresentados por essa classe de farmacos quando
administrados  oralmente, como nauseas, azia, inflamacdo e JUlceras
gastrointestinais, snagramente gastrointestinal, doenca inflamatoria intestinal e colite
inespecifica. Assim, além de aumentar a eficacia de agéo desses farmacos com sua
administracao topica no local especifico que devem atuar, a utilizacdo da sonoforese

de alta frequéncia também leva a a reducao de graves efeitos colaterais sistémicos
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dos AINES. Apesar da sonoforese de alta frequéncia ter um efeito benéfico no
aumento da penetracdo desses farmacos em relacdo a permeacdo passiva, €
provavel que continue sendo empregada como um método viavel apenas para
penetragcdo de farmacos com baixa massa molecular (<1000 Da), ligeiramente
hidrofobicos, visando o tratamento de doencas inflamatodrias localizadas como artrite,
reumatismo e lesées musculares e de tenddes (POLAT et al., 2011b).

Diferentemente da sonoforese de alta frequéncia, uma enorme variedade de
farmacos podem ser administrados topica e transdermicamente com o LFU,
incluindo farmacos hidrofilicos (com coeficiente de particio Ko/a negativo),
hidrofobicos (Ko/a positivo), de baixa massa molecular (< 1000 Da), alta massa
molecular (= 1000 Da) e até nanoparticulas de tamanhos nano e micrométricos. Na
sonoforese de baixa frequéncia (LFU), a cavitacdo acustica também é o mecanismo
primario que induz o aumento da permeabilidade da pele a farmacos, sendo ela
capaz de aumentar o transporte de farmacos através da pele em até 1000 vezes em
relacdo a sonoforese de alta frequéncia (MITRAGOTRI; BLANKSCHTEIN; LANGER,
1996). Dessa forma, o advento da sonoforese com LFU realmente aumentou tanto o
tipo como a extensdo da administracdo topica de farmacos a niveis terapéuticos, em
comparacao com a sonoforese de alta frequéncia.

Entretanto, LFU é capaz de gerar microbolhas de cavitagdo com diametro
maiores (entre 100 e 150 uym) do que o ultrassom de alta frequéncia e a
permeabilizacdo do estrato cérneo parece acontecer sobre a pele por meio do
colapso assimétrico das bolhas de cavitacdo, com formacdo de microjatos ao
colidirem contra a superficie da pele (WOLLOCH; KOST, 2010). Esses fendmenos
causariam a maior perturbacéo da estrutura da pele com o LFU, com formagéo de
regides altamente permeabilizada sobre a pele, denominadas regides localizadas de
transportes. Assim, o LFU é capaz de promover a permeacdo de uma variedade de
farmacos hidrofilicos tanto de baixa como de alta massa molecular, com a
possibilidade de liberacdo tanto local quanto sistémica de farmacos (POLAT,
BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010).

2.3.3 O ultrassom de baixa frequéncia e as regides localizadas de transporte na
pele

Estudos conduzidos com LFU mostraram que a cavitagdo inercial, a qual

ocorre no meio de acoplamento durante a aplicacdo do LFU, aumenta a
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permeabilidade da pele de forma heterogénea, levando a formacédo das regibes
localizadas de transporte (LTRS).

As LTRs sdo canais ou poros tortuosos, de carater hidrofilico, com tamanho
micrométrico onde ocorre uma alta desorganizacdo ou perturbacdo do estrato
cérneo da pele induzida pela acdo do LFU (Figura 6). Pelas LTRs ions, farmacos e
sistemas nanoparticulados podem adentrar a pele e ganhar acesso a circulacao
sistémica. E provavel que tais canais transientes também sejam formados em toda a
extensdo da epiderme viavel e derme (WEIMANN; WU, 2002; PALIWAL; MENON;
MITRAGOTRI, 2006; POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al.,
2011a, 2012a).

Figura 6. Representacdo esquematica das regifes localizadas de transporte (LTRS)
formadas pela aplicacédo do LFU na pele.

Regides localizadas de transporte
(LTRs)

microjatoz\ /

farmaco

HHmmmEREEL - regides localizadas de transportes
Derme

formadas na pele

Fonte: autoria prépria.

As LTRs se distribuem de forma heterogénea na pele, mas seu padrao pode
ser alterado em funcédo das caracteristicas do meio de acoplamento (PEREIRA,
RAMOS; LOPEZ, 2017). Em experimentos usando marcador especifico para corar
as LTRs, quando o meio de acoplamento era constituido apenas por agua, houve a
formacdo de uma unica LTR na area imediatamente abaixo do transdutor (TEZEL et
al., 2001; TANG et al., 2002). Por outro lado, quando o meio de acoplamento era

composto por 1% de lauril sulfato de sodio (SLS) (m/v), tratamento este conhecido
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hoje como LFU/SLS, as LTRs formadas variaram bastante em numero, distribuicdo e
localizacédo entre as amostras, recobrindo de 5 a 25% da area da superficie da pele
(TEZEL et al., 2001, 2002; KUSHNER IV; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2004, 2008a).

Mitragotri e colaboradores mostraram que o LFU/SLS aumentou a
permeabilidade do manitol na pele em 200 vezes apds 90 min de tratamento
enquanto que um aumento de aproximadamente 77 vezes foi observado com o LFU
sozinho. Os autores também observaram que a densidade de energia minima
requerida para causar perturbacéo na pele reduzia de 141 J/cm?para 18 J/cm? com
a inclusdo do SLS no meio de acoplamento. Além disso, essa desestruturacdo da
pele aumentou proporcionalmente com o aumento da concentracdo de SLS (a qual
variou de 0 a 1% (m/v)), com o tempo de aplicacdo do ultrassom e com a diminui¢cao
da frequéncia do ultrassom (MITRAGOTRI, 2000).

Ademais, ndo sO a concentracdo, mas o tipo de tensoativo influencia a
permeabilidade da pele com LFU. Tezel e colaboradores estudaram o sinergismo
entre LFU de 20 kHz e vérios tensoativos de diferentes cargas (aniénicos, catibnicos
e néo-ibnicos) e tamanhos de cadeias carbonicas lineares (de 8 a 16 carbonos).
Para o favorecimento do efeito sinérgico do LFU com tensoativos, os resultados
mostraram que 0s tensoativos i6nicos foram os mais efetivos em aumentar a
permeabilidade da pele e que o comprimento 6timo da cadeia de hidrocarbonetos
dos tensoativos foi o de 12 carbonos (TEZEL et al., 2002).

Usando o LFU/SLS, as LTRs se mostram aproximadamente 80 vezes mais
permeaveis do que as regides que contornam as LTRs, chamadas de ndo-LTRs.
Corroborando esse aumento de permeabilidade, a resistividade elétrica da pele nas
LTRs é cerca de 5000 vezes menor do que a resistividade elétrica encontrada nas
ndo-LTRs. Mas a resistividade elétrica das ndo-LTRs também é menor, 170 vezes,
do que a resistividade da pele sem tratamento com LFU. Sendo assim, as ndo-LTRs
sd0 mais permeaveis do que a pele intacta. Dessa forma, a inclusdo de tensoativos
como promotores quimicos no meio de acoplamento durante o tratamento da pele
com LFU resulta no aumento da permeabilidade da pele em dois niveis, maior nas
LTRs e menor, mas ainda maior do que na pele nao tratada, nas nao-LTRs
(KUSHNER IV; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2004).

O aumento da permeabilidade da pele nas LTRs mantem uma estreita relacao
com o tamanho das microbolhas de cavitacdo, que por sua vez, dependem da

frequéncia do ultrassom. De forma geral, quanto menor a frequéncia do ultrassom,
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maiores as bolhas de cavitacdo e maior o impacto dos microjatos na superficie da
pele quando essas bolhas colapsam. Por outro lado, as ndo-LTRs parecem ser
independentes do fendmeno de cavitagdo e 0 aumento da permeabilidade nessas
areas esta relacionado a penetracdo do tensoativo pela conveccdo induzida pelo
LFU (POLAT et al., 2011b, 2011a, 2012b).

Sendo assim, o principal mecanismo relacionado ao sinergismo observado
entre o LFU/SLS parece ser a capacidade do LFU em aumentar a concentragéo e
dispersdo do tensoativo dentro do estrato cOrneo num curto periodo de aplicacdo
(MITRAGOTRI, 2000; MITRAGOTRI; KOST, 2004; POLAT et al., 2011b). Dentro do
estrato corneo, o promotores de permeacdo quimico, no caso o SLS, aumenta a
fluidez e diminui a organizag&o dos lipidios da matriz lipidica, diminui a tortuosidade
do estrato corneo e aumenta o coeficiente de difusdo da pele. Na presenca do LFU,
0 SLS aumenta ainda o coeficiente de difusdo do meio de acoplamento para a pele
(POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al., 2011a, 2011b, 2012b).

Dessa forma, tem sido demonstrado que o tempo de tratamento e a
densidade de energia requerida para induzir uma desorganizagdo significante na
pele sdo diminuidos por cerca de uma ordem de magnitude quando o SLS é
associado ao LFU (MITRAGOTRI, 2000; TEZEL et al., 2002). Isto permite que
pacientes sejam tratados em um periodo de tempo mais curto e com protocolos
menos intensos, 0s quais sdo extremamente benéficos para o uso clinico do LFU.
Por essas razdes, a associacdo de LFU e SLS tem sido utilizada em grande parte
dos estudos envolvendo sonoforese.

Resumidamente, o pré-tratamento da pele com LFU/SLS apresenta duas
caracteristicas importantes:

0] o transporte heterogéneo;

(i) o sinergismo do LFU com o tensoativo promotor da penetracéo.

A relacdo existente entre cavitagdo acustica, que ocorre no meio de
acoplamento com o LFU, e a formagcdo das LTRs tem levado a estudos de
modificacdes no meio de acoplamento visando a maior homogeneidade de
distribuicdo das LTRs. Usando hidrogéis semi-sdlidos como meio de acoplamento,
Pereira, Ramos e Lopez (2017) mostraram um aumento de pelo menos trés vezes
na porcentagem de LTRs formadas ap0s aplicacdo do LFU quando comparada ao
tratamento tradicional com SLS (PEREIRA, 2015; PEREIRA; RAMOS; LOPEZ,

2017). Além disso, os autores demonstraram que altera¢cées no potencial zeta do gel
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de acoplamento modificavam as interacbes do farmaco com o estrato corneo,
alterando a penetracdo cutanea do farmaco. Especificamente, o pré-tratamento da
pele com LFU usando um gel catibnico como meio de acoplamento reduziu a
penetracdo cutanea subsequente da doxorrubicina na sua forma cationica. Por outro
lado, o uso de gel de acoplamento anibnico aumentou significativamente sua
penetracdo e acumulo no estrato corneo. Dessa forma, a associacdo de géis com o
LFU pode simultaneamente aumentar a extensdo de permeabilidade da pele e
entregar farmacos ionizados para camadas especificas da pele, dependendo do
potencial zeta do gel.

As alteracdes provocadas na pele pelo uso de géis semi-sélidos como meio
de acoplamento do LFU sao justificadas em funcéo da (i) menor taxa de dissolucao
das microbolhas de cavitagdo em virtude das maiores viscosidade e tenséo
interfacial do gel, que quando colapsam possivelmente geram microjatos de maior
energia e causam maior perturbacéo a pele e pela (ii) alteracdo das caracteristicas
do estrato corneo com a penetragcdo dos componentes do proprio gel de
acoplamento, que alteram a partilha e difusdo do farmaco na pele (PEREIRA, 2015;
PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017).

2.3.4 Estudos clinicos com o LFU objetivando a acao topica de farmacos

O LFU tem sido avaliado como método promotor da penetracdo de farmacos
na pele em estudos em humanos (MARUANI et al., 2010a, 2010b). Maruani et al.
(2010) estudaram a penetracdo cutanea da histamina sob influéncia do LFU para
investigar seu potencial no tratamento tépico de alergias. Os parametros de
aplicacdo do ultrassom utilizados no estudo foram: LFU de 36 kHz, intensidade de
2,72 W/cm? ou 3,50 W/cm?, no modo pulsatil, solugédo de NacCl 0,9% (m/v) como
meio de acoplamento, com distancia entre a sonda e a pele de 5 mm e duracgéo de
aplicacdo de 5 min. Os autores observaram a formac&do de papula na pele dos
participantes que receberam a aplicacdo do LFU, evidenciando a penetracdo da
histamina. As medidas ecogréaficas apds a aplicacdo do LFU foram realizadas apés
30 min, 2 h e 24 h do tratamento. Os resultados mostraram que n&o houve formacao
de papula apds o simples contato da solucdo de histamina com a pele, ao passo que
9/10 dos participantes tratados com LFU apresentaram papulas na pele, cujo

tamanho aumentou, mas néo significativamente, com o aumento da intensidade do
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LFU de 2,72 W/cm? para 3,50 W/cm?. Também foi verificado que a espessura da
pele aumentou e prurido ocorreu em 7/10 individuos que receberam a aplicacdo do
LFU. Alguns efeitos adversos durante a sonoforese com LFU foram reportados no
estudo, como eritema cutdneo, que pode estar relacionado com a reacao
desencadeada pela prépria histamina, dor (cujo score variou bastante entre os
individuos) e zumbido. Entretanto, dor e zumbido cessaram no momento que 0O
tratamento sonoforético foi finalizado (MARUANI et al., 2010b).

No mesmo ano, Maruani et al. (2010) também avaliaram a eficiéncia do LFU
no aumento da vasoconstricdo promovida pela penetracédo de esteroides topicos em
um estudo cego, randomizado em humanos. Os parametros de aplicacdo do
ultrassom utilizados foram LFU de 36 kHz, intensidade de 2,72 W/cm? no modo
pulsétil (2 s on e 5 s off), solu¢cdo de NaCl 0,9% (m/v) como meio de acoplamento,
com distancia entre a sonda e a pele de 5 mm e duracao de aplicacdo de 5 min. Um
creme de 17-valerato de betametasona foi aplicado apds o tratamento sonoforético
ou ndo. A diferenca na cor da pele entre os antebracos dos participantes foi medida
por valores de scores dados a partir da analise por um cromémetro e da analise
clinica por um médico dermatologista. Os resultados mostraram que a
vasoconstricao foi significativamente maior quando o esteroide foi aplicado ap6s o
LFU quando comparado com o grupo que nado recebeu a aplicagdo do LFU. Os
autores também verificaram que a vasoconstricdo aumentou com o aumento do
tempo e que a oclusdo por 2 horas da éarea forneceu maiores scores de
vasoconstricdo do que a oclusdo por 1 h ou massagem. Dessa forma, o pré-
tratamento da pele com LFU usando salina como meio de acoplamento, seguido da
aplicacdo do creme e oclusdo da area por 2 h mostrou um efeito sinergético no
aumento da eficiéncia do esteroide topico por conta da maior permeabilizacdo da
pele decorrente da agcéo do LFU (MARUANI et al., 2010a).

2.3.5 Transporte sonoforético de sistemas nanoparticulados com LFU

O transporte sonoforético de nanoparticulas mediada pelo LFU representa
uma promissora area de pesquisa, em que ambas as estratégias podem ser usadas
para direcionar a liberacdo de farmacos. Diversos trabalhos tem mostrado a
capacidade do LFU de permitir a penetracdo de nanoparticulas no estrato cérneo, a
barreira priméaria da pele, na epiderme viavel e na derme. Tem sido demonstrado, no

entanto, que certas caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados,
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como tamanho e carga superficial, podem influenciar a penetracdo sonoforética
desses carreadores e da consequente liberacdo do farmaco e permeacao atraves da
pele tratada com LFU.

Weimann e Wu (2002) estudaram a penetracdo sonoforética com LFU no
modo simultdneo de microparticulas com tamanho entre 1 e 140 um. Os autores
observaram que microparticulas rigidas com tamanho menor que 25 pum penetraram
na epiderme, mas ndo as particulas maiores. Esse resultado sugere que o tamanho
dos canais ou poros formados com a aplicacdo do LFU na pele seria menor ou igual
a 25 ym. Também foi verificado que a condutancia da pele aumentou com a
penetracdo das microparticulas entre 1 e 25 um. Esse resultado indica o fluxo livre
de ions e microparticulas através das LTRs formadas. Por outro lado,
microparticulas com tamanho maior que 25 pum ndo penetraram na pele e néo
alteraram sua condutancia com o tratamento com o LFU simultdneo. Os autores
propuseram gque essas microparticulas (> 25 um) podem ter se acumulado sobre a
pele, causando a interrupcado do préprio fluxo transdérmico de ions presentes no
meio de acoplamento. Mais tarde, Paliwal, Menon e Mitragotri (2006), usando
guantum dots como particula fluorescente, estudaram os efeitos estruturais do LFU
sobre a pele e observaram que a penetracdo sonoforética dos mesmos era
altamente heterogénea e coincidiam com as LTRs. Em uma escala microscopica, 0s
resultados de microscopia fluorescente mostraram que essas regifes permedveis
marcadas com 0s quantum dots possuiam cerca de 40 a 80 um de largura e
profundidade de até 60 um. Também foi possivel visualizar LTRs com 100 nm de
largura e 300 nm de profundidade. Resultados semelhantes foram encontrados por
Lee et al. (2010), usando microscopia eletrénica de varredura, em que poros de até
2 um foram observados na superficie dos cornedcitos apés 5 min de aplicacdo do
LFU.

Lopez et al. (2011) mostraram que o tratamento da pele com LFU aumentou a
penetracdo de quantum dots (10 e 20 nm) catibnicos, anidnicos e neutros in vitro em
pele de suinos. Os autores encontraram que, apesar do residual de carga negativa
da pele, o quantum dot mais positivamente carregado ndo foi 0 que penetrou em
maiores quantidades. Este resultado é sugestivo de que um valor 6timo de carga
positiva parece ser requerido para a penetracdo sonoforética desse sistema

nanoparticulado. Observaram ainda a presenca de quantum dots na derme,
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corroborando com outros trabalhos que sugerem que os canais que foram as LTRs
alcancam a derme, tomando toda a extensao da pele.

Recentemente, o tratamento da pele com LFU tem sido bastante estudado em
associacao com dendrimeros. Huang et al. (2015) mostraram, in vitro em pele de
camundongos, que a combinacdo entre dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM)
e a sonoforese de baixa frequéncia aumentou a quantidade de diclofenaco
permeada em um fator de 3,6 quando comparada com a permeagédo sem influéncia
do LFU. Manikkath et al. (2017b) verificaram que a associagcdo entre
LFU/dendrimeros de PAMAM administrados topicamente em ratos forneceu
concentracbes de cetoprofeno no plasma semelhantes aquelas quando
administradas oralmente. Os autores também verificaram que o pré-tratamento com
o dendrimero no meio de acoplamento, seguido da aplicacdo do farmaco, permitiu
gue mais farmaco atravessasse a pele do que o tratamento simultaneo do
dendrimero com o farmaco.

Outros estudos tem mostrado a aplicagdo de lipossomas na veiculagao
sonoforética de farmacos através da pele. Kasetvatin (2015) avaliaram a utilizacao
de lipossomas elasticos (de tamanho entre 607 a 861 nm e carga superficial
negativa) e do LFU simultaneo para a administracéo topica de &cido hialurdnico. Os
resultados mostraram que a combinacdo entre LFU e lipossoma resultou em um
efeito sinérgico, verificado pelo aumento de 6,4 vezes na permeacdo do acido
hialurbnico contra um aumento de 2,1 vezes apds o tratamento LFU/acido
hialurénico livre. Os autores também verificaram que a permeacdo do farmaco
diminuiu com o aumento da quantidade de colesterol usada na composicdo dos
lipossomas e ressaltaram a importancia de suas caracteristicas de flexibilidade, que
favoreceria a contracdo desse sistema nanoparticulado pelos canais diminutos das
LTRs.

Dahlan, Alpar e Murdan (2009) estudaram a permeacéo do antigeno de soro
bovino associado ou nédo a lipossomas (80 nm) no modo de pré-tramento
sonoforético da pele, usando LFU/SLS. Uma reducéo na permeacdo do antigeno de
soro bovino foi verificada quando o antigeno foi encapsulado nos lipossomas em
comparacdo com a permeacgdo da substancia na sua forma livre. Essa reducéo foi
explicada com base nas provaveis interacdes entre lipossoma e pele: devido a sua
biocompatibilidade, os lipossomas adsorvem e/ou fundem na pele, repondo os

lipidios dela extraidos pela sonicacdo. Essa restauracéo dos lipidios da pele e reparo
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das LTRs explicaria a menor permeacdo sonoforética transdérmica do antigeno de
soro bovino.
A Tabela 2 mostra os sistemas nanoparticulados associados a sonoforese de

baixa frequéncia reportados na literatura até o0 momento.



Tabela 2 - Sistemas de liberacao de farmacos nanoparticulados estudados em associacado com o LFU para a administracéo topica.

Sistema Farmaco Frequéncia Intensidade ou Referéncias
nanoparticulado (kHz) amplitude
Dendrimeros peptidicos cetoprofeno 20 7-8 W/cm? (MANIKKATH et al., 2017b; HEGDE et al.,
2017))
Dendrimeros de PAMAM cetoprofeno 20 7-8 W/cm? (MANIKKATH et al., 2017b)
Dendrimeros de PAMAM diclofenaco 20 N&ao informado (HUANG et al., 2015)
Lipossomas peguilados | limoneno e galantamina 20 1,90 W/cm? (KASETVATIN; RUJIVIPAT;
TIYABOONCHAI, 2015)
Lipossomas peguilados fluoresceina de sédio e 20 1,90 W/cm? (RANGSIMAWONG et al., 2015)
D-limoneno
Lipossomas elasticos Acido hialurénico 20 Amplitude de 40% (KASETVATIN; RUJIVIPAT,;
TIYABOONCHAI, 2015)
Lipossomas Albumina de soro bovino 20 Amplitude de 30% (DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009)
Lipossomas si-RNA 20 Amplitude de 10-30% (TRAN et al., 2008)
Microparticulas - 20 19 W/cm? (WEIMANN; WU, 2002)
Nanoparticulas de ouro - 20 7,5 W/cm? (SETO et al., 2010)
Nanoparticulas de 6éxido - 25 0,8 W/cm? (LEE et al., 2010)
de ferro
Quantum dots - 20 7,5 W/cm? (SETO et al., 2010; LOPEZ et al., 2011)
2,4 W/cm? (PALIWAL; MENON; MITRAGOTRI, 2006)
Nanoparticulas solidas testosterona 20 2,5 —5,0 W/cm? (EL-KAMEL; AL-FAGIH; ALSARRA, 2008)
lipidicas
Nanoparticulas lindocaina 28 8 W/cm? (GOU et al., 2009)

poliméricas
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2.4 Terapia sonodinamica (TSD)

A TSD é uma modalidade de tratamento para 0 cancer que comecgou a ser
estudada recentemente, a qual induz a morte tumoral pela interacdo entre o
ultrassom e um agente sonossensibilizante. Conceitualmente, acredita-se que o
mecanismo de agédo da TSD seja bastante similar ao mecanismo da TFD, a qual
conta com a luz, no lugar do ultrassom, para ativar um agente fotossensibilizante. A
TSD apresenta algumas vantagens em relacdo a TFD, como (i) efeito mecanico do
ultrassom sobre as células, o qual pode promover a permeabilizacdo celular ou
sonoporacao, danos celulares ou até lise celular, e o (ii) alto poder de penetracéo
das ondas ultrassbnicas, que pode ser de até 10 cm em tecidos moles,
dependedendo da frequéncia do ultrassom (COSTLEY et al.,, 2015; PANG et al.,
2016).

A potencialidade da TSD para o tratamento de tumores foi evidenciada pela
primeira vez em 1989 por Yumita et al. (1989), que observaram os efeitos citotoxicos
da hematoporfirina sob irradiacao acustica. Em 1990, foi demonstrado o efeito in vivo
da TSD pelo mesmo grupo (YUMITA et al., 1990) e, apenas em 1992, Umemura et
al. cunharam a terminologia “sonodindmica” para descrever o efeito téxico da
porfirina sob ativagdo acustica (UMEMURA et al., 1992). No ano seguinte, em 1993,
observou-se que a geracdo de oxigénio singleto era um dos provaveis responsaveis
pela atividade citotoxica da TSD (UMEMURA; YUMITA; NISHIGAKI, 1993). Apés
esses marcos iniciais, o numero de estudos envolvendo a TSD aumentou
exponencialmente nos dltimos 30 anos. A literatura cientifica esta repleta de
trabalhos cujo os objetivos visam: elucidar os possiveis mecanismos de acdo da
TSD; desenvolver novas moléculas para a TSD; testar e comparar a aplicacdo de
farmacos ja existentes como agentes sonossensibilizantes; desenvolver plataformas
nanoestruturadas para veiculacdo dos agentes sonossensibilizantes; investigar a
influéncia desses sistemas nanoparticulados na TSD; e investigar os beneficios
terapéuticos da associacdo da TSD com outras estratégias terapéuticas existentes
como a quimioterapia, a imunoterapia, a TFD e outras para o combate do cancer
(HARADA et al., 2011, 2013; NOMIKOU et al., 2012, 2017; MCEWAN et al., 2014,
2015, 2016a; WANG et al., 2015b; HUANG et al., 2017; CANAVESE et al., 2018;
ZHANG et al., 2018; YUE et al., 2019; LOGAN et al.,, 2019). Até o momento, 0

namero de estudos clinicos em humanos reportados na literatura sobre o uso da
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TSD ainda € bastante limitado, os quais estudaram a TSD como uma terapia adjunta
a TFD e a imunoterapia em casos de cancer de mama (WANG et al., 2009; INUI et
al., 2014, 2016).

2.4.1 Mecanismos da TSD
2.4.1.1 Geracao de ROS e radicais livres na TSD

Embora o0s mecanismos de sonoativagcdo ainda n&o tenham sido
completamente compreendidos, a efetividade da TSD tem sido demonstrada tanto in
vitro como in vivo. Admite-se que os efeitos bioldgicos promovidos pelo ultrassom na
TSD séo predominantemente subjacentes ao fendmeno de cavitacao acustica tanto
do tipo inercial como estavel. Sua acdo antitumoral deriva dos efeitos mecéanicos
e/ou sonoquimicos do ultrassom sobre as células tumorais (ROSENTHAL;
SOSTARIC; RIESZ, 2004; TRENDOWSKI, 2014, 2015a), causando a morte celular
principalmente pelo mecanismo de apotose (BAIl; SHEN; HU, 2012; SU et al., 2015;
WAN et al.,, 2016; JIA et al.,, 2017; RENGENG et al., 2017). A TSD pode ainda
potencialmente estimular o sistema imunoldgico contra suas células tumorais de
origem e ser vantajosa no caso de tumores mais agressivos (TRENDOWSKI, 2015b;
CHEN et al., 2017a; ZHANG et al., 2018).

Didaticamente, os efeitos da TSD foram divididos em quatro categorias
distintas, mas assume-se que todos ou parte deles acontecam de forma simultanea,
no momento da irradiacdo do ultrassom na presenca do agente sonossensibilizante:

a) Efeitos mecanicos do ultrassom
A cavitagdo acustica envolve a nucleagdo e o crescimento de microbolhas de
gas no ambiente aquoso irradiado com o ultrassom. Nesse fendbmeno, essas
microbolhas podem oscilar em torno de um diametro de bolha, fenbmeno
conhecido como cavitagdo estavel, movimentando o meio (streaming), como
também podem crescer e se expandir para além do seu tamanho de
ressonancia até seu colapso violento (cavitacao inercial), gerando ondas de
choque e aumento da temperatura e pressdo local. Admite-se que esses
efeitos sdo capazes de causar danos no citoesqueleto e na membrana da
célula e, como resultado, morte celular. Ademais, a cavitacdo acustica, tanto
do tipo estavel quanto inercial, também induz a permeabilizacdo das
membranas celulares e tecidos tumorais, 0 que aumenta a entrada de
farmaco nos tecidos e células-alvo (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004;
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TRENDOWSKI, 2014; COSTLEY et al, 2015; WOOD; SEHGAL, 2015;
RENGENG et al., 2017; CANAVESE et al., 2018; PAN et al., 2018).

Efeitos sonoquimicos via radicais hidroxila

A cavitagdo inercial é um processo extremamento violento de escala
nanomeétrica, com duracédo de microsegundos, o qual pode resultar na pirélise
do vapor de agua dentro da microbolha de cavitacdo, gerando radicais
hidroxila reativos e atomo de hidrogénio. Os radicais hidroxila formados
podem causar danos diretos e indiretos as células tumorais, pela reagdo com
moléculas enddgenas ou com as moléculas do sonossensibilizante, causando
efeitos bioldgicos através da formacao de compostos reativos com tempo de
meia-vida longo (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004; TRENDOWSKI,
2014; PAN et al., 2018).

Efeitos sonoquimicos via pir6lise do agente sonossensibilizante

Um segundo mecanismo também é baseado no processo da pirdlise. A
extrema elevacdo da temperatura e pressdo no microambiente durante o
colapso das bolhas acusticas tem a capacidade de quebrar molécula do
sonossensibilizante, gerando radiais livres. Tais espécies radicalares tem o
potencial de causar danos celulares diretos ou reagir com subtancias
enddgenas, formando outras espécies reativas também danosas a célula
(ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004; TRENDOWSKI, 2014; COSTLEY et
al., 2015; GENG et al., 2018; PAN et al., 2018).

Efeitos sonoquimicos via geracao de oxigénio singleto

Além das elevadas pressdes e temperaturas locais associadas com a
implosado das microbolhas acusticas, o processo de cavitacdo inercial também
pode ser acompanhado pela emissdo de flashes de Iluz (ou
sonoluminescéncia), cujo espectro de emissdao pode abranger comprimentos
de onda em toda a faixa do ultravioleta e do visivel. Particularmente acredita-
se que a sonoluminescéncia também desempenhe um papel importante na
geracdo de ROS na TSD uma vez que a maioria dos sonossensibilizantes sédo
os agentes fotossensibilizantes usados na TFD. Dessa forma, € hipotetizado
gue 0s mecanismos de sonoativacdo desses farmacos na TSD sejam
semelhantes aos da TFD: a energia liberada pela cavitacdo inercial ativa os
sonossensibilizadores para o estado excitado e, a medida que esse

sensibilizante regressa ao estado fundamental, a energia é transferida para o
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oxigénio circundante para a producdo de ROS e radicais livres, com

consequente morte celular (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004;

TRENDOWSKI, 2014; COSTLEY et al., 2015; WAN et al., 2016; GENG et al.,

2018; PAN et al., 2018).

Uma vez geradas pela ativacdo sonodinamica do agente sonossensibilizante
(por uma ou pela combinacdo das vias sonoquimicas), as ROS e radicais livres
produzidos podem causar a peroxidacao lipidica da membrana plasmatica, tornando
a célula ainda mais fragil ao efeito mecanico do ultrassom e mais permeéavel a
entrada do sonossensibilizante na célula, o que acentuaria ainda mais a morte

celular sonodinamica.

2.4.1.2 Inducao da apoptose na TSD

A maioria dos estudos tem demonstrado que a morte celular por apoptose
parece ser o principal mecanismo de morte mediada pela TSD (DAI; HU; WU, 2009;
CHEN et al., 2012; DAI et al., 2014; ENDO et al., 2015; JIA et al., 2017; ZHANG et
al., 2018), embora outros trabalhos também considerem a necrose (CHEN et al.,
2013; YUE et al., 2019).

A apoptose pode ser sonodinamicamente induzida pela producdo excessiva
de ROS e redugéo do potencial de membrana mitocondrial. Tem sido demonstrada a
expressdo diminuida dos niveis do fator anti-apoptético Bcl-2 e a expressao elevada
do fator pro-apoptético BAX em experimentos in vitro e in vivo usando a TSD. A
translocacao do citocromo-c e clivagem das caspases 9, 3 e PARP também foram
observadas, confirmando o envolvimento da via de apoptose dependente de
caspase na TSD (LI et al., 2014; SU et al., 2014; YANG et al., 2015; ZHENG et al.,
2016). Ainda, a TSD pode induzir apoptose pelo acumulo celular de ions célcio, o
gual pode alterar o potencial de membrana mitocondrial, culminando na liberagéo do
citocromo-c e fatores pro-apoptoticos e apoptose celular (LI et al., 2011; DAI et al.,
2014; HAO et al., 2014).

2.4.1.3 Imunidade anti-tumoral

A TSD pode promover a conversao dos macréfagos M2 (que secretam
citocinas anti-inflamatérias) em macrofagos M1 (que secretam citocinas pro-
inflamatorias), o que melhoraria a imunidade antitumoral. Em animais tratados com a

TSD e acido 5-aminolevulinico, a proporcdo de macréfagos com fenétipo CD68



54

(marcador de macrofagos M1) foi significativamente maior do que o grupo controle,
ao passo que a proporcdo de macrofagos com fendtipo CD163 (marcador de
macréfagos M2) foi expressivamente menor (WANG et al., 2014).

A maturacdo das ceélulas dendriticas no tumor é outra resposta a TSD
relacionada a melhora da imunidade contra o tumor, além do aumento dos niveis de
INF-y e TNF-a no tumor (WANG et al., 2014). Além disso, a TSD pode conter a
angiogénese tumoral como mostrado por Gao et al. (2013).

Recentemente, Zhang et al. (2018) mostraram que a TSD com um derivado
da hematoporfirina (HiPorfin) como agente sonossensibilizante matou as células
tumorais, promoveu a expressdo de calreticulina na superficie da célula e elicitou
respostas imunes tumorais. Assim, a TSD induziu uma vacinagdo antitumoral
funcional e efeitos abscopais nos animais tratatos sonodinamicamente. Baseados
nos estudos em que um segundo tumor foi novamente induzido em animais que
foram curados de um primeiro tumor implantado, os autores concluiram que a TSD
pode conferir memoria imunoldgica, a qual poderia previnir a reincidiva tumoral e
reduzir as metastases apds a completa eliminacdo do tumor. Yue et al. (2019)
demonstraram que a TSD com lipossomas de hematoporfirina monometil éter e
imiqguimode em combinacdo com anti-PD-L1 (um inibidor de pontos de controle)
induziu uma resposta antitumoral, que além de reduzir a progressdo do tumor
primario, também previniu metastasis do tumor para outros orgdos. Os autores
também verificaram que a estratégia também foi capaz de conferir memaria tumoral
imunuldgica, a qual foi capaz de proteger contra a recidiva tumoral apos sua

eliminagéo.

A Figura 7 resume 0s principais mecanismos e eventos intracelulares que

resultam na morte celular tumoral pela TSD.
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Figure 7. Os provaveis mecanismos de agdo que geram ROS e radicais livres na
terapia sonodinamica e o0s principais fendbmenos e eventos intracelulares que
resultam da irradiacdo do ultrassom na célula na presenca de um agente
sonossensibilizante.
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Fonte: autoria propria.

A Tabela 3 compila alguns estudos que exemplificam a grande variedade de
agentes sonossensibilizantes estudados, os varios parametros de configuracdo de

ultrassom avaliados e alguns dos resultados encontrados.
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Tabela 3 — Estudos in vitro e in vivo envolvendo a TSD que evidenciam a variedade de agentes sonossensibilizantes, configuraces
do ultrassom e os respectivos resultados

Sensibilizante

Via de administracéo
ou estudo in vitro

Métodos e parametros do
ultrassom

Resultados

Referéncias

Epirrubicina em
micelas

Injecdo intravenosa em
caes com tumores
desenvolvidos
espontaneamente
(condrosarcoma,
ostesarcoma, cancer
hepatocelular e de
prostata)

Ultrassom focado de alta
intensidade (HIFU) de
frequéncia de 1,0 MHz. A
intensidade e os pontos de
aplicacéo variaram de acordo
com o tamanho e profundidade
do tumor. Cinco ciclos de
tratamento sonodindmico

O tratamento foi efetivo e seguro, com
reducdo tumoral visivel ou reducéo do
crescimento tumoral e desaparecimento de
metastases. Nenhum efeito adverso,
alteracdes hematoldgicas ou bioquimica foram
observados nos animais tratados.

(HORISE et al.,
2019)

Epirrubicina em
micelas

Efeitos in vitro em
células de
adenocarcinoma
pancreatico humano

Ultrassom focado de alta
intensidade (HIFU) de
frequéncia de 1,09 MHz, 100
W/cm?de 0 a 3 min

A TSD causou alteragfes estruturais
significativas na membrana celular das células
decorrente da producéo de ROS

(TAKEMAE et
al., 2019)

Indocianina
verde

Efeitos in vitro em
sinoviécitos humanos
de caracteristica
fibroblastica (linhagem
MH7A)

Frequéncia de 1,0 MHz, ciclo de
trabalho de 10% e intensidades
testadas de 0,5 e 1,0 W/cm?

A viabilidade celular nos grupos de TSD
diminuiu significativamente para 73,09 +
1,97% para 0,5 W/cm? e 54,24 + 4,66% para
1,0 W/cm?, respectivamente. A apoptose
celular aumentou significativamente para
26,43 £ 0,91% e 45,93 £ 6,17%,
respectivamente.

(TANG et al.,
2017)

Hipocrelina B

Efeito in vitro em
células de cancer de
mama MDA-MB-231

Frequéncia de 1,05 MHz por 60
s, intensidades de 0,54 e 0,72
W/cm?

A taxa de morte celular induzida somente pela
exposi¢ao ultrassonica foi de 14,26 + 3,65% e
24,91 £ 1,90% para aplicacdes com
intensidades a 0,54 W/cm? e 0,72 W/cm?,

JIA et al., 2017)
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respectivamente, mas quando combinada a
hipocrelina, a morte celular quase dobrou
(26,05 + 2,65% e 42,69 + 3,10%, com
intensidades de 0,54 W/cm? e 0,72 W/cm?,
respectivamente).
Observou-se que o0 aumento da intensidade

(LI'etal., 2019)

Sinoporfirina de
sodio

Efeitos in vitro contra
células de i
hepatocarcinoma

Frequéncia de 0,84 MHz,
ntensidades de 0,25, 0,5 e 0,75
W/cm?2 por 120 s.

do ultrassom foi capaz de causar maior
citotoxicidade: com as intensidades de 0,25,
0,5 e 0,75 W/cm?, a viabilidade celular
diminuiu para cerca de 94%, 87% e 81%,
respectivamente

(ALAMOLHODA,;

Hematoporfirina

Injec&o intraperitoneal
para cancer de mama

Frequéncia de 150 kHz e 1 MHz
simultaneamente nas
intensidades de 0,2 e 2 W/cm?,
respectivamente por 30 min

TSD fracionada e repetida em 2, 3 e 4 vezes
foram mais efetivas em retardar o
crescimento do tumor comparado com a TSD
anica.

MOKHTARI-
DIZAJI, 2015)
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Pode-se observar na Tabela 3 a caréncia de estudos que utilizam o LFU na
TSD, mas algumas associa¢des com sistema de liberacdo, no caso dos exemplos
citados na Tabela, micelas, sdo encontradas. Apesar da sua eficicia antitumoral
demonstrada pelos estudos reportados na literatura cientifica, a falta de
conhecimento sobre o impacto real causado pelo agente sonossenssibilizante e
sistemas de liberacdo que o carreiem, a falta de padronizacdo das variaveis do
ultrassom e a caréncia de estudos que demonstrem a influéncia do tipo de tumor na
resposta antitumoral sédo problemas que dificultam a progressado da TSD no cenario
clinico atual. Assim, até 0 momento ndo se conhece as melhores condi¢cdes e 0s
regimes de aplicacdo do ultrassom e o melhor agente sonossensibilizante para o
tratamento de tumores ou se essas condicoes devem ser estudadas particularmente

para cada tipo de tumor.

2.4.2 Associacao da TSD a outras terapias para o tratamento do cancer

2.4.2.1 Terapia sonofotodinadmica

Como o0s agentes sonossensibilizantes usados na TSD sdo 0s mesmos
agentes usados na TFD, o conceito de combinar a TSD com a TFD surge
naturalmente e a combinacdo dessas duas terapias tem sido estudada, sendo
comumente denominada como terapia sonofotodindamica (TSFD) (TZERKOVSKY et
al., 2016; YANG et al., 2019).

Apés a administracdo do agente sensibilizante, a TFD e a TSD podem ser
realizadas com sucesso, mas a ordem do tratamento parace importar. A maioria dos
estudos, entdo, aplicam a TFD seguida da TSD. Jin et al. (2000) investigaram a
TSFD para o tratamento de carcinoma de célula escamosa induzido em ratos
usando um derivado molecular da feoforbida-a (PH1126) ou um analogo da gélio
porfirina, ATX70. A combinacéo da aplicacdo da TFD seguida da TSD usando tanto
0 PH1126 quanto o ATX70 induziu a redugdo do crescimento tumoral em até 98%,
mostrando o melhor efeito da TSFD quando comparada com as duas estratégias
terapéuticas separadas. O tempo de sobrevida dos animais tratados com a TSFD foi
também significativamente maior do que nas terapias isoladas, alcancando até 88%
de sobrevida apés 120 dias apds o tratamento com PH1126 (JIN et al., 2000).

Recentemente, El-Kaream et al. reportaram que a aplicagdo do ultrassom

seguida da irradiacdo da luz na presenca de nanoparticulas de oxido de grafeno
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conjugadas com acido félico contendo sonnelux (agente sonofotossensibilizante
derivado da clorofila) mostrou ser uma estratégia excelente como uma terapia para o
cancer. Os autores verificaram que o ultrassom aplicado no modo pulsétil mostrou
maior eficacia terapéutica do que quando aplicado no modo continuo (ABD EL-
KAREAM; ABD ELSAMIE; ABD-ALKAREEM, 2018). Miyoshi et al. (2016) também
verificaram um efeito sinérgico na inibicdo do crescimento tumoral da aplicacdo da
TFD seguida da TSD com &cido 5-aminolevulinico e nanoparticulas de TiO, em ratos
com tumor de cancer de células escamosas da pele (MIYOSHI et al., 2016).

Estudos in vitro também tem demonstrado a aplicacdo benéfica da TSFD
contra o cancer. A TSFD resultou numa maior producdo de ROS e maior efeito
citotéxico do que a TFD e a TSD aplicadas separadamente em células de cancer
hepético usando um derivado da rosa bengala como sensibilizante (CHEN et al.,
2018). Os efeitos da TSFD também foram estudados em células de cancer de mama
murino (4T1). Li et al. 2014 observaram uma inibicdo expressiva na migracao celular,
acompanhada de morte celular por apoptose, condensacéo nuclear e reducéo do
potencial da membrana mitocondrial das células (LI et al., 2014). Resultados
similares foram reportados por Wang e colaboradores (2015), que verificaram uma
reducdo da migracao celular e declinio da adesédo celular em células de cancer de
mama humano (MDA-MB-231) tradas com a TSFD (WANG et al., 2015a).

2.4.2.2 Terapia quimiosonodinamica

A TSD também tem sido estudada em associacdo com agentes
quimioterapicos como a doxorrubicina (SHEN et al., 2015; LOGAN et al., 2019), o
paclitaxel (LOGAN et al., 2019), a temozolomida (CHEN et al., 2017a), o imiquimode
(YUE et al.,, 2019), o 5-fluoracil (MCEWAN et al., 2016a; SHENG et al.,, 2017),
inibidores de pontos de controle, como o anti-PD-L1 (YUE et al., 2019) e inibidores
glicoliticos, como o da 2-deoxiglicose (XIE et al., 2017).

Em estudos com animais, Sheng et al (2017) desenvolveram microbolhas
magnéticas carreando gas oxigénio, funcionalizadas com rosa bengala e 5-fluoracil
para o tratamento de cancer de pancreas. A estratégia da TSD associada com o
qguimioterapico reduziu a viabilidade celular a valores maiores que 50% e os
resultados in vivo mostraram a redugcao de quase 50% do volume tumoral quando
comparado com o grupo controle ndo-tratado. Os autores também verificaram niveis

altos de caspases ativadas e da proteina BAX nos animais tratados com as
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microbolhas multifuncionalizadas quando submetidas a irradiacao acustica (SHENG
et al., 2017).

Logan et al. (2019) desenvolveram microbolhas contendo gas oxigénio para o
tratamento quimiosonodinamico de cancer de mama usando a rosa bengala como
agente sonossensibilizante e o0s quimioterapicos comumente usados para 0
tratamento convencional do cancer de mama, a doxorrubicina e o paclitaxel. As
microbolhas de oxigénio foram preparadas contendo paclitaxel incorporado na
bicamada lipidica e a doxorrubicina conjugada a superficie das microbolhas. A
eficacia do tratamento quimiosonodindmico foi demonstrada in vitro em modelo de
esferdides tridimensionais de cancer de mama humano e in vivo em ratos com
tumores de células de adenocarcinoma da mama humana (MCF-7). Os resultados
mostraram uma reducdao significativa da viabilidade celular e do volume tumoral ap6s
o tratamento quimiosonodinamico quando comparado com a TSD e a quimioterapia
separadamente. Também foi verificado que ndo houve alteracdo no peso dos
animais que receberam o tratamento quimiosonodinamico durante todo o estudo ao
passo que aqueles que foram tratados com a doxorrubicina e o paclitaxel apenas
mostraram uma reducéo de até 12% no peso corporal.

Yue et al. (2019) também demonstraram que a TSD com lipossomas de
hematoporfirina monometil éter combinada com imiquimode em associagdo com 0
anti-PD-L1 (um inibidor de pontos de controle) induziu uma resposta antitumoral com
reducdo da progressdo do tumor primario e prevencdo de metastasis. Resultados de
maior porcentagem de morte de células de céncer hepatico também foram
encontrados com a combinacdo da TSD com o &cido aminolevulinico e o inibidor
glicolitico da 2-deoxiglicose quando comparado com o tratamento das células com a

TSD e o inibidor glicolitico, separadamente (XIE et al., 2017).

2.4.3 Nanoparticulas como sensibilizantes intrinsecos

Sistemas nanoestruturados como nano e microbolhas, lipossomas, micelas e
outros tem sido vastamente explorados como alternativas para administracdo dos
agentes sonossensibilizantes com caracteristicas hidrofébicas para a TSD
(MCEWAN et al., 2014; CHEN et al., 2017b; NOMIKOU et al., 2017; XIE et al., 2017,
CANAVESE et al., 2018; PAN et al., 2018; HORISE et al., 2019; LOGAN et al., 2019;

TAKEMAE et al.,, 2019). Entretanto, algumas nanoparticulas como particulas de
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TiO,, ferro, ouro, silica, grafeno e fulereno podem agir intrinsicamente como agente
sonossensibilizantes para a TSD, elicitando a formacéo de ROS e radicais livres com
a ativagao pelo ultrassom e a morte celular tumoral (HARADA et al., 2011, 2013;
SHANEI et al., 2012; YUMITA et al., 2013; OSMINKINA et al., 2014, 2015; SHEN et
al., 2015; MOOSAVI NEJAD et al., 2016; DAI et al., 2017; HUANG et al., 2017;
CANAVESE et al., 2018; PAN et al., 2018).

Tem sido demonstrado que a presenca de tais nanoparticulas em solugéo
aquosa tem a capacidade de diminuir o limiar de cavitacdo, servindo, por vezes,
como facilitadores da formacdo ou nucleacdo das bolhas de cavitagdo ou como
estabilizadores das microbolhas de cavitacdo agindo tanto na superficie quanto
dentro delas (CANAVESE et al., 2018).

Yildirim et al. estudaram os efeitos da caracteristica fisica e quimica da
superficie de nanoparticulas sobre a eficiéncia de iniciacdo da cavitacao inercial. Os
autores mostraram que as caracteristica de rugosidade e hidrofobicidade da
superficie de nanoparticulas se mostraram necessarias para a inducao eficiente da
cavitagdo inercial e estabilizacdo das microbolhas de cavitagdo (YILDIRIM et al.,
2016). Kwan et al. desenvolveram um sistema intrigante denominado pelos autores
de nanocups. O sistema consiste em uma nanoparticula polimérica com uma Unica
cavidade altamente responsiva ao ultrassom, cuja estrutura se assemelha a de um
copo. Os nanocups se mostraram bastante capazes de prender e estabilizar as
nanobolhas de cavitacdo devido a sua morfologia superficial. Quando submetidos a
irradiacdo acustica, esse sistema nanoestruturado mostrou a capacidade de iniciar e
sustentar a atividade cavitacional por um tempo quatro vezes maior do que as
microbolhas de gas, o tipo de sistema nanoparticulado mais comumente usado para
a facilitacdo do processo de cavitacdo e oxigenacdo do tecido tumoral na TSD
(KWAN et al., 2015).

Dentre as nanoparticulas com propriedades sonodinamicas intrinsecas, as de
TiO, tem sido extensivamente estudadas devido ao seu baixo custo e facilidade de
producdo. As nanoparticulas de TiO, apresentam efeitos antitumorais satisfatorios
tanto in vitro como in vivo sob irradiagdo com ultrassom. Moosavi Nejad et al., por
exemplo, estudaram os efeitos do ultrassom focado de alta intensidade (HIFU)
combinado com nanoparticulas de TiO, para o tratamento do carcinoma escamoso
oral. Os resultados in vitro mostraram que as nanoparticulas de TiO; induziram maior

percentual de morte celular na presenca do ultrassom em comparagdo a exposi¢cao
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das células ao ultrassom apenas ou ao tratamento somente com as nanoparticulas.
Os resultados in vivo demonstraram necrose e danos teciduais nos animais tratados
com HIFU apenas e na TSD com nanoparticulas de TiO, (MOOSAVI NEJAD et al.,
2016). Harada et al. motraram que a viabilidade de células de melanina C32
incubadas com nanoparticulas de TiO, foi de aproximadamente 57% ap0s irradiacéo
com ultrassom. Os resultados in vivo mostraram que os animais injetados com essas
nanoparticulas apresentaram regresséao tumoral significante em relagdo aos animais
tratados apenas com o ultrassom (HARADA et al., 2011).

Acredita-se que o efeito terapéutico das nanoparticulas de TiO, esteja
relacionado a emissao de sonoluminescéncia emitida entre 220 e 700 nm que ativa o
TiO,, culminando com a producdo de ROS (SAZGARNIA et al., 2013). Neste
aspecto, algumas estratégias tem sido adotadas com o objetivo de aumentar a
producdo de ROS a partir da TSD com as nanoparticulas de TiO,, como a
modificacdo dessas com a introducdo de metais nobres como ouro, prata e platina
gue conferiu um aumento da produgcdo quéantica de ROS, como verificado por
Deepagan et al. (DEEPAGAN et al., 2016). Outros trabalhos tem apresentado
solucdes para alguns problemas apresentados pelas particulas de TiO, visando sua
aplicacdo da TSD, como biodistribuicdo ineficiente e efeitos téxicos de curto e longo
prazo, e o emprego de alguns materiais poliméricos como polietilenoglicol e
complexo de poliions tem se mostrado bastante vantajosos para modificacdo das
propriedades farmacocinéticas e toxicas das nanoparticulas de TiO, (YAMAGUCHI
et al., 2011; HARADA et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2017).

As nanoparticulas de silica mesoporosa também tém sido amplamente
estudadas como agente nanoparticulado sonossensibilizante devido a sua grande
area superficial e elevado volume poroso. Por exemplo, Huang et al. 2017
desenvolveram nanoparticulas de silica mesoporosa peguilada para veiculacdo da
protoporfirina 1X. Ambos resultados in vitro e in vivo provaram que 0O Sistema
nanoparticulado desenvolvido possui alta eficiéncia sonodinamica na morte de célula
de céncer de mama murino 4T1(HUANG et al.,, 2017). Outro estudo com
nanoparticulas de silica mesoporosa sobre nanofolhas de 6xido de grafeno para a
incorporacdo de nanoparticulas de oxido de ferro peguiladas, conjugada a rosa
bengala, mostrou uma reducdo expressiva de 82% na viabilidade celular,
acompanhada da producéo de oxigénio singleto quando irradiado com o ultrassom
(CHEN et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial do ultrassom de baixa frequéncia associado a micelas de ZnF
com a finalidade dupla de promover a penetracdo cutanea e gerar ROS visando a

terapia sonodinamica de tumores cutaneos.

3.2 Objetivos especificos

e Co-validar método analitico para quantificacdo da ZnF;

e Determinar a concentracdo micelar critica (CMC) do DSPE-PEG;

e Desenvolver e otimizar um sistema de liberagcdo micelar contendo o
sonossensibilizante ZnF através de delineamento Box-Behnken;

e Caracterizar as micelas de DSPE-PEG/tensoativos;

e Avaliar a influéncia do LFU na penetracdo do sonossensibilizante na presenca e
auséncia do sistema de liberagao in vitro na pele de suinos;

e Determinar a atividade cavitacional de meios de acoplamento usados nos
experimentos de penetracao in vitro;

e Avaliar a geracao das espécies reativas de oxigénio do sonossensibilizante frente a

aplicagao do LFU na auséncia e na presenga das micelas de ZnF;
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Método analitico para quantificacdo da ZnF

A ZnF foi quantificada por espectrofluorimetria utilizando cubeta de quartzo de
1 cm de caminho éptico com quatro faces polidas no espectrofluorimetro Shimadzu
RF-5301PC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Os parametros analiticos
definidos foram: alta sensibilidade, resolucdo de 1 nm, velocidade de varredura
rapida, largura da fenda optica de 5/5 nm, comprimento de onda de excitacdo de 610
nm e monitoracao da emissao de fluorescéncia no intervalo de 630 a 800 nm.

Para os experimentos de penetracdo cutanea in vitro, 0 método analitico foi
co-validado na faixa de 1 a 100 ng/mL quanto aos parametros de linearidade,
especificidade, exatiddo, precisao, limites de quantificacdo e deteccéo e recuperacéo
da pele de acordo com as recomendacfes propostas pela International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH, 2005). A curva analitica foi preparada em dimetilsulfoxido
(DMSO), solvente este utilizado para diluir a ZnF nas micelas e para extrair a ZnF da
pele nos experimentos de penetragdo cutanea, de acordo com Dalmolin e Lopez
(2018). (DALMOLIN; LOPEZ, 2018; DALMOLIN, 2019). Os espectros de emisséo de
fluorescéncia foram obtidos utilizando o espectrofluorimetro PerkinElmer LS55
(PerkinElmer, UK), e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico com quatro faces

polidas.

