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RESUMO

HUBER, L. A. Influéncia da iontoforese na penetracao de nanoparticulas
lipidicas sélidas em tumores cutaneos. 2013. 106f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

O tratamento tépico do cancer de pele € uma estratégia promissora para aumentar a
biodisponibilidade local de antineoplasicos e diminuir efeitos sistémicos adversos. No
entanto, altas concentracées do farmaco nos tumores, que acometem as camadas mais
profundas da pele, sdo requeridas para que o tratamento seja adequado. Para promover a
penetracdo cutanea dos antineoplasicos e atingir o tumor, sistemas de liberacao
nanoparticulados associados a métodos fisicos, como a iontoforese, vém sendo estudados.
Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sao sistemas carreadores explorados para a
administragao topica, principalmente, de produtos cosméticos. Pouco se sabe, no entanto,
sobre sua influéncia na penetragdo cutdnea de farmacos e sobre os mecanismos pelos
quais as NLS agem para aumentar esta penetracdo. A iontoforese € um método fisico que
aumenta a permeacao cutanea de farmacos através da aplicacdo de uma corrente elétrica
de baixa densidade. Sua influéncia na penetracdo tumoral de farmacos carreados por NLS
ainda nao foi explorada. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
iontoforese na penetracéo tumoral do antineoplasico modelo doxorrubicina (DOX) a partir de
NLS catidnicas. Para tanto, NLS contendo DOX foram preparadas e caracterizadas quanto a
distribuicdo de tamanho, potencial zeta e pH. NLS idénticas, mas marcadas com um
fluoréforo lipofilico, o BODIPY FSE-8 (BOD), sintetizado especificamente para este fim,
também foram obtidas e caracterizadas. Estas nanoparticulas fluorescentes contendo DOX
e BOD foram utilizadas para estudar, por microscopia confocal de varredura a laser, in vitro
e in vivo, as vias de penetracdo dos compostos lipofilicos presentes nas NLS e da prépria
DOX. A penetragao da DOX nas diferentes camadas da pele foi avaliada in vitro usando-se
células de difusao vertical e pele de suino. In vivo, a penetracao do farmaco foi avaliada
também no tumor e no plasma, apdés 1 h de aplicacdo passiva e iontoforética das NLS em
tumores de células escamosas induzidos em camundongos imunossuprimidos. Nos estudos
de microscopia observou-se que a aplicacdo das NLS levou a uma distribuicdo mais
homogénea da fluorescéncia no estrato corneo (EC) do que a aplicagcdo de solugdes dos
fluoréforos livres. A iontoforese aumentou a fluorescéncia de todas as amostras testadas,
levando inclusive a presenga de agregados fluorescentes abaixo dos foliculos pilosos e a
formagdo de regides de transporte localizadas mais permeaveis no EC. Nos estudos
quantitativos in vitro a iontoforese anddica (a partir do eletrodo positivo) das NLS-DOX levou
a concentracdes cerca de 39 vezes maiores de DOX na epiderme viavel do que todas as
outras formulagdes, indicando um efeito positivo da eletromigragdo na penetragdo das NLS
catiénicas. Nos estudos in vivo, o aumento da quantidade de DOX acumulada na pele apés
a iontoforese anddica das NLS-DOX foi bem acentuado frente as outras formulacées. Ja a
presenga de farmaco no tumor, apesar de apresentar uma tendéncia maior de acumulo
quando a iontoforese foi aplicada, nao foi estatisticamente diferente das demais
formulagdes. No entanto, a tendéncia das NLS de ficarem acumuladas na pele, diminuindo a
presenca da DOX na circulacdo, foi bastante caracteristica. Pode-se concluir, portanto, que
a aplicacdo de NLS associadas a iontoforese apresenta alto potencial de sucesso para o
tratamento tépico, localizado, de tumores cutaneos.

Palavras-chave: lontoforese; Nanoparticulas Lipidicas Sélidas; Doxorrubicina; Cancer de
pele.



ABSTRACT

HUBER, L. A. Influence of iontophoresis on the penetration of solid lipid
nanoparticles in skin tumors.. 2013. 106f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2013.

