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RESUMO 

MARTINS, Y.A. Influência do ultrassom de baixa frequência na penetração cutânea de 
formulações de zinco ftalocianina e seu potencial para a terapia sonodinâmica de 
tumores cutâneos. 2019. 168 F. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 
 
Introdução: A terapia sonodinâmica (TSD) é uma nova modalidade terapêutica que envolve o 
ultrassom e um agente sonossensibilizante para o tratamento não invasivo do câncer de pele. 
Através de mecanismos dependentes da cavitação acústica, ainda não totalmente esclarecidos, 
a TSD resulta na morte celular. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influência do ultrassom de 
baixa frequência (LFU) na penetração cutânea de um agente sonossensibilizante modelo, a 
zinco ftalocianina (ZnF), e na geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e radicais livres 
importantes para a eficácia da TSD. O domínio do sistema carreador da ZnF nas respostas 
decorrentes da aplicação do LFU também foi investigado. Métodos: Micelas, como sistemas 
carreadores da ZnF, à base de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina conjugado ao 
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG) foram obtidas após a determinação de sua concentração 
micelar crítica (CMC) pelo método do pireno. As micelas de ZnF foram preparadas pelo método 
de hidratação do filme lipídico, otimizadas pelo delineamento experimental de Box-Behnken 
(BBD) e caracterizadas físico-química e morfologicamente. A atividade cavitacional dos meios 
de acoplamentos usados nos experimentos de penetração in vitro foi estimada usando o 
método do dosímetro de KI. Estudos de penetração cutânea passiva e sob influência do LFU no 
protocolo de pré-tratamento e tratamento simultâneo foram realizados e a distribuição 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 formulação, após esse tratamento e 
no tratamento simultâneo a pele foi tratada com as micelas contendo ZnF e com emulsões de 
composição semelhante. Os parâmetros de aplicação do LFU foram 20 KHz, a 10 W/cm2 e ciclo 
de trabalho de 5 s ligado e 5 s desligado. A pele foi irradiada até atingir a resistividade de 1 
kΩ.cm2. A geração de radicais hidroxila, oxigênio singleto e lipoperoxidação lipídica da pele 
produzidas pelo LFU na presença da ZnF também foi avaliada. Resultados: A CMC do DSPE-
PEG em solução tampão HEPES 20 mmol/L (pH 7,4) foi de 2x10-5 mol/L. As micelas contendo 
ZnF apresentaram tamanho de partícula, índice de polidispersão (PdI), potencial zeta e 

concentração de ZnF de 13810 nm, 0,250,01, -271 mV e 132 µg/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 
relação a solução aquosa. A quantidade de ZnF recuperada da derme após 6 h de permeações 
passiva foi aproximadamente 4 vezes maior quando a emulsão foi utilizada como carreador em 
relação a micela. No pré-tratamento e tratamento simultâneo com LFU, no entanto, as micelas 
aumentaram, respectivamente, 21 e 7 vezes mais a penetração da ZnF do que a emulsão. O 
tratamento simultâneo da pele com LFU e as micelas contendo ZnF resultou na maior 
quantidade e distribuição homogênea da ZnF em todas as camadas da pele. A irradiação do 
LFU aumentou em mais de 26 vezes a oxidação dos íons iodeto pelos radicais hidroxila gerados 
pelo LFU em comparação ao controle e a irradiação do LFU na pele, submetida a permeação 
passiva com as micelas contendo ZnF por 6 h, dobrou a peroxidação lipídica, indicando o 
potencial do LFU em produzir espécies reativas de oxigênio (ROS) e radicais livres na TSD. 
Conclusão: O potencial do LFU associado a micelas contendo ZnF em promover a penetração 
cutânea da ZnF e gerar ROS e radicais livres para a TSD de tumores cutâneos foi demonstrado.  

Palavras chaves: Micelas poliméricas; Zinco ftalocianina; Ultrassom de baixa frequência; 
Terapia sonodinâmica 
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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 Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão 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/cm2 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 kΩ.cm2.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 10-5 mol/L. The micelles of ZnF showed particle size, polydispersion index 

(PdI), zeta potential and ZnF concentration of 13810 nm, 0,250,01, -271 mV e 132 µg/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 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. 
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INTRODUÇÃO 

A cada ano no Brasil e no mundo os casos de câncer vêm aumentando e, 

segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2018), estima-se que entre os anos de 

2018 e 2019 ocorram cerca de 600 mil novos casos de câncer no Brasil. Destes, o de 

maior incidência é o câncer de pele, cujas ocorrências nas últimas 3 décadas 

ultrapassam a soma das ocorrências de todos os outros tipos de tumores (INCA, 2018)  

As terapias convencionais indicadas para o tratamento do câncer de pele incluem 

a intervenção cirúrgica, a radioterapia e a quimioterapia, as quais podem ser 

combinadas. Todas apresentam desvantagens, como os riscos de desconfiguração 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 período 

de infusões 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 são cada 

vez mais aplicados. Dentre eles, destaca-se a terapia fotodinâmica (TFD) tópica 

(BLANCO et al., 2017; CHUMMUN; MCLEAN, 2017). Ela consiste na interação entre 

luz, agente fotossensibilizante e oxigênio para gerar espécies reativas de oxigênio 

(ROS), como o oxigênio singleto e radicais livres altamente tóxicos para as células 

tumorais, que suprimem o crescimento do tumor, além de estimular o sistema 

imunológico do hospedeiro contra o câncer (ROSENTHAL; SOSTARIC; RIESZ, 2004; 

MCHALE et al., 2016; PANG et al., 2016; RENGENG et al., 2017). No entanto, a 

penetração da luz na pele, em diferentes comprimentos de onda, é limitada pela sua 

espessura e composição. Especificamente, muitas das substâncias que compõem o 

tumor, principalmente a melanina no caso do câncer de pele tipo melanoma, além de 

componentes da pele, absorvem parte da luz necessária para o agente 

fotossensibilizante iniciar as reações fotoquímicas que desencadeiam a produção de 

ROS, limitando assim a eficácia da TFD (MCEWAN et al., 2016b).  

A terapia sonodinâmica (TSD) surge então como uma alternativa à TFD. Nela, a 

luz é substituída pela aplicação de ultrassom e o agente fotossensibilizante, por um 

agente sonossensibilizante. A TSD vem se mostrando mais vantajosa do que a TFD 
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devido a maior capacidade do ultrassom em penetrar a pele em grandes profundidades, 

possibilitando o tratamento não 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 são 

pouco conhecidos. Um dos mecanismos mais prováveis e discutidos para essa ação é 

a formação de ROS. Acredita-se que ela decorra da cavitação acústica gerada pela 

aplicação do ultrassom. A cavitação envolve a formação, o crescimento e o colapso de 

bolhas de ar gerando luz (sonoluminescência) e energia. Estima-se que essa energia 

seja capaz de ativar os agentes sonossensibilizadores presentes no tumor para o 

estado excitado e, à medida que esse sensibilizante regressa ao estado fundamental, a 

energia é transferida para o oxigênio circundante para a produção de ROS, com 

consequente morte celular. Ademais, o colapso das bolhas formadas durante a 

cavitação podem causar distúrbios diretos no potential da membrana mitocondrial, 

danos na membrana celular e fragmentação do DNA, induzindo a morte celular por 

apoptose. A via mitocôndria-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 frequência do ultrassom é o principal fator que influencia o fenômeno da 

cavitação acústica. O ultrassom de alta frequência gera um número maior de 

microbolhas, de menores tamanhos no meio em que é aplicado do que o ultrassom de 

baixa frequência (LFU, do inglês low frequency ultrasound). No entanto, as bolhas 

produzidas pelo o LFU são maiores e acabam por liberar mais energia no meio do que 

as produzidas pelo ultrassom de alta frequência, o que parece ser mais profícuo para a 

TSD. É o ultrassom de alta frequência (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 cenário clínico. Ele é usado, por exemplo, para o diagnóstico 

por imagem e tratamentos fisioterápicos (BAILEY et al., 2003). São poucos os estudos 

que avaliaram o efeito do LFU na TSD e os mecanismos pelos quais o LFU influencia 

na TSD são ainda menos conhecidos e explorados do que àqueles causados pelo 

ultrassom de alta frequência. 
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Um dos componentes da TSD que podem influenciar na sua eficácia, além da 

frequência, 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 presença da luz 