4.1.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada comparando os espectros de emissao de
fluorescéncia de solucdes padrdo de ZnF em DMSO e da micela branca diluida em
DMSO, com a finalidade de verificar se haveria interferéncia de algum dos
componentes das micelas no mesmo comprimento de emissao de fluorescéncia da
ZnF.

4.1.2 Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcdo de uma curva analitica
em triplicata obtida a partir da analise de cinco concentracdes diferentes de ZnF em
DMSO (1, 5, 10, 25, 50 e 100 ng/mL).
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As médias das areas dos picos de cada concentracdo e as respectivas
concentracfes de ZnF foram respectivamente plotados no eixo das ordenadas e das
abscissas. Andlises estatisticas dos dados pelo método de regressao linear dos
minimos quadrados foram realizadas e expressas pela equacgéo da reta de primeira
ordem y = ax +b, em que a corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinagao
da reta, e b corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de interseccao da
reta com o eixo das ordenadas. As faixas lineares foram analisadas com base no

coeficiente de correlacéo linear (r).

4.1.3 Exatidao

A exatiddo do método foi verificada pela andlise de trés diferentes niveis
concentracfes de ZnF, em triplicata, dentro do intervalo da curva analitica: nivel
baixo (1 ng/mL), nivel médio (5 ng/mL) e nivel alto (10 ng/mL) em triplicata cada. A
exatiddo foi expressa por meio da porcentagem de recuperacdo e calculada
utilizando a Equacgéo 1.

) __ concentragdo média determinada experimentalmente

Recuperacao (% x100 (1)

concentracao teoérica

4.1.4 Precisao

A precisédo intra-ensaio e a preciséo inter-ensaio foram avaliadas em triplicata
para cada concentracao a partir de solucdes padréo de ZnF nas concentracdes de 1,
5 e 10 ng/ml. A preciséo intra-ensaio foi realizada em um mesmo dia em momentos
diferentes e a preciséo inter-ensaio foi avaliada em trés dias diferentes. Ambas as
precisdes foram expressas pelo coeficiente de variacdo entre as amostras (CV),

calculado utilizando a Equagéao 2.

desvio padriao

CV (%) =

x100 (2)

concentragio média determinada experimentalmente

4.1.5 Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de detecc¢éo (LD) e quantificacédo (LQ) do método foram calculados
a partir dos valores da inclinagdo da equacdo da reta (S) e do desvio padrédo do

intercepto com o eixo y (o) obtidos respectivamente com as Equacdes 3 e 4.
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LD = 3,3% (3)

LQ = 10% (4)

4.1.6 Recuperagédo da ZnF da pele de orelha de suinos

A pele, determatomizada a 700 um e com area de 1,0 cm? (&rea da célula de
difuséo), foi submetida a técnica do tape-stripping, € em seguida a epiderme viavel
foi separada da derme. Esses fragmentos da epiderme viavel e derme estrato foram
picotados separadamente e contaminados com 2 mL de solucfes padrdo de ZnF em
DMSO em diferentes concentracdes (1, 2, 5, 7 e 10 ng/mL), cada concentracdo em
triplicata. A mistura pele e solucdo de ZnF, em cada concentracdo, foi agitada em
vortex por 2 min (IKAWorks Inc.,, EUA), seguida da fragmentacdo em
homogeneizador de tecidos tipo turrax T25 Digital (IKAWorks Inc., EUA) por 1 min a
velocidade de 13500 rpm e, finalmente, mantida em banho de ultrassom por 30 min.
As amostras assim preparadas foram entdo centrifugadas a 12000 rpm a 25°C por
10 min, o sobrenadante resultante foi coletado, filtrado em filtro de membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45 pm e analisado por espectrofluorimetria
utilizando os parametros do método analitico validado (DALMOLIN, 2019). A
concentracdo de ZnF foi entdo determinada usando a curva analitica padronizada da
ZnF em DMSO. A porcentagem de recuperacdo de ZnF e a precisao da extragao,
considerando o efeito matriz da pele, foram entdo calculadas com base nas
EquacbGes 1 e 2, respectivamente. Nos experimentos de penetracdo cutanea, a
quantidade de farmaco encontrada na pele submetida a extracdo (ZnF ng/cm?) foi
calculada levando-se em consideracdo o fator de correcdo (Fc = 1,77) de acordo

com a equagao 5:

Concentragao de ZnF x Volume de extracao
ZnF ng/cm? = ( £ £ )ch (5)

Area da pele

4.2 Determinacao da CMC

A determinagdo da CMC do polimero utilizado para obtencdo das micelas,
DSPE-PEG (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine  conjugado ao
polietilenoglicol 2000), foi realizada pelo método de fluorescéncia do pireno
(WEBBER, 1999; LUKYANOV et al., 2002). Uma solucao estoque de pireno de 2,5
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mg/mL foi preparada em cloroférmio e aliquotas de 20 uL foram transferidas para
tubos de ensaio limpos. O solvente foi evaporado com auxilio de ar comprimido,
protegido da luz para se obter 50 ug de pireno seco nos tubos. Entdo, diferentes
concentracdes de DSPE-PEG 2000 (de 1x10° a 5x10° mol/L), preparadas em
tampdo HEPES 20 mmol/L pH 7,4, foram adicionados aos tubos contendo pireno
seco. Essas dispersbes foram filtradas através de filtro de membrana de 0,45 um
para a separacao de cristais de pireno ndo-dissolvidos, apds agitacado a temperatura
ambiente, no escuro por 24 h. A intensidade de fluorescéncia do pireno solubilizado
nas dispersdes de DSPE-PEG foi determinada por espectrofluorimetria utilizando Aeyx
=339 nm e Aem = 390 Nm.

Um gréfico que relacionava a concentragdo do DSPE-PEG em escala
logaritmica e a intensidade de fluorescéncia do pireno foi construido. A concentracéo
do DSPE-PEG na qual a intensidade de fluorescéncia do pireno aumenta
abruptamente foi estimada como a CMC do DSPE-PEG (LUKYANOV et al., 2002)

4.3 Desenvolvimento e otimizacdo das micelas contendo ZnF

4.3.1 Preparacgédo das micelas pela técnica de dissolucédo direta do DSPE-PEG com o
farmaco

As micelas foram primeiramente preparadas pela técnica da dissolucao direta,
gue se baseia na solubilizagdo do farmaco em uma solucdo das substancias
anfifilicas utilizadas para obtencéo das micelas, sob agitacdo, seguida da separacao
do farmaco nédo solublizado por centrifugacao ou filtragdo (KORE et al., 2014).

Entdo, 20 mg de DSPE-PEG e 2,0 mg de ZnF foram pesados e dispersos em
5 mL de tampao HEPES 20 mmol/L pH 7,4 sob agitacdo magnética, aquecimento a
37°C, por 60 min. Apos o arrefecimento, a dispersao foi filtrada em filtro de 0,22 ym e
o tamanho médio de particula, indice de polidispersao (Pdl) e potencial zeta foram
determinados de acordo com o descrito no item 4.4.1 e 4.4.2.

4.3.2 Preparacgdo das micelas pelo técnica da hidratacdo do filme lipidico

As micelas foram preparadas pela técnica da hidratacéo do filme lipidico que
se baseia na dissolucdo de ambos farmaco e DSPE-PEG em solvente organico,
seguida da formacg&o de um filme lipidico por rotaevaporacao, hidratacdo do filme
lipidico com solvente aquoso e sonicacdo da formulacdo para uniformizacdo das
micelas (KORE et al., 2014).
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Inicialmente, micelas brancas (na auséncia de ZnF) foram preparadas. Para
tanto, 15 mg de DSPE-PEG foram adicionados a um baldo de fundo redondo e
dissolvidos em 3,0 mL de cloroférmio. O solvente organico foi em seguida
rotaevaporado a 100 rpm e 50°C, sob pressdo de 200 mbar, por 60 min e o filme
formado, hidratado em 5,0 mL de tamp&o HEPES 20 mmol/L pH 7,4. O tamanho
meédio de particula e o Pdl foram entdo monitorados de acordo com o item 4.4.1.
Buscando reduzir o Pdl das dispersdes, foram adicionados 10 mg de d-a-tocopheryl
polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS) no preparo das micelas ou diferentes
agentes estabilizantes a solucdo de hidratacdo: 1% de Polaxamer 407, 1% de
polissorbato 80 (Tween 80), 0,5 ou 1% da combinacdo de Tween 80 e
monoestearato de sorbitano (Span 80) na propor¢ao 1:3 mol (Tween 80/Span 80).

As micelas hidratadas com Tween 80/Span 80 na proporgéo de 1:3 mol foram
as que apresentaram resultados mais satisfatorios e foram as utilizadas para o
preparo das micelas contendo ZnF. Essas foram preparadas da seguinte forma: uma
dispersédo de ZnF em cloroférmio na concentragao de 70 ug/mL foi levada ao banho
ultrassénico por 30 min para completa solubilizacdo do farmaco. Diferentes volumes
desta solucao cloroférmica de ZnF foram entdo adicionados, em um baldo de fundo
redondo, a uma massa determinada de DSPE-PEG. Quantidade suficiente de
cloroférmio para 3,0 mL foi acrescida ao baldo quando necessaria. O solvente
organico foi em seguida rotaevaporado a 100 rpm e 50°C, sob pressido de 200 mbar,
por 60 min. O filme formado foi hidratado em 3,0 mL de tampdo HEPES 20 mmol/L
pH 7,4 contendo diferentes porcentagens de Tween 80/Span 80 (1:3 mol), utilizando
banho ultrassonico por 30 min na temperatura de 27 + 2°C para homogeneizacao.
Apbs o preparo, as dispersdes foram mantidas em repouso por 24 h, a temperatura
ambiente e protegidas da luz, e entao filtradas com filtro de 0,22 ym para remogéao

do farmaco nao solubilizado e caracterizadas.

4.3.3 Delineamento experimental de Box-Behnken

Para avaliar a concentracdo 6tima de ZnF, DSPE-PEG e Tween 80/Span 80
necessarias para a obtencdo de 3 mL de uma dispersdo micelar, pela técnica de
hidratacdo do filme lipidico, com as caracteristicas requeridas, um delineamento
experimental do tipo Box-Behnken de 3 fatores em 3 niveis, de 15 experimentos
randomizados, foi realizado de acordo com o descrito na Tabela 3. Foi avaliada a

influéncia e interacdes das variaveis independentes X;) massa de DSPE-PEG no
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filme seco, X;) massa de ZnF no filme seco e X3) porcentagem de Tween 80/Span
80 (1:3 mol) na solucdo de hidratacdo, em funcdo das variaveis dependentes
tamanho de particula, Pdl, potencial zeta e concentracdo de ZnF solubilizada na
disperséo final.

A randomizacdo dos experimentos, analises estatisticas para identificar os
principais efeitos e as interacfes entre as variaveis e 0 modelo matematico mais
adequado para andlise da superficie de resposta foram realizados utilizando o
software Design Expert (Trial Version 11, Stat-Ease Inc, MN). A formulacao
otimizada foi escolhida usando a predicdo de ponto do mesmo software baseando-
se na proximidade da funcdo de desejabilidade de 1. Para tanto, definiu-se o
tamanho das particulas, o Pdl como minimos, o potencial zeta negativo e a

concentracdo de ZnF solubilizada como maxima.

4.3.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos do delineamento experimento e da validagdo do modelo
experimental foram analisados por analise de variancia (ANOVA), seguido de pos-

teste de Tukey e teste T de Student, respectivamente, (p < 0,05), usando Prism 7.0.
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Tabela 3 - Delineamento experimental do tipo Box-Behnken para o preparo, pela técnica de hidratacédo do filme lipidico, de 3,0 mL
de micelas contendo ZnF em solucao tampao HEPES 20 mmol/L, pH 7,4.

) C: % Tween 80/Span 80

Experimento A: DSPE-PEG (mg) B: ZnF (pg)

(1:3 mol/mol)
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
Niveis
Va_r |_ave|s Varidveis decodificadas -1 0 +1
codificadas

X1 DSPE-PEG (mg) 10 15 20

Xz ZnF (ug) 70 140 210

X, Tween 80/Span 80 0 05 1

(1:3mol/mol) (%)
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4.4 Caracterizacéo das formulacdes

As formulagbes desenvolvidas foram caracterizadas em fungdo do tamanho de
particula ou goticula, indice de polidispersao, potencial zeta, morfologia e quantidade

de ZnF incorporada.

4.4.1 Tamanho médio, Pdl, Potencial zeta e Concentragdo de nanoparticulas

A determinacdo do tamanho e do Pdl das micelas foi realizada por
espectroscopia de autocorrelacdo de fotons (DLS), utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, UK), no modo intensidade, o tamanho e
Pdl das micelas. As amostras em replicatas foram diluidas em agua deionizada (5
vezes) para analises. Para a determinacdo do potencial zeta das dispersdes foi
realizada através da técnica de mobilidade eletroféretica das particulas. As amostras
em replicatas foram diluidas (3,3 vezes) em solu¢cdo aquosa de KCl a 1 mmol/L.
Todas as andlises foram realizadas a 25°C.

A concentracao de micelas nas dispersfes otimizadas, contendo ou néo ZnF,
foi determinada utilizando o rastreador de nanoparticulas (NTA) NanoSight NS 300
(Malvern Instruments, UK) e o software “Analise de Rastreamento de Nanoparticulas
NTA 3.1” apés diluicdo das formulacdes (500 vezes) em solucdo tampao HEPES 20
mmol/L pH 7,4. O tamanho e a polidispersao das micelas foi também determinado
por NTA para comparacdo com a analise por DLS. A polidispersividade neste caso

foi determinada com base no valor de SPAN de acordo com a Equacéo 5.

()

onde Djg, Dsg € Doy sa0 os didmetros a 10, 50 e 90% dos volumes acumulados,

SPAN = 22— D10

50

respectivamente.

Para a emulsdo, a caracterizagdo do tamanho médio das goticulas foi
realizada pela técnica de difracéo a laser, utilizando o equipamento LS 13320 Laser
Diffraction Particle Size Analizer (Backman Coulter, California, EUA). A
polidispersividade neste caso também foi determinada com base no valor de SPAN

de acordo com a Equacéo 5.
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4.4.2 Determinagao da concentracdo de ZnF solubilizada

Para determinar a concentracdo de ZnF solubilizado pelo sistema micelar, as
formulacdes foram diluidas em DMSO, agitadas por 1 min em vértex e analisadas

em espectrofluorimetro (item 4.4.2).

4.4.3 Caracterizagcao morfolégica

As micelas otimizadas foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissao (MET) pipetando-se 10 uyL das dispersdes sobre uma grade de cobre
revestida de carbono. Apds remocao do excesso de liquido com papel manteiga
(SUN et al., 2016) e secagem completa a 25°C, a grade foi vertida sobre uma gota
de acetato de uranila a 2% em agua deionizada, para contraste negativo, por 10 min.
O excesso de ligquido foi novamente removido usando papel manteiga e a amostra
foi levada para o microscépio de transmissao eletrénica Jeol modelo 100 CX Il (Jeol
Brasil Instrumentos Cientificos Ltda, Sado Paulo, Brasil) com voltagem de 80 kV, em

aumentos de 50, 100 e 200 mil vezes.

4.4.4 Andlise estatistica

As comparacdes realizadas entre os resultados de caracterizacédo fisico-
guimica das diferentes formulacdes foram analisados pelo teste T de Student, (p <
0,05), usando Prism 7.0.

4.5 Formulagdes avaliadas nos experimentos com o LFU

4.5.1 Hidrogel de hidroxietilcelulose (HEC)

O hidrogel de HEC foi utilizado como meio de acoplamento em varios
experimentos. Foi preparado a partir da dispersao de 1% (m/v) de HEC em éagua

destilada, a quente, sob agitacao.

4.5.2 Solucao de lauril sulfato de sodio (SLS)

Essa solugdo foi utilizada como meio de acoplamento em alguns
experimentos para efeito comparativo com o hidrogel de HEC. Foi preparada a partir
da dissolugéao de 1% (m/v) de SLS em tampao HEPES pH 7.4.

4.5.3 Micelas brancas



73

Também utilizadas como meio de acoplamento, micelas de DSPE-PEG foram
preparadas pelo método de hidratacao do filme lipidico (item 4.3.2) a partir de 20 mg
de DSPE-PEG solubilizados em um baldo de fundo redondo com 3 mL de
cloroférmio e, apds formacao do filme lipidico em rotaevaporador, hidratado com 3,0
mL de solucdo tampéo HEPES 20 mmol/L contendo 0,5% de Tween 80/Span 80 (1:3
mol/mol) em banho ultrassénico. A preparacéo foi filtrada em filtro de seringa de 0,22

pm apos 24h
4.5.4 Micelas contendo ZnF

Para avaliar a influéncia da formulagédo na penetracdo cutanea da ZnF sob
efeito do LFU, foram preparadas da mesma forma que as micelas brancas, mas na
presenca de ZnF, micelas de DSPE-PEG contendo ZnF otimizadas. Desta forma, 3,0
mL de uma solucao cloroférmica de ZnF a 70 ug/mL foram adicionados a 20 mg de
DSPE-PEG em um baldo de fundo redondo. Apos formacao do filme lipidico em
rotaevaporador o mesmo foi hidratado com 3,0 mL de solu¢cdo tampdo HEPES 20
mmol/L contendo 0,5 % de Tween 80/Span 80 (1:3 mol/mol) em banho ultrassénico
por 30 min. Apos 24h, a formulacao foi filtrada em filtro de seringa de 0,22 um. A

dispersao micelar final continha 13 £ 2 pg/mL de ZnF.

4.5.5 Emulsao contendo ZnF

Para verificar a influéncia da lipofilicidade da formulacdo na penetracéo da
ZnF pelas LTRs formadas pelo LFU, além das micelas contendo DSPE-PEG, que
ndo contém fase oleosa, foi preparada uma emulsdo O6leo em &gua grosseira
utilizando vaselina liguida e a mesma proporcao de Tween 80 e Span 80 (1:3) que a
presente nas micelas. Para o preparo de 100 mL de emulséo, 1,5 mg de ZnF foram
dispersos sob agitacdo magnética na mistura dos emulsificantes a 70° C (5%, 2,5%
de Tween 80 e 2,5% de Span 80), seguida a adicdo de 20% de vaselina liquida a 70°
C. Quantidade suficiente para 100 mL de solucédo tampdo HEPES pH 7,4 a 70°C foi
entdo vertida na mistura de vaselina liquida, tensoativos e farmaco sob agitacdo

vigorosa até seu arrefecimento.

4.6 Aparato do LFU

Os experimentos de sonoforese da pele foram realizados com um ultrassom
de 20 kHz de frequéncia (VCX 500 Sonics & Materials, CT, USA). A fonte de
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alimentacao ultrassbnica converte a voltagem de 50/60 Hz em energia elétrica. Essa
energia elétrica é transmitida para o transdutor piezoelétrico (constituido por uma liga
de titanio), o qual a transforma em vibracbes mecénicas. As vibragdes do conversor
sdo intensificadas pela sonda do ultrassom, criando ondas de pressao no liquido
onde é aplicado, ou seja, no liquido de acoplamento, que resulta na formacao das
microbolhas de cavitagao.

A amplitude das ondas pode ser selecionada no equipamento e, uma vez
definida, é fornecida de forma constante através de sensores que a mantém no nivel
selecionado. Dessa forma, a necessidade de ajustes constantes da quantidade de
energia produzida pelo transdutor, ou seja, da poténcia, é eliminada e a quantidade
real de poténcia, em watts, que é entregue a sonda pode ser monitorada
continuamente pelo monitor do equipamento.

A taxa na qual a energia € liberada pelo ultrassom em funcdo da area, isto €,
a intensidade de energia ultrassonica usada nos experimentos de penetragdo in vitro
com pele de orelha de suinos e para inducdo da formacdo de ROS pela TSD foi
igual a 10 + 0,5 W/cm? (n=6) e foi definida em funcéo da selecdo do menor valor de
amplitude disponivel pelo equipamento (20%). O ciclo de trabalho usado para os
experimentos foi o de 50% (5 s on e 5 s off) para evitar variacbes de temperatura no
local de irradiacdo maiores do que 10°C e efeitos térmicos indesejaveis (PEREIRA,
2015; PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017).

4.6.1 Medida da frequéncia do ultrassom

Para confirmar a frequéncia de 20 kHz do ultrassom utilizado nos
experimentos, ela foi medida usando-se um hidrofone pré-amplificado de banda
larga (largura da banda de frequéncia: 0,03 — 70 kHz, sensibilidade: -157 dB/1v/uPa,
modelo ITC-6050c, International Transducer Corporation, CA, USA) em
experimentos independentes e realizados em um local acusticamente isolado (n=3)
(HARRIS; MARUVADA; GAMMELL, 2004), conforme mostrado na Figura 8. Os
experimentos foram realizados no departamento de Fisica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP com auxilio do professor Dr. Theo Zeferino

Pavan.
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Figura 8. Medida da frequéncia do ultrassom usando o hidrofone.

LFU

Hidrofone

Agua

4.6.2 Calibracéo da intensidade

A calibracdo da intensidade do ultrassom foi verificada pelo método de
calorimetria em funcéo da porcentagem de amplitude dada pelo equipamento. Para
tanto, uma garrafa térmica foi preenchida com 950 mL de agua e vedada com isopor
e fita isolante para minimizar a troca de energia entre o sistema e o meio externo. A
sonda do ultrassom foi imersa através do isopor dentro da agua e ativada por 5 min
na amplitude de 20% em um ciclo de trabalho de 100%. A variacdo de temperatura
antes e apos a aplicagdo do ultrassom foi medida com o auxilio de um termémetro
imerso dentro da agua através do isopor e a intensidade calculada com base na

equacao 6.

__ Mygua X Cagua X AT
I'= Ax At (6)

Onde: | é a intensidade do LFU (W/cm?), mgua € a massa da agua (950 g), Cagua € O
calor especifico da agua (4,18 J/g°C), A é a area do transdutor (1,33 cm?), AT é a
variacdo da temperatura da dgua e At € o tempo necessario para que ocorresse esta
variacdo na temperatura (300 s).
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4.7 Atividade cavitacional nos meios de acoplamento do LFU

A atividade cavitacional dos meios de acoplamento usados nos experimentos
foi estimada usando iodeto de potassio (KI) como método padrdo indireto
(EBRAHIMINIA; MOKHTARI-DIZAJI; TOLIYAT, 2016). Uma solucéo de 0,1 mol/L de
Kl foi preparada com agua ultrapura e, posteriormente, areada por 20 min por meio
de infusdo de ar comprimido. Essa solucao foi utilizada para dispersar 0os seguintes
meios de acoplamento a) SLS, b) HEC, ¢) meio de hidratacdo de Tween 80 e Span
80 (1: 3 mol/mol) para as micelas brancas. Como controle foi utilizada a propria
solucao de Kl a 0,1 mol/L. Apés o preparo as formulagdes foram novamente areadas
por 10 min.

Para verificar a atividade cavitacional, logo apds o preparo 1,0 mL de cada
meio de acoplamento foi sonicado em tubo de ensaio com LFU (20 kHz) na
intensidade de 10 + 0,5 W/cm? e ciclo de trabalho de 50% por 1 min. A distancia
entre o transdutor e o fundo do tubo de ensaio foi fixado em 10 mm. A temperatura
das preparacdes foi monitorada no inicio e ao término da sonicacao.

Apds sonicacao, as preparacfes foram diluidas em 3,0 mL de agua ultrapura
para andlise espectrofotométrica do triiodeto de potassio (Kls) gerado. A absorbancia
do Kls foi medida em 350 nm imediatamente apos o resfriamento das preparacées

sonicadas.

4.7.1 Andlise estatistica

Os resultados da avaliacdo da atividade de cavitacdo inercial nos meios de
acoplamentos do LFU foram analisados por analise de variancia (ANOVA), seguido

de pos-teste de Tukey (p < 0,05), usando Prism 7.0.

4.8 Ensaios in vitro de penetracao cutanea passiva e sonoforética

4.8.1 Medida de resistividade elétrica da pele

As peles usadas nos experimentos de penetragdo cutdnea foram obtidas a
partir de orelhas de suinos, fornecidas pelo abatedouro Fribordogue (Bariri, Sao
Paulo, Brasil). As peles foram cuidadosamente dissecadas, dermatomizadas a 700
um, armazenadas a -80° C e usadas com até trinta dias a contar do data de
chegada.



77

Para garantir a integridade do estrato cérneo das peles antes dos
experimentos de penetracdo, a medida de resistividade elétrica foi realizada de
acordo com Tang e colaboradores (Tang et al.,, 2001). As peles dermatomizadas
montadas nas células de difusdo foram submetidas a passagem de uma corrente
elétrica por meio de um gerador de sinal (33210 A Agilent, EUA) e eletrodos de
Ag/AgCI (In Vivo Metrics, EUA) inseridos no compartimento doador e receptor das
células de difusdo preenchidos com solugcdo tampédo PBS pH 7,4. Uma corrente
elétrica alternada de 100 mV (RMS) de diferenca potencial e 10 Hz de frequéncia foi
aplicada. A corrente elétrica capaz de atravessar a pele foi entdo medida com o
auxilio de um multimetro e a resisténcia da pele foi calculada pela lei de Ohm,
subtraindo-se o valor da resisténcia do sistema sem a pele daquele quando a pele
estava presente. O valor de resistividade foi obtido multiplicando-se o valor de
resisténcia pela éarea da pele disponivel para permeacdo. As peles que
apresentaram valor de resistividade < 35 KQ. cm? foram consideradas danificadas e
descartadas (KUSHNER IV; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2004).

4.8.2 Influéncia do meio receptor sobre a resistividade da pele

A influéncia da solugéo receptora composta por 1% (m/v) SLS em tampao
PBS pH 7.4 na integridade do estrato cérneo em funcao do tempo de experimento foi
verificada pela medida de resistividade elétrica da pele, como descrito no item 4.8.1.,
apos contato da pele, montada na células de difusdo, com esta solucéo por até 24 h.
As medidas foram realizadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 23, 23 e 24 h (n=4).

4.8.3 Estudos de penetragéo cutanea passiva da zinco ftalocianina

Foram realizados utilizando-se células verticais de difusdo do tipo Franz e
pele de orelha de porco, dermatomizada a 700 ym de espessura. Fragmentos de
pele foram colocados entre os compartimentos doador e receptor da célula de
difusdo, com o estrato cérneo voltado para o doador. Sob a pele, na parte superior
do compartimento receptor, para fornecer um suporte mecéanico adicional, foi
colocada uma tela de nylon de 150 um de abertura (Nylon-Sefar Lab Pak, Depew
New York, EUA). No compartimento doador foram adicionados 1,0 mL da emulsdo
ou da micela contendo ZnF. Para garantir sink conditions, a solugéo receptora ( =16
mL) foi constituida de 1% (m/v) de SLS em tampéo PBS pH 7,4 a temperatura de 25
+ 2°C, sob agitacdo de 500 rpm. A solubilidade da ZnF neste meio é de 12,5 + 0,1
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pg/mL (DALMOLIN; LOPEZ, 2018). Do compartimento receptor foi coletado 1,0 mL
de amostra nos tempos 18, 20, 22 e 24 horas apds o inicio do experimento e a ZnF
ai presente foi analisada por espectrofluorimetria (item 4.1). Os estudos foram
conduzidos sob protecéo da luz.