Topical treatment of skin cancer is a promising strategy to increase local bioavailability of
antineoplastic drugs and to reduce systemic adverse effects. However, elevated
concentrations of the drug in tumors presented in deep skin layers are required for the
adequate treatment. To increase drug skin penetration, nanoparticles associated with
physical methods, such as iontophoresis, have been studied. Solid lipid nanoparticles (SLN)
are drug carrier systems developed for topical administration, especially of cosmetic
products. However, almost nothing is known about their influence on the skin penetration of
drugs or on the mechanisms by which they enhance drug penetration through the skin.
lontophoresis is a physical method which increases the skin permeation of drugs through the
application of a low density electrical current. Its influence on tumor penetration of drugs
carried by SLN has not been explored yet. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the influence of iontophoresis on the penetration of the antineoplastic model drug doxorubicin
(DOX) carried by cationic SLN. To this end, SLN containing DOX were prepared and
characterized according to their medium size, zeta potential and pH. Besides that, identical
SLN containing a lipophilic fluorophore BODIPY FSE-8 (BOD), synthesized specifically for
this study, has also been obtained and characterized. These fluorescent nanoparticles
containing DOX and BOD were used to study the in vitro and in vivo penetration routes of
both DOX and lipophilic compounds present in the SLN, by confocal laser scanning
microscopy analysis. The penetration of DOX in the different skin layers was evaluated in
vitro using vertical diffusion cells and pig skin. In vivo, the drug penetration was also
measured in the tumor and plasma after 1 hour of iontophoretic and passive application of
SLN on squamous cells tumors, previously induced in immunosuppressed mice. The
microscopy studies showed that the application of SLN resulted in a more homogeneous
distribution of fluorescence in the stratum corneum (SC) compared to the application of
solutions containing free fluorophores at the same conditions. lontophoresis increased
fluorescence for all samples tested, leading yet to the presence of fluorescent aggregates
below the hair follicles and the formation of localized transport regions at the SC. The in vitro
quantitative studies showed that anodic iontophoresis (from the positive electrode) of SLN-
DOX led to about 39 times higher concentrations of DOX in viable epidermis than all the
others formulations, indicating a positive effect of electromigration on the penetration of
cationic SLN. In the in vivo studies, the amount of DOX accumulated in the skin after anodic
iontophoresis of SLN-DOX was also well pronounced. The tendency of SLN accumulation in
the skin, reducing the presence of DOX in the blood circulation, was very characteristic.
Therefore, it can be concluded that the application of SLN associated with iontophoresis has
a great potential for success in the topical treatment of localized skin tumors.

Keywords: lontophoresis; Solid Lipid Nanoparticles; Doxorubicin; Skin Cancer.



1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de firmacos tem ganhado importancia no
cenario de descoberta de novos medicamentos durante os tltimos anos. Dentre as razdes para
isso, uma das principais € o fato de que o estudo da sintese de novos firmacos ndo pode
garantir por si s6 o progresso necessario no desenvolvimento de novos tratamentos para as
doencas. Desta forma o desenvolvimento e uso de novos sistemas de liberagdo se coloca como
uma alternativa por permitir o aperfeicoamento de firmacos previamente estudados de forma
eficiente (Mehnert; Mider, 2001), permitindo o desenvolvimento de novas terapias.

Através da aplicagdo de sistemas de liberagdo de farmaco pode-se, por exemplo,
modular parametros farmacocinéticos de um farmaco como: solubilidade (baixas
solubilidades tendem a levar a baixa absor¢do), metabolizacdo ou eliminagdo e toxicidade.
(Mehnert; Méder, 2001). Com a melhora das caracteristicas de um determinado farmaco,
tratamentos previamente rejeitados, ou de baixa eficicia, podem ser reaproveitados na
farmacoterapia moderna de forma relativamente barata e rapida.

Entretanto o uso de novos sistemas de liberacio de firmacos na terapia encontra
alguns problemas. Entre eles, o elevado custo de produgdo, dificuldades de escalonamento
industrial, eventuais residuos de solventes provenientes da produgdo, toxicidade e
instabilidade do farmaco em relagdo ao sistema de liberagdo desenvolvido (Mehnert; Méder,
2001). Neste contexto, as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), um sistema composto por
uma mistura de lipidios, sélidos a temperatura ambiente, com tensoativos hidrofilicos e/ou
lipofilicos e 4gua, foram desenvolvidas com o objetivo de se tornar uma alternativa aos
demais sistemas coloidais de carreamento de farmacos como lipossomas, micro e
nanoparticulas poliméricas e outros (Miiller; Mider; Gohla, 2000; Miihlen; Schwarz;
Mehnert, 1998).

Entre as vantagens da utilizacdo das NLS, pode-se citar: a possibilidade de controle de
liberacdo do farmaco, o aumento da estabilidade do farmaco, o direcionamento do tratamento
para alvos especificos (“drug targeting”), a possibilidade de esterilizacdio e fécil
escalonamento industrial e, principalmente, o uso de materiais biodegraddveis em sua
producdo. Entretanto, desvantagens como limitada capacidade de incorporacdo de farmacos
hidrofilicos e instabilidade do sistema durante o armazenamento (relacionada aos processos
de agregacdo das nanoparticulas e geleificacdo da formulacdo) , ji foram relatadas na

literatura (Mehnert; Méder, 2001, Shafer-Korting; Mehnert; Korting, 2007).



Sdo muitas dreas da farmacoterapia que podem se beneficiar das qualidades dos
sistemas de liberacdo coloidais como as NLS. Uma que merece especial atencdo pelo grande
problema de saide que representa € a quimioterapia para o tratamento de cancer.

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a ocorréncia de 518.510
casos novos de cancer para 2012 (e também 2013), com prevaléncia do cancer de pele tipo
nao melanoma (134 mil casos), préstata (60 mil), mama feminina (53 mil), célon e reto (30
mil) e pulmio (27 mil). E interessante ressaltar aqui a prevaléncia dos casos de cincer de pele
tipo ndo melanoma entre os brasileiros, que sozinho, representa mais do que a soma dos
segundo e terceiro colocados em nimeros de casos no nosso pais.