(HODGKINSON et al., 2017), estima-se que o mesmo ocorra na presença 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 próprio 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 fármacos do sistema de 

classificação biofarmacêutica, sendo caracterizada pela baixa solubilidade em água e 

baixa permeabilidade. Em função da baixa solubilidade, a ZnF tende a se agregar em 

meio aquoso após a administração intravenosa e reduzir sua bioatividade contra 

tumores. Mesmo se a ZnF fosse solubilizada na sua forma livre em um veículo aquoso, 

como em uma solução, o fármaco se distribuiria não especificamente pelo organismo, 

induziria efeitos adversos como fotossensibilidade ocular ou cutânea, e como resultado, 

reduziria a qualidade de vida de pacientes tratados com o fármaco (MD et al., 2017). 

Para evitar os efeitos adversos da administração sistêmica da ZnF, sua admnistração 

tópica é avidamente almejada para o tratamento do câncer de pele. Dessa forma, a 

aplicação tópica da ZnF pode melhorar a efetividade da TFD ou da TSD por ser uma via 

de administração não invasiva, de aplicação simplificada, de fácil acessibilidade ao 

estímulo físico (luz ou ultrassom), por aumentar a concentração do fármaco no sítio-alvo 

da doença e por restringir a fotossensibilidade residual do fármaco apenas ao local de 

aplicação. Entretanto, a sua elevada lipofilicidade limita demasiamente a penetração da 

ZnF livre administrada topicamente na pele, a qual precipitaria em contato com o estrato 

córneo, a principal barreira a penetração cutânea de fármacos, na forma de agregados 

ou cristais lipofílicos. Para promover, então, sua penetração através do estrato córneo 

até as camadas profundas da pele, onde estão localizados a maioria dos tumores 
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cutâneos, são necessários sistemas de liberação e/ou métodos físicos (DALMOLIN; 

LOPEZ, 2018), como o próprio LFU. 

O LFU é o mais utilizado dos tratamentos sonoforéticos para aumentar a 

permeabilidade cutânea, sendo que o FDA já aprovou o seu uso para a aplicação local 

de anestésicos (POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010; POLAT et al., 2011b, 

2012a; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018). Existem duas modalidades de aplicação do 

LFU na pele. O pré-tratamento, em que o ultrassom é aplicado antes da administração 

do fármaco, e o tratamento simultâneo. No pré-tratamento, com um meio de 

acoplamento adequado, pode-se controlar a extensão da perturbação da pele e a 

criação de regiões localizadas de transporte (LTRs). A permeabilidade dessas regiões 

pode também ser modulada em função das características do meio de acoplamento, 

possibilitando direcionar a liberação do fármaco posteriormente aplicado para um local 

específico da pele (PEREIRA; RAMOS; LOPEZ, 2017) ou para a circulação sistêmica 

(POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010). No tratamento simultâneo, a aplicação do 

LFU já na formulação que contém o fármaco tem a vantagem de unir os benefícios da 

formação das LTRs ao fluxo convectivo induzido pelo ultrassom, podendo assim 

“empurrar” uma maior concentração de fármaco através da pele. Neste caso, no 

entanto, a taxa de transporte do fármaco por conveção diminui tão logo o ultrassom seja 

desligado (MITRAGOTRI; KOST, 2004; POLAT et al., 2011b). 

A combinação de sistemas de liberação com outros métodos promotores da 

penetração, com o objetivo de melhorar a liberação de fármacos para a pele ou para a 

circulação sanguínea, tem sido objeto de inúmeras investigações (DRAGICEVIC; 

MAIBACH, 2018). Dentre os diferentes métodos promotores da penetração cutânea, os 

métodos físicos tem atraído interesse para serem aplicados em conjunto com sistemas 

de liberação, já que essas duas abordagens, usadas para melhorar a penetração de 

fármacos, atuam através de mecanismos distintos. Assim, supõe-se que esses métodos 

atuam sinergicamente para vencer a baixa permeabilidade da camada mais apical da 

pele, o estrato córneo, levando a maior penetração do fármaco (DRAGICEVIC; 

MAIBACH, 2018).  

