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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver complexos de ciclodextrinas com o
agente fotossensibilizante altamente lipofilico cloro-aluminio ftalocianina (CIAIFc)
para possibilitar a solubilizacdo do farmaco em meio aquoso, melhorar sua
estabilidade fotodindmica e favorecer sua penetragdo cutanea para possibilitar o
uso na terapia fotodinamica (TFD) tépica de cancer de pele. Inicialmente, um
método analitico por HPLC foi desenvolvido e validado em termos de seletividade,
robustez, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo e recuperacao
para quantificacdo da CIAIFc recuperada de pele de suinos. A solubilidade da
CIAIFc em metanol, etanol e solucdo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4, foi
calculada como sendo 9,9 £ 2,8, 5,7 + 0,3 e 0,7 £ 0,4 mg/mL, respectivamente. Os
complexos foram formados com hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD) e, apos
andlise de diagrama de solubilidade, determinou-se a propor¢do de 20% de HP-
BCD no preparo do complexo. O complexo foi caracterizado por espectrofotometria
de absorcéo e emissao de fluorescéncia, confirmando que a CIAIFc mantém suas
caracteristicas fotodinamicas mesmo complexada. Andlises calorimétricas do
agente fotossensibilizante confirmaram sua estabilidade térmica sozinho e na
mistura de 1:1 (m/m) com a HP-BCD. Os ensaios de citotoxicidade com células de
cancer de pele melanoma da linhagem B16F10, no escuro, mostraram que as
concentracdes toxicas para CIAIFc e CIAIFc-HP-BCD sao de 39,06 e 625 ng/mL,
respectivamente. Com a aplicacdo da TFD na mesma linhagem celular, a HP-BCD,
reduziu discretamente a viabilidade celular em baixas concentracdes (1,56 e 6,25
mg/mL), mas reduziu para 37% quando utilizada a concentracédo de 25 mg/mL. A
ClAIFc livre reduziu em 67% a viabilidade celular em quaisquer concentragbes
analisadas (0,08; 0,31 e 1,25 mg/mL). No entanto, o complexo CIAIFc-HP-BCD
reduziu significativamente (p < 0,05) a viabilidade celular em 62% somente na
concentracdo de 1,25 mg/mL. Por fim, ensaios de permeacdo in vitro foram
realizados em células de difusdo do tipo Franz modificadas, em pele de orelha de
suinos e com o complexo em pH 7,4 por ter apresentado melhor estabilidade frente
a corrente elétrica. A utilizacdo de microagulhas sélidas antes da permeagéo nao
mostrou-se eficaz para aumentar a permeacao da CIAIFc complexada. No entanto,
a utilizacdo da técnica ndo-invasiva e indolor de iontoforese promoveu um aumento
de 2,3 vezes na penetracdo de CIAIFc e foi capaz de aumentar de maneira mais
rapida a penetracdo do farmaco para camadas mais profundas da pele se
comparado com o controle de permeacao passiva. Assim, o complexo CIAIFc-HP-
BCD foi uma alternativa viavel para a estabilizacdo e solubilizagdo de CIAIFc para
aplicacao na pele. A utilizacdo da iontoforese possibilitou um acumulo de agente
fotossensibilizante em camadas mais profundas da pele de maneira rapida e nédo
invasiva, possibilitando assim a TFD topica de tumores de pele.

Palavras-chave: Cloro-aluminio ftalocianina, lontoforese, Ciclodextrina, Complexo
de inclusdo, Tumor cutaneo, Terapia fotodinamica.



ABSTRACT

This work aimed to develop cyclodextrin complexes with the highly lipophilic
photosensitizing agent chloro-aluminum phthalocyanine (CIAIFc) to enable the
solubilization of the drug in agueous media, improve its photodynamic stability and
favor its skin penetration to favor its use in topical photodynamic therapy (PDT) of
skin cancer. Initially, an HPLC analytical method was developed and validated in
terms of selectivity, robustness, linearity, detection limit and quantification, precision
and recovery for quantification of recovered CIAIFc from porcine skin. The solubility
of CIAIFc in methanol, ethanol and 5% Tween® 20 aqueous solution, pH 7.4, was
calculated to be 9.9 £ 2.8, 5.7 £ 0.3 and 0.7 £ 0.4 mg/mL, respectively. Complexes
were formed with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-BCD) and, after analysis of
solubility diagram, the ratio of 20% HP-BCD in the complex preparation was selected
for use. The complex was characterized by absorption spectrophotometry and
fluorescence emission, confirming that the CIAIFc maintains its photodynamic
characteristics even complexed. Calorimetric analyzes of the photosensitizing agent
confirmed its thermal stability alone and in the 1:1 (w/w) mixture with HP-BCD.
Cytotoxicity assays with melanoma skin cancer cells from the B16F10 line in the
dark have shown the toxic concentrations for CIAIFc and CIAIFc-HP-BCD are 39.06
and 625 ng/mL, respectively. With the application of PDT in the same cell line, HP-
BCD, discreetly reduced cell viability at low concentrations (1.56 and 6.25 mg/mL),
but reduced to 37% when used at 25 mg/mL. Free CIAIFc reduced cell viability by
67% at any of the concentrations analyzed (0.08, 0.31 and 1.25 mg/mL). However,
the CIAIFc-HP-BCD complex significantly reduced (p <0.05) cell viability by 62% at
the concentration of 1.25 mg/mL alone. Finally, in vitro permeation assays were
performed on modified Franz-type diffusion cells in porcine ear skin and with the
complex at pH 7.4 because it presented better stability against the electric current.
The use of solid microneedles prior to permeation has not shown to enhance the
permeation of complexed CIAIFc. However, the use of the noninvasive and painless
iontophoresis technique promoted a 2.3-fold increase in the penetration of CIAIFc
and was able to increase the penetration of the drug more rapidly to deeper layers
of the skin when compared to the control of passive permeation. In this way, the
complex CIAIFc-HP-BCD seems to be a viable alternative for the stabilization and
solubilization of CIAIFc for application to the skin. The use of iontophoresis enabled
the accumulation of photosensitizing agent in deeper layers of the skin in a fast and
non-invasive way, thus favoring the topical PDT of skin tumors.

Keywords: Chloro-aluminum phthalocyanine, lontophoresis, Cyclodextrin,
Inclusion complex, Skin cancer, Photodynamic therapy.
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1. Introducéo

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica que vem sendo
investigada clinicamente para o tratamento localizado de varias patologias
cancerigenas ou pré-cancerigenas, como queratose actinica, doenga de Bowen’s,
carcinoma de células escamosas e carcinoma basocelular (LEE e KLOSER, 2013;
WESTERS-ATTEMA et al., 2015). Na TFD topica, um agente fotossensibilizante é
administrado ao paciente através da pele e se acumula no tecido afetado pelo
tumor; essa area é entdo exposta a luz no comprimento de onda de absorcéo
maxima do fotossensibilizante. Apds a irradiacdo, o agente fotossensibilizante
absorve fotons e inicia uma reacdo fotoquimica produzindo espécies de oxigénio
altamente reativas (como 'O2) no local. Essas espécies sdo responsaveis pela
morte do tecido em tratamento por meio de uma complexa reacéao bioquimica em
cascata (ROBERTS e CAIRNDUFF, 1995).

A liberacdo do agente fotossensibilizante diretamente no local de acéao,
aliada ao fato de a TFD ser extremamente seletiva ao tecido tumoral, faz desse tipo
de estratégia uma das mais vantajosas, se comparada a outras abordagens mais
comumente utilizadas no tratamento do cancer de pele, como cirurgia, radioterapia
ou quimioterapia, uma vez que nao é invasiva e se minimizam efeitos adversos e
toxicos importantes para o paciente, como nausea, vomitos, perda de cabelo e
fragueza, que comprometem o sucesso da terapia.

As ftalocianinas sdo agentes fotossensibilizantes de segunda geracéo, que
tém mostrado uma alta eficiéncia fotodindmica no tratamento de tumores, além de
apresentarem efeitos fototdxicos adversos reduzidos (BEEBY et al., 2001) e alta
afinidade ao tecido tumoral (SEKIYA et al., 1988). Essas moléculas possuem uma
meia-vida na forma de tripleto aumentada em relacdo a compostos de geracdes
anteriores, o que favorece sua reagcdo com o substrato. A fotossensibilidade
cutanea resultante da administracdo de ftalocianinas tem mostrado também ser
bem menos acentuada do que com o Photofrin 1I®, que é um agente
fotossensibilizante comercial de primeira geracdo. A cloro-aluminio ftalocianina
(CIAIFc) é um agente fotossensibilizante relativamente novo, que se destaca por
mostrar alta eficiéncia fotodinamica (TAPAJOS et al., 2008; LONGO et al., 2009;
ROCHA et al., 2012; BICALHO et al., 2013; MUEHLMANN et al., 2014).



A maior limitagdo para a aplicagdo topica das ftalocianinas, incluindo a
CIAIFc, é o fato de serem substancias muito lipofilicas que, além de apresentarem
alta taxa de agregacéo, o que reduz seu efeito fotofisico, dificilmente atravessam a
pele em quantidades suficientes para se obter efeito bioldgico adequado (YOSHIDA
e ROBERTS, 1992). Entre os varios métodos empregados com o intuito de
aumentar a penetracdo cutanea de farmacos — como adicdo de promotores
cutaneos a formulacdo ou sua incorporacdo em sistemas nanoparticulados —, a
iontoforese e a aplicagcdo de microagulhas sdo estabelecidas como estratégias
muito promissoras para estimular a penetracao tépica e transdérmica de moléculas
(JADOUL et al.,, 1999; KANIKKANNAN et al., 1999; GRATIERI et al., 2008;
GELFUSO et al., 2008, 2011, 2013).

As microagulhas sdo pequenas agulhas de dimensBes micrométricas
utilizadas para perfurar o estrato cérneo (EC), que € a camada de protecdo mais
externa da epiderme que limita a permeacao de farmacos para o tecido subcutaneo.
A abertura de pequenos orificios somente no EC e epiderme viavel, facilita o uso
da via transdérmica com a liberacdo de moléculas grandes que teriam dificuldade
em transpor a barreira do EC, além de ser uma terapia nao invasiva e indolor, por
nao atingir regides vascularizadas da derme (REIS et al., 2014). Ainda assim, a
CIAIFc deve estar inserida em uma formulacao que impeca sua agregacao e facilite
sua administracdo na pele microporada.

Ja a iontoforese trata-se de um método fisico ndo-invasivo e seguro, que
consiste na aplicagdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade, a qual propicia
a liberacao de moléculas carregadas ou ndo carregadas para a pele (LOPEZ et al.,
2004). Muitos estudos ja relatam o sucesso ao utilizarem a iontoforese para
aumentar a penetragcdo de compostos fotoativos, como porfirinas, 5-ALA e a
ftalocianina tetrassulfonada (LOPEZ et al., 2003; GELFUSO et al., 2008; GELFUSO
et al., 2011; SOUZA et al., 2011). No entanto, a aplicacdo da iontoforese para
melhorar a liberacdo de compostos altamente lipofilicos, como € o caso da CIAIFc,
€ bastante limitada devido a baixa solubilidade em agua e auséncia de carga
elétrica dessa molécula.

A baixa solubilidade aquosa da CIAIFc pode ser contornada complexando o
agente fotossensibilizante com ciclodextrinas (CD). CD sé&o oligossacarideos

ciclicos com forma espacial tronco-conica que apresentam superficie externa



hidrofilica e cavidade central lipofilica, com larga aplicacdo na érea de liberacéo de
farmacos. Isto ocorre porque as CD conseguem aumentar solubilidade,
estabilidade, seguranca e biodisponibilidade de varias substancias utilizadas na
terapéutica (ZHANG e MA, 2013). Além disso, alguns complexos de CIAIFc em (-
CD demonstraram melhorar as caracteristicas fotofisicas dessa molécula (SILVA
et al.,, 2011). No entanto, at¢ o momento, a permeacao tépica do agente
fotossensibilizante ainda néo foi determinada.

Para tornar a CIAIFc mais adequada para administragéo tOpica e propicia
para sofrer influéncia da iontoforese em sua penetracado cutanea, esse trabalho
prop6s o desenvolvimento de complexos do agente fotossensibilizante CIAIFc com
CD, de modo a aumentar a solubilidade do agente fotossensibilizante e entdo
possibilitar seu acumulo no tecido tumoral. De acordo com a literatura, essa
também é a primeira vez que a iontoforese de um complexo contendo um agente

fotossensibilizante serd investigada para promover sua penetracao cutanea.



2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar complexos de
CIAIFc com ciclodextrina e avaliar o efeito da iontoforese e de microagulhas para
promover a penetragdo cutanea desses complexos, visando um tratamento de

tumores cutaneos mais seguro e ndo invasivo baseado em terapia fotodinamica.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Padronizar e validar um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) com deteccdo no UV/Vis para quantificar a CIAIFc extraida
da pele e dar suporte ao desenvolvimento das formulacgées;

e Determinar a solubilidade da CIAIFc;

e Obter e caracterizar os complexos da CIAIFc com HP—BCD (CIAlIFc-HP—BCD);

e Caracterizar a atividade fotodinamica do complexo CIAIFc-HP—3CD;

e Avaliar in vitro a atividade citotoxica do complexo CIAIFc-HP—BCD com e sem
aplicacéo de luz, frente a linhagem celular de cancer de pele melanoma;

o Verificar a estabilidade elétrica da CIAIFc e do complexo CIAIFc-HP—BCD;

e Estudar in vitro a permeacéao da CIAIFc com utilizacdo de microagulhas a partir

do complexo CIAIFc-HP—BCD;

e Estudar in vitro a permeacéao iontoforética da CIAIFc a partir do complexo CIAIFc-

HP—BCD.



3. Revisao da literatura

3.1. Cancer
O cancer pode ser definido como um conjunto de doencas proveniente de uma

proliferacdo anormal, desordenada e complexa de células (INCA, 2018), que
formam um tecido tumoral heterogéneo com varios niveis de diferenciacdo e
proliferacdo celular, vascularizacdo, inflamacao e invasividade (HANAHAN e
WEIBERG, 2011). Sabendo que existem mais de 100 tipos diferentes de cancer e
subtipos de tumores que podem se espalhar por todas as regides do corpo (INCA,
2018), seis alteracdes na fisiologia celular podem justificar todos, ou quase todos
os casos de crescimento maligno (HANAHAN e WEIBERG, 2000 e 2011). Essas
alteracbes podem ser resumidas em:

1. Auto suficiéncia em sinais de crescimento: as células tumorais geram seus
proprios sinais de crescimento e, portanto, possuem menor dependéncia de
estimulo do microambiente, interrompendo assim um mecanismo homeostético que
garante um comportamento adequado das células dentro de cada tecido;

2. Insensibilidade aos sinais de inibicdo do crescimento: perda dos sinais
antiproliferativos para manter as células quiescentes, a homeostase do tecido e
para bloquear a proliferacao;

3. Evasédo de programacao de morte celular (apoptose): células cancerigenas
possuem resisténcia adquirida contra a apoptose devido a perda do regulador
proapoptético atraves da mutacdo do gene p53;

4. Potencial replicativo ilimitado: células normais possuem potencial replicativo
finito, chamado de senescéncia (interrupcdo do crescimento/duplicacao celular). No
cancer, a senescéncia pode ser contornada pela desativacdo da proteina
supressora do tumor p53;

5. Angiogénese sustentada: as células cancerigenas formam sua rede de
capilares e vasos sanguineos para fornecimento de oxigénio e nutrientes para a
proliferacéo celular descontrolada;

6. Invasdo e metastase de tecido: células cancerigenas escapam da massa
tumoral e invadem novos tecidos onde ha mais espaco e nutrientes que o local
inicial. A metédstase dependera da ocorréncia das cinco caracteristicas citadas

anteriormente.



As caracteristicas das células cancerigenas geram massas tumorais que
podem acometer qualquer tecido ou 6rgado do corpo humano (INCA, 2018). De
acordo com o American Cancer Society (2018), ha uma estimativa de 1.735.350
novos casos de cancer nos Estados Unidos para o ano de 2018, com 609.640
mortes. Esses dados indicam a descoberta de trés novos casos e uma morte por
minuto no pais.

No Brasil, o cancer de pele corresponde a mais de 30% de todos os tipos de
neoplasias diagnosticadas, sendo o de maior incidéncia e menor mortalidade
(INCA, 2018; SBD, 2018). Desse total, 171.840 novos casos de cancer de pele
melanoma e ndo-melanoma sdo esperados, com a estimativa de 2.316 mortes
entre homens e mulheres. Os dados estatisticos para cancer de pele melanoma e
ndo-melanoma no pais fornecidos pelo INCA para o ano de 2018 podem ser
observados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Dados estatisticos de estimativa de novos casos e numero de mortes
com canceres de dele dos tipos melanoma e ndo-melanoma para o ano de 2018
(FONTE: INCA, 2018).

Melanoma N&o-melanoma
Homens Mulheres Homens Mulheres
Estimativa de novos casos 2920 3340 85170 80410
Numero de mortes 903 644 1000 769

3.1.1. Cancer de pele
O principal fator de risco modificavel para o cancer de pele é a exposi¢cao

excessiva aos raios UV, principalmente, entre o periodo de 10 h e 14 h quando a
incidéncia desses raios € maior (KARAGAS et al., 2007). Estudos apontam que a
reducdo da exposicdo ao sol durante a infancia e adolescéncia poderia reduzir em
78% o risco de desenvolver cancer de pele ndo-melanoma ao longo da vida
(GELLER et al., 2002), porque ha uma correlagcdo entre a exposicdo
acumulativa/crénica ao sol e o cancer de pele (CHANG et al., 2010). Embora a
exposicao total e ocupacional ao sol pareca estar associada principalmente ao

desenvolvimento do carcinoma de células escamosas (CCE), tanto o melanoma



maligno quanto o carcinoma basocelular (CBC) estdo associados a exposicéo ao
sol ndo ocupacional ou recreativa (KWASNIAK e GARCIA-ZUAZAGA, 2011).

O cancer de pele pode ser definido pelo crescimento anormal e
descontrolado das células que compdem a pele. Esse tipo de cancer pode ser
dividido em dois grandes grupos: o Melanoma e o Nao-Melanoma. Este ultimo
grupo engloba o cancer de Células de Merkel, Linfoma de pele, Sarcoma de Kaposi,
CBC e CCE, sendo os dois ultimos os de maior incidéncia (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018).

O melanoma, melanoma maligno ou melanoma cutaneo é um cancer
formado a partir dos melandcitos (Figura 1A). Essas células sdo as responsaveis
pela producédo da melanina, que pigmenta a pele, além de proteger camadas mais
profundas da pele de alguns efeitos nocivos do sol (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018). Geralmente, s&o identificados como sinais ou pintas
assimétricas, com borda irregular, cor variavel, diametro maior que 6 mm e
evolucdo de mudancas dessas caracteristicas, como pode ser observado na Figura
1B. Apesar de representar apenas 3% das neoplasias malignas de cancer de pele
€ possuir maior ocorréncia em pessoas de pele clara, ele € um dos mais graves por

apresentar altos indices de metastase (INCA, 2018).
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Figura 1 — Camadas da pele indicando a célula de melandcito (A) e melanoma com
suas caracteristicas habituais como pinta assimétrica, com borda irregular, cor
variavel e diametro maior que 6 mm (B) (Adaptado de GORDON, 2013).
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O CBC é o cancer mais comum dentro da neoplasia classificada como néo-
melanoma. A maioria deles resulta de dano no DNA sofrido por exposi¢cao ao sol

recreativa intermitente (ARMSTRONG e KRICKER, 2001) e, aproximadamente,



65% dos casos apresentam mutac&do no gene PTCH. O restante tem mutagdes em
genes associados com a mesma cascata de sinalizacdo (HUTCHIN et al., 2005).
Todos sao localmente invasivos, mas dificilmente um CBC evolui para a metastase
porque o crescimento das células cancerigenas é altamente dependente de um
estroma especifico consistindo de tecido conjuntivo solto com fibroblastos dérmicos
e fibras de colageno finas. Dentro deste tecido, as células danificadas expressam
metaloproteinases e colagenases que degradam o tecido circundante (LEE e
MILLER, 2009).

Os CBC se desenvolvem principalmente nos locais com maior nimero de
unidades polissebaceas, explicando o porqué da alta incidéncia de 80% em regifes
de cabeca e pescoco e 15% no tronco. Ndo had um padrdo de crescimento
histolégico caracteristico e nem uma lesdo precursora. Portanto, o CBC pode ter
diferentes apresentagfes clinicas e histopatoldgicas (Figura 2). Os principais
subtipos clinicos sdo os nodulares, superficiais e infiltrantes, sendo os nodulares
responsaveis por 60% de todos os casos. Quando nao tratado, esse tumor com
pigmento azul, marrom ou preto pode crescer lentamente até muitos centimetros,
destruindo o tecido local circundante, cartilagem e osso. Os de caracteristicas
superficiais possuem um padrao de crescimento, predominantemente crescimento
horizontal como placas finas eritematosas, podendo se tornar invasivos com o0
tempo. Por fim, os CBC infiltrantes sé@o vistos como placas vermelhas ou brancas
indeterminadas, com bordas sem definicdo e levemente elevadas, muitas vezes
confundida com cicatrizes (RUBIN et al., 2005; LEE e MILLER, 2009).

Ja o CCE € um cancer de pele ndo-melanoma mais agressivo do que o CBC.
A exposicao da pele normal a quantidades significativas de radiacdo solar, gera
danos do DNA com muta¢des do gene p53 — com producédo de células tumorais
resistentes a apoptose -, ocasionando uma expansdo e replicagcdo de
gueratinécitos (LEE e MILLER, 2009). Acredita-se que o CCE seja iniciado com
apenas um queratinécito (PONTEN, 1998) e, apés seu desenvolvimento ao longo
do tempo, mutacbes afetam genes importantes na proliferacdo celular,
diferenciacdo, migracdo e apoptose. Esse processo € vantajoso para o crescimento
seletivo das células cancerigenas, ocasionando uma maior instabilidade genética

e, consequentemente, uma maior capacidade de metastase (LEE e MILLER, 2009).



O CCE pode ser benigno ou maligno, apresentar diferencas clinicas e
diferentes graus de invasividade, podendo evoluir de CCE local para invasivo e, por
fim, metastatico. A proporcdo de CCE cutaneo com metastase €é de
aproximadamente 4% (BRANTSCH et al., 2008). A queratose actinica, € uma
doenca pré-cancerigena, caracterizada como uma lesdo priméaria que apresenta
uma placa eritematosa em diferentes tonalidades de branco ou amarelo. Estima-se
gue de 5 a 10% de queratoses actinicas evoluam para CCE (PATEL et al., 2011).
O estagio prematuro e nao invasivo do CCE é conhecido como Doenca de Bowen
e apresenta uma placa eritematosa, escamosa e ligeiramente elevada. O CCE
invasivo pode crescer lento ou rapidamente e é caracterizado como papulas, placas
ou noédulos eritematosos, muitas vezes, com ocorréncia de sangramentos
intermitentes (Figura 2). As lesfes nao tratadas podem tornar-se induracdes
hiperqueratoticas e, as vezes, ulcerativas. Os queratoacantomas sdo uma varia¢ao
de CCE que apresentam um nodulo de crescimento rapido com uma cratera central
com muito material querationoso, similar a um vulcdo (LEE e MILLER, 2009).
Devido a variacbes e possiveis evolugcbes do CCE, a deteccao clinica precoce

permite o tratamento correto e evita a invasédo e metastase do tumor.

Exposicao
excessiva ao sol

Hiperproliferaciao CBC

Pele normal

Aparéncia clinica Histologia

Queratose actinica

CCE

Figura 2 — Esquema com evolugéao do carcinoma basocelular (CBC) e carcinoma
de células escamosas (CCE) a partir da pele normal e integra, exemplificando uma
das possiveis aparéncias clinicas e sua respectiva histologia (Adaptado de
LUCENA et al., 2015).
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3.1.2. Tratamentos convencionais para o cancer de pele
O tratamento adequado para o cancer de pele deve levar em consideracao

a idade e saude geral do paciente, o estagio e extenséo do cancer e a probabilidade
de melhora ou cura dependendo da terapia (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2018), sabendo que todos os tratamentos possuem vantagens e desvantagens. Os
tratamentos para canceres superficiais utilizam a criocirurgia, curetagem e
cauterizacdo, entre outros. Quando ha uma neoplasia mais grave, a terapia pode
ser resumida em cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia, sendo as duas ultimas
utilizadas também como adjuvantes da opcao cirurgica ou dos tratamentos locais.

A radioterapia é, geralmente, utilizada para o tratamento de tumores
malignos solidos (BROWN et al., 2004) e, dentre os efeitos indesejados, a
irradiacéo dos tecidos vizinhos pode aumentar a probabilidade de ocorréncia de um
segundo tumor ou, ainda, desenvolvimento de leucemia (MASSAMS et al., 2011).
A guimioterapia é o tratamento recomendado aos pacientes com neoplasias em
estagio avancado, metastase ou risco de recidivas. No entanto, a inespecificidade
dos agentes quimioterapicos para células neoplasicas levam os pacientes a
sofrerem com os diversos efeitos colaterais devido a sua toxicidade, além de
ocorrer resisténcia frente ao tratamento (INCA, 2013). As altas taxas de eventos
adversos induzidos pela guimioterapia sistémica muitas vezes representam um
fator limitante para o sucesso global do tratamento.

Em tratamentos tépicos, como na curetagem, o tecido tumoral é raspado até
uma camada integra de derme. A técnica é rapida e econbmica para lesbes
superficiais como de CBC, mas ndo ha precisdo nas bordas do tumor. Estudos
relatam taxa de cura global variando de 91 a 97% em 5 anos (ROWE et al., 1989;
BARLOW et al., 2006). No entanto, outros estudos relataram taxas de 19 a 27% de
recorréncia (THISSEN et al.,1999; JULIAN et al., 2009). A técnica da curetagem é
efetiva para tumores de baixo risco, mas ndo é recomendada para tratar areas com
muito crescimento capilar, depende da habilidade e experiéncia de pessoa
capacitada para distinguir a derme normal do tecido tumoral e, por fim, deve-se
realizar biopsia do tecido tumoral retirado para garantir que nao existam
caracteristicas patolégicas de alto risco que exijam a combinacéo de outra terapia
(BICHAKJIAN et al., 2016).
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Nesse cenario, a terapia fotodindmica (TFD) apresenta-se como uma
modalidade nova e mais segura como tratamento de primeira linha ou neoadjuvante

de cancer de pele.

3.2. Terapia fotodinamica
Na TFD topica ou sistémica, um agente fotossensibilizante é administrado

ao paciente através das vias epidérmicas ou intravenosa, respectivamente, e se
acumula no tecido afetado pelo tumor, mas sem nenhum efeito terapéutico. Essa
area € entdo exposta a luz no comprimento de onda de absorcdo maxima do
fotossensibilizante (Figura 3). Apés a irradiacdo, o agente fotossensibilizante
ativado absorve fotons e inicia uma reacdo fotoquimica produzindo espécies
reativas de oxigénio (ERO) no local, que sao toxicas as células cancerigenas e
inibem o crescimento tumoral (HENDERSON e DOUGHERTY, 1992; DOLMANS et
al., 2003; CALZAVARA-PINTON et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015).

4

Laser
A maximo

Liberacao transdérmica do fotossensibilizante

Estrato corneo

Epiderme ©

Derme

N
Resposta imune antitumoral

Figura 3 — llustracao da aplicagéo da TFD em céncer de pele melanoma. Incidéncia
de laser no comprimento de onda de absorcdo maxima do agente
fotossensibilizante apds sua permeacgéo na pele (adaptado de BEACK et al., 2015).

Na TFD, ap6s a absorcao de luz, o agente fotossensibilizante € excitado e
sai do seu estado fundamental (1 PS) e vai para o estado singleto (1 PS*). Em
seguida, ele pode retornar ao estado fundamental, emitindo energia por

fluorescéncia ou ir para o estado excitado de tripleto (3 PS*). Nesse ultimo estado
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de tripleto, pigmentos organicos possuem niveis de energia compativeis para
transferir energia para o oxigénio molecular (O2). Assim, o Oz que ocorre
naturalmente no estado tripleto (3 Oz) é excitado pelo agente fotossensibilizante (3
PS*), indo para o estado singleto (1 O2*). O estado singleto forma ERO altamente
reativas as moléculas bioldgicas, causando destruicdo celular. Esse mecanismo é
conhecido como mecanismo de reacao tipo II. No mecanismo de reacao do tipo |,
0 3 PS* pode interagir diretamente com a membrana celular e formar radicais com
a transferéncia de um elétron. Os radicais formados entdo reagem com 0 oxigénio
para formar ERO, que inibira o crescimento celular no local (HENDERSON e
DOUGHERTY, 1992; DOLMANS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2015) (Figura 4).

Mecanismo)
Tipol

(4] | Agente fotossensibilizante | (
. @ = Radicais ou
Reacdo tipo | I Reacdo tipo Il I ey ::; lons Radicais
- PS C uzamento
| ntersistemas
m Morte celular

Radicais
s’ aoz
s + "0,

ions radicais
! ( Mecamsmo)
Produtos de Produtos de 1ps ,’ Tipoll

oxidagao oxidacao

Figura 4 — Esquema simplificado dos mecanismos de reag&o do tipo | e Il das
espécies reativas de oxigénio mediadas por luz (adaptado de DOLMANS et al.,
2003 (A); fonte: OLIVEIRA et al., 2015 (B)).

Por definicdo, os trés estados eletronicamente excitados, superiores ao
oxigénio molecular, sdo conhecidos como oxigénio singleto (MACHADO, 2000). O
oxigénio singleto é o principal agente citotoxico na TFD e seu tempo de vida varia
de acordo com o solvente que esté inserido, sendo inferior a 0,04 us em sistemas
biolégicos (MOAN e BERG, 1991).

As ERO induzem a necrose e apoptose celular devido a oxidacéao de lipidios,
aminoacidos e proteinas, danificando as membranas plasmaticas, organelas
celulares e, principalmente, causando a inibicdo das enzimas mitocondriais,
alterando a permeabilidade e transporte entre 0os meios intra e extra celular
(ROBERTS e CAIRNDUFF, 1995; MORTON, 2004; CALZAVARA-PINTON et al.,
2007).
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A TFD tépica vem sendo investigada clinicamente para o tratamento
localizado de vérias patologias cancerigenas ou pré-cancerigenas, como queratose
actinica, doenga de Bowen’s, CCE e CBC (LEE; KLOSER, 2013; WESTERS-
ATTEMA et al., 2015, CHOI et al., 2017), além de outros tratamentos cutaneos
como acne, fotoenvelhecimento, verrugas, leishmaniose ou psoriase (ISSA e
MANELA-AZULAY, 2010).

Guias internacionais descrevem os protocolos de como a TFD topica deve
ser utilizada na préatica clinica de acordo com cada patologia, baseado nas
experiéncias clinicas bem sucedidas. Inicialmente, o paciente lava a area a ser
tratada com adgua e sabéo e € passado algodao com alcool para a limpeza completa
da regido. Em seguida, é administrado o agente fotossensibilizante no local e
espera-se de 30 min a 4 h para permeacao. Posteriormente, é aplicada luz em
doses que variam a fluéncia de 10 a 150 J/cm? por, aproximadamente, 20 min. Por
fim, a area €& novamente lavada para remocdo de residuos do agente
fotossensibilizante. As variaveis de cada protocolo dependem da area com a
neoplasia, do tipo de lesdo e do agente fotossensibilizante utilizado (BRAATHEN
et al.,, 2007; MORTON et al., 2015; OZOG et al., 2016). Em 2011, um consenso
internacional foi publicado sobre a TFD com a luz do dia (TFD-D) (WIEGELL et al.,
2011), onde é utilizado protetor solar sobre a area lesionada e, em seguida, aplica-
se 0 agente fotossensibilizante. Apds a permeacédo, 0s pacientes sdo expostos a
luz solar e, ao término da exposicdo removem O excesso de agente
fotossensibilizante e reaplica-se o protetor solar.

No Brasil, o INCA iniciou um estudo clinico com 70 instituicGes em mais de
6 mil pacientes com o objetivo de definir um protocolo do uso da TFD para o
tratamento de CBC (INCA, 2012). Além deste, a literatura apresenta estudos
clinicos realizados no Brasil (RAMIREZ et al., 2014) e, principalmente em S&o
Paulo (GRINBLAT et al., 2014) que mostram alta eficacia do uso da TFD e TFD-D
para cancer de pele ndo-melanoma, com a reducdo de até 86% das lesbes
superficiais.

Como mencionado anteriormente, a liberacdo do agente fotossensibilizante
diretamente no local de acgéo, aliada ao fato da TFD ser extremamente seletiva ao
tecido tumoral, faz desse tipo de estratégia uma das mais vantajosas, se

comparadas a outras abordagens mais comumente utilizadas no tratamento do



14

cancer de pele, uma vez que nado € invasiva e se minimizam efeitos adversos e

toxicos importantes que comprometem o sucesso da terapia.

3.2.1. Agentes fotossensibilizantes
A TFD é baseada na combinacao tripla do agente fotossensibilizante,

estimulo por luz e oxigénio. Os agentes fotossensibilizantes devem apresentar
caracteristicas fotofisicas favoraveis a TFD como ser solivel em agua ou em
solvente aquoso ndo toxico, ter baixa toxicidade na auséncia de luz, ter
fotossensibilidade ndo prolongada e farmacocinética que favoreca a eliminacdo do
corpo evitando e necessidade de proteger a pele apds o tratamento. Ainda, o
agente fotossensibilizante deve possuir baixa agregacdo em solugdes aquosas e
matrizes biolégicas para ndo haver reducdo da eficiéncia fotoquimica e,
principalmente, alta seletividade e penetragcdo no tecido doente em relacdo ao
tecido sadio (CASTANO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2015). A seletividade dos
agentes fotossensibilizantes as células tumorais ja ocorre devido a associacao dele
com lipoproteinas do plasma, que possuem um alto nimero de receptores de
lipoproteinas de baixa densidade e, o transportam para as células anormais
(MACHADO, 2000).

A molécula utilizada como agente fotossensibilizante para aplicagéo da TFD
deve possuir bandas de absorcdo em comprimentos de onda na regido do
vermelho, variando entre 600 e 850 nm (CASTANO et al., 2004; PLAETZER et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2015). Essa regido € conhecida como janela otica
fototerapéutica (Figura 5). Comprimentos de onda menores possuem menor poder
de penetracdo na pele, enquanto em comprimentos de onda maiores ndo ha
transferéncia de energia para as moléculas de oxigénio a partir do estado tripleto
PS. Ou seