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RESUMO

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

Introducdo: A terapia sonodindmica (TSD) é uma nova modalidade terapéutica que envolve o
ultrassom e um agente sonossensibilizante para o tratamento néo invasivo do cancer de pele.
Através de mecanismos dependentes da cavitacdo acustica, 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 penetragdo cutdnea de um agente sonossensibilizante modelo, a
zinco ftalocianina (ZnF), e na geragdo 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 aplicagdo 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 ap6s a determinagdo de sua concentracao
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 Kl. 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 emulsées 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 geracdo de radicais hidroxila, oxigénio singleto e lipoperoxidagéo lipidica da pele
produzidas pelo LFU na presenca da ZnF também foi avaliada. Resultados: A CMC do DSPE-
PEG em solucdo tamp&o 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
concentracdo 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
relacdo a solugdo aquosa. A quantidade de ZnF recuperada da derme apés 6 h de permeacfes
passiva foi aproximadamente 4 vezes maior quando a emulséo foi utilizada como carreador em
relacdo a micela. No pré-tratamento e tratamento simultdneo com LFU, no entanto, as micelas
aumentaram, respectivamente, 21 e 7 vezes mais a penetracdo da ZnF do que a emulsdo. O
tratamento simultdneo da pele com LFU e as micelas contendo ZnF resultou na maior
guantidade e distribuicdo homogénea da ZnF em todas as camadas da pele. A irradiacdo do
LFU aumentou em mais de 26 vezes a oxidac¢do dos ions iodeto pelos radicais hidroxila gerados
pelo LFU em comparacdo ao controle e a irradiacdo do LFU na pele, submetida a permeacéo
passiva com as micelas contendo ZnF por 6 h, dobrou a peroxidacdo 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 penetracao
cutadnea da ZnF e gerar ROS e radicais livres para a TSD de tumores cutaneos foi demonstrado.

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



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 Séo 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 Ki
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 patrticle 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
agueous 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 compared to the control. 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.



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 os anos de
2018 e 2019 ocorram cerca de 600 mil novos casos de cancer no Brasil. Destes, o de
maior incidéncia é o céancer 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 intervencdo cirargica, 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, e muitos efeitos adversos, como no
caso da radioterapia e da quimioterapia, a qual geralmente requer um extenso periodo
de infus@es 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 sao cada
vez mais aplicados. Dentre eles, destaca-se a terapia fotodindmica (TFD) topica
(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
penetragdo da luz na pele, em diferentes comprimentos de onda, € limitada pela sua
espessura e composicao. Especificamente, muitas das substancias que compdem o
tumor, principalmente a melanina no caso do cancer de pele tipo melanoma, além de
componentes da pele, absorvem parte da luz necessaria para 0 agente
fotossensibilizante iniciar as reagdes fotoquimicas que desencadeiam a producdo 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 aplicacéo 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 profundidades,
possibilitando o tratamento n&o 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 sao
pouco conhecidos. Um dos mecanismos mais provaveis e discutidos para essa agao é
a formacédo de ROS. Acredita-se que ela decorra da cavitacdo acuUstica gerada pela
aplicacdo do ultrassom. A cavitacdo envolve a formagéo, o crescimento e o colapso de
bolhas de ar gerando luz (sonoluminescéncia) e energia. Estima-se que essa energia
seja capaz de ativar os agentes sonossensibilizadores presentes no tumor para o
estado excitado e, a medida que esse sensibilizante regressa ao estado fundamental, a
energia € transferida para o oxigénio circundante para a producdo de ROS, com
consequente morte celular. Ademais, o colapso das bolhas formadas durante a
cavitacdo podem causar distlrbios 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 fenébmeno da
cavitacdo acustica. O ultrassom de alta frequéncia gera um nimero maior de
microbolhas, de menores tamanhos no meio em que € 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 que
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 diagnéstico
por imagem e tratamentos fisioterapicos (BAILEY et al., 2003). Sdo poucos os estudos
gue avaliaram o efeito do LFU na TSD e os mecanismos pelos quais o LFU influencia
na TSD sédo ainda menos conhecidos e explorados do que aqueles causados pelo

ultrassom de alta frequéncia.



Um dos componentes da TSD que podem influenciar na sua eficacia, além da
frequéncia, é 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 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 o préprio 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 administracdo 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 ndo especificamente pelo organismo,
induziria efeitos adversos como fotossensibilidade ocular ou cutédnea, e como resultado,
reduziria a qualidade de vida de pacientes tratados com o farmaco (MD et al., 2017).
Para evitar os efeitos adversos da administracao sistémica da ZnF, sua admnistracéo
topica € avidamente almejada para o tratamento do cancer de pele. Dessa forma, a
aplicacao topica 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 concentracéo do farmaco no sitio-alvo
da doenca e por restringir a fotossensibilidade residual do farmaco apenas ao local de
aplicacdo. Entretanto, a sua elevada lipofilicidade limita demasiamente a penetracao da
ZnF livre administrada topicamente na pele, a qual precipitaria em contato com o estrato
corneo, 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, sdo 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 o0 seu uso para a aplicagéo local
de anestésicos (POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al., 2011b,
2012a; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018). Existem duas modalidades de aplicacdo do
LFU na pele. O pré-tratamento, em que o ultrassom é aplicado antes da administracao
do farmaco, e o tratamento simultdneo. 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 fung¢do 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 aplicacao do
LFU ja 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 convecao diminui tdo logo o ultrassom seja
desligado (MITRAGOTRI; KOST, 2004; POLAT et al., 2011b).

A combinacdo de sistemas de liberagcdo com outros métodos promotores da
penetracdo, com o objetivo de melhorar a liberacdo 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 penetracao cutanea, os
meétodos 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 que esses métodos
atuam sinergicamente para vencer a baixa permeabilidade da camada mais apical da
pele, o estrato corneo, levando a maior penetragcdo do farmaco (DRAGICEVIC;
MAIBACH, 2018).

Dessa forma, a associacdo do LFU com sistemas de liberagdo nanoparticulados,

visando direcionar a liberacdo cutanea 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 nao se conhece completamente as
particularidades e os mecanismos do transporte sonoforético dos farmacos associados
a sistemas de liberagdo com a aplicacdo do LFU. Nesse aspecto, temos a hipotese de
que a natureza das nanoparticulas usadas como carreadores de farmacos, aliada a
natureza das LTRs formadas quando o LFU é aplicado, pode ditar a extensao da
penetracao cutanea do farmaco.

Neste contexto, acredita-se que sistemas de liberacdo micelares sejam mais
efetivos do que os lipidicos na permeacédo cutanea de farmacos lipofilicos, uma vez que
0s ultimos podem restaurar as LTRs criadas pelo tratamento da pele com o LFU. As
micelas sdo sistemas de liberacdo constituidos basicamente por substancias anfifilicas,
como tensoativos, fosfolipidios ou polimeros anfifilicos, associados ou ndo. Dentre os
tipos de micelas, as micelas poliméricas apresentam caracteristicas Unicas que as
fazem interessantes como sistema de liberacdo de farmacos para a via topica 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 liberagcédo para a veiculagcéo 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 difusdo através do estrato corneo
pelas LTRs hidrofilicas formadas apés a aplicagéo do LFU na pele (PALIWAL, MENON;
MITRAGOTRI, 2006).

Assim, um dos objetivos desse trabalho é investigar a influéncia da caracteristica
hidrofilica ou lipofilica de formulagbes para a administracdo topica da ZnF por LFU.
Para verificar a possibilidade de aliar a agdo promotora de penetracdo cutanea do LFU
a sua atividade sonodindmica, o0 outro objetivo € avaliar a capacidade do LFU em



estimular a formacdo de ROS e radicais livres na pele, além do impacto do agente
sonossensibilizante e da formulacdo nessa atividade. Visa-se, desta forma, estudar o

potencial do LFU para a TSD topica de tumores cutaneos.
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CONCLUSAO

O delineamento experimental possibilitou a determinacdo da composicdo e do
preparo otimizado de micelas contendo ZnF de tamanho nanométrico, monodispersas e
com concentragdo adequada de ZnF. Essas micelas aumentaram a atividade
cavitacional do LFU em comparacdo a uma solucdo aguosa simples, o que implica em
maior perturbacdo do estrato corneo e maior penetracdo de farmaco através dessa
barreira com aplicagéo do LFU. De fato, o tratamento simultaneo com LFU usando essa
formulagdo aumentou significativamente a quantidade de ZnF em todas as camadas da
pele. Em comparacdo com a emulsdo, as micelas possibiltaram que a ZnF
atravessasse maiores extensfes da pele em funcdo do tempo em todos os protocolos
de tratamento. No protocolo de pré-tratamento, a diminui¢cdo significativa da ZnF na
derme provocada pela emulséo, 21 vezes menor do que a ocorrida a partir das micelas,
confirma o efeito reparador das LTRs pela emulsdo, 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 os poros formados na pele
disponiveis por maior tempo. Finalmente, o LFU também se mostrou capaz de elicitar a
formacdo de ROS evidenciado pela peroxidacdo lipidica de tecido de pele porcina.
Desta forma, a associacao do LFU a micelas de ZnF promoveu a penetracdo cutanea
da ZnF e gerou espécies radicalares, sendo uma estratégia potencialmente promissora

para a TSD de tumores cutaneos.
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