Dessa forma, a associação do LFU com sistemas de liberação nanoparticulados, 

visando direcionar a liberação cut nea ou trandérmica de fármacos na pele tem sido 
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alvo de estudos de vários 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 não se con ece completamente as 

particularidades e os mecanismos do transporte sonoforético dos fármacos associados 

a sistemas de li eração com a aplicação do  F . Nesse aspecto, temos a  ip tese de 

 ue a nature a das nanopart culas usadas como carreadores de fármacos, aliada   

nature a das    s formadas  uando o  F  é aplicado, pode ditar a e tensão da 

penetração cut nea do fármaco. 

Neste contexto, acredita-se que sistemas de liberação micelares sejam mais 

efetivos do que os lipídicos na permeação cutânea de fármacos lipofílicos, uma vez que 

os últimos podem restaurar as LTRs criadas pelo tratamento da pele com o LFU. As 

micelas são sistemas de liberação constituídos basicamente por substâncias anfifílicas, 

como tensoativos, fosfolipídios ou polímeros anfifílicos, associados ou não. Dentre os 

tipos de micelas, as micelas poliméricas apresentam características únicas que as 

fazem interessantes como sistema de liberação de fármacos para a via tópica como a 

baixa concentração micelar crítica, alta estabilidade, adequada encapsulação de 

fármacos e acúmulo específico e aumentado do fármaco no tecido-alvo (KORE et al., 

2014). Micelas poliméricas constituídas pelo polímero anfifílico 1,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine conjugado ao polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG) tem 

sido reportadas na literatura como sistemas de liberação para a veiculação intravenosa 

de fármacos lipofílicos antineoplásicos (LUKYANOV; TORCHILIN, 2004). Dessa forma, 

é provável que essas micelas administradas topicamente na pele aumentem a 

solubilidade da ZnF no meio e colaborem com sua difusão através do estrato córneo 

pelas LTRs hidrofílicas formadas após a aplicação do LFU na pele (PALIWAL, MENON; 

MITRAGOTRI, 2006). 

Assim, um dos objetivos desse trabalho é investigar a influência da característica 

hidrofílica ou lipofílica de formulações para a administração tópica da ZnF por LFU. 

Para verificar a possibilidade de aliar a ação promotora de penetração cutânea do LFU 

à sua atividade sonodinâmica, o outro objetivo é avaliar a capacidade do LFU em 
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estimular a formação de ROS e radicais livres na pele, além do impacto do agente 

sonossensibilizante e da formulação nessa atividade. Visa-se, desta forma, estudar o 

potencial do LFU para a TSD tópica de tumores cutâneos.  
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CONCLUSÃO 

O delineamento experimental possibilitou a determinação da composição e do 

preparo otimizado de micelas contendo ZnF de tamanho nanométrico, monodispersas e 

com concentração adequada de ZnF. Essas micelas aumentaram a atividade 

cavitacional do LFU em comparação a uma solução aquosa simples, o que implica em 

maior perturbação do estrato córneo e maior penetração de fármaco através dessa 

barreira com aplicação do LFU. De fato, o tratamento simultâneo com LFU usando essa 

formulação aumentou significativamente a quantidade de ZnF em todas as camadas da 

pele. Em comparação com a emulsão, as micelas possibilitaram que a ZnF 

atravessasse maiores extensões da pele em função do tempo em todos os protocolos 

de tratamento. No protocolo de pré-tratamento, a diminuição significativa da ZnF na 

derme provocada pela emulsão, 21 vezes menor do que a ocorrida a partir das micelas, 

confirma o efeito reparador das LTRs pela emulsão, com consequente impacto negativo 

na permeabilização por LFU, o que não ocorre com as micelas. Assim,  formulações 

mais hidrofílicas, como as micelas de DSPE-PEG, promovem uma maior extensão de 

penetração do fármaco através das LTRs por manterem os poros formados na pele 

disponíveis por maior tempo. Finalmente, o LFU também se mostrou capaz de elicitar a 

formação de ROS evidenciado pela peroxidação lipídica de tecido de pele porcina. 

Desta forma, a associação do LFU a micelas de ZnF promoveu a penetração cutânea 

da ZnF e gerou espécies radicalares, sendo uma estratégia potencialmente promissora 

para a TSD de tumores cutâneos. 
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