Para avaliar a quantidade de ZnF retida na pele, trés outras séries de
experimentos foram preparadas da mesma forma, mas o0s experimentos foram
interrompidos apos 1, 6 e 24 h para analise da pele. Para tanto, a pele foi retirada
das células de difusé@o, o excesso de formulacdo removido com 4gua destilada, e a
area da pele anteriormente em contato com a formulacdo (1 cm?) foi submetida a
técnica do “tape stripping”. Assim, o estrato corneo foi retirado utilizando-se 15 fitas
adesivas (Durex® 3M) que foram colocadas em um tubo de plastico. O farmaco
impregnado nas fitas foi extraido com 5,0 mL de DMSO sob agitacdo em vortex por 2
min, seguido de banho de ultrassom por 30 min. Apds esses processos, a solucao
foi filtrada em filtro de PTFE de 0,45 um e analisada por espectrofluorimetria para
determinacao da ZnF no estrato corneo.

Para os experimentos penetracdo de 6 e 24 h, a epiderme viavel (sem o
estrato corneo) resultante foi separada da derme com o auxilio de uma espatula
ap6s aquecimento em um saco plastico fechado, em banho-maria, na temperatura
de 61°C por 1 min. Ambas as camadas, epiderme viavel e derme, foram picotadas e
colocadas em tubos e o farmaco foi extraido com 2,0 mL de DMSO, seguido de
agitacdo em vortex por 2 min, trituracdo em homogeneizador de tecidos tipo turrax
por 1 min a velocidade maxima 13500 rpm e banho de ultrassom por 30 min. As
amostras foram centrifugadas a 12000 g a 25°C por 10 min e em seguida foram
filtradas em filtro PTFE de 0,45 ym. A quantidade de farmaco presente na epiderme
viavel e derme foi determinada por espectrofluorimetria (item 4.1).

Para os experimentos de 1lh, apdés a retirada do estrato cOrneo, a pele
remanescente contendo as camadas da epiderme viavel e da derme foi cortada em
pequenos pedacos e submetidas ao processo de extracdo, conforme descrito
anteriormente.

As andlises foram conduzidas a temperatura ambiente e sob protecdo da luz.

4.8.4 Influéncia do LFU na penetragéo cutanea da ZnF

A pele foi montada nas células de difusdo como descrito anteriormente (item

4.8.3). O LFU foi aplicado em uma solucao (meio de acoplamento) colocada sobre a
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pele, no compartimento doador, a uma intensidade de 10 + 0,5 W/cm?, com ciclo de
trabalho alternado, de 50%, correspondente a 5 s no modo on e 5 s no modo off de 1
min cada (totalizando 2 min devido ao ciclo de trabalho de 50% no modo on). A
sonda do ultrassom foi inserida no meio de acoplamento a uma distancia de
aproximadamente 10 mm acima do estrato cérneo. Para minimizar o efeito térmico, a
cada ciclo de tratamento, o meio de acoplamento foi substituido por PBS para
medida da resistividade elétrica da pele medida como descrito no item 4.8.1. O
tratamento da pele com LFU foi repetido até que a resistividade elétrica da pele
tratada alcancasse o valor desejado de aproximadamente 1 KQ.cm? e os meios de
acoplamentos foram substituidos a cada ciclo de irradiacdo com LFU para evitar
efeitos térmicos (PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017).

Foram realizadas duas séries de experimentos: uma com o protocolo de pré-
tratamento e outra com o protocolo de tratamento simultaneo.

No pré-tratamento, a pele foi exposta ao tratamento sonoforético com o LFU
usando como meio de acoplamento o hidrogel de HEC. Ap6s o pré-tratamento com
gel, a formulacdo hidrofilica micelar ou a formulacao lipofilica (emulsé&o) contendo
ZnF foram colocadas em contato com a pele por 1 ou 6h. ApGs este periodo, a
guantidade de ZnF foi quantificada no estrato cérneo, epiderme viavel e derme.

No tratamento simultédneo, utilizou-se como meio de acoplamento do LFU a
dispersdo micelar ou a emulsdo, ambas contendo concentragdes semelhantes de
ZnF. ApGs a pele atingir a resistividade desejada, 1,0 mL das respectivas
formulacdes de ZnF foram colocadas em contato com a pele por 1 ou 6 h. A
penetracdo cutanea do farmaco foi analisada nas diferentes camadas da pele, como
descrito anteriormente.

A contribuicdo do fluxo convectivo e a % de ZnF penetrada na pele a partir
dele (%ZnFconveccao) foram calculadas de acordo com as equacdes 7 e 8,

respectivamente.

Fluxo convectivo = fluxo sonoforese simultdnea — fluxo passivo apds pré-tratamento

(7)

~ ZnFsimultinea—ZnFpré—tratamento
%ZnFconvecgio = ( P —T— )xlOO (8), onde
a
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ZnFsimutanea € @ quantidade de farmaco que penetrou na pele apos 6 h apds o
tratamento simultdneo e ZnFpre.ratamento € @ quantidade de farmaco que penetrou na

pele passivamente apos 6 h do pré-tratamento.

4.8.5 Andlise estatistica

Os resultados dos estudos de penetracdo cutanea in vitro foram analisados
por andlise de variancia (ANOVA), seguido de pés-teste de Tukey (p < 0,05) usando
Prism 7.0.

4.8.6 Distribuicdo da ZnF na pele por microscopia confocal

A influéncia do LFU na penetracéo e distribuicdo da ZnF a partir da micela e
da emulsdo contendo ZnF foi verificada na pele por microscopia confocal de
varredura a laser. A pele foi avaliada apdés o0s seguintes experimentos de
permeacdo: a) permeacgao passiva por 6 h, b) pré-tratamento sonoforético seguido
de 6 h de permeacéo, c) tratamento simultdneo sem permeacédo e d) tratamento
simultaneo seguido de 6 h de permeacao.

Ao fim dos experimentos de permeacdo, as peles foram desmontadas das
células de difusdo de Franz e o excesso da formulacdo removida com &gua
destilada. A area em contato com as formulacdes foi recortada e imersa em suportes
contendo meio de congelamento Tissue-Tek O.C.T. (Sakura, EUA) e congeladas em
ultrafreezer a —80°C. Cortes de 15 uym de espessura perpendiculares a superficie da
pele foram obtidos com criostato Leica CM1860 (Leica, lllinois, EUA). Os cortes
foram colocados sobre laminas histoldgicas silinizadas (Knittel Glass, Brunsvique,
Alemanha) e visualizados em aumento de 20 vezes utilizando microscopio confocal
Leica TCS SP8 (Mannheim, Alemanha), operando com um laser de 638 nm para a
excitagdo da ZnF e monitoramento da emissdo entre 640 e 700 nm. As peles sem
tratamento com as formulagbes ou com ultrassom foram utilizadas como controle
para configurar os parametros do microscopio. As imagens foram obtidas com o uso
do software LAS AF Lite 2.6.0.

4.9 Avaliacdo da producéo de ROS visando a terapia sonodinamica com LFU

4.9.1 Deteccéo da geracao de radicais hidroxila

A geracao de radicais hidroxila (OH") pela irradiacdo do LFU (apenas) em

meio aquoso foi estimada pelo método do KI, usado anteriormente para se
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determinar a atividade cavitacional dos meios de acoplamento (item 4.7). Quando
gerados pela pir6lise da agua, OH" reage com os ions iodeto, produzindo ions
triiodeto (I3). A geracdo de OH' foi, assim, monitorada pela absorcdo
espectrofotométrica de Klz em 350 nm (EBRAHIMINIA; MOKHTARI-DIZAJI;
TOLIYAT, 2016). Uma solucdo de 0,1 M de Kl foi preparada em solugdo tampao
HEPES pH 7,4 e areada por 20 min, como descrito anteriormente (item 3.7). Um
volume de 1,0 mL dessa solucdo foi irradiada em tubo de ensaio com LFU na
intensidade de 10 + 0,5 W/cm? e ciclo de trabalho de 50% por 1 min. A absorbancia
do Klz gerado foi medida em 350 nm. A temperatura das preparacdes foi monitorada
no inicio e ao término da irradiacdo. Experimentos independentes foram realizados

com n=3, tendo a solucédo de 0,1 mol/L de KI como controle.

4.9.2 Deteccgéo da geracao de oxigénio singleto

A producao de oxigénio singleto (*O,) a partir da irradiacéo da ZnF foi medida
pelo método indireto de formacao intermolecular de endoperéxidos em meio aquoso
usando duas sondas distintas: (i) sensor verde de oxigénio singleto (SOSG) e (ii)
mistura de p-nitrosodimetilanilina (p-NDMA) e imidazol.

O SOSG reage seletivamente com 'O, produzindo o endoperéxido
fluorescente EP-SOSG. Para os experimentos com essa sonda, a 5,0 mL das
micelas contendo ZnF (4,5 pmol/L = 2,6 pg/mL) foi adicionado 1,0 uL de SOSG a 5
mmol/L em metanol, resultando em uma concentragdo da sonda de 1 pmol/L em
solucéo tampao HEPES 20 mmol/L (pH 7.4). A formulac&o micelar contendo a sonda
foi entdo irradiada com LFU a 10 + 0,5 W/cm? em intervalos de 5 s. Experimentos
independentes foram realizados com n=3, tendo como grupos controles: a) solucéo
aquosa de SOSG em tampdo HEPES 20 mmol/L (pH 7,4); e b) micelas brancas
adicionadas de 1 ymol/L de SOSG. Imediatamente apds cada irradiacédo de 5 s, a
intensidade de fluorescéncia foi monitorada em comprimento de onda de excitacéo
em 505 nm e emisséo na faixa entre 510-600 nm (MOCANU; YAN, 2018).

A deteccdo de 'O, com a mistura de p-NDMA e imidazol ocorre a partir da
reacdo especifica do 'O, com o imidazol, produzindo um endoperéxido molecular
intermediario que, por sua vez, consome o0 p-NDMA, com consequente decaimento
da intensidade de fluorescéncia do meio.

Para os experimentos, a 5,0 mL das micelas contendo ZnF (4,5 umol/L = 2,6

pg/L ) foram adicionados 250 pL de uma solucédo de p-NDMA a 500 umol/L e 125 L
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de uma solugao de imidazol a 1000 pmol/L, ambas em solu¢do tampao HEPES 20
mmol/L pH 7,4. Essa mistura foi irradiada com LFU a 10 + 0,5 W/cm? por 1 min.
Experimentos independentes foram realizados com n = 3, tendo como grupos
controles: c) solugdo de p-NMDA e imidazol, ambos a 25 pmol/L; d) micelas
contendo ZnF sem as sondas a 4,5 umol/L; e) micelas contendo ZnF e 25 ymol/L de
p-NMDA e f) micelas contendo ZnF e 25 pmol/L de imidazol. A geracéo de O, foi
detectada pelo monitoramento do decaimento da absor¢géo do p-NDMA em 440 nm
(LIANG et al., 2013).

A temperatura das preparacdes foi monitorada no inicio e ao término da

irradiacao.
4.9.3 Deteccéo da peroxidagao lipidica no tecido cutaneo de suinos

A lipoperoxidacdo do tecido cutaneo foi determinada usando o método do
acido tiobarbittrico (TBA) que reage com malondialdeido (MDA), um produto da
peroxidacédo lipidica indicador da acdo de radicais livres celular (ANTUNES et al.,
2008). O ensaio da peroxidacao lipidica no tecido cutaneo apds penetracdo da ZnF
seguida de irradiacdo com LFU foi realizado a partir da adaptacdo de método
proposto por Yumita e colaboradores (YUMITA et al., 2014)

A pele, montada em células de difusé@o vertical, foi colocada em contato com
micelas contendo 13 + 2 pg/mL de ZnF por 6 h, como descrito no item 4.8.3. Apos
este periodo de penetracdo da ZnF, a pele foi retirada das células de difuséo, o
excesso de formulacdo removido com agua destilada, e a area da pele exposta a
formulacdo (1 cm?) foi picota. A aproximadamente 1,0 mg de pele foram entdo
adicionados 1,0 mL de tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 7,0 em tubos de ensaio de
polipropileno. Para verificar o potencial da TSD com LFU e da ZnF como agente
sonossensibilizante, a dispersao de pele foi submetida ao tratamento sonodinamico
com LFU por 1 min (10 + 0,5 W/cm? e ciclo de trabalho de 50%).

Para avaliar a peroxidacdo lipidica resultante da aplicacdo do LFU, a
dispersdo de pele sonicada foram adicionados 100 uL de sulfato ferroso
heptahidratado 70 mmol/L (FeSO4+ 7H,0) e a mistura mantida em repouso a 37°C
por 30 min. A 500 uL do sobrenadante dessa mistura, em tubos de microcentrifuga,
foram adicionados 1,0 mL de uma solucédo a 15% de &acido tricloacético. Os tubos
foram centrifugados a 10000 rpm por 15 min a temperatura ambiente e, em seguida,

500 uL do sobrenadante foram transferidos para tubos de ensaio de vidro, aos quais
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foram adicionados 500 yL de uma solucdo aquosa de acido tiobarbitarico (ATB) a
0,67%. Os tubos foram agitados e deixados sob aquecimento a 95 °C por 30 min.
Apés resfriamento, as amostras foram analisadas para determinagdo do produto
MDA-ATB por espectrofotometria em 532 nm.

Experimentos independentes foram realizados com n = 4, tendo como grupos
controle: a) pele porcina (apenas); b) pele porcina irradiada + LFU; c) pele + FeSOy
7H,0 + irradiagédo com LFU.

A temperatura das preparacdes foi monitorada no inicio e ao término da

irradiacao
4.9.4 Andlise estatistica

Os resultados da producado de radicais hidroxilas pelo LFU foram analisados
usando teste T de Student (p < 0,05) enquanto que os resultados da producédo de
oxigénio singleto e da avaliacédo da lipoperoxidacéo lipidica causada pela TSD com o
LFU e a ZnF foram analisados por andlise de variancia (ANOVA), seguido de poés-
teste de Tukey (p < 0,05), usando Prism 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Método analitico para quantificacao de ZnF

O método analitico para quantificacdo da ZnF por espectrofluorimetria foi
desenvolvido e validado anteriormente por Dalmolin (2019) na faixa de concentracéo
de 10 a 100 ng/mL. Em virtude da concentragdo de ZnF incorporada nas micelas e
na sua baixa permeacdo cutanea passiva, no presente trabalho o método foi co-
validado avaliando-se uma faixa de concentracdo mais extensa, de 1 a 100 ng/mL. A
exatiddo e precisdo do método foi assim ensaiada apenas para as concentracdes de
ZnF abaixo de 10 ng/mL, as quais nao foram avaliadas por Dalmolin (2019).

A Figura 9 mostra a curva analitica da ZnF em DMSO obtida a partir da area
do pico de intensidade de fluorescéncia para cada concentracdo, dentro do intervalo

de concentragdo entre 1 e 100 ng/mL.

Figura 9. Curva analitica da ZnF em DMSO (n=3).
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Analise em espectrofluorimetro com Aexc = 610 nm e Aem = 630-800 nm, fenda 5/5.
Equacdo dareta: y = 61,929 x + 49,117, r = 0,9998.

A curva analitica construida gerou um valor do coeficiente de correlagéo linear
de 0,9998, indicando que o método foi linear no intervalo de concentragéo utilizado.
A equacéo da reta foi definida como y = 61,929 x + 49,117, onde y é a area do pico
de fluorescéncia e x € a concentragdo da ZnF em ng/mL.

A Figura 10 mostra a seletividade do método espectrofluorimétrico utilizado

para a ZnF frente a dispersdo micelar.
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Figura 10. Comparacédo dos espectros de emissao de fluorescéncia de uma solucdo
de ZnF a 50 ng/mL e da micela branca diluida em DMSO (Aexc = 610 nm, fenda
5/5).
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Observa-se na Figura 10 que a solubilizacdo da micela branca em DMSO
resultou, apdés excitacdo em 610 nm, em um espectro de emisséo da fluorescéncia
sem pico na regido de emissdo da ZnF, indicando a seletividade do método para
guantificar a ZnF na dispersdo micelar. O estrato cérneo também nao interfere nas
andlises e ndo apresenta efeito matriz, ndo interferindo na quantificagdo da ZnF
(DALMOLIN; LOPEZ, 2018; DALMOLIN, 2019).

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos no estudo de exatiddo do método

analitico.

Tabela 4 - Avaliacdo da exatidao para os padrées de ZnF em DMSO (n=3).

Concentragao Concentragao Exatidao (%) %CV
tedrica (ng/mL) experimental obtida
(ng/mL)
0,99 £ 0,02 98,76 1,99
5 4,89+0,13 97,80 2,53
10 9,96 £ 0,11 99,62 1,05

Resultados expressos como média + desvio padréao (n=3).
Todas as concentracdes analisadas apresentaram exatidao entre 97,80% e
99,66% e coeficiente de variagcado (CV) menor do que 5%, considerados adequados

de acordo com o recomendado pela literatura utilizada (ICH, 2005). Os valores de
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concentracdo teorica e de concentracdo experimental concordantes associados a
baixa porcentagem de erros permitem inferir que os valores de concentracdo que
serdo obtidos a partir das andlises das amostras por esse método estardo muito
préximos do valor real no intervalo de concentracdo analisado entre 1 a 10 ng/mL.

A Tabela 5 mostra os resultados de precisao intra-ensaio e inter-ensaio (n=3).

Tabela 5 - Resultados dos testes de precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para
amostras de ZnF em DMSO (n=3).

Precisao intra-ensaio

Concentracao Concentracdo experimental obtida Ccv
tedrica (ng/mL) (ng/mL) (%)
1 0,98 + 0,01 1,38
5 4,98 + 0,05 1,10
10 9,99 + 0,15 1,51
Preciséo inter-ensaio
Concentracao Concentracdo experimental obtida Ccv
teodrica (ng/ml) (ng/ml) (%)
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 1,06 + 0,16 0,95+0,01 0,97 £ 0,05 5,28
5 5,04 +0,31 4,67 £ 0,03 4,93 + 0,04 3,78
10 10,03+ 0,01 9,51 +0,04 9,99 + 0,06 2,62

Resultados expressos como média * desvio padréo (n=3).

Pode-se observar na Tabela 5 que o CV de todas as amostras foi menor do
gue 5,28%, confirmando a capacidade do método em determinar com precisdo a
concentragdo de ZnF em DMSO na faixa de concentragdo analisada de 1 a 10
ng/mL. A porcentagem de erro para a concentracdo mais baixa analisada, de 1
ng/mL, foi menor do que 15% e para as outras concentracdes foi menor do que 6%,
confirmando a exatiddo do método na faixa de concentragdo analisada para o0s
propoésitos desse trabalho.

Os valores de LD e LQ calculados foram de 0,13 e 0,4 ng/mL,
respectivamente, valores estes que denotam alta sensibilidade do método e
confiabilidade dos resultados para analises de concentracdes baixas do analito,

como € o caso da quantificacdo de ZnF em ensaios de penetracao in vitro.
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Como nos estudos de penetracdo cutanea a ZnF é quantificada na pele, seu
efeito matriz foi analisado usando DMSO, solvente extrator, para fortificar as
amostras de pele com concentragdes conhecidas de ZnF. A Tabela 6 mostra a % de
Recuperagcdo e a precisdo da extragcdo da ZnF da epiderme viavel e da derme,

contaminadas com diferentes concentracdes de ZnF.

Tabela 6 - Resultados do estudo de recuperacao de ZnF da pele de suinos utilizando

DMSO como solvente extrator (n=3).

Concentracdo | Concentracdo | Recuperacdo | CV | Concentracdo | Recuperagéo | CV
tedrica de ZnF na epiderme | (%) de ZnF na derme (%)
adicionada extraida da viavel extraida da (%)
(ng/mL) epiderme (%) derme
viavel (ng/mL) (ng/mL)

1,0 1,13 + 0,07 113 5,9 1,22+ 0,29 122,2 22,6

2,5 1,88 + 0,10 75 51 1,39 £ 0,00 55,7 0,1

5,0 2,79 £ 0,08 55,8 2,7 2,74 £ 0,03 54,8 1,0

7,5 4,05+ 0,24 54,1 5,9 4,05 + 0,07 53,9 1,7

10,0 5,21 +0,01 59,3 0,2 5,13+ 0,14 51,3 2,7

Resultados expressos como média + desvio padrao (n=2).

Na faixa de concentracdo de 2,5 a 10,0 ng/mL, a Tabela 6 mostra que
aproximadamente 57% de ZnF é recuperada das camadas da pele, de forma
reprodutivel (% CV < 5,9%), apds extracdo com DMSO. Por outro lado, a extracéo
da ZnF se mostrou inadequada na menor concentragao analisada (1,0 ng/mL), com
uma porcentagem de recuperacdo maior do que a esperada, de 122,2% e %CV de
22%. Assim, considerou-se 2,5 ng/mL o limite de quantificacdo da ZnF na pele.

A analise estatistica dos valores de porcentagem de recuperacdo das
amostras tratadas com 2,5 a 10 ng/mL de ZnF mostrou que as % de farmaco
recuperadas sdo semelhantes para todas as concentracdes (ANOVA, p>0,05). Desta
forma, a média dos valores, de 56,6 £ 7,6 %, foi utilizada para se calcular o fator de
correcao (Fc). O Fc determinado foi de 1,77 e, portanto, a ZnF encontrada em todas
as amostras de epiderme viavel e derme analisadas ap0s os estudos de penetracéo

cuténea teve seu valor corrigido com base no Fc de acordo com a Equacéo 5
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5.2 Determinacao da CMC

A Figura 11 mostra a fluorescéncia emitida pelo pireno (eixo y) em funcéo do
logaritmo da concentracdo de DSPE-PEG (eixo x) presente na solucdo tampéao de
HEPES (20 mmol/L, pH 7,4).

Figura 11. Determinacé@o da concentragdo micelar critica do DSPE-PEG em solugéo
tamp&do HEPES 20 mmol/L pH7,4 pelo método do pireno.
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Pode-se observar na Figura 12 que a intensidade de fluorescéncia do pireno
aumentou abruptamente na concentracdo de 2x10° mol/L de DSPE-PEG, sendo
esta, portanto, a CMC do DSPE-PEG em solucédo tampédo HEPES (20 mmol/L e pH
7,4).

O pireno é um corante fluorescente vastamente utilizado na determinagéo da
CMC de polimeros porque sua intensidade de fluorescéncia € muito sensivel a
polaridade do solvente (WEBBER, 1999). Abaixo da CMC, as moléculas do DSPE-
PEG se dispdem na interface liquido-ar da solugdo aquosa, ndo alterando
significativamente a solubilidade do pireno no meio. Na CMC, as moléculas do
polimero se associam, formando estruturas ou agregados micelares capazes de
solubilizarem o pireno na sua regido apolar, resultando, portanto, no aumento de sua
fluorescéncia (WEBBER, 1999).

Valores de CMC semelhantes foram relatados para DSPE-PEG com massa
molecular (MM) préxima a do polimero utilizado neste trabalho (MM = 2788 g/mol).

Sezgin et al. (2006) e Lukyanov et al. (2002), por exemplo, encontraram valores de
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CMC iguais a 1,2x10™° mol/L e 1,1x10™ mol/L, respectivamente, usando DSPE-PEG
2000 de MM de 2806 g/mol em tampao HEPES pH 7,4.

A determinacdo do valor da CMC se faz util para se estimar ou garantir que
usar-se-a concentracdes do polimero capazes de se organizarem na forma de
micelas no meio. Além disso, a CMC é o principal parametro para avaliagcdo da
estabilidade termodinamica de micelas poliméricas, em que baixos valores de CMC,
como o encontrado para o DSPE-PEG, indicam alta estabilidade termodinamica em
solugcéo aquosa e frente a grandes diluicdes (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016).

5.3 Desenvolvimento e otimizac&o das micelas contendo ZnF

5.3.1 Preparagéo das micelas pela técnica de dissolugdo direta do farmaco e DSPE-
PEG

Para a escolha da técnica de preparo das micelas foi incialmente buscados na
literatura cientifica trabalhos que demonstrassem a incorporacdo de farmacos
altamente hidrofébicos, como a ZnF, em funcdo das micelas de DSPE conjugada a
diversos tamanhos de cadeias de polietilenoglicol (PEG) (LUKYANOQV et al., 2002;
SIBATA; TEDESCO; MARCHETTI, 2004; SEZGIN; YUKSEL; BAYKARA, 2006;
SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016; SUN et al., 2016).

A preparacdo das micelas pela técnica de dissolucdo direta do farmaco na
solucdo de agente solubilizante € mais econémica e industrialmente escalonavel do
gue outras técnicas (KORE et al.,, 2014, REDDY et al.,, 2015; MAIBACH,;
DRAGICEVIC, 2016). Entretanto, foi observado que o preparo de micelas de DSPE-
PEG por essa técnica resultou em diminutas concentracdes de ZnF solubilizadas nas
micelas de DSPE-PEG.

As micelas de ZnF preparadas pela dissolugcédo direta apresentaram tamanho
meédio de 99,6 + 17,5 nm, Pdl de 0,27 + 0,03, populagcdo bimodal, potencial zeta de -
3 + 12 mV e concentragao de ZnF solubilizada de apenas 1,1 £ 0,8 ug/mL (n=3). De
fato, em busca na literatura foi encontrado que essa técnica é comumente associada
a Iineficiente incorporacdo de farmacos (KORE et al, 2014; MAIBACH,;
DRAGICEVIC, 2016). A elevada lipofilicidade da ZnF (log Ksieoagua > 8) (DALMOLIN;
LOPEZ, 2018) pode ter impedido sua interagdo com 0 meio aquoso e particdo para a
regido hidrofébica das micelas, apesar do aquecimento e agitacdo magnética

fornecidos ao sistema durante o preparo. A coroa hidrofilica de PEG formada
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guando o DSPE-PEG é disperso em meio aquoso também pode ter dificultado a

particdo da ZnF para a regido hidrofobica micelar.

5.3.2 Preparacédo das micelas pela técnica de hidratacéo do filme lipidico

A preparacao de micelas pela técnica da hidratacéo do filme lipidico se baseia
na solubilizagdo do agente anfifilico e do farmaco lipofilico em solvente orgéanico de
baixa temperatura de evaporacdo o qual, posteriormente, é evaporado sob pressdo
reduzida e rotacdo. Um filme lipidico formado no baldo de fundo redondo €, em
seguida, hidratado em uma solucdo aquosa. A adicdo da solucdo aquosa faz com
qgque o agente anfifilico se auto-organize na forma de micelas para se manter
disperso no meio (REDDY et al, 2015; MAIBACH; DRAGICEVIC, 2016).
Diferentemente do método de dissolucdo direta, essa técnica estd associada a
maiores eficiéncias de incorporacdo de farmacos (SEZGIN; YUKSEL; BAYKARA,
2006; KORE et al., 2014; REDDY et al., 2015), e por isso, foi selecionada para
obtencao das micelas de ZnF.