O termo “cancer de pele do tipo ndo melanoma” € usado principalmente para definir
os carcinomas de células basais e de células escamosas (Madan; Lear; Szeimies, 2010). O
carcinoma de células basais é mais comum na cabeca e pesco¢o (quase 80% dos casos) e
normalmente se apresenta na forma de uma ulcera com bordas duras e centro ulcerado.
Entretanto outras formas também sdo conhecidas como a nodular ou cistica (mais comum na
cabega e pescogo), a superficial (mais comum no tronco) e a de células basais pigmentadas. O
carcinoma de células escamosas, originado dos queratindcitos, esta associado em alguns casos
a pré-malignanidades (doenca de Bowen) ou lesdes precursoras como a queratose actinica.
Estas condi¢des podem ser usadas como marcadoras para a identificagdo e tratamento
antecipado do carcinoma de células escamosas in situ, a fim de se evitar o surgimento de
metastases e destruicdo tecidual, ja que este tipo de tumor é normalmente considerado mais
invasivo do que o carcinoma de células basais (Madan; Lear; Szeimies, 2010; Ogden; Telfer,
2009).

O tratamento do cancer de pele do tipo ndo melanoma normalmente € cirdrgico, o que
pode levar a cicatrizes, perda de fungdo tecidual e desfiguramento, e desta forma a rejeicdo do
paciente pelo tratamento, principalmente no caso de tumores localizados em regides
esteticamente importantes como o rosto. Além disso, o procedimento cirtdrgico pode ndo ser
vidvel em casos de tumores multifocais, muito extensos ou em locais ndo passiveis de
remoc¢do (Madan; Lear; Szeimies, 2010). Tratamentos ndo cirirgicos vém sendo propostos
nas ultimas décadas como alternativas para o tratamento do cancer de pele tipo ndo
melanoma. Como exemplos, podemos citar a crioterapia, a terapia fotodindmica (PDT), a
radioterapia, e a quimioterapia.

A crioterapia € um procedimento ndo cirirgico baseado na destrui¢do tecidual por
aplicacdo de nitrogénio liquido sobre a lesdo. E um procedimento simples, mas que pode
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necessitar vdrias reaplicagdes e sessOes de tratamento. Normalmente ¢ indicado para o



tratamento de pré-condi¢cdes tumorais (queratose actinica, doenca de Bowen) e carcinomas
menos avancados ou de menos risco como o carcinoma de células basais superficiais, de
pequenos nédulos do carcinoma de células basais, ou pequenos carcinomas bem diferenciados
de células escamosas (Ermertcan; Hellings; Cingi, 2012).

A PDT baseia-se na destrui¢do tecidual do tumor através de radicais livres liberados
de moléculas fotoativas, sendo este composto administrado sistemicamente ou topicamente.
Resumidamente, o composto administrado é ativado através da aplicacio de luz, de
comprimento de onda especifico, na regido tumoral (Ermertcan; Hellings; Cingi, 2012;
Dolmans; Fukumura; Jain, 2003). Experimentos recentes tém demonstrado que a PDT
apresenta boa eficidcia em células de carcinoma basal, apresentando respostas tumorais
superiores a 80%, tanto para administracdo sist€mica quanto tdpica do composto
sensibilizante (Soler et al., 2001; Fritsch; Goerz; Ruzicka, 1998, Kalka; Merk; Mukhtar;
2000). Entretanto, alguns inconvenientes foram encontrados na administracdo sistémica,
como fotossensibilizacdo generalizada, inchago e dor. Além disso, outros estudos concluiram
que apesar da PDT apresentar eficicia satisfatéria no tratamento de carcinoma de células
escamosas in situ, o procedimento ndo € eficaz no tratamento do carcinoma de células
escamosas invasivo, o tipo mais agressivo deste cincer, normalmente apresentado na regifo
da cabeca e pescogo. Sendo que nos casos de cinceres avangados de cabeca e pescoco a PDT
€ indicada apenas como tratamento adjuvante (Tope; Bhardwaj, 2008; Dilkes et al., 1996).

A radioterapia € baseada na aplicacdo da radiacdo ionizante na regido tumoral. Em
geral, pode ser usada para o tratamento de carcinoma de células escamosas ou basais no qual a
cirurgia pode levar a resultado estético ruim ou a perda de fungdo tecidual, ou como
tratamento adjuvante pods-cirirgico, quando as margens de seguranca da excisdo sdo
ambiguas. Apresenta como principal problema a exposi¢io do paciente ao risco de
aparecimento de um segundo tumor na regido irradiada, além de internacdo hospitalar e
surgimento de cicatrizes em alguns casos. O NHMRC (“National Health and Medical
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Research Council’s”) indica a radioterapia somente como segunda linha de tratamento e
apenas nos casos de contraindicagdo cirdrgica ou refusa do paciente, tratamento adjuvante a
cirurgia nos casos de recorréncia tumoral ou tumores avancados, residuais tumorais nao
removiveis por cirurgia e manejo de metastases.