Micelas brancas (sem farmaco) foram inicialmente obtidas para se analisar a
capacidade do método em resultar na formacdo de micelas a partir de DSPE-PEG.
Elas apresentaram tamanho médio de aproximadamente 82 nm, Pdl de 0,3 e
potencial zeta de -9 mV. Quando obtidas na presenca de ZnF, o tamanho médio das
micelas foi aparentemente menor do que o das micelas brancas, de 13 nm, mas o
Pdl dobrou e a populacédo observada de particulas foi polimodal, com potencial zeta
de -11 mV. A concentracédo de farmaco solubilizada foi, no entanto, de 15 ug/mL, ou
seja, 15 vezes maior do que a observada com o método de dissolucédo direta.

Visando melhorar o perfil de distribuicdo da populacdo nanométrica de
micelas, foram obtidas micelas adicionando-se 0s agentes estabilizantes TPGS,
Poloxamer 477, Tween 80 ou Tween 80/Span 80 (1:3) as dispersfes. Dos
estabilizantes avaliados, apenas a adicdo da mistura dos tensoativos Tween 80 e
Span 80 a solucdo de hidratacdo do filme lipidico resultou em um sistema
nanoparticulado com distribuicdo populacional monomodal de tamanho nanométrico
e Pdl < 0,3 (Figura 12).
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Figura 12. Tamanho médio das micelas preparadas pela técnica de hidratacdo do
filme lipidico a partir de 15 mg de DSPE-PEG, 140 pug de ZnF e solucdo de
hidratacdo do filme lipidico composta por 1% Tween 80/Span 80 (1:3 mol/mol) em
tampao HEPES 20 mmol/L pH 7,4.
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Record 4: Micela ftalocianina de zinco 1

5.3.3 Delineamento experimental de Box-Behnken

Para controlar adequadamente o0s parametros criticos que pudessem
influenciar as caracteristicas das micelas de DSPE-PEG e ZnF foi empregada a
estratégia de Quality-by-Design com a utilizacdo de um delineamento experimental.
Os fatores que potencialmente poderiam influenciar a qualidade desejada das
micelas de ZnF foram definidos com base nos experimentos iniciais e na literatura
vigente (MONTANHA et al., 2017; PATIL et al., 2018).

A Tabela 7 mostra a ordem de randomizagcdo dos 15 ensaios e os valores
experimentais das varidveis dependentes (tamanho, Pdl, potencial zeta e
concentracdo de ZnF solubilizada) obtidas a partir da combinacdo das variaveis
independentes (massa de DSPE-PEG, massa de ZnF e % de estabilizantes) de

acordo com o delineamento experimental mostrado na Tabela 3.
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Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas e concentracdo de ZnF das micelas
preparadas com o delineamente do tipo Box-Behnken apresentado na Tabela 3.

Ordem de
randomizacéo Tamanho Pdl Potencial Concentracéao de ZnF
dos ensaios (nm) zeta (mV) solubilizada (ug/mL)
7 141 0,285 -28 7,7
12 119 0,274 -27 9,8
9 41 1 -11 51
15 155 0,206 -25 9,7
13 152 0,173 -26 9,4
4 138 0,233 -24 12,9
1 152 0,232 -26 3,7
14 128 0,235 -24 6,4
11 116 0,279 -25 3,0
3 137 0,253 -25 7.1
8 116 0,327 -24 5,9
10 12 0,616 -11 15,1
5 0 1 -9 9,2
6 0 1 -10 8,3
2 145 0,204 -25 7,1

Os ensaios do delineamento experimental geraram micelas de ZnF com

tamanho médio que variaram de 0 (nenhum sistema formado) a 155 nm, Pdl de

0,173 a 1, potencial zeta de -9 a -28 mV e concentracdo de ZnF solubilizada de 3,0 a
15,1 yg/mL (Tabela 7).
A Tabela 8 mostra as andlises estatisticas realizadas por ANOVA para o

modelo das respostas, para 0s termos da equacdo e para a falta de ajuste de

modelo. As equacdes de cada modelo, os coeficientes de correlacdo ajustado e

predito e os valores de precisdo adequadas de cada modelo também estédo

apresentadas

na

Tabela 8.



Tabela 8 - Resultados da andlise por ANOVA para os modelos, termos da equacgéo e falta de ajuste
equacdes dos modelos e os coeficientes de correlagéo ajustado e predito.
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€ um sumario com as

Respostas
Tamanho (nm) Pdl Potencial zeta (mV) Concentracédo ZnF
(Y1) (Y2) (Y3) solubilizada (ug/mL) (Y4)
Valor de F Valor de p Valor de F Valor de p Valor de F Valor de p Valor de F Valor de p
Modelo da predi¢éo 21,51 0,0018 18,8 0,0024 72,3 < 0,0001 12,55 0,0007
X1 0,482 0,5185 0,0006 0,982 2,78 0,1561 0,5308 0,4815
Xz 1,17 0,3282 1,79 0,2391 0,0109 0,921 32,16 0,0001
Fatores X3 100,56 0,0002 93,33 0,0002 471,85 < 0,0001 4,95 0,0479
XXz 0,0789 0,79 0,002 0,9662 0,2923 0,6119 - -
Interacéo X1 X3 0,6467 0,4578 0,0548 0,8242 3,67 0,1134 - -
linear XoXs 0,9849 0,3665 4,46 0,0883 0,2416 0,6439 - -
X4 0,3531 0,5782 2,14 0,2033 0,1311 0,7321 - -
Interac&o X5° 0,1277 0,7354 0,8273 0,4048 0,67 0,4503 - -
quadratica X3 88,44 0,0002 66,28 0,0005 168,24 < 0,0001 - -
Falta de 1,19 0.4864 13,27 0,0709 0,7666 0,6088 0,9926 0,5971
ajuste
Equacéo Y1=15,7+419,5 X;- Y2 =1,7 -2,6X3 + 1,5X5° Y3=-11,2-47,9X;5 + Y4 =0,7 + 0,05X, - 2,8X;
303,1X52 27,5X5°
R? 0,9295 0,9196 0,9786 0,7122
ajustado
R predito 0,7213 0,5596 0,9268 0,5644

Os valores em vermelho enfatizam os valores estatisticamente significativos com p < 0,05, calculados por ANOVA. X;: massa de
DSPE-PEG (mg) em 3 mL de disperséo, X,: massa de ZnF (ug) em 3 mL de dispersao, X3: % de Tween 80:Span 80 (1:3 mol/mol).
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Como mostrado na Tabela 8, as respostas Y1, Y2 e Y3 foram ajustadas em
um modelo quadratico e a resposta Y4, em um modelo linear (p < 0,05). Os fatores
com nivel de significAncia menor do que 0,05 (p < 0,05) foram estabelecidos como
significativos e considerados nas equac¢fes do modelo. Os fatores com nivel de
significancia maior que 0,05 (p > 0,05) foram negligenciados das equacdes.

Os testes de hipdtese foram realizados com os modelos matematicos
definidos para verificar as diferencas entre os erros residuais e puros, as quais néao
se mostraram significativas, confirmando a validade dos modelos para construir as
estimativas e predicdes como mostrado pelos valores de p para falta de ajuste
(RODRIGUES e IEMMA, 2014).

5.3.3.1 Efeito sobre o tamanho das micelas (Y1)

O tamanho de particula variou de 0 (formulacdes 5 e 6), isto €, nenhum
sistema formado, a 155 nm (formulagdo 15) para as diferentes combinacdes de
niveis (Tabela 7). O efeito dos fatores independentes sobre o tamanho de particula
estd mostrado na equacao quadrética Y1 da Tabela 8. Os graficos de superficie de
resposta tridimensional e bidimensional que permite observar o efeito de interacdes

dos fatores sobre o tamanho das micelas estdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Gréficos de superficie de resposta 2D e 3D mostrando o efeito das
variaveis independentes sobre o tamanho das micelas: a. Em funcdo da massa de
DSPE-PEG e da % de agentes estabilizantes; b. Em funcdo da massa de ZnF e da
% de agentes estabilizantes.
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Pode-se observar na Tabela 8 que houve uma diferenca maior do que 0,2
entre 0 R? ajustado e predito para a resposta Y1, tamanho das micelas. O R?
ajustado € uma medida da quantidade de variacdo sobre a média, explicada pelo
modelo enquanto que o R? predito é uma medida de qudo bem o modelo é capaz de
predizer um valor de resposta. R? ajustado e R? predito devem apresentar uma
diferenca de até 0,2 para estarem em concordancia aceitavel (KAPOOR et al., 2019).
A discordancia entre esses coeficientes observada para essa resposta e para a
resposta Y2 sugere um efeito de bloco grande ou um possivel problema com os
dados ou com o modelo obtido. No entanto, pode-se avaliar na pratica a viabilidade
do modelo preparando formulagbes desejadas em replicatas e comparando as
respostas obtidas com as providas pelo modelo (RODRIGUES e IEMMA, 2014),
replicatas essas que foram realizadas e serdo discutidas mais adiante.

A Tabela 8 mostra também que, para o0 modelo de predi¢cdo do tamanho das
micelas, apenas o fator X3 isto €, a % de agentes estabilizantes, influencia
significativamente a resposta. A equacgdo Y1 e a Figuras 13 mostram que o tamanho
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das micelas aumenta com o aumento de X3 a partir de concentracdes baixas até
concentracfes intermediarias. Acredita-se que as moléculas de estabilizantes
interajam com a regido hidrofébica dos fosfolipidios, em menor extensdo, e com a
coroa de PEG das micelas, em maior extensédo, aumentando assim o tamanho das
micelas de DSPE-PEG em funcdo de sua concentracdo. Nas concentracdes mais
altas de Xs, 0 aumento das micelas parece, no entanto, comecar a decrescer. E
muito provavel que um excesso dos tensoativos estabilizantes passem a formar
micelas préprias e ndo mais a interagir com as micelas de DSPE-PEG. A formagéo
dessas micelas de tensoativos, muito provavelmente menores do que as formadas
com o DSPE-PEG, levam a um aumento do Pdl da dispersédo e a diminuicdo do

tamanho médio das particulas.

5.3.3.2 Efeito sobre o Pdl das micelas (Y2)

O PdI das micelas variou de 0,173 (formulacéo 13) a 1 (formulagdes 5, 6 e 9)
para as diferentes combinacdes de niveis (Tabela 7). O efeito dos fatores
independentes sobre o Pdl estd mostrado na equacédo quadratica Y2 da Tabela 9 e
os graficos de superficie de resposta tridimensional e bidimensional para o efeito de

interacOes dos fatores sobre o Pdl das micelas estdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Graficos de superficie de resposta 2D e 3D mostrando o efeito das
variaveis independentes sobre o Pdl: c. Em funcdo da massa de DSPE-PEG e da %
de agentes estabilizantes; d. Em funcdo da massa de ZnF e da % de agentes
estabilizantes.
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Da mesma forma que para o tamanho de particulas, o Pdl, como mostra a
Tabela 8, € influenciado apenas pelo fator Xs, isto é, pela % de agentes
estabilizantes. Pode-se observar na Figura 15 que o aumento de X; até
concentracfes intermediarias causa reducéo dos valores de Pdl, mas se 0 aumento
de X3 continua, o valor de Pdl aumenta. A inser¢cdo de moléculas de estabilizantes
na coroa de PEG das micelas pode aumentar seu tamanho, como observado na
Figura 13, mas também causar uma melhora na distribuicdo populacional das
particulas, possivelmente dificultando as eventuais trocas de moléculas de
fosfolipidios entre particulas vizinhas. Seu excesso, no entanto, como ja discutido
para o tamanho de particulas, pode levar a formacéo de micelas menores compostas

apenas por tensoativos, aumentando o Pdl da disperséo.

5.3.3.3 Efeito sobre o potencial zeta das micelas (Y3)

O potencial zeta das micelas variou de -9,0 (formulacdo 5) a -28 mV
(formulagéo 7) para as diferentes combinacdes de niveis (Tabela 7). O efeito dos

fatores independentes sobre o potencial zeta estda mostrado na equacdo quadratica
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Y3 da Tabela 8 e os graficos de superficie de resposta tridimensional e
bidimensional para o efeito de interacbes dos fatores sobre o potencial zeta das

micelas estdo mostrados na Figura 15.

Figura 15. Gréficos de superficie de resposta 2D e 3D mostrando o efeito das
variaveis independentes sobre o potencial zeta: e. Em funcdo da massa de DSPE-
PEG e da % de agentes estabilizantes; f. Em fung&do da massa de ZnF e da % de
agentes estabilizantes.
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Novamente, apenas o fator Xs, isto é, a % de agentes estabilizantes
influenciou significativamente a resposta. A equacdo Y3 e a Figura 16 sugerem que
0 potencial zeta se torna mais negativo a medida que X3 aumenta. O aumento da
carga superficial negativa das micelas pode ser atribuida as interacdes do Tween
80/Span 80 com o DSPE-PEG. Essas interacdes alteram a distribuicdo de ions do
tampédo e aumentam, em maodulo, o potencial zeta. Aléem da estabilidade estérica da
coroa de PEG das micelas, a estabilidade elétrica adicional adquirida pela adicdo
dos tensoativos pode ser vantajosa para micelas, pois micelas de DSPE-PEG (sem
estabilizantes) se mostraram instaveis com formacdo de precipitado em solucéo
aquosa quando armazenadas por um periodo maior que sete dias a 25° C
(JOHNSSON; HANSSON; EDWARDS, 2001). Dessa forma, a adicdo de Tween 80 e
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Span 80 como estabilizantes pode conferir estabilidade eletro-estérica as micelas e

evitar o problema de precipitacdo da nanoparticula.

5.3.3.4 Efeito sobre a concentragéo de farmaco solubilizada (Y4)

A concentracdo de ZnF solubilizada nas micelas variou de 3 (formulacdo 11) a
15,1 pg/mL (formulagao 10) para as diferentes combinac¢des de niveis (Tabela 7). O
efeito dos fatores independentes sobre a concentracéo de farmaco solubilizada esta
mostrado na equacdao linear Y4 da Tabela 8 e os graficos de superficie de resposta
tridimensional e bidimensional para o efeito de interacbes dos fatores sobre a

concentragéo de ZnF nas micelas estdo mostrados na Figura 16.

Figura 16. Gréficos de superficie de resposta 2D e 3D mostrando o efeito das
variaveis independentes sobre a concentracdo de ZnF: g. Em funcdo da massa de
DSPE-PEG e da % de agentes estabilizantes; h. Em fungéo da massa de ZnF e da
% de agentes estabilizantes.
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A equacao Y4 da Tabela 8 mostra que a concentracdo de ZnF solubilizada na
dispersdo micelar é influenciada linearmente pelos fatores X, e X3 isto €, pela massa
de ZnF e pela % de agentes estabilizantes. Pode-se observar na Figura 16 que o
aumento de X, causa um aumento gradual na concentracdo de ZnF solubilizada,
como esperado. Ou seja, a formacao de um filme lipidico com mais ZnF (X;) resulta
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numa maior concentracdo de ZnF solubilizada na dispersdo micelar. O aumento de
X3, no entanto, reduz a resposta. Esse resultado sugere que o0s tensoativos
competem com o farmaco pela micela de DSPE-PEG; assim, o aumento de sua
porcentagem na dispersdo resulta na diminuicAo da solubilidade do farmaco no
meio. Esse resultado confirma a hipotese de que os tensoativos interagem com a
micela, alterando seu tamanho (Figura 13), seu PdI (Figura 14) e seu potencial zeta

(Figura 15) em funcédo de sua concentracéao.

5.3.4 Otimizag&o da formulag&o micelar
As micelas de ZnF foram otimizadas usando a funcdo de desabilidade do

software Design Expert, baseando-se na proximidade da funcdo de desejabilidade
de 1. A desejabilidade é uma funcao objetiva que varia de 0 (fora dos limites) até 1
(na meta) em que, para as varias respostas e fatores, as metas sdo combinadas em
uma funcdo denominada desejabilidade. A otimizacdo numérica serve para
encontrar um ponto que maximiza a funcdo de desejabilidade. Na pratica, ndo é
necessario obter um valor de desejabilidade muito alto. O valor € completamente
dependente de quao proximos os limites inferior e superior sdo definidos em relacéo
ao 6timo real. O objetivo da otimizacdo numérica € encontrar um bom conjunto de
condi¢Bes que atendam a todas as metas, e ndo atingir um valor de desejabilidade
de 1,0. Resumidamente, a funcdo de desabilidade € simplesmente um método
matematico para encontrar o produto 6timo.

Com base nas respostas e suas interacbes obtidas pelo delineamento
experimental e tendo como meta obter micelas de tamanho e Pdl minimos, potencial
zeta negativo e o maximo de ZnF solubilizada nas micelas, mas com algumas
restricdes com relacdo as variaveis independentes, de acordo com a Tabela 9, a
desejabilidade obtida foi de 0,756.
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Tabela 9 - Otimizacdo das micelas de ZnF

Restri¢coes
Limite Limite
Objetivo Prioridade | inferior superior

Varidveis independente
X1: massa de DSPE-PEG (mg) Maximizar - -1 +1
X2: massa de ZnF (ug) No intervalo - -1 +1
X3: % estabilizantes (w/v) Fixo em 0,5% - - -

Variaveis dependentes
Tamanho (nm) Minimizar Alta 100 150
Pdi Minimizar Alta 0,1 0,3
Potencial zeta (mV) Maximizar Alta -28 -9
Concentracao de ZnF solubilizada Maximizar Alta 3 15
(Mg/mL)

A % de estabilizante foi fixada em 0,5% em virtude da possibilidade dos
estabilizantes (tensoativos) competirem com o farmaco pela micela, como discutido
anteriormente, diminuindo a solubilidade da ZnF. A auséncia total dos estabilizantes,
no entanto, prejudica a distribuicdo das particulas, aumentando o Pdl e podendo
resultar na precipitacdo do DSPE-PEG (JOHNSSON; HANSSON; EDWARDS,
2001). Considerou-se que a maximizacdo da massa de DSPE-PEG auxiliaria na
melhor incorporacdo da ZnF na formacdo do filme lipidico, primeira etapa do
processo de obtencdo da micela. A massa de ZnF adicionada foi estabelecida no
intervalo porque independente de sua concentracdo um excesso de ZnF precipitava
no final do preparo das micelas, indicando que a menor massa adicionada ja poderia
resultar em maxima solubilizagcéo do farmaco.

Os limites inferior e superior estabelecidos para as variaveis dependentes
(Tabela 9) foram definidos de acordo com os resultados obtidos nos 15 ensaios
realizados no delineamento experimental (Tabela 7). O tamanho de particula é um
paréametro critico que influencia a permeacao de farmacos através das camadas da
pele, assim foi estabelecido obter micelas com tamanho entre 100 e 150 nm. Valores
de Pdl entre 0,1 e 0,3 indicam alto grau de homogeneidade na distribuicdo da

populacdo de nanoparticula. Micelas com maiores valores de potencial zeta em
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modulo e com maior massa de farmaco solubilizada sdo necessarios para conferir
estabilidade elétrica e garantir a penetracdo cutanea e internalizacdo do farmaco em
concentragcfes adequadas nas células-alvo, respectivamente.

Com a desejabilidade estabelecida, o software usado para andlise das
respostas gerou uma otimizacao grafica, sobrepondo os graficos de curvas de niveis
das respostas criticas em um s0, fornecendo um gréafico de sobreposi¢cdo contendo
duas regifes (Figura 17). A regidao em amarelo € o espaco de interesse definido a
partir das restricbes para as variaveis independentes e dependentes aplicadas
(Tabela 10) e a regido em cinza € a area onde os valores de respostas ndo se

encaixam nos critérios de qualidade do produto.

Figura 17. Grafico do espaco de interesse (em amarelo) em funcdo da
desejabilidade para as micelas otimizadas.
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Com base na Figura 17, definiu-se a composi¢cado da formulacdo de micelas
como mostrado na Tabela 10. Usando as equac¢des do delineamento experimental, o
software previu os valores de tamanho, Pdl, potencial zeta e ZnF solubilizada que

seriam obtidos a partir da composicéo micelar definida (Tabela 10).
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Tabela 10 - Composicao da formulag&o, para o preparo de 3,0 mL de micelas, para
se obter as respostas desejadas e os intervalos estatisticos de predicdo para
confirmacéo do modelo.

Formulacéao
Variavel Independente Niveis otimizados
A: DSPE-PEG (mg) 19,99
B: ZnF (pg) 210
C: % Tween 80/Span 80 (3:1) 0,5
Respostas
Variaveis Dependentes Predito + DP Observado + DP? Intervalo de
predicéo® (95%)
Tamanho (nm) 136,6 £ 15,5 138 £ 10 95,2a178
PdI 0,18 +0.09 0,25+ 0,01 -0,005 a 0,42
Potencial zeta (mV) -25,0+1,0 27+1 -27,7a-22,3
ZnF solubilizada (ng/mL) 119+18 13+2 8,68 a 15,05

 Determinacdes realizadas em quadruplicata. "Comparacdo por intervalo bilateral,
a=0,05.

Para validar o modelo, as formulacdes foram preparadas conforme definido,
em quadruplicada, e caracterizadas quanto as variaveis dependentes pesquisadas.
Como pode ser observado na Tabela 10, os valores obtidos experimentalmente
ficaram dentro do intervalo de predicdo e foram estatisticamente semelhantes (teste
T de Student pareado, p>0,05) aos previstos pelo modelo, evidenciando sua 6tima
capacidade de predicdo usando o delineamento experimental de Box-Behnken.

5.4 Caracterizagcdo das formulagdes contendo ZnF

5.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

A Tabela 11 mostra o tamanho das particulas e homogeneidade das micelas

e da emulséo de ZnF apds analise por DLS e NTA.
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Tabela 11 - Caracterizacdo fisico-quimica das micelas contendo ou ndo ZnF e da
emulsdo de ZnF.

Caracteristicas
Tamanho por Tamanho Potencial
DLS ou Pdi por NTA SPAN Numero de zeta
Formulacdo® difracdo a (nm) particulas/mL (mV)
laser
Micela 134+75nm | 0,27 £0,01 - - - 26+ 1
Branca
Micela de 138+10nm* | 0,25+0,01| 206+7.5 | 0,73+0,09 6,6 x 10 + 27+ 1
ZnF 1,86 x 10
Emulsao de 37 £21 ym - - 1,64 + 0,22 - -6,6+3
ZnF

SComposigdo: 2,4 mmol/L DSPE/PEG, 0,5% de Tween 80/Span 80 (3:1) e 13 * 2
ug/mL de ZnF solubilizada quando presente. Resultados foram expressos como
média + desvio padrdao da média (SD) (n=3). (a) indica diferenca significativa no
tamanho das micelas medida com o DLS e o NTA (p <0,05; teste T de Student ndo
pareado).

Pode-se observar na Tabela 11 que a adi¢cdo de ZnF as micelas néo alterou
seu tamanho e polidisperséo significativamente quando analisadas por DLS (teste T
de Student, p >0,05). Na analise por NTA, as micelas de ZnF apresentaram tamanho
médio superior em relacdo as micelas medidas por DLS. Isso se deve ao fato de que
no NTA, o didmetro hidrodindmico das particulas € medido de forma individual, isto
€, particula por particula, enquanto que no DLS a intensidade do espalhamento da
luz do conjunto de particulas € usada para o calculo do tamanho hidrodindmico das
particulas. O Pdl obtido pela analise do DLS e o SPAN calculado a partir do NTA
foram menores de 0,3 e 1, respectivamente, confirmando o alto grau de
homogeneidade no tamanho de particula de populacdo nanométrica (BENDER et al.,
2012; RIBEIRO et al., 2018). Nao houve diferenca no valor de potencial zeta entre as
micelas brancas e as micelas com ZnF, o que sugere que o incorporacao do farmaco
nao influencia a carga superficial das micelas.

A emulsdo do tipo 6leo em agua de ZnF mostrou tamanho de goticula de
aproximadamente 37 pm, baixo grau de homogeneidade na distribuicdo da
populacdo de goticulas, demonstrados pelo valor de SPAN de 1,64 e potencial zeta
levemente negativo. O tamanho micrométrico da emulsdo de ZnF preparada com
20% (m/v) vaselina liquida e 5% Tween 80 e Span 80 (1: 3 mol/mol) corrobora com

resultados encontrados na literatura de emulsédo de 6leo de argan (10% m/v) e 6%
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(m/v) de Tween 80 e Span 80 (YAGHMUR et al.,, 1999). Valores de indice de
polidispersdo ou potencial zeta para a emulsdo preparada ndo foram reportados no
trabalho de Yaghmur e colaboradores (1999). Diferentemente do valor de potencial
zeta levemente negativo encontrado para a emulsdo de ZnF, emulsfes do tipo 6leo
em agua, estabilizadas por 3,5% (m/v) de Tween 80 e Span 80 e contendo de 28%
(m/v) de fase oleosa, composta por vaselina liquida, miristato de octildodecil e alcool
cetilico, mostraram potencial zeta negativo entre -30 e -40 mV para as diferentes
proporcdes de tensoativos estudadas (HONG; KIM; LEE, 2018).

As caracteristicas fisico-quimicas das dispersdées micelares podem ser
modificados dependendo do modo de preparo. Dispersdes de DSPE-PEG 2000 com
diferentes proporg6es de fosfatidilcolina de ovo, por exemplo, obtidas pelo método
de hidratacdo do filme lipidico, que tradicionalmente dariam origem a lipossomas,
resultaram em micelas apds serem submetidas a ciclos de extrusdes através de um
filtro de seringa (SUN et al., 2016). Sezgin-Bayindir e colaboradores investigaram a
influéncia do comprimento da porcé@o hidrofébica e hidrofilica de nove polimeros
anfifilicos no preparo de sistemas de liberacdo micelar e avaliaram a internalizagéo
desses sistemas de liberacdo em células endoteliais de cérebro murino (linhagem
bEnd 3) com o marcador fluorescente rodamina. Utilizando o método de substituicdo
de solvente, os autores obtiveram micelas de DSPE-PEG 2000 (sem adicao de
estabilizantes) com tamanho igual a 159 nm, PdIl de 0,198 e potencial zeta negativo
de -47 mV (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016), condizentes com os resultados
encontrados para as micelas de DSPE-PEG/Tween 80 e Span 80 obtidas nesse
trabalho. Além do tipo de método de obtencéo das micelas, o tamanho das micelas é
um fator que também depende de parametros do préprio método de preparo, como
tempo, velocidade de rotacéo, tipo de solvente orgéanico, processo de evaporacédo de
solvente e outros (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016). A densidade da coroa formada
pelas cadeias de PEG, determinada pela massa de PEG utilizada, também é outro
fator que pode influenciar algumas caracteristicas das micelas, como tamanho e
eficiéncia de solubilizacdo de farmacos (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016).

Sibata e colaboradores, visando desenvolver um sistema de liberagdo com
longo tempo de circulagdo sanguinea contendo ZnF, prepararam e caracterizaram
fotofisicamente micelas de DSPE-PEG 5000/ZnF. Utilizando a técnica de hidratacao
filme lipidico, os autores obtiveram micelas de 163 nm contendo 5 umol/L de ZnF ( =

3 pg/mL), sem a adicdo de estabilizantes. Os valores de Pdl e potencial zeta das
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micelas de DSPE-PEG 5000/ZnF ndo foram informados no trabalho. (SIBATA,
TEDESCO; MARCHETTI, 2004).

Uma das principais vantagens de se utilizar fosfolipidios conjugados ao PEG
para obtencdo de micelas esta na menor CMC que eles conferem aos lipidios. Como
discutido no item 5.2, a menor CMC confere maior estabilidade termodinamica as
micelas quando diluidas. O PEG também pode dificultar a liberacdo do farmaco da
micela, sustentando-a, reduzir a agregacao das micelas em virtude da repulséo
estérica e evitar o efeito corona, ou seja, a adsor¢do de proteinas em sua superficie
em meio biolégico (CHE et al., 2015). Contudo, a escolha para obtencdo de um
sistema de liberacdo a partir do DSPE-PEG neste trabalho foi feita em funcéo de sua
caracteristica hidrofilica e baixa CMC, que permitiriam o uso de menor quantidade do
fosfolipidio e confeririam as micelas maior hidrofilicidade para veiculacdo posterior
por sonoforese, a qual sera melhor discutida posteriormente.

Micelas compostas por fosfolipidios peguilados, como o DSPE-PEG, estédo no
foco de investigagcao de diversos grupos de pesquisa e muitos achados promissores
tém sido reportados sobre esses sistemas (RUPP; STECKEL; MULLER, 2010a;
SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016; SUN et al., 2016; ELSAID et al., 2017). Mas €
importante esclarecer que fosfolipidios se organizam tipicamente em estruturas de
bicamada, na forma de vesiculas, e ndo em micelas de ndcleo hidrofébico, quando
dispersos em meio aquoso. Isso se deve as longas cadeias carbdnicas dos
fosfolipidios, que conferem a molécula uma geometria quase cilindrica, que tende a
se empacotar formando superficies retas e ndo cdnicas, como as encontradas nas
estruturas micelares (LICHTENBERG; OPATOWSKI; KOZLOV, 2000). Entretanto,
sob condi¢des especificas relacionadas ao preparo e a adicdo de determinadas
substancias a formulacdo, por exemplo tensoativos, as estruturas fosfolipidicas
vesiculares podem se transformar em estruturas micelares, ou seja, pode ocorrer a
micelizacdo das vesiculas. Essa transformacédo ou comportamento de fase ocorre
em misturas de fosfolipidios e tensoativos e € de suma importancia para a
compreensdo do processo de solubilizacdo de farmacos (RUPP; STECKEL;
MULLER, 2010b).

A combinacédo de fosfolipidios e tensoativos pode resultar na formagéo de
agregados mistos organizados tanto na forma de micelas quanto na forma de
lamelas ou vesiculas, dependendo da relacdo entre esses dois componentes. Em

geral, para uma dada concentragdo de fosfolipidio, a sua mistura com o tensoativo
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formara agregados lamelares em baixas concentracdes de tensoativo, agregados
micelares em concentracdes relativamente alta de tensoativo, e uma mistura desses
dois tipos de agregados em uma concentracdo intermediaria de tensoativo
(LICHTENBERG; OPATOWSKI; KOZLOV, 2000).

O Tween 80 e o Span 80 usados como tensoativos nas dispersdes micelares
obtidas nesse trabalho tem MM de aproximadamente 1310 e 429 g/moL,
respectivamente. Como foram usados 0,5% da mistura de Tween 80/Span 80 (1:3
mol/mol) na dispersdo micelar, aproximadamente 3 mmol/L de cada um deles
estavam presentes na formulacéo final. Com 2,4 mmol/L de DSPE-PEG (20 mg em 3
mL, MMpspepec = 2788) na dispersao final otimizada, a propor¢cdo molar dos
tensoativos/DSPE-PEG foi de aproximadamente 2,5:1. Essa alta proporcdo de
tensoativos associada a técnica de preparo do sistema, de hidratacdo do filme
lipidico, leva a supor que os tesoativos solubilizaram parte das bicamadas lipidicas
formadas pelo DSPE-PEG em meio aquoso e deram origem a micelas. Na tentativa
de confirmar esse arranjo, a morfologia das dispersdes otimizadas obtidas foi
analisada por MET (Figura 18).

Figura 18. Fotomicrografias obtidas por MET das micelas de ZnF (100.000x).

Quando observadas por MET, as micelas de DSPE-PEG/Tween 80:Span 80
aparecem como estruturas esféricas com tamanho de 25 nm (Figura 18),
corroborando com resultados obtidos por outros autores para dispersdes de DSPE-
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PEG contendo ou ndo tensoativos (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016; SUN et al.,
2016; ELSAID et al., 2017). O nucleo e a coroa hidrofilica das micelas ndo podem
ser distinguidos nas imagens apresentadas na Figura 18 devido ao curto
comprimento do bloco hidrofilico (PEG) e ao baixo contraste na densidade eletronica
entre os blocos de polimero, portanto a determinacdo do tamanho das micelas por
MET néo contabiliza a por¢cdo da coroa hidrofilica. Ainda, as analises por MET sao
realizadas com as micelas secas sobre a laminula. Sendo assim, seu volume
hidrodindmico ndo é levado em consideracdo nessa analise, por isso o tamanho
diminuto quando comparado ao obtido a partir de andlises por DLS e NTA (Tabela
11). No entanto, algumas estruturas na forma de bastonetes com tamanho de
aproximadamente 150 nm e outras de 60 nm também puderam ser visualizadas na
MET. Uma explicacdo para a formacdo de tais estruturas agregadas € que elas
tenham se formado durante a evaporacdo da agua realizada para a analise. Com ela
h& o aumento da concentracdo de eletrélitos e outros ions presentes na dispersao,
reprimindo a repulsdo eletrostatica e promovendo a agregacdo de particulas. Além
disso, o PEG pode induzir a fusdo de lipidios no estado seco e consequentemente,

levar a formacao dessas estruturas (SUN et al., 2016).

5.4.2 Concentracdo de ZnF solubilizada nas micelas

As micelas otimizadas, obtidas com 210 ug de ZnF em 3 mL de formulagao
final (70 pg/mL) solubilizaram aproximadamente 13 pg/mL de ZnF (Tabela 11).
Dessa forma a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do sistema micelar foi proxima a
20%. Assume-se que a ZnF esteja solubilizada principalmente no nucleo hidrofébico
das micelas, mas sua presenca na coroa mais hidrofilica ndo pode ser negada
apesar de nao ter sido observada nenhuma alteracdo do potencial zeta entre as
micelas brancas e as micelas contendo ZnF (Tabela 11).

Vale salientar que a capacidade de sistemas micelares em solubilizar
compostos lipofilicos depende diretamente da caracteristica e do tamanho da porgéao
hidrofébica do polimero. Esses fatores podem influenciar as interacdes
intermoleculares entre o farmaco e o polimero, que consequentemente, afetam o
tamanho das micelas e a quantidade de farmaco que pode ser incorporado
(MAIBACH; DRAGICEVIC, 2016).

Micelas de DSPE-PEG 5000 contendo ZnF, mas sem a adicdo agentes

estabilizantes, solubilizaram 5 pmol/L de ZnF, ou seja, aproximadamente 3 ug/mL
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(SIBATA; TEDESCO; MARCHETTI, 2004). As micelas otimizadas obtidas em nosso
trabalho foram capazes de solubilizar, portanto, 4,3 vezes mais ZnF. Mas se
comparada com trabalhos que utilizam sistemas de liberacdo que contém uma fase
oleosa, como os sistemas emulsionados, a concentracdo de ZnF solubilizada nas
micelas € quase 4 vezes menor: concentracdes de 50 ug/mL (DALMOLIN; LOPEZ,
2018) e de 35 ug/mL (DE OLIVEIRA DE SIQUEIRA et al., 2017) de ZnF foram
encapsuladas em nanoemulsdes. Apesar da concentracdo de farmaco solubilizado
nesses sistemas ser maior do que nas micelas, a fase lipidica que os compde pode
prejudicar o transporte sonoforético do farmaco através da pele devido a ocluséo das
LTRs formadas na pele pelo LFU. Alguns estudos tem indicado que o transporte
sonoforético de farmacos a partir de sistemas de liberacdo com alto teor lipidico,
como nanocarreadores lipidicos e lipossomas, pode resultar em menor penetracédo
de farmaco (DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009). Essa influéncia do contetdo
lipidico das formulacdes utilizadas na sonoforese na penetracdo cutanea da ZnF foi
avaliado em nosso trabalho e sera discutido mais adiante.

A solubilizacdo da ZnF em meio aquoso com a utilizagcdo de sistemas de
liberacdo é importante tanto para sua veiculacdo topica como para sua atividade
sonodindmica em meio biolégico. Sabe-se que a agregacdo exacerbada das
moléculas de ZnF suprime sua atividade fotodindmica (SIBATA; TEDESCO;
MARCHETTI, 2004). Entretanto, ainda ndo se reconhece o efeito da agregacao dos
agentes sonossensibilizantes sobre a eficacia da TSD devido as diversas vias pelas

guais acredita-se que a TSD possa elicitar a formacéo de ROS.

5.5 Influéncia dos meios de acoplamento na atividade cavitacional do LFU

A cavitacdo acustica inercial € o mecanismo mais importante envolvido no
aumento da permeabilidade da pele usando LFU (MITRAGOTRI; KOST, 2004;
POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al., 2011b). Usando o método
dosimetro de KIl, a atividade cavitacional produzida pelo LFU foi avaliada em
diferentes meios de acoplamento pelo monitoramento da formac&o de radicais
hidroxila. Neste método, quando a solucdo de Kl & sonicada, radicais hidroxila sdo
formados, os quais oxidam os ions iodeto (I), formando l,. O excesso de ions I’

presente na solugdo reagem com I, originando ions triiodeto (I'3). A concentragédo de
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I's pode ser quantificada por espectrofotometria no A de absorcdo de 350 nm
(EBRAHIMINIA; MOKHTARI-DIZAJI; TOLIYAT, 2016).

A Figura 19 mostra os valores de absorbancia para o ion triiodeto em 350 nm
apos a sonicacdo de uma solucdo aquosa, do gel de HEC e das micelas brancas de
DSPE-PEG desenvolvidas.

Figura 19. Avaliacdo da atividade de cavitacdo inercial usando o método do
dosimetro de Kl nos diferentes meios de acoplamentos.

*
0.5 | |

0.4- :

0.14

Absorbancia Kl; em 350 nm

0.0 . :
Solucao Gel HEC Micelas

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais
provém de uma populacdo de distribuicdo Gausiana. Os resultados foram analisados
estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*)
apresenta diferenca estatistica significativa com p < 0,05 (n = 3 determinacdes para
cada amostra). As barras de erro representam o desvio padrao.

A Figura 19 mostra que o gel de HEC e as micelas aumentaram 2,6 e 1,8
vezes, respectivamente, a atividade cavitacional do LFU em relacdo a solugéo
aquosa. N&o foi possivel determinar a atividade cavitacional do meio de
acoplamento tradicional na LFU, ou seja, da solucédo contendo 1% de SLS. A alta
concentragdo de SLS no meio, mesmo apoés sua diluicdo, interferiu na absorbancia
do Klz demonstrando, portanto, uma limitacdo da utilizacdo do método de Kl para
demonstracao indireta da atividade de cavitagéo.

A maior atividade cavitacional verificada nos meios de acoplamento do gel de
HEC e das micelas de DSPE-PEG implica em maior perturbacéo na estrutura do EC
da pele, maior formagéo de LTRs e, consequentemente, maior permeabilidade da

pele a farmacos.
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O resultado da maior atividade cavitacional no gel de HEC suporta os
resultados reportados na literatura em que o uso do gel de HEC como meio de
acoplamento  resultou em maior porcentagem de LTRs distribuidas
homogeneamente na superficie da pele em comparacdo com o0 uso do meio de
acoplamento tradicional composto por SLS (PEREIRA, 2015; PEREIRA; RAMOS;
LOPEZ, 2017). Essa maior atividade cavitacional verificada na presenca do gel de
HEC pode ser explicada pela i) maior energia das microbolhas e ii) pela menor taxa
de dissolucdo das microbolhas de cavitacgdo no meio mais viscoso quando
comparado a um meio menos viscoso. Juntamente, esses dois fatores podem fazer
com que as microbolhas de cavitacdo formadas durante um ciclo de ultrassom
estejam presentes nos ciclos subsequentes, aumentando assim a populagdo de
microbolhas e a acdo LFU sobre a pele (PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017).

Outra explicacdo para maior atividade cavitacional do gel € com relacdo a
possibilidade de maior incorporacdo de ar neste meio de acoplamento. O fluxo do
estradiol através da pele, por exemplo, aumentou apds o pré-tratamento da pele com
LFU usando como meio de acoplamento uma solugdo aerada em relacdo ao pré-
tratamento com a mesma solucdo ndo-aerada (MITRAGOTRI et al., 1995).

A influéncia das micelas na atividade cavitacional do LFU foi menor do que a
do gel, mas maior do que a da solugdo. A menor atividade em relacdo ao gel pode
ser explicada pela menor viscosidade da solucdo micelar, semelhante a da agua,
mas também pela presenca de tensoativos na micela. E sabido que os tensoativos
diminuem o numero e o didmetro das bolhas de ar formadas no meio de
acoplamento (MITRAGOTRI, 2000; POLAT et al., 2011b). Essa diminuicdo é
explicada em virtude da capacidade dos tensoativos em reduzirem a tenséo
superficial de solugcbes aquosas. A tensdo superficial reduzida impacta
significativamente na oscilagcdo das bolhas de cavitacdo, pois aumenta a taxa de
expansdo e reduz a taxa de compressdo do meio (POLAT et al.,, 2011b), o que
acaba por estabilizar as bolhas de cavitacdo. Dessa forma, a utilizacdo de
tensoativos no meio de acoplamento pode levar a formag&o de uma populagdo maior
de microbolhas de cavitagdo com menor tamanho, mas, como resultado, ha uma
diminuicdo da cavitacdo inercial, devido a presenca de uma populacéo de bolhas de
cavitacdo menos energética (LEE et al., 2005; POLAT et al., 2011b).

A insercdo dos tensoativos nas micelas parece nao reduzir tanto a atividade

cavitacional como a solugdo de SLS a 1%. Apesar de ndo ter sido possivel
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determinar a atividade cavitacional do SLS pelo método do dosimetro de KI, estudos
preliminares realizados com folhas de papel aluminio mostraram que as marcas da
cavitacao inercial deixadas nas folhas com a aplicacdo do LFU foram maiores
guando as micelas foram usadas como meio de acoplamento do que quando a
solucéo de SLS foi usada.

Ja o0 aumento da atividade cavitacional provocado pelas micelas em relagéo a
solugdo aquosa controle (Figura 19) pode estar relacionado a capacidade de
sistemas nanoestruturados em influenciar positivamente sobre o fendmeno de
cavitacdo, servindo de suporte para nucleacdo ou formacdo das microbolhas de
cavitacao acustica. Especificamente, quando sonicado, o meio de acoplamento das
micelas brancas contendo ar, pode ter levado um organizacdo das moléculas de
DSPE-PEG/Tween 80 e Span 80 na interface ar-liquido, formando microbolhas de ar
estabilizadas. Tais microbolhas de ar estabilizadas por DSPE-PEG/Tween 80 e Span
80, facilitariam a formacéo e o processo da atividade cavitacional inercial neste meio
de acoplamento.

Neste contexto, também vale lembrar que os tensoativos presentes na micela
também podem penetrar na pele em altas concentracdes na presenca do LFU
funcionando como agentes quimicos de penetracdo cutanea (POLAT et al., 2011b).
Assim, a penetracdo de fosfolipidios e tensoativos na pele, facilitadas pelo LFU,
pode: i) aumentar a fluidez do estrato cOrneo; ii) desorganizar a matriz lipidica; iii)
reduzir a distancia e a tortuosidade que o farmaco percorre no o estrato corneo para
alcancar a epiderme viavel; iv) aumentar o coeficiente de difusdo da pele; v)
aumentar o coeficiente de particdo pele/meio de acoplamento do farmaco (POLAT et
al., 2011b). Dessa forma, acredita-se que o LFU possa interagir sinergicamente com
as substancias tensoativas presentes na micela aumentando a concentracdo e
dispersdo delas dentro do estrato corneo (MITRAGOTRI, 2000; POLAT et al.,
2012b), provocando a desorganizacao e fluidificacdo da matriz lipidica e a formacéo
de regides ou canais de transporte. Em suma, a soma desse efeitos levaria ao

aumento da permeacédo cutanea de farmacos.
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5.6 Estudos de permeacao cutanea da ZnF

5.6.1 Resistividade do estrato cérneo frente ao contato com o meio receptor

A alta lipofilicidade da ZnF requer a utilizacéo, nos estudos de penetracéo, de
um meio receptor modificado para garantir sink conditions. A solubilidade da ZnF na
solugdo composta por 1% de SLS usada como solucéo receptora nos estudos de
penetracdo € de 12,5 = 0,1 pg/mL (DALMOLIN; LOPEZ, 2018). Como o0s
experimentos foram realizados com aproximadamente essa mesma concentracao de
farmaco no doador (1 mL de formulacdo contendo 13 pg de farmaco), e o volume do
receptor das células de difusdo era de 16 mL, a concentracdo de farmaco no
receptor, se toda a massa adicionada ao doador atravessasse a pele, seria menor
do que os 10% da solubilidade do farmaco requeridos para se manter sink
conditions, ou seja, essa condic¢do foi garantida.

O SLS &, no entanto, um conhecido promotor de absor¢do que pode diminuir
a integridade da pele quando em contato com ela por longos periodos. Para avaliar
por quanto tempo os experimentos de penetracdo cutanea poderiam ser conduzidos
usando o SLS a 1% como meio receptor, a resistividade da pele foi monitorada em
funcdo do tempo de contato da pele com essa solucéo (Figura 20).

Figura 20. Influéncia do meio receptor 1% SLS (m/v) em solug¢do tampé&o PBS pH 7,4
sobre a resistividade da pele de orelha de suinos.
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O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais
provém de uma populacéo de distribuicdo Gausiana. Os resultados foram analisados
estatisticamente por andlise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*)
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apresenta diferenca estatistica significativa em relagdo ao tempo 0, com p < 0,05 (n
= 4 determinacdes). As barras de erro representam o desvio padrao.

A Figura 20 mostra que apos 6 h de contato com a solug¢do que continha SLS,
a resistividade da pele reduziu significativamente (One-way ANOVA seguida pelo
teste de Tukey, n = 4, p < 0,05) frente ao controle (solucdo receptora composta
apenas por tampdo PBS, pH 7,4). Desta forma, a maioria dos experimentos de
permeacdo da ZnF foram realizados por no maximo 6 h. No entanto, a penetracéo
da ZnF a partir das micelas na pele integra, ndo tratada com LFU, também foi
realizada por 24 h. Neste caso, no entanto, ndo foi adicionado SLS na solucéo
receptora para garantir a integridade do estrato cOrneo neste longo tempo de
experimento. Nesses estudos considerou-se que as outras camadas da pele além do
estrato corneo forneceriam as condi¢des para que a ZnF pudesse se difundir antes

de alcancar a solucao receptora.

5.6.2 Influéncia da formulacdo na penetracdo da ZnF: micela versus emulséo
E de suma importancia a penetracdo da ZnF em concentracfes adequadas

para internalizagdo do farmaco pelas células-alvo, pelo menos até o estrato
germinativo da epiderme viavel para o tratamento sonodindmico do cancer de pele,
pois é na epiderme onde as células tumorais do carcinoma de célula escamosa, de
célula basal e melanoma se desenvolvem (CHUMMUN; MCLEAN, 2017,
CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017). Nos estudos in vitro, quanto maior a quantidade
de farmaco acumulado nas camadas mais profundas da pele, ou seja, na derme,
maiores os indicios de que o farmaco é capaz de se distribuir por toda a epiderme
viavel e alcancar as células tumorais em altas concentracbes. Dessa forma, o
desempenho de veiculacdo da ZnF para a epiderme viavel e a derme a partir das
micelas e da emulsdo, associada ou ndo ao tratamento sonoforético com LFU, foi
avaliada.

A Figura 21 mostra as quantidades de ZnF veiculada pelas micelas e pela
emulsdo na epiderme viavel (A) e na derme (B), ap0s experimentos de 6 h de

permeacdo na auséncia e na presenca de tratamento sonoforético da pele com LFU.



115

Figura 21. Efeito das caracteristicas da formulacdo na penetragcdo da ZnF na A)
epiderme viavel e B) derme (n=5), passivamente e sob os protocolos de pré-
tratamento e tratamento simultaneo.

A
E
(5]
E-)
c
= 600+
1]
o *
> 5004 * [ Passiva 6h
Q | —|
g 400+ T Il Pré-tratamento
2 N
g 3004 B Tratamento simultaneo
©
c
L 2004 .
N | —
$ 100+
3
5 o=
= 0 & 0 o L0
§ é\\oe' &"9.2’ ®Q® &"’.)(b ®Q® &"o(b
B
€
G 600-
S — [ Passiva 6h
g 5004 Bl Pré-tratamento
S 400~ [ Tratamento simultaneo
g
w 300+
o
N
2 2004
m *
| — |
S 100+ x
-~ | — |
k= =
g C | | n |
<} NCIPR NG 2 0
@00 \5\_':9% @(‘Je’ \>\c;b @_\0@ &c’@
< < <&

Os tratamentos com LFU de 20 kHz, 10 + 0,5 W/cm? e ciclo de trabalho de 50%
foram realizados até a resistividade da pele atingir 1,2 + 0,1 KQ.cm? usando gel 1%
HEC (modo de pré-tratamento) ou micelas contendo ZnF como meio de acoplamento
(tratamento simultaneo). O tratamento sonoforético total durou 4 + 1 min. O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais provém de uma
populacdo de distribuicAo Gausiana. Os resultados foram analisados
estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey: *
indica diferenca estatistica significativa com p < 0,05. (n = 4-7 determinacdes para
cada amostra). As barras de erro representam o desvio padréo.

Na epiderme viavel, pode-se observar na Figura 21A que a formulacdo de

micelas foi capaz de entregar mais farmaco do que a emulsdo em todos os
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protocolos de tratamento. A quantidade de ZnF recuperada da epiderme viavel apos
6 h de permeacdes passiva, pré-tratamento com LFU e tratamento simultaneo foi,
respectivamente, 27,5, 2 e 5,7 vezes maior quando o farmaco foi veiculado pela
micela do que pela emulsé&o.

Na derme, a quantidade de ZnF que alcancou esta camada a partir das
micelas foi 11,2 e 7 vezes maior quando comparada com a emulsdo para o0s
tratamentos com o LFU, respectivamente, pré-tratamento e tratamento simultaneo.
Por outro lado, na permeacao passiva a emulsédo veiculou mais ZnF na derme do
gue a micela (cerca de 3,7 vezes) em 6 horas de permeacao.

Passivamente, na auséncia do tratamento com o LFU, as micelas foram
capazes de facilitar significativamente a penetracdo da ZnF na epiderme viavel
guando comparada com a emulsédo (Figura 21A), mas a particdo da ZnF dessa
camada para a derme foi menor do que a conferida pela emulsdo (Figura 21B).
Assim, a micela colocou 403,5 ng/cm? de ZnF dentro da pele (epiderme viavel e
derme), mas 47,6% se mantiveram na epiderme viavel. J& a partir da emulsao, 43,3
ng/cm? penetraram a pele e se partilharam igualmente entre as duas camadas
viaveis. Dessa forma, a micela aumentou significativamente a penetracdo da ZnF
através do estrato corneo em relacdo a emulsdo. Os componentes da micela
parecem, no entanto, ter aumentado a interacdo da ZnF pela epiderme viavel,
dificultando sua partilha para a derme. Este comportamento pode ser vantajoso no
tratamento tOpico de doencas que acometam camadas superiores da pele, com
menos efeitos adversos decorrentes de uma provavel absorcdo sistémica
proveniente de farmaco na derme. No entanto, para o tratamento de tumores, €
importante que o farmaco se difunda por toda a epiderme e derme, pois, em estudos
in vitro, a partilha do farmaco lipofilico para a derme sugere que o0 mesmo nao esta
acumulado apenas nos primeiros estratos da epiderme viavel.

Ambas as formulagdes, micela e emulsdo, tinham Tween 80/Span 80 (1:3
mol/mol) em sua composi¢do, mas a porcentagem desses tensoativos era 10 vezes
maior na emulsdo. Desta forma, ndo foram os tensoativos que contribuiram para a
maior penetracdo passiva da ZnF atraves do estrato corneo para a epiderme viavel
quando a micela foi usada. E o fosfolipidio que a compde e seu tamanho
nanomeétrico que, possivelmente, facilitaram a penetracdo do farmaco. Atribui-se ao

DSPE-PEG, inclusive, a maior interacdo da ZnF com a epiderme viavel, devido a
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afinidade desse fosfolipidio com essa camada lipofilica da pele quando comparada a
hidrofilica derme.

O DSPE-PEG tem a capacidade de alterar as propriedades de barreira da
pele, se fundir e difundir pelo estrato corneo, desorganizando 0 empacotamento
lipidico da matriz lipidica e promovendo uma alteracdo das propriedades de
solubilidade da pele em relacdo ao farmaco permeante. Tais efeitos sao atribuidos a
similaridade da molécula do DSPE com os fosfolipidios naturais da pele (MAHMOUD
et al., 2019).

Outros estudos tem destacado o tamanho nanométrico de micelas como uma
vantagem para a utilizacdo de sistemas micelares poliméricos na veiculacdo de
farmacos através da pele (BACHHAV et al., 2011) e é claro que a maior quantidade
de ZnF que atravessou 0 estrato corneo a partir das micelas também pode ser
atribuida ao menor tamanho de particulas das micelas em relacdo ao tamanho das
particulas da emulsdo. Van de Bergh et al. mostraram, por exemplo, a penetracéo
intercelular homogénea de micelas de octaoxietileno lauril ester marcadas com
fluoresceina-DHPE (VAN DEN BERGH et al.,, 1999) ao passo que Honeywell-
Nguyen et al. demonstraram a presenca de estruturas irregulares e grosseiras
provenientes das micelas poliméricas cobrindo uma ampla area da superficie do
estrato corneo, mas ndo nas camadas mais internas da pele (LOAN HONEYWELL-
NGUYEN et al., 2002). E necessario enfatizar que a temperatura de transicdo do
polimero também pode desempenhar um papel importante na penetracdo das
micelas através da pele. A baixa temperatura de transicdo do polimero de DSPE-
PEG pode ter mantido o nacleo da micela no seu estado viscoso, conferindo maior
flexibilidade para a estrutura micelar (BACHHAV et al., 2011), resultando em uma
melhor interacdo dos constituintes das micelas com o estrato cérneo. Os apéndices
da pele também podem constituir vias importantes para a penetracdo cutanea
passiva de micelas poliméricas (MAIBACH; DRAGICEVIC, 2016). Nesse caso,
porém, uma distribuicdo mais heterogénea do farmaco é normalmente observada na
pele.

Nos experimentos com o LFU, a micela aumentou significativamente a
penetracdo da ZnF em todas as camadas viaveis da pele quando comparada com a
emulséo, independente do protocolo de aplicacao do ultrassom (Figura 21).

A emulsdo se mostrou menos efetiva na veiculacado de ZnF nos experimentos

com o LFU quando comparada com as micelas, apesar de i) conter 10 vezes mais
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tensoativos na formulacdo do que as micelas, os quais podem agir como promotores
da permeacdo nas ndo-LTRs, ii) ser formada por goticulas flexiveis potencialmente
capazes de adentrar as LTRs micrométricas na pele e ii) possuir elevado poder de
oclusdo que também favoreceria a penetracdo da ZnF pelas regibes néo-
permeabilizadas.

Assim, acredita-se que a caracteristica hidrofilica das micelas de ZnF possa
ter desempenhado uma funcdo primordial na sonoforese. E provavel que o baixo
teor lipidico da formulagdo de micelas tenha mantido as LTRs por mais tempo
disponiveis ou abertas, permitindo a maior penetracdo do farmaco através da pele
por essas vias. Por analogia, € possivel que o maior conteudo lipidico da emulséo
possa ter bloqueado ou reestruturado as LTRs, dificultando a penetracéo da ZnF por
essa via. Assim, a associacdo do LFU com a emulsdo para veicular o farmaco
lipofilico ndo se mostrou mais vantajosa do que a administracdo passiva. Na derme,
o tratamento simultaneo resultou em guantidades similares as encontradas apés o
tratamento passivo.

No protocolo de pré-tratamento, a penetracdo da ZnF veiculada com a
emulsdo foi menor do que a penetracdo passiva na derme. Esse resultado confirma
a hipotese de que a formulacdo com conteudo oleoso bloqueia as LTRs e acaba por
dificultar a penetragdo do farmaco. Corrobora também com os trabalhos de Dahlan e
colaboradores que observaram a penetracdo reduzida de antigeno proteico quando
a pele foi pré-tratada com LFU, seguido da aplicacdo dos lipossomas contendo o
antigeno (DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009) e de Pereira com nanocarreadores
lipidicos associados a LFU que observaram reduzida penetracdo de farmacos,
limitada as camadas mais superiores da pele (PEREIRA, 2015).

Dessa forma, supbe-se que a caracteristica hidrofilica das micelas de ZnF
possa ter facilitado a penetracdo das micelas integras através do estrato corneo
pelas LTRs de igual natureza hidrofilica. Acredita-se que ao longo de seu percurso
de penetracdo, as micelas de ZnF que entram nas LTRs perdem sua estrutura
devido as tortuosidades que esses canais de transporte sonoforéticos apresentam.
Durante esse processo, a ZnF pode entdo ser liberada para se particionar e se
difundir, com o auxilio dos fosfolipidios e tensoativos que compde a micela, através

das LTRs para outros compartimentos da pele ou para a circulacéo sistémica.
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5.6.3 Influéncia do tratamento sonoforético na penetracdo da ZnF a partir das
micelas
A Tabela 12 mostra as quantidades de ZnF recuperadas das diferentes

camadas da pele a partir das micelas ap6s 6 h de tratamento passivo ou
sonoforético da pele com LFU em ambos os modos de pré-tratamento e tratamento

simultaneo.

Tabela 12 - Quantidade de ZnF acumulada nas diferentes camadas da pele apds 6 h
de contato das micelas com a pele sem tratamento (permeacgdo passiva) e apos 0
tratamento com LFU nos protocolos de pré-tratamento e tratamento simultaneo.

Camada da ZnF acumulada a partir das micelas (ng/cm?)
pele Permeacéao Pré-tratamento Tratamento
passiva simultaneo
Estrato cérneo 366,0 + 130,4 98,5 + 7,6 (n=7)" 743,9 + 306,7 (n=6)°
(n=5)*
Epiderme viavel 395,6 +39,2 (n=5) 104,0 £+12,4 (n=7)®  343,7 + 143,0 (n=6)
Derme 7,9 + 1,8 (n=4)" 71,7 +34,2 (n=7)  324,2 +226,8 (n=6)?

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo da média (n =4 - 7
determinacdes). Os tratamentos com LFU de 20 kHz, 10 + 0,5 W/cm? e ciclo de
trabalho de 50% foram realizados até a resistividade da pele atingir 1,2 + 0,1 KQ.cm?
usando gel 1% HEC (modo de pré-tratamento) ou micelas contendo ZnF como meio
de acoplamento (tratamento simultaneo). O tratamento sonoforético total durou 4 + 1
min. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais
provém de uma populacédo de distribuicdo Gausiana. Os resultados foram analisados
estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey: a, b
e ¢ indicam diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo aos dados apresentados na
mesma linha; # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo aos dados
apresentados na mesma coluna.

A Tabela 12 mostra que o tratamento passivo, como discutido anteriormente,
resultou em uma alta quantidade de farmaco na epiderme viavel, semelhante a
observada no tratamento simultdneo. A quantidade de farmaco na derme, no
entanto, foi 41 vezes menor apdés o tratamento passivo; diferente do tratamento
simultaneo que resultou em quantidades semelhantes de farmaco na epiderme e na
derme. O mesmo perfil observado com o tratamento simultdneo foi observado apos o
pré-tratamento com LFU. Esse, apesar de levar quantidades de ZnF para a epiderme
viavel menores do que o tratamento passivo, resultou em 9,1 vezes mais ZnF na

derme apds 6 h do que o tratamento passivo.
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A gquantidade semelhante de farmaco encontrada na epiderme viavel e na
derme apds os tratamentos sonoforéticos sugere que o estado estacionario de
distribuicdo e penetracdo do farmaco através da pele com a solucédo receptora
(steady state) foi alcancado num curto periodo de permeacédo, 6 h, o que néo
ocorreu para o tratamento passivo.

Acredita-se, desta forma, que tanto no tratamento simultdneo como no pré-
tratamento, houve a permeacgéo de ZnF por toda a extensdo da pele e a chegada do
farmaco ao compartimento receptor da célula de Franz em virtude do estado
estacionario de penetracdo do farmaco ter sido atingido em ambos o0s casos,
evidenciado pelas quantidades de ZnF similares entre a epiderme viavel e derme.
Entretanto, ndo foi possivel quantificar a ZnF no meio receptor para comprovar essa
pressuposicao devido ao grande volume de meio receptor e a sensibilidade do
meétodo analitico para quantificacao da ZnF.

Se essa hipotese for verdadeira, a maior quantidade de ZnF encontrada na
epiderme viavel apés o tratamento passivo em relacdo ao pré-tratamento com o LFU
se deve, portanto, a permeacgado mais lenta da ZnF no primeiro caso, que ainda néo
atingiu o steady state. Dessa forma, para se comparar a penetragdo passiva com a
sonoforética é necessario aumentar o tempo de penetracdo passiva, para que 0S
resultados sejam comparados no estado estacionario. Assim, a penetracado da ZnF
foi avaliada ap0s 24 h de tratamento passivo (Tabela 13).

Tabela 13 - Quantidade de ZnF acumulada nas diferentes camadas da pele ap6s 6 h
e 24 h de contato da formulacdo micelar de ZnF sem tratamento com LFU
(permeacao passiva).

Camada da ZnF acumulada a partir das micelas (ng/cm?)
pele Permeacéao passiva por 6h Permeacéao passiva por 24h
Estrato corneo 366,0 + 130,4 (n=5) 470,7 + 26,2 (n=6)"
Epiderme viavel 395,6 + 39,2 (n=5) 99,8 + 28,5 (n=5)*
Derme 7,9 + 1,8 (n=4)" 138,5 + 71,6 (n=5)?

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo da média (n = 4 - 6
determinacdes). O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores
experimentais provém de uma populacdo de distribuicdo Gausiana. Os resultados
foram analisados estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey: a indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo aos dados
apresentados na mesma linha; # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relagéo
aos dados apresentados na mesma coluna.
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A Tabela 13 mostra que quando o tempo de permeacéo foi aumentado de 6 h
para 24 h, a quantidade de farmaco retida na epiderme viavel apos o tratamento
passivo diminuiu ao passo que na derme, aumentou, de forma que se nivelaram
apos 24 h de experimento, quando atingem o steady state. O maior tempo que o
farmaco leva para atingir o steady state apos o tratamento passivo se deve a menor
permeabilidade da pele ndo tratada com o LFU. O ZnF segue, portanto, rotas mais
tortuosas através dos lipidios intercelulares no estrato corneo, levando mais tempo
para que o equilibrio de distribuicdo e penetracéo seja atingido em toda a extensao
da pele. Pode-se sugerir também que a alta quantidade de ZnF na epiderme viavel
nas primeiras 6 h de experimento seja resultado do acumulo de micelas nas regibées
lacunares do estrato cérneo, demandando de um tempo mais longo para o farmaco
difundir da micela e se partilhar pelos outros estratos da pele até atingir suas
camadas mais profundas.

Com todos os experimentos no steady state é possivel comparar as
guantidades de ZnF penetradas na derme apds o0s tratamentos passivo e
sonoforético. Parar tanto é necessario, no entanto, dividir o valor encontrado pelo
tempo de penetracdo. Desta forma, a quantidade de farmaco encontrada na derme
apos 24 h de experimento passivo (Tabela 13) foi dividida por 24, resultando em 9,9
ng/cm?h de ZnF penetrada, e a quantidade ai encontrada apés 6 h do pré-
tratamento e do tratamento simultaneo com LFU (Tabela 12) foi dividida por 6,
resultando em 29,3 e 111,3 ng/cm?h de ZnF, respectivamente. Pode-se observar
entdo, que, em relagdo ao tratamento passivo, o pré-tratamento com LFU aumentou
a penetracdo cutanea da ZnF em aproximadamente 3 vezes e 0 tratamento
simultaneo em 11,3 vezes.

O tratamento simultaneo da pele com LFU seguido da permeacéo das micelas
de ZnF foi, portanto, o tratamento que resultou nas maiores quantidades de ZnF em
todas as camadas da pele. Essa maior penetracdo da ZnF nessas camadas da pele
com o tratamento simultdneo ocorre por conta tanto da penetracdo sonoforética
através das LTRs como também pelas forcas convectivas e da transmisséo
(streaming) acustico induzidas pelo LFU (MITRAGOTRI; KOST, 2004; POLAT et al.,
2011b; ITA, 2017). O efeito de conveccdo e de transmissdo acustica do ultrassom
sobre o farmaco deriva da pressao acustica criada no meio, que resulta em um fluxo
das bolhas de cavitacdo que, por sua vez, empurram o farmaco contra a pele,

forcando sua entrada. Como resultado disso, a extensdo de penetracdo e
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distribuicdo do farmaco na pele é superior quando comparada ao pré-tratamento,
onde a penetracdo sonoforética conta apenas com a formacdo das LTRs para a
entrada e distribuicdo do farmaco.

S&0 escassos os estudos comparativos que analisam os modos de aplicacao
da sonoforese, e mais escassos ainda aqueles que avaliam a influéncia de sistemas
de liberacdo no transporte sonoforético mediado pelo LFU, pois a vasta maioria dos
estudos avalia a permeacao sonoforérica da farmaco hidrofilicos ou macromoléculas
(TEZEL; SENS; MITRAGOTRI, 2003; KUSHNER 1V; BLANKSCHTEIN; LANGER,
2008b; POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010).

Dos trabalhos que compararam a sonoforese simultinea com o pré-
tratamento ou com o tratamento passivo, 0 tratamento simultdneo, como no nNosso
trabalho, também se apresentou mais vantajoso. Substancias hidrofilicas foram
avaliadas, no entanto, e apenas na solucdo receptora. Assim, Tezel et al. (2004)
observaram que a LFU simultdnea de oligonucletotideos aumentou 10 vezes a
permeacdo desses através da pele em relacdo ao pré-tratamento com SLS como
meio de acoplamento (TEZEL et al., 2004). Baji et al. (2018) verificaram que a
sonoforese simultdnea com LFU da gencitabina aumentou 3 vezes a sua permeacao
em relacdo ao tratamento passivo (BAJI et al., 2018). Em ambos os trabalhos
descritos a formulacao foi uma solucao simples e o perfil de penetracdo do farmaco
na pele ndo foi acompanhado. Ainda, as permeacdes foram comparadas, como
realizado em nosso trabalho, dividindo-se os valores encontrados na solugéo
receptora pelo tempo de experimento, mas o tratamento simultaneo foi realizado por
um periodo bem maior do que o realizado nesse trabalho: 10 min, para o
oligonucleotideo, e 30 min, para a gencitabina. No presente trabalho a sonoforese
simultanea foi aplicada por apenas 4 + 1 min, tempo esse necessario para que a
pele adquirisse a resistividade padronizada de 1,0 KQ.cm?, seguido das 6 h de
permeacdo passiva da ZnF. Desta forma, o tratamento simultineo aumentou 4,8
vezes a penetracdo da ZnF em relacdo ao pré-tratamento. E importante salientar que
a ZnF néo é soluvel em agua, portanto, € imprescindivel a avaliacdo do sistema de
liberagc&o que a carreia, como feito nesse trabalho.

As quantidades de ZnF que penetraram a pele apds 6 h do tratamento
sonoforético ou 24 h do tratamento passivo ja parecem ser suficientes para elicitar
uma resposta antitumoral, como demonstrado pelo estudo de Dalmolin (2018). Neste

estudo, a ZnF foi veiculada em nanoemulsdo em associagdo com a iontoforese. In
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vitro, cerca de 40 ng/cm? foram recuperados do conjunto epiderme viavel e derme,
0s quais foram capazes, in vivo, em modelo xenografico de melanoma, reduzir o

volume tumoral com a terapia fotodinamica.

5.6.4 Influéncia do fluxo convectivo e transmissao acustica induzidso pelo LFU na
penetracdo da ZnF a partir das micelas

Durante a aplicacdo do LFU no modo simultaneo, isto €, usando como meio
de acoplamento a solucédo ou formulacdo do farmaco, além do transporte da ZnF
através das LTRs que ocorre ap0s o tratamento, ocorre a penetracdo do farmaco
pela conveccéo e transmissao acustica induzidos pelo ultrassom.

Nas configuragdes de aplicagao in vitro do LFU para permeabilizacéo da pele,
a distancia entre a sonda do ultrassom e a pele foi estabelecida em 10 cm. Uma vez
gue o comprimento de onda do ultrassom de 20 kHz tem 7,5 cm (POLAT et al.,
2011b), a distancia entre o ultrassom e pele equivale a aproximadamente 13% do
comprimento de onda do ultrassom. Essa curta distancia (de 10 mm) corresponde ao
primeiro antinodo de pressao do ultrassom e as microbolhas de cavitacdo tendem a
ser empurradas e se mover em favor do gradiente de pressao acustica, isto é, em
direcdo a superficie da pele. As forcas de Bjerkness, oriundas do movimento das
microbolhas no antinodo do ultrassom, sdo criadas sob o campo acustico e
empurram a molécula do farmaco contra a pele, aumentando a taxa de penetracéo e
difusdo do farmaco por conveccédo (POLAT et al., 2011hb).

A entrada do farmaco pelo processo de transmissdo acustica é resultado do
fluxo unidirecional da solugcdo de acoplamento em resposta a dinamica das
microbolhas presentes no campo acustico, caracterizada por um elevado gradiente
de velocidade e estresse de cisalhamento hidrodinamico. Neste processo, o
movimento da formulacdo contendo farmaco contra a superficie da pele, causado
pela presenca do campo acustico do ultrassom, também favorece a penetracdo e
difusdo da molécula do farmaco (ITA, 2017). Ambos os processo de convecgao e
transmissdo acustica cessam quando a aplicacdo do ultrassom € descontinuada
(MITRAGOTRI; KOST, 2004).

A partir dos experimentos de permeacdo sob influéncia do LFU €& possivel
estimar a contribuicdo da penetracdo de ZnF por convecgédo induzida e transmissao
acustica levando em consideracdo que nos experimentos com a pele pré-tratada

com gel, a penetragéo do farmaco ocorre sob dominio apenas das LTRs enquanto
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gue nos experimentos no modo simultaneo, a penetracdo da ZnF pode contar tanto
com a formacéo das LTRs quanto com o fluxo convectivo e streaming induzidos pelo
ultrassom.

A Tabela 14 mostra as quantidades de ZnF acumuladas em cada camada da
pele em funcédo das contribuicbes das LTRs e dos fluxos convectivo e transmissao
acustica induzidos pelo LFU ap6s sonoforese simultanea, calculados de acordo com

a Equacéo 7.

Tabela 14 - Contribuicdo do fluxo convectivo e da transmissdo acustica induzidos
pelo LFU simultaneo na penetracdo da ZnF nas diferentes camadas da pele a partir
das micelas.

ZnF (ng/cm?)
Contribuicéo dos

% de convecgéo

C(:jzn;aecli: Contribuicdo Contribuicéo conf\I/l:a)((:?if/o o e transmisséoo
Global das LTRs . acustica
transmissao
acustica
Estrato 744 + 307 98 +8 645 87
corneo
Epiderme 194 + 81 597 136 70
viavel
Derme 183 +128 51+6 132 72

Pode-se observar na Tabela 14 que aproximadamente 70% da quantidade de
ZnF gue penetrou nas camadas viaveis da pele se deveu ao fluxo convectivo e a
transmissao acustica induzidos pelo LFU na sonoforese simultanea.

E importante ressaltar, no entanto, que a contribuicdo das LTRs foi estimada
em funcdo da penetracdo da ZnF apds um experimento de pré-tratamento, no qual
foi utilizado como meio de acoplamento gel de HEC no lugar das micelas. Assim,
para o calculo dessa contribuicdo ndo se levou em consideragcdo as eventuais
alteracfes que a micela e o préprio DSPE-PEG podem causar nas LTRs e nas néo-
LTRs. Mas, para efeito de estimativa, fica claro que a contribuicdo dos fluxos
convectivo e streaming sao bastante relevantes na penetracdo da ZnF por LFU.

Especificamente, a aplicagdo simultdnea do LFU e das micelas de ZnF é
responsavel pelas maiores penetracdo e extensdo de distribuicdo do farmaco na
pele, sendo ambos os processos influenciados pela conveccdo e transmisséo

induzidos pelo ultrassom. Na sonoforese simultanea, o farmaco é forcado a adentrar
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a pele por esses processos desde a primeira aplicacdo do ultrassom até a completa
permeabilizacdo da pele. A partir de entdo, o farmaco penetra na pele tanto pelas
LTRs como pelas ndo-LTRs. Essas s&o formadas sob a influéncia dos componentes
presentes no meio de acoplamento, como as micelas e seus tensoativos e DSPE-
PEG, os quais também sofrem influéncia do fluxo convectivo e transmisséo acustica
e, como o farmaco, podem penetrar na pele em maior extensao e alterar as LTRs e
ndo-LTRs. Essas regifes alteradas também influenciam a partilha e difusdo da ZnF
pelas camadas da pele, podendo modificar sua distribuicdo em relagcédo a penetragcéo
pelas LTRs formadas com outro meio de acoplamento (o gel de HEC, por exemplo).
Esse processo complexo de partilha e difusdo da ZnF e dos componentes da
formulacdo no tratamento simultaneo pode ter colaborado com o alto desvio padrao
observado nos estudos de penetracéo (Tabela 12).

A distribuicdo e a extensao da penetracdo da ZnF nas camadas da pele apds
tratamento passivo, pré-tratamento com LFU e tratamento simultdneo seguido ou
nado de aplicacdo passiva das micelas contendo ZnF por 6 h foi avaliado por
microscopia confocal (Figura 22).
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Figura 22. Imagens representativas de cortes transversais da pele obtidas em microscépio confocal apds os experimentos de
penetracdo passiva e sonoforética de micelas contendo ZnF.

A) Permeacgao passiva 6h B) Pré-tratamento + permeacgao 6h

C) Tratamento simultaneao sem permeagao D) Tratamento simultaneao + permeagio 6h

A fluorescéncia da ZnF foi observada no canal vermelho em aumento de 20 vezes (Aex = 638 nm e Aem = 640 -700 nm). A pele foi avaliada
apos 6 h de (A) aplicacao passiva das micelas, (B) pré-tratamento com gel HEC seguido de aplicacdo passiva das micelas, (C) tratamento
simultaneo analisado imediatamente ap0ds aplicacao do LFU e (D) tratamento simultdneo com as micelas seguido de aplicacdo passiva das
micelas. Em todos os estudos de sonoforese a resistividade da pele foi mantida em aproximadamente 1 KQ.cm? por 4 min.



127

Pode-se observar na Figura 22 que a penetracdo da ZnF veiculada pelas
micelas sob 0 modo de tratamento simultaneo seguido da administracédo passiva das
micelas contendo ZnF por mais 6 h, resultou na distribuicdo maior e mais
homogénea da ZnF por toda a extensédo da epiderme e derme (Figura 22D) quando
comparada aos outros tratamentos. O tratamento simultdneo n&o seguido da
administracdo passiva da ZnF, onde se pode observar apenas o efeito do fluxo
convectivo e streaming causados pelo LFU, parece ter possibilitado a entrada da
ZnF j& em toda a extensdo da pele (Figura 22C), porém em menores concentracdes
do que o tratamento seguido da exposicdo da pele ao farmaco. A subsequente
exposicdo da pele as micelas contendo ZnF possibilita a penetracdo de mais
farmaco para as camadas mais profundas possivelmente através das LTRs criadas,
como observado na Figura 22D. J4 o pré-tratamento, onde a contribui¢do dos fluxos
convectivos e streaming ndo estdo presentes, uma alta concentracdo de farmaco é
observada no estrato corneo (Figura 22B), mas distribuida de forma bem mais
homogénea do que na administracdo passiva (Figura 22A). Nessa Ultima, a
fluorescéncia caracteristica da ZnF é bem menor quando comparada aos outros
tratamentos e localizada em regides especificas, ou seja, heterogénea.

A maior fluorescéncia e distribuicdo da ZnF encontrada em todas as camadas
da pele ap6s o tratamento simultaneo corrobora com os resultados de quantificacao
apresentados na Tabela 12. A alta concentragdo de ZnF quantificada na epiderme
viavel no tratamento passivo, no entanto, ndo foi visualizada na microscopia
confocal. Essa discrepancia pode estar relacionada a distribuicdo heterogénea das
micelas contendo ZnF na superficie da pele, como observado na Figura 22A. De
fato, como discutido anteriormente, micelas poliméricas podem se acumular nas
regides lacunares da pele e nos apéndices cutaneos (MAIBACH; DRAGICEVIC,
2016; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018) A distribuicdo mais homogénea conferida
pelo pré-tratamento com o LFU (Figura 22B), ja nas primeiras 6 h de tratamento, em
relacdo ao tratamento passivo, apesar da menor quantidade de ZnF encontrada na
epiderme viavel em relacdo ao tratamento passivo (Tabela 12), sustenta a maior
contribuicdo conferida pelo tratamento sonoforético para a administragéo da ZnF.

Comparando a penetracéao da calceina em estudos de microscopia confocal in
vitro, Herwadkar et al. (2012) também verificaram maior acimulo do corante com a
sonoforese em comparagdo com a permeacdo passiva da calceina (HERWADKAR

et al., 2012). Mas a penetracdo heterogénea observada apos o pré-tratamento,
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relacionada a distribuicdo heterogénea das LTRs, observada em outros trabalhos
com o LFU (Weimann e Wu, 2002, Tezel et al., 2004, Paliwal, Menon e Mitragotri,
2006, Lee et al.,, 2010, Rangsimawong et al., 2015), ndo foi observada em nosso
trabalho. Isto €, a distribuicdo da ZnF apdés o pré-tratamento com o LFU, como
mostrado na Figura 24B, foi homogénea. Essa maior homogeneidade esta
relacionada ao fato do meio de acoplamento utilizado em nosso estudo, o gel de
HEC, distribuir melhor as LTRs na superficie da pele (PEREIRA; RAMOS; LOPEZ,
2017) do que o meio de acoplamento tradicional de SLS usado nos ouros trabalhos.

5.6.5 Comparacdo entre os métodos fisicos promotores de penetracdo de
sonoforese e iontoforese para veiculacdo da ZnF

Dalmolin e Lopez (2018) investigaram o efeito da aplicacdo, por 1 h, de uma
corrente elétrica de baixa intensidade, método conhecido como iontoforese, na
penetragdo cutanea da ZnF a partir de uma nanoemulsdo. A fim de comparar a
penetracdo da ZnF sob influéncia dos métodos fisicos da sonoforese e iontoforese,
experimentos de permeacao sob influéncia do LFU foram realizados por 1 h com as
micelas de ZnF.

A Tabela 15 mostra as quantidades de ZnF extraidas do estrato corneo e da
pele remanescente (epiderme viavel e derme), como realizado por Dalmolin e Lopez
(2018) em seu trabalho com a iontoforese, a partir dos experimentos de sonoforese
usando o protocolo de pré-tratamento e simultdneo seguido do contato da micela

contendo ZnF com a pele por 1 h.

Tabela 15 - Quantidade de ZnF acumulada no estrato corneo e na pele
remanescente (epiderme viavel e derme) apés 1h de contato da formulacao micelar
de ZnF aplicada apdés o tratamento com o LFU no modo de pré-tratamento e
tratamento simultaneo.

ZnF acumulada (ng/cm?)

Camada da pele Permeacéo Pre-tratamento Tratamento
passiva simultéaneo
Estrato corneo 32,5+ 8 (n=7)% 10 + 2 (n=6)° 283 + 86 (n=5)%"
Epiderme viavel + 23 +10 (n=7)% 12 + 2 (n=6)° 78 + 6 (n=5)°
derme

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo da média (n =5 -7
determinagdes). Os tratamentos com LFU de 20 kHz, 10 + 0,5 W/cm? e ciclo de
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trabalho de 50% foram realizados até a resistividade da pele atingir 0,9 * 0,3 KQ.cm?
usando gel 1% HEC (modo de pré-tratamento) ou micelas contendo ZnF como meio
de acoplamento (tratamento simultaneo). O tratamento sonoforético total durou 4 + 1
min. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais
provém de uma populacdo de distribuicdo Gausiana.Os resultados foram analisados
estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey: ae b
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo aos dados apresentados na
mesma linha. # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo aos dados
apresentados na mesma coluna.

Como ja observado nas 6 h de experimento, o tratamento simultaneo
aumentou a penetracdo da ZnF em relacdo ao pré-tratamento. Apos apenas 1 h de
tratamento, no entanto, a extensdo do aumento provocado pelo tratamento
simultaneo foi ainda maior do que apdés 6 h, de 6 vezes contra as 3,8 vezes
observadas apos 6 h.

Para comparar os métodos iontoforese e sonoforese, a quantidade de
farmaco encontrada na pele remanescente foi dividida pela concentracéo inicial de
ZnF nas formulacgdes. Isto porque as nanoemulsdes estudadas no trabalho com
iontoforese (DALMOLIN; LOPEZ, 2018) continham quase 4 vezes mais ZnF do que a
as micelas utilizadas no presente trabalho. Apds 1 h de iontoforese de uma
nanoemulsdo contendo 50 pg/mL de ZnF, 10 ng/cm? foram encontrados na pele
remanescente, ou seja, a ZnF atravessou 0,2x10° cm/h da pele. Apés a sonoforese
da micela contendo 13 pg/mL de ZnF, a extensdo da penetracdo foi de 0,9x107 e
6x10° cm/h, respectivamente, para o pré-tratamento e tratamento simultaneo. Ou
seja, num curto periodo de aplicacdo, a sonoforese foi capaz de aumentar a
extensdo da penetracdo da ZnF 4,5 vezes e 30 vezes em comparagcdo com a
iontoforese para o pré-tratamento e tratamento simultaneo, respectivamente. Hedge
et al. (2017) também observaram que maiores quantidades de cetoprofeno
atravessaram a pele com a sonoforese quando comparada com a iontoforese
(HEGDE et al., 2017).

Curiosamente, no entanto, 30 min de iontoforese resultaram numa
concentracdo de ZnF na pele 4 vezes maior do que 30 min (Dalmolin e Lopez,
2019). Os autores explicaram essa diminuicdo na quantidade de ZnF na pele com o
tempo de aplicacdo da iontoforese em funcdo da maior permeacao do farmaco para
a solucao receptora. Esse comportamento néo foi observado quando a sonoforese
foi utilizada como método fisico, ou seja, o aumento do tempo de experimento

aumentou a concentragdo de ZnF encontrada na pele. Essas diferencas no
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comportamento da permeacdo cutanea da ZnF podem estar relacionadas aos
diferentes sistemas de liberacdo utilizados para administrar o farmaco; micela, no
tratamento sonoforético e nanoemulséo, na iontoforese. Mas a durag¢édo do estimulo
fisico parece ser o maior responsavel por elas. Especificamente, nos experimentos
com iontoforese, a corrente elétrica foi aplicada durante todos o tempo de
experimento; ao contrario da sonoforese, quando o estimulo fisico foi aplicado
somente pelo tempo necessario para diminuir a resistividade da pele para 1,0

KQ.cm?, isto é, em torno de 4 min.

5.7 Avaliagéo da producéo de ROS visando a terapia sonodinamica com o LFU

5.7.1 Avaliacéo da geracao de radicais hidroxila

E sabido que as microbolhas de cavitagédo formadas pelo LFU, cujo contetido

€ predominantemente vapor de agua, podem atingir tamanhos maiores de até 100
Mm. No momento do colapso, esse vapor de agua dentro de bolha pode sofrer
pirélise decorrente das condicdes drasticas de pressdo e temperatura
(ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004). A pirdlise gera radicais hidroxila e atomo
de hidrogénio, conforme mostrado pela reac¢édo (i) mais abaixo. A partir de entao,
uma série de reacfes sonoquimicas ocorrem apos o colapso energético das bolhas
de cavitacdo, reacdo (ii) a (vi). Os atomos de hidrogénio podem reagir com o
oxigénio na bolha e produzir radicais hidroxiperéxido, conforme reacgéo (5), o qual se
dissocia em anions radicais superoxido em pH biolégico ou reagem entre si
formando peroxido de hidrogénio (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004; WAN;
TER HAAR, 2015). Assim, os radicais hidroxilas produzidos pela pirélise da agua
podem contribuir direta ou indiretamente para a citotoxicidade da célula tumoral
através da formacdo de outros radicais livres (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ,
2004).

(i) H,O —»H + HO’

(i) O, 20+ 0O

(ilHO  + HO® —H,0;

(iv)O + H,O »HO + HO'

(V) H + O, 2HO,

(Vi)HO; + HO,” — 0, + H,0,



131

Para avaliar o potencial de geracdo de radicais hidroxila pelo LFU usou-se o
mesmo método utilizado na avaliagdo da eficiéncia da cavitacdo no meio de
acoplamento, ou seja, o dosimetro de KI. Resumidamente, quando ocorre a
formacdo de radicais hidroxila no meio, esse reage com o iodo resultando na
formacdo do complexo Kls, como pode ser observado nas reacdes de (i) a (V)
descritas a seguir, 0o qual pode ser lido em espectrofotbmetro em 350 nm
(EBRAHIMINIA; MOKHTARI-DIZAJI; TOLIYAT, 2016).

(i) 'OH+1 >OH + |
(i) HoO2+ 21+ 2 H" =1+ 2 H,0O
@iy + 1" —12
(iv)2ly =+ 2I
(V) 2+ 1 =3
Assim, a absorbancia de uma solucédo aquosa contendo Kl foi avaliada antes

e apos a irradiacdo com LFU por 1 min (Figura 23).

Figura 23. Producdo de radicais hidroxila quantificados por dosimetro de Kl em
solucéo tampao HEPES 20 mmol/L, pH 7,4.

0.20- *
0.15
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Absorbancia em 350 nm

0.00~
Controle LFU

A irradiacdo com LFU de 20 kHz, intensidade de 10 + 0,5 W/cm?, ciclo de trabalho de
50% foi realizada por 1 min. Controle: solugido tampéo HEPES 20 mmol/L, pH 7,4. O
teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais provém
de uma populacdo de distribuicdo Gausiana. Os resultados foram analisados
estatisticamente por teste T de Student. (*) apresenta diferenca estatistica
significativa com p < 0,05 (n= 3 determinacgdes). As barras de erro representam o
desvio padrao.
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Os resultados mostram que a irradiacdo do LFU aumentou em mais de 26
vezes a absorbancia do Kl; em comparacdo ao controle. Esse aumento da
absorbancia do ion triiodeto é decorrente da oxidagédo dos ions iodeto pelos radicais
hidroxila gerados pelo LFU, indicando o potencial do LFU em produzir ROS na TSD
até mesmo na auséncia do agente sonossensibilizante.

Ebrahiminia et al. (2016) também observaram uma producédo de radicais
hidroxila semelhante usando o método indireto do dosimetro de Kl com a irradiacédo
com ultrassom de 20 kHz. Usando a técnica de spin trapping outros estudos tem
demonstrado a formacdo de adutos do spin trap com os radicais hidroxila e os
atomos de hidrogénio formados pela sondlise da agua (MAKINO; MOSSOBA,;
RIESZ, 1983).

A avaliacdo da formacdo dessa espécie reativa é importante pelo seu
potencial em causar danos direto e indiretos as células tumorais na TSD. Os radicais
hidroxila formados podem se recombinar ou reagir com moléculas enddgenas,
causando modificagcbes nas bases de purinicas e pirimidinicas do DNA como
mostrado por (KONDO; KRISHNA; RIESZ, 1988). Aléem desse efeito, essa espécie
reativa pode agir indiretamente, causando efeitos bioldgicos através da formacao de
compostos reativos residuais de tempo de meia-vida longo, formados da reacdo com
os radicais hidroxila. Por exemplo, quebras das fitas de DNA foram induzidas em
células de ovéario de hamster chinese tanto durante quanto ap6s o término da
irradiacdo do ultrassom de alta frequéncia (1 — 2 MHz), provavelmente pela acdo do
H,O, residual (MILLER; THOMAS; FRAZIER, 1991; MILLER; THOMAS;
BUSCHBOM, 1995)

5.7.2 Avaliagédo da producado de oxigénio singleto

Uma importante espécie reativa que pode ser gerada a partir da cavitacao
inercial na TSD é o 'O, cuja geracdo depende do sonossensibilizante, dos
parametros do ultrassom e da presenca de oxigénio molecular (PAN et al., 2018).
Semelhante ao processo da TFD, o sonossensibilizante é ativado do seu estado
fundamental para seu estado excitado apds receber energia acustica ou
sonoluminescente provenientes da cavitagdo ultrassbnica. Quando regressam para
seu estado fundamental, o sonossensibilizante libera energia a qual pode
diretamente reagir com o0 oxigénio no estado tripleto presente para produzir oxigénio

singleto. O O, recém-gerado é um agente altamente reativo e induz danos celulares
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irreversiveis, culminando com a morte das células cancerosas (ROSENTHAL,;
SOSTARIC; RIESZ, 2004; PANG et al., 2016).

Dessa forma, a geragédo sonodindmica de oxigénio singleto mediada pelo LFU
foi investigada. A geracdo de 'O, na TSD mediada pela TSD tem sido demonstrada
com o uso do sensor verde de oxigénio singleto (SOSG), o qual é altamente sensivel
e seletivo ao 'O, (KIM; FUJITSUKA; MAJIMA, 2013). Ademais, outra vantagem é
gue, diferente da maioria dos sensores para detecgcdo de ROS, os quais séo
moléculas lipofilicas, o0 SOSG apresenta solubilidade em meio aquoso (KIM;
FUJITSUKA; MAJIMA, 2013), o que € interessante quando pretende-se verificar a
producdo de 'O, a partir de sistemas nanoestruturados contendo o agente
sonossensibilizante e manter a organizacao estrutural do sistema nanoestruturado
disperso em meio aquoso.

N&o se conhece exatamente a estrutura molecular do SOSG, mas é quase
certo que o SOSG é composto por dois croméforos principais: fluoresceina e
antraceno, exibindo uma florescéncia verde através da reagdo com 'O, (KIM;
FUJITSUKA; MAJIMA, 2013). Antes da reacdo do SOSG com o oxigénio singleto, a
transferéncia eletronica intramolecular reprime a fluorescéncia. Entretanto, quando o
SOSG reage com oxigénio singleto, ocorre a formacdo de um endoperéxido (SOSG-
EP) e o impedimento da transferéncia de elétrons intramolecular (HARADA et al.,
2013).

A Figura 24 relaciona a intensidade de fluorescéncia do endoperéxido de
SOSG (SOSG-PE) em 525 nm apds a sonicacdo das micelas de ZnF, micelas
brancas e solucdo tamp&o HEPES pH 7.4 com LFU (10 + 0,5 W/cm?, 50% de ciclo
de trabalho em intervalos de 5 s e duragéo total de 1 min).
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Figura 24. Investigacdo da geracdo sonodinamica de oxigénio singleto com LFU
através do método do sensor verde de oxigénio singleto.
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A irradiacdo com LFU de 20 kHz, 10 + 0,5 W/cm?, ciclo de trabalho de 50% foi
realizada por 1 min (em intervalos de 5 s) na presenca e na auséncia da ZnF.
Controle: solugdo tampéo HEPES 20 mmol/L, pH 7,4.

Foi possivel observar o aumento da fluorescéncia do SOSG-PE em todos os
grupos experimentais, isto €, mesmo na auséncia do agente sonossensibilizante
(grupo controle — solucdo aquosa). Comparado ao controle, no entanto, a adicdo das
micelas, brancas ou contendo o sonossensibilizante, reduziram a presenca de O,
no meio e ndo a aumentaram, como esperado. Este resultado intrigante pode estar
relacionado ao sequestro dos radicais livres formados na presenca do LFU pelas
micelas, o que acaba por mascarar o efeito do agente sonossensibilizante e da
prépria terapia sonodindmica. O curto tempo de aplicacdo do LFU, apenas 1 min,
também pode ter contribuido para a dificuldade em se detectar a formacdo de
oxigénio singleto na presenca das micelas. Se as micelas realmente sequestram
essa espécie radicalar, um tempo maior de irradiacdo do LFU poderia ter levado a
geracdo de mais espécies reativas e a possibilidade de se avaliar melhor a sua
formacao na presenca do agente sonossensibilizante.

Apesar de nédo terem sido encontrados na literatura estudos com o LFU
associado a sistemas de liberacdo que tenham avaliado a geracdo de 'O, usando
SOSG, essa hipotese da necessidade de um tempo maior para observar a geracao
do radical livre pode ser confirmada com base em experimentos realizados com o
ultrassom de alta frequéncia. De fato, experimentos usando SOSG como sonda para

quantificar o 'O, que apresentaram sucesso foram realizados sob influéncia do
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ultrassom de alta frequéncia por um periodo de pelo menos 10 min. Por exemplo,
Harada et al. verificaram um aumento de 50 unidades na intensidade de
fluorescéncia do SOSG-EP em relagdo aos controles quando irradiaram uma
solugdo aquosa contendo nanopatrticulas de TiO, usando ultrassom de 1 MHz, 0,5
W/cm?, 10% de ciclo de trabalho por um tempo de irradiacdo de 10 min (HARADA et
al., 2013). Ja McEwan e colaboradores (2015), também usando ultrassom a 1 MHz,
adicionaram oxigénio encapsulado em microbolhas ao meio de acoplamento e
observaram um aumento de quase 3 vezes na geracdo de 'O, quando a aplicacédo
do ultrassom foi associada ao agente sonossensibilizante rosa de bengala e
irradiado por 30 min (MCEWAN et al.,, 2015). Ainda em meio contendo as
microbolhas de oxigénio e mesma frequéncia do ultrassom, mas usando indocianina
verde como agente sonossensibilizante e irradiacdo por apenas 30 s, Ma e
colaboradores observaram um aumento pifio de apenas 1,07 vezes na geracdo de
'0,, mesmo no meio contendo o excesso de oxigénio (presente nas microbolhas)
(MA et al., 2017).

O uso do SOSG como sonda para detectar o 'O, apresentou ainda outros
problemas na presenca do LFU. Dentre eles estd a observacdo do aumento da
fluorescéncia da sonda mesmo quando histidina e azida de sédio, conhecidos
sequestradores de 'O, (YUMITA et al., 2010, 2013; XU et al., 2015a; YANG et al.,
2015) foram adicionados ao meio (dados n&o mostrados). Os resultados
encontrados podem ser explicados em virtude de possiveis modificacbes na
estrutura molecular da sonda de modo a aumentar sua fluorescéncia, dificultando a
interpretacdo dos resultados. Ainda, a prépria molécula de SOSG pode agir como
agente sensibilizante, levando a formacao de oxigénio singleto e SOSG-PE sem a
participacdo do agente sonossensibilizante nesse processo (GOLLMER et al., 2011).
Recentemente, foi demonstrado que radicais hidroxila podem também estar
envolvidos direta ou indiretamente no processo de ativacdo do SOSG através de
mecanismos ainda desconhecidos, o que pode também explicar o aumento da
fluorescéncia do SOSG-PE com a irradiacdo do LFU mesmo na auséncia do agente
sonossensibilizante (LIU et al., 2019).

O método indireto do p-nitrosodimetilanilina e imidazol foi entdo usado para
investigacdo da formacdo de oxigénio singleto através da terapia sonodinamica
mediada pelo LFU. A Figura 25a e 25b mostram a absorbancia do p-NMDA em 440

nm antes e apO0s a sonicagdo das micelas de ZnF, micelas brancas e solugéo
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aquosa de p-NMDA e imidazol com LFU e a porcentagem residual da concentracao
de ZnF apés a irradiacdo com LFU (10 + 0,5 W/cm?, 50% de ciclo de trabalho por 1

min), respectivamente.

Figure 25. Investigagdo da geragéo de oxigénio singleto pelo LFU através do método
indireto do p-nitrosodimetilanilina e imidazol (A) e porcentagem da concentracéo
residual de ZnF apos irradiacdo da formulacdo de micelas (B).
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A irradiacdo com LFU de 20 kHz, 10 + 0,5 W/cm?, ciclo de trabalho de 50% foi
realizada por 1 min na presenca e na auséncia da ZnF. Controle: solu¢cdo aquosa de
p-NMDA e imidazol em solucdo tampado HEPES, pH 7,4. O teste de normalidade de
Shapiro-Wilk mostrou que os valores experimentais provém de uma populacao de
distribuicdo Gausiana. Os resultados foram analisados estatisticamente por analise
de variancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey: (*) indica diferenca estatistica (p
< 0,05) (n = 3 determinacdes). As barras de erro representam o desvio padrao.

N&do foi observado o decaimento da absorbancia do p-NDMA no grupo
controle apés a irradiacdo com LFU enquanto que uma reducdo significativa da
absorbancia do p-NDMA em 440 nm tanto com as micelas brancas como com as
micelas de ZnF (Figura 25a) foi observada. Esse resultado é bastante inquietante,
pois sugere que a producdo de oxigénio singleto ocorra na presenca do sistema de
liberacdo, sem a participacdo do agente sonossensibilizante. Ademais, a absorcao
da ZnF também reduziu apos irradiagdo com LFU por 1min, sugerindo a degradacao
ou consumo do farmaco (Figura 25b).

Esses resultados corroboram os estudos de Liang e colaboradores (2013) que
observaram a producédo de oxigénio singleto por este método em meio de cultura
celular, irradiando solu¢des de hematoporfirina monometil éter e doxorrubicina de
concentracOes iguais a 5 a 80 pg/mL e 0,06 a 4 pg/mL, respectivamente, com o0

ultrassom de alta de 1,2 MHz, no modo pulsétil, com intensidade de 1,0 W/cm? por 2
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min. Takamae et al. (2019) também verificaram a degradacdo epirrubicina
encapsulada em micelas apoés a irradiacdo da solucédo do farmaco por 10 min com
ultrassom focado de alta intensidade (HIFU) (TAKEMAE et al., 2019).

Para confirmar a produgéo sonodindmica de ROS pelo LFU se faz necesséria
a utilizacdo de outras técnicas e métodos mais especificos para a deteccdo das ROS
e radicais livres gerados por LFU, como a espectroscopia paramagnética de elétrons
ou a deteccao do efeito de estresse oxidativo originado por tais ROS e radicais livres
através de ensaios como o da peroxidacéo lipidica em células ou em tecido cuténeo,

como descrito no proximo item (5.7.3).

5.7.3 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica pela terapia sonodinamica com o IFU na pele
de suinos
A quantificacdo de MDA, um dos diversos bioprodutos do processo de

peroxidacao lipidica, € um parametro comumente avaliado para indicar a extenséo
da peroxidacao lipidica resultante do estresse oxidativo celular (NIELSEN et al.,
1997; ANTUNES et al., 2008). O método para avaliacdo da peroxidacao lipidica foi
introduzido por Yagi (1976) e baseia-se na reacao do TBA com o MDA, formando do
aduto MDA-ATB,, o qual apresenta alta absorbancia em 532 nm e pode ser
detectado por espectrofotometria.

A Figura 26 mostra o efeito da peroxidacao lipidica em pele de orelha de
suinos mediado pela TSD com LFU na presenca e na auséncia da ZnF.

Figura 26. Efeito da peroxidacédo lipidica em pele pela terapia sonodinamica com
LFU.
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A irradiacdo com LFU de 20 kHz, 5,5 W/cm?, ciclo de trabalho de 50% foi realizada
por 1 min na presenca e auséncia das micelas contendo ZnF. Controle: pele nao
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irradiada pelo LFU. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que os valores
experimentais provém de uma populacdo de distribuicdo Gausiana. Os resultados
foram analisados estatisticamente por andlise de variancia ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey. (*) apresenta diferenca estatistica significativa com p < 0,05 (n =3 —
4 determinacdes). As barras de erro representam o desvio padréo.

Pode-se observar na Figura 26 que a irradiagdo da pele com LFU aumentou
sensivelmente a peroxidacéo lipidica na pele, mas sem diferenca estatistica em
relacdo ao controle. A aplicacdo do LFU na pele anteriormente submetida a
permeagéo passiva com as micelas contendo ZnF por 6 h, no entanto, dobrou a
peroxidacéo lipidica. Esse resultado sugere, dessa forma, que a presenca do agente
sonossensibilizante é importante nessa resposta para a TSD com o LFU. E
importante salientar, no entanto, que o experimento foi realizado na pele submetida
apenas a permeacao passiva, hao exposta anteriormente a sonoforese. Apesar da
alta concentracdo de ZnF encontrada na epiderme ap0s a permeacgdo passiva
(aproximadamente 400 ng/cm?, Tabela 14), ela estava distribuida heterogeneamente
na pele, provavelmente mais nos estratos superiores (Figura 22A). Assim, é possivel
gue o tratamento anterior da pele com o LFU, que resultou em alta penetracéo
(Tabela 13) e homogénea distribuicdo (Figura 22D) da ZnF na pele, apresentasse
um resultado ainda melhor de peroxidacéo lipidica quando exposta novamente ao
LFU para a TSD.

De fato, a peroxidacéo lipidica na presenca do ultrassom de alta frequéncia ja
foi demonstrada em cultura de células de eritr6citos murinos, na presenca da
hematoporfirina, e em células tumorais de sarcoma, na presenca de polidroxifulereno
(YUMITA et al.,, 1996, 2010, 2014). Acredita-se que a ativacdo sonodinamica do
sonossensibilizante ocorra dentro ou na interface entre gas e meio aquoso da bolha
de cavitacdo, onde os radicais livres derivados do agente sonossensibilizante podem
ser formados por clivagem hemolitica de ligacdes quimicas do sonossensibilizante
ou por reacdes dele com atomos de hidrogénios e radicais hidroxil formados. Alguns
estudos tém sugerido que os radicais alcoxil e peroxil produzidas na TSD séo as
principais espécies citotoxicas, capazes de migrar longas distancias e reagir com
sitios celulares especificos como a membrana celular. Dessa forma, o processo de
peroxidacdo lipidica pode ser iniciado, causando consequéncias deletérias nas
membranas celulares. (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004).
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Embora a quantificagdo dos adutos de MDA seja um método amplamente
utilizado na avaliacdo da peroxidacéo lipidica (NIELSEN et al., 1997; ANTUNES et
al., 2008), é necessario salientar que o TBA também pode reagir com outras
substancias interferentes, como hidroperoxidos, carboidratos e aminoacidos,
tornando o método inespecifico para a deteccdo exclusiva dos produtos de
peroxidacao lipidica, uma vez que é a soma das diferentes substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico que € quantificada (GUTTERIDGE, 1981). Por isso, 0S grupos
controles devem ser cautelosamente selecionados e avaliados quando se faz a
analise desse método por espectrofotometria ou espectrofluorimetria. Para melhorar
a especificidade do método, técnicas como a de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinacdo de MDA tem sido propostas (NIELSEN et al., 1997,
ANTUNES et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

O delineamento experimental possibilitou a determinagdo da composicéo e do
preparo otimizado de micelas contendo ZnF de tamanho nanométrico,
monodispersas e com concentracdo adequada de ZnF para administracdo topica.
Essas micelas aumentaram a atividade cavitacional do LFU em comparacdo a uma
solucdo aquosa simples, o que implica em maior perturbacdo do estrato cérneo e
maior penetracao de farmaco através dessa barreira com aplicacdo do LFU. De fato,
o tratamento simultineo com LFU wusando essa formulagdo aumentou
significativamente a quantidade de ZnF em todas as camadas da pele. Em
comparacdo com a emulsdo, as micelas possibilitaram que a ZnF atravessasse
maiores extensdes da pele em funcdo do tempo em todos os protocolos de
tratamento. No protocolo de pré-tratamento, a diminuicdo significativa da ZnF na
derme provocada pela emulsdo, 21 vezes menor do que a ocorrida a partir das
micelas, confirma o efeito reparador das LTRs pela emulsédo, com consequente
impacto negativo na permeabilizacdo por LFU, o que ndo ocorre com as micelas.
Assim, formulacdes mais hidrofilicas, como as micelas de DSPE-PEG, promovem
uma maior extensdo de penetracdo do farmaco através das LTRs por manterem o0s
poros formados na pele disponiveis por maior tempo. Finalmente, o LFU também se
mostrou capaz de elicitar a formacdo de ROS evidenciado pela producédo de
oxigénio singleto e pela peroxidacéo lipidica de tecido de pele porcina. Desta forma,
a associacao do LFU a micelas de ZnF promoveu a penetracédo cutanea da ZnF e
gerou espécies radicalares, sendo uma estratégia potencialmente promissora para a

TSD de tumores cutaneos.



141

7. DIFICULDADES ENCONTRADAS

Inicialmente pretendia-se usar a clorina-e6 (Ce6) como o0 agente
sonossensibilizante, que entdo foi substituida pela ftalocianina de zinco ja que a
formacgé&o de particulas em escala manométrica com Ce6 e DSPE-PEG apds analise
por DLS néo foi observada. Dois métodos de preparo de micelas foram empregados,
0 da solubilizacdo direta e da hidratacdo do filme lipidico, sem sucesso. Dessa
forma, algumas investigacdes foram realizadas para compreender esses resultados
partindo do pressuposto que a Ce6 apresenta em um lado da molécula trés grupos
carboxilicos, os quais podem existir em diferentes formas i6nicas dependendo do
pH.

A Figura 27 mostra os espectros de absorcédo da Ce6 (2,5 mM e A 45 = 405
nm) realizando em agua deionizada (pH 5,0), em solu¢édo tampao HEPES pH 7,4 e
DMSO.

Figura 27. Espectro de absorcdo da Ce6 em agua deionizada pH 4,5 (linha preta),
em solucéo tampao HEPES (linha azul) e DMSO (linha vermelha).
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A Figura 28 mostra os espectros de fluorescéncia da Ce6 (2,5 mM A ¢4 = 408
nm A ¢n= 600 — 800 nm) também realizados em agua deionizada (pH 5,0), em
solugcéo tampao HEPES pH 7,4 e DMSO.
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Figura 28. Espectro de fluorescéncia da Ce6 em agua deionizada pH 4,5 (linha
preta), em solucdo tampédo HEPES pH 7,4 (linha azul) e DMSO (linha vermelha).

500,

Z
&
E 250,000

0,
§00.0 Ton.n #00,0
Wavelength (o)

Os resultados obtidos no espectro de absorcéo e fluorescéncia da Ce6 foram
similares aqueles apresentados por Isakau et al. (2008), Paul et al., (2013) e Paul
et al., (2013).

O espectro de absor¢cdo mostrou que a intensidade de absorcéo (Figura 26)
(Ia) (em relacdo a da banda de Soret) da Ce6 solubilizada foi aproximadamente 9
vezes maior em tampdo HEPES pH 7,4 (Ia = 9,00 e DMSO (In = 8,5) quando
comparada com a Ce6 em agua deionizada na mesma concentragao (I = 1,0).

A intensidade de fluorescéncia (Figura 28) da Ce6 aumentou
aproximadamente 10 vezes quando solubilizada em solu¢cédo tampédo HEPES pH 7,4
(Ir = 8773) e em DMSO (I = 8827) quando comparadas com a intensidade de
fluorescéncia do farmaco em agua deionizada (Ig - 868).

Esses resultados sugerem a Ce6 apresenta um maior grau de ionizacado dos
seus grupamentos carboxilicos em pH neutro, conferindo maior solubilidade do
farmaco em solugédo tampao HEPES pH 7,4, observados pela maior intensidade de
absorbancia e fluorescéncia neste meio, como mostrados nas Figuras 27 e 28,
respectivamente.

Experimento confirmatério foi realizado solubilizando a 2,5 mM de Ce6 em
meio aquoso com diferentes valores de pH (de 3,4 a 9,0). A Figura 29 mostra que a
intensidade de absorbancia da Ce6 aumenta do pH mais acido ao pH mais alcalino,

onde a Ceb6 se encontra mais ionizada. Essa ionizacéo e, consequente aumento da
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solubilidade em agua, pode ter prejudicado a solubilizagcdo do farmaco no nucleo

hidrofobico das micelas de DSPE-PEG e a formacao das micelas.

Figura 29. Espectro de absorcdo da Ce6 na faixa de pH de 3,4 a 9,0. As linhas em
vermelho - pH acido com valores de 3,4; 4,5 e 5,5; linha verde - pH neutro de 7,0 e
as linhas em azul - pH alcalino com valores de 7,5; 8,0 e 9,0.
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Quando realizou-se o preparo das micelas de DSPE-PEG com a ZnF, um
farmaco altamente lipofilico (log Kgeosgua > 8), pode-se obter a formagdo de
particulas nanométricas que foram verificadas por DLS. Esse resultado confirmou a
hipétese de que a ionizacdo da Ce6 em pH 7,4 ndo permitiu sua incorporacdo nas
micelas. Dessa forma, a Ce6 foi substituida pela ZnF como farmaco

sonossensibilizante para TSD.
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