Pode-se constatar, portanto, que apesar do avanco na descoberta de alternativas ndo
cirirgicas para o tratamento do cancer de pele tipo ndo melanoma, os procedimentos ainda

estdo aquém do esperado, seja por apresentar efeitos adversos indesejaveis, ou pela ineficicia

no tratamento de tumores avangados, como os tumores s6lidos de cabeca e pescoco.
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Entre os tratamentos quimioterdpicos de tumores solidos em geral, um dos mais
utilizados € a administracdo endovenosa de doxorrubicina (DOX). A DOX € uma molécula do
grupo das antraciclinas (Figura 1) e caracteriza-se pela presenga de um anel quinona e um
anel aromatico rigido e planar ligado por uma ligacdo glicosidica a um anel de um amino
acucar (Arcamone et al., 1997). Seu mecanismo de acdo (assim como das antraciclinas em
geral) baseia-se na inibicdo da enzima topoisomerase Ila, impedindo a ligagdo das cadeias do
DNA e assim a morte celular (Tewey et al., 1984).

O uso terapéutico da DOX, entretanto, apesar de incluir diferentes tipos de tumores
como linfomas de Hodgkins e ndo Hodgkins, mielomas mdultiplos, sarcoma de ovdrio,
pulmao, estdmago e seio, além de canceres no ovdrio e cervical (Israel et al., 2000), agrega
diversos problemas. Como exemplo, pode-se citar a via de administracdo, que requer a
presenga do paciente no hospital para a aplicacdo. Além disso, mesmo com a administragdo
endovenosa, a DOX sofre metabolizacio de aproximadamente 22% da dose inicial
administrada in vivo e leva a formagdo de diferentes metabdlitos hidroxilados potencialmente
menos eficazes (Arnold et al., 2004, Bandak et al., 1999), além de ser instavel frente a luz
(Carmichael; Riesz, 1985) o que dificulta seu armazenamento e aplicagio em ambiente
hospitalar. Ainda, outro grave problema da utilizacdo da DOX na quimioterapia € a elevada
cardiotoxicidade relacionada ao grupo quinona das antraciclinas utilizadas na terapia

(Arcamone et al., 1997).
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Figura 1. Estrutura molecular das antraciclinas: doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina e

idarrubicina (retirado de Taveira, 2009)



A administracdo tépica da DOX pode, portanto, ser uma alternativa para tratar tumores
cutaneos com menos efeitos colaterais sist€micos. Ja foi observado, por exemplo, que
promotores de absor¢do cutanea, como a monoleina, sdo capazes de aumentar a penetragdo da
DOX no estrato cdrneo (EC) (principal barreira para a penetragdo de substincias na pele)
através da desorganizacio reversivel do mesmo (Herai et al., 2007). Entretanto, apesar do
aumento da permeagdo da molécula, a mesma ndo difundia para as camadas mais profundas
da pele devido a forte interacdo da DOX com o EC (Herai et al., 2007). A influéncia da
iontoforese, um método fisico que utiliza uma corrente elétrica de baixa densidade, em
solugdes contendo DOX também ja foi avaliada por Taveira e colaboradores (Taveira et al.,
2009). Contudo, apesar da iontoforese ter aumentado significativamente a penetracdo da DOX
quando comparada com o uso do promotor de absorcdo, uma alta porcentagem de farmaco
continuou retida no EC. Como se sabe que a aplicagdo da iontoforese extrapola a barreira
conferida a pele pelo EC, esta reten¢do inesperada indica interagdes muito fortes da DOX com
esta camada da pele, dificultando sua difusdo para camadas mais profundas e até promovendo
a degradacdo do farmaco.

Desta forma, visando diminuir a interacdo da DOX com o EC, além de protegé-la da
degradac@o, o presente trabalho propods a encapsulacdo da DOX em NLS contendo monoleina
em sua composicdo. A monoleina (Figura 2) é um lipidio sdlido conhecido pela sua
propriedade tensoativa e promotora de absor¢do além da capacidade de se auto-organizar em
diferentes arranjos conformacionais sob diferentes condigdes (Briggs; Caffrey, 1994; Shah;
Sadhale; Chilukuri, 2001; Kulkarni et al., 2011). Essa capacidade reorganizacional poderia
favorecer a acdo promotora de absor¢do das NLS, ao se levar em considerac@o a teoria do
mecanismo promotor de absor¢do das NLS mais aceita atualmente. Segundo esta teoria, a
NLS, devido ao seu cardter lipofilico e menor tamanho em relacdo aos sistemas
microparticulados, tem a capacidade de formar um filme coeso e apolar sobre a pele
(oclusividade), diminuindo a evaporacdo da dgua, levando a hidratagdo do EC. Essa
hidratacdo pode desorganizar parcialmente o EC, gerando a perda parcial de sua capacidade
de barreira, facilitando a difusdo de farmacos (Schafer-Korting; Mehnert; Korting, 2007;
Pardeike; Hommos; Miiller, 2009). Neste caso, NLS baseadas em monoleina poderiam
apresentar uma maior capacidade de coesdo e auto-organizacdo sobre a pele, levando a
formacdo de um filme mais eficiente na retencdo de dgua, e assim a uma maior hidratacio do

EC.
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Figura 2. Estrutura Molecular: monoleina
Ainda, considerando-se que para o tratamento eficaz de tumores cutineos a
formulag@o deve liberar a DOX nas camadas mais profundas da pele, objetivou-se verificar a
influéncia da iontoforese na capacidade de permeagdo da formulacdo. A iontoforese € uma
técnica fisica promotora de absor¢do de firmacos baseada no principio geral da eletricidade,
no qual cargas opostas se atraem e cargas iguais se repelem.

Para a aplicacio da iontoforese utiliza-se um dispositivo composto por dois
compartimentos, um com a formulagdo aquosa contendo o firmaco e o outro com meio
condutor. Em cada compartimento insere-se um eletrodo, um de carga positiva e outro de
carga negativa, e aplica-se entdo uma corrente elétrica de baixa intensidade (menor ou igual a
0,5 mA/cm? de 4rea tratada) a qual € responsavel pelo aumento da permeacdo do farmaco na
pele. Os eletrodos normalmente utilizados sdo os de prata e cloreto de prata para o
compartimento positivo e negativo respectivamente. A corrente aplicada, apesar de apresentar
baixa voltagem, inferior a da eletrdlise da dgua (evitando mudancas de pH na formulagdo), é
capaz de promover a permeacdo do farmaco através da pele por 2 mecanismos: a
eletromigracdo e a eletrosmose (Panchagnula et al., 2000; Marro et al., 2001; Kalia et al.,
2004; Gratieri; Gelfuso; Lopez, 2008).

A eletromigracdo baseia-se na repulsdo existente entre a formulagdo (ou o firmaco) e
o eletrodo de mesma carga no qual é aplicada a corrente elétrica. Esta repulsdo gera um
movimento ordenado de cargas em direcdo oposta ao eletrodo, ou seja, em direcdo a barreira
de permeacdo do firmaco, fazendo com que ocorra um aumento da permeagdo do mesmo. A
eletrosmose deve-se a condi¢@o natural na qual ocorre o fluxo de certo volume do solvente
devido a movimentagdo de cargas quando uma diferenca de potencial € aplicada sobre a pele.
Em condi¢des fisioldgicas a pele se encontra carregada negativamente e o fluxo de cations é
favorecido em relacdo ao fluxo de anions, prevalecendo o fluxo de solvente do eletrodo
positivo para o eletrodo negativo. Mas em condi¢des de pH abaixo do ponto isoelétrico da
pele (pl entre 4 e 4,5) (Merino et al. 1997), a pele pode apresentar caracteristica mais positiva,
favorecendo o transporte de 4nions e prevalecendo o fluxo de solvente do eletrodo negativo

para o positivo (Gratieri; Gelfuso; Lopez, 2008).



Devido a fluorescéncia emitida pela DOX em comprimento de onda em torno de 500
nm, a influéncia da iontoforese e das NLS na distribuicio e via de penetracdo da DOX na pele
pode ser avaliada por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL). Esta técnica, cujo
principio consiste na excitacdo de compostos fluorescentes (fluoréforos) com lasers de
diferentes comprimentos de ondas, com subsequente captura da emissdo da fluorescéncia em
regides espectrais especificas para cada substincia (Alvarez-Romaén et al., 2004), é capaz de
permitir a visualizacdo da DOX nas diferentes camadas de pele ao se avaliar a emissdo de
fluorescéncia caracteristica deste formaco, em contraste com o meio em que se encontra.

A MCVL ¢é uma técnica que tem ganhado importincia nos ultimos anos para a
obtencdo de imagens de alta resolugdo de amostras de pele (e outras origens), tendo
demonstrado potencial para se avaliar inclusive possiveis mecanismos de permeacdo de
diferentes sistemas de liberagdo na pele. Por exemplo, Verma et al. (2003) avaliaram a
influéncia do tamanho de diferentes lipossomas (120-810 nm) carregados com
carboxifluoresceina (fluoréforo hidrofilico) ou 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tertrametilindocarbo-
cianina perclorato (Dil, fluoréforo lipofilico) na permeacgéo cutinea desses firmacos. Através
da relacdo entre estudos de permeacdo e de visualizagdo da fluorescéncia por MCVL, Verma
e colaboradores demonstraram que existe uma relacdo inversa entre a capacidade de
permeacdo e marcagdo de fluorescéncia na pele e o tamanho dos lipossomas marcados. Em
outro estudo, Lopez ef al. (2011) comparou a permeacdo de “quantum dots” (QD), que sdo
particulas metalicas altamente fluorescentes, com diferentes cargas superficiais e tamanho
entre 10 e e 20 nm, em peles tratadas com ultrassom e lauril sulfato de sédio (US-LSS)
através de estudos de permeacdo e MCVL. Foi observado que a aplicacio de US-LSS
aumentou de 500% a 1300% a permeacgdo dos QD em relagéo a pele ndo tratada, sendo o QD
cationico (potencial zeta: 27,6+0,8 mV em pH 5) o de maior permeacdo. A MCVL permitiu a
observacdo dos QD em camadas profundas das peles tratadas com o US-LSS.

No entanto, para se avaliar a influéncia da iontoforese ou de qualquer outra estratégia
na penetracdo de NLS, que diferente dos QD ndo sdo fluorescentes, é preciso marcar a
nanoparticula com um fluoréforo. A fluorescéncia emitida pela fluor6foro marcado da NLS
deve também ser diferente da fluorescéncia emitida pelo farmaco que ela carreia para ser
possivel diferenciar a via de penetracio de ambos. Existem diversos estudos envolvendo
marcacdo de NLS na literatura. Uma técnica comumente utilizada para este fim € a ligacdo
quimica de um componente da NLS a um composto fluorescente. Sandri et al. (2010)
desenvolveu NLS associada a quitosana para carrear ciclosporina A para dentro das células da

cornea. Em seu estudo, além da caracterizagdo fisico-quimica das NLS desenvolvidas,



também foi estudada a captagdo celular das NLS por MCVL. Para isto, a quitosona foi ligada
quimicamente ao FITC (“Fluorescein Isothiocyanate”, Figura 3), um fluoréforo comumente
utilizado para a marcac@o de proteinas, e posteriormente utilizada para a produgdo das NLS.
Apesar do sucesso na visualizacdo de fluorescéncia em seus estudos na cérnea, e na
interpretacdo desta marcacdo como a préopria NLS, ja que a fluorescéncia estd “ligada” aos
componentes da particula, € necessario observar que este tipo de técnica apresenta uma
limitacdo para a interpretacdo de seus resultados. Ao ligar covalentemente um marcador,
como a fluoresceina (FITC), por exemplo, em um dos lipideos que compde a particula
modifica-se também a prépria estrutura quimica do componente, alterando suas intera¢des
intra e intermoleculares, estabilidade, e o proprio tamanho da molécula. Estas modificacdes
podem afetar diretamente a NLS desenvolvida, alterando inclusive mecanismos de permeacao
ou tempo de liberagdo do farmaco, quando comparada a NLS produzida sem a utilizacdo de
um componente marcado. Portanto, resultados de andlises envolvendo sistemas de liberacio
marcados desta maneira ndo devem ter seu comportamento comparado ao de outros
experimentos envolvendo o mesmo sistema ndo marcado, como se estes fossem exatamente

OS mesmos.
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Figura 3. Estrutura molecular do FITC, Peso Molecular de 389

Outra técnica comumente utilizada para a marcacdo de NLS é a adicio de um
marcador de fluorescéncia (normalmente lipofilico) diretamente na formulagdo, para que esta
substancia faca parte da composicio da mesma. Esta técnica, por utilizar uma baixa
quantidade de marcador (quando comparada a técnica de marcagdo por ligacdo quimica, na
qual se marca todo o componente lipidico da NLS), tende a influenciar muito pouco na matriz
do sistema nanoestruturado, além dessa modificacdo ser facilmente visualizada por analise de
parametros fisico-quimicos como tamanho e potencial zeta da particula, aumentando a
confiabilidade na comparagdo de resultados entre sistemas marcados e ndo marcados.
Entretanto, existe a desvantagem de néo se saber exatamente se o marcador se encontra dentro
ou ao menos em contato com o sistema de liberacdo, quando em condi¢des de

experimentacdo. Dentre os marcadores utilizados para este tipo de teste, o “nile red” € um dos



mais utilizados. Vighi er al. (2010) realizaram um estudo semelhante ao de Sandri er al.
(Sandri et al., 2010) no qual demonstraram a internalizacdo de NLS fluorescentes contendo
protamina em células COS-I. Para a marcagdo das NLS, entretanto, foi adicionado uma
solugdo metandlica contendo 200 uL de “nile red” diretamente na fase lipidica. Os autores,
posteriormente, avaliaram células incubadas com NLS fluorescentes por 12 horas por MCVL
e inferiram seus resultados em funcio da fluorescéncia do “nile red”, como parte da prdpria
NLS.

Em outro estudo, desenvolvido por Kiichler er al. (2009), foi comparada uma
formulag@o controle de uma emulsio de “nile red” com outros dois sistemas nanoestruturados,
sendo um de NLS e outro de multiniicleos dendriticos (“dendritic core-multishell” (CMS)),
ambos com “nile red” incorporado em sua formulacdo, quanto a interacdo destes sistemas
com a pele, assim como a sua capacidade de internalizacdo em queratindcitos humanos. Para
os estudos com a pele, peles tratadas com as formulagdes foram cortadas em cortes verticais
de 20 um e levadas para andlise em um microscépio de fluorescéncia invertido. A intensidade
de fluorescéncia emitida pelo EC, epiderme vidvel e derme, quando as amostras foram
excitadas com laser de 546 nm (leitura de emissdo em 585 nm) foi avaliada. Para os estudos
de internalizacdo, os autores utilizaram um MCVL para analisar queratindcitos tratados com
os sistemas nanoestruturados marcados. Novamente, o “nile red” foi utilizado como marcador
de fluorescéncia para a propria NLS e todos os resultados e interpretacdes partiram do
pressuposto de que o marcador estaria dentro da NLS e estavel.

Abdel-Mottaleb et al. (2011) compararam a permeacgdo de ibuprofeno através da pele
quando carreado por diferentes sistemas de liberacgao lipidicos e poliméricos. Foram estudadas
um total de 16 formulacdes, e destas, selecionadas 4 formulagdes com caracteristicas mais
proximas entre si para os estudos no MCVL. Destas 4 formulagdes foram selecionadas uma
de NLS (ndcleo: Witepsol H15), uma de nanocdpsula lipidica (nticleo: Mygliol 812), uma de
carreador lipidico nanoestruturado (nucleo: Mygliol 812+ Witepsol H15) e uma de
nanoparticula polimérica a base de PLGA. O ibuprofeno foi encapsulado nas nanoparticulas e
o corante “nile red” adicionado as formulacdes para ser visualizado na pele por MCVL. Os
resultados indicaram que todas as nanoparticulas lipidicas aumentaram a permeacdo e o fluxo
do farmaco através da pele em quantidades semelhantes, mas provavelmente por caminhos
distintos (Abdel-Mottaleb, er al. 2011).

Muitos outros estudos podem ser citados utilizando o “nile red” como marcador de
sistemas nanoestruturados (Jore et al., 2005, Roman et al., 2002, Roman et al., 2004, Roman

et al., 2005, ), da influéncia de técnicas fisicas promotoras de absor¢do de farmacos como a
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iontoforese ou a sonoforese (Guy et al., 1992, Turner et al., 1997, Roman et al., 2003) e da
influéncia de agentes promotores de absor¢do (Saunders et al., 1999). Entretanto, apesar de
bem estabelecida, a utilizagdo do “nile red” como marcador possui algumas limita¢des. O
“nile red” (Figura 4) é uma benzofenoxazona lipofilica conhecida pela forte fluorescéncia em
amplo espectro de emissdo quando dissolvida em solventes orginicos. No entanto, quando
disperso em meio aquoso, o composto perde toda sua cor e fluorescéncia. Além disso, o “nile
red” apresenta uma caracteristica conhecida como solvatocromismo, isso €, sua banda de
absorcdo de energia varia em relacdo a sua forma, posicdo espectral e intensidade dependendo
da natureza do solvente ou do meio onde ele esta disperso, como em preparacdes lipidicas
(microemulsdes, lipossomas, NLS, CLN). O mesmo ocorre com seu espectro de emissio,
tendo uma relacgdo direta com a apolaridade do meio em que o “nile red” se encontra (Jore et
al., 2005). Estas caracteristicas podem atrapalhar a detec¢do do mesmo e em alguns casos
levar a uma interpretacio equivocada de resultados.

Outro problema do Nile Red advém de seu amplo espectro de emiss@o. Em situacdes
onde sdo utilizados mais de um agente fluorescente em uma mesma formulacao para anélise, é
necessirio que estes compostos apresentem emissdes em regides diferentes, o que é mais
facilmente alcangado quando ambos componentes apresentam faixas estreitas e distantes de
fluorescéncia. Este é o problema especifico que inviabiliza a utilizagdo do “nile red” como
marcador para NLS encapsuladas com DOX, pois a regido de emissdo do corante inclui
regides de emissdo da DOX, o que dificulta ou até impossibilita a diferenciacdo de ambos por

MCVL.
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Figura 4. Estrutura Molecular do “nile red”. Peso Molecular de 318,37

Desta forma, um marcador “ideal” para as NLS contendo DOX deve ser suficientemente
apolar para se dispersar facilmente na fase lipidica da formulacio, ter peso molecular préximo
ao do FITC e ao do “nile red”, com regido de absorcdo e emissdo de fluorescéncia distintos da
DOX e da pele, além de alta intensidade de fluorescéncia. Dentro destes conceitos de um
corante “ideal” para a marcacdo da NLS carregada com DOX, o laboratério de Quimica
Heterociclica e Medicinal da FCFRP-USP sob a responsabilidade do professor doutor Fldvio

da Silva Emery desenvolveu uma série de compostos fluorescentes derivados do 4,4-Difluoro-
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4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (Figura 5). Este composto, mais conhecido pela sua
abreviatura BODIPY, se trata de uma pequena molécula apolar (cujo croméforo se apresenta
eletricamente neutro) conhecido como um corante de alta absorcao na regido do Ultra Violeta
(UV) e pela emissao de picos intensos e estreitos de fluorescéncia com altos rendimentos
quanticos em regides normalmente abaixo de 600 nm (Loudet; Burgess, 2007). Além disso,
seus derivados normalmente estdo relacionados a caracteristicas espectrais superiores a
corantes tradicionais como a fluoresceina, o “Texas Red” ou a tetrametilrrodamina (Ulrich;

Ziessel; Harriman, 2008).
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Figura 5. Estrutura molecular do BODIPY (4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno)

De uma ampla série de compostos desenvolvidos pelo Laboratério de Quimica
Heterociclica e Medicinal, um composto nomeado BODIPY FSE-8 (Figura 6) foi escolhido
como marcador padrio para as NLS fluorescentes deste projeto. Esta molécula foi selecionada
como modelo para os primeiros testes de marcac¢do por diversas razdes. A comecar pela
caracteristica fortemente apolar e planar (Figura 7) de seu niicleo, o que estabelece uma maior
afinidade do corante pela NLS, além de poder facilitar a sua acomodagdo no sistema
nanoparticulado sem a consequente desestabilizacdo do mesmo. O corante ainda apresentou
peso molecular de 330,2, préximo ao do “nile red”, j4 muito utilizado como marcador
fluorescente incorporado em sistemas de liberagdo. Além disso, apresentou forte estabilidade
a temperatura, luz e solventes organicos em testes prévios realizados pelo aluno Lucas
Rezende, no Laboratério de Quimica Heterociclica e Medicinal. Entretanto, entre todas as
caracteristicas, a razdo principal para a escolha do BODIPY FSE-8 foi a sua forte emissdo de
fluorescéncia em 522 nm, quando excitado em 512 nm, longe dos picos de emissdo mais
energético da DOX na faixa de 545-555 nm e 596 nm (itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2), e
suficientemente intenso para poder ser diferenciado da autofluorescéncia da pele quando

analisado por MCVL.
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Figura 7. Vista frontal e lateral do BODIPY FSE-8 em 3D.

2.  CONCLUSAO

Neste projeto foram desenvolvidos estudos in vitro e in vivo para se verificar a
influéncia da iontoforese e da encapsulacio da DOX em NLS na permeagdo do
farmaco através da pele.

Os estudos demonstraram que foi possivel desenvolver NLS (cotendo monoleina em
sua composicdo), adequadas para tratamento tépico cutdneo, a partir do método de
microemulsio associado a homogeneizacdo de alta pressdo. As NLS apresentaram tamanho
médio na faixa de 200 nm, potencial zeta por volta de 60 a 70 mV e PdI préximo a 0,2 e pH
4cido. Foi possivel, ainda, encapsular DOX nas NLS com uma taxa de eficiéncia de
encapsulacdo de 50%. Os estudos de integridade da pele frente ao pH 4cido, indicaram que a
acidez ndo levou a modifica¢cdes do EC que inviabilizassem os estudos, dentro das condi¢des

testadas (1 hora de permeacao passiva ou iontoforética). Além disso, a fim de se considerar o
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efeito da acidez na interpretagdo dos resultados, os estudos de encapsulacdo em NLS e de
iontoforese, foram realizados tendo como padrio de comparagdo, uma solugdo aquosa,
contendo os principais componentes do sistema nanoparticulado, acidificada até o pH 2,8.

Os estudos de permeacgdo passiva e iontoforética das NLS fluorescentes indicaram que
tanto a aplicacdo da NLS, quanto da iontoforese, levaram a uma melhora no perfil de
distribuicdo e permeacdo da DOX na pele. Esse efeito pode ser percebido tanto com a
aplicacdo isolada quanto conjunta de cada técnica, mas foi consideravelmente maior com a
associacdo das mesmas, indicando um efeito sinérgico entre elas.

Tanto os experimentos in vitro, quanto in vivo, demonstraram que a administragcdo da
DOX nas NLS aumentou a homogeneidade de distribuicdo do firmaco na superficie da pele
Além disso, ocorreram modificagdes na distribuicdo da DOX nas camadas mais profundas
da pele, que apontaram a presenca de aglomerados de fluorescéncia de DOX e BOD,
colocalizados. Essas regides indicam que a encapsulacdo favorece o acimulo da DOX (a
partir de NLS) em regides mais profundas da pele, levando possivelmente a uma liberacio
sustentada do farmaco por um maior periodo de tempo.

A aplicagdo da iontoforese também afetou a distribui¢do do farmaco, levando a
regides de transporte localizadas na superficie da pele, com grande acimulo de DOX nessas
regides. Aparentemente, a iontoforese aumentou a permeacdo da DOX nessas regides,
principalmente por favorecer a entrada do fiarmaco pelos apéndices cutaneos (foliculos
pilosos), apesar de algum grau de permeacdo transcelular ter sido observado na
iontoforese das NLS. Foi observado ainda que o principal mecanismo promotor de absorcio
da iontoforese, quando a mesma ¢ aplicada com as NLS positivas ou com a DOX ionizada na
solucdo d4cida, é a eletromigragdo. Além disso, as regides de transporte ndo-localizado
observadas apds administragdo da solucdo de DOX e BOD e da NLS, também apresentaram
sinais de fluorescéncia, mas com um perfil de distribui¢do e intensidade muito semelhantes
aos seus correspondentes na permeacdo passiva. As andlises quantitativas tanto in vitro,
quanto in vivo, indicaram que apesar da DOX ter apresentado algum nivel de permeag@o no
EC e epiderme vidvel em todas as formulagGes testadas, a permeacdo iontoforética das
NLS foi capaz de aumentar significativamente a permeacdo do farmaco até as camadas
mais profundas da pele. Este resultado reforca a ideia de que a associagdo da NLS e da
iontoforese apresenta efeito ‘“‘sinérgico” e benéfico, em relagdo a aplicacdo isolado de
cada técnica.

Por fim, pode-se concluir que o sistema desenvolvido neste projeto, aliando a

encapsulacio da DOX em NLS e a aplicagdo da iontoforese, apresentou resultados
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promissores como um futuro tratamento topico para o cancer de pele. Foi possivel aumentar
significativamente a distribuicio do farmaco nas diferentes camadas da pele, sem que
0 mesmo atingisse a corrente sanguinea. Isto aumenta a possibilidade de sucesso do
tratamento tépico, a0 mesmo tempo em que reduz os efeitos adversos sistémicos graves da

quimioterapia com a DOX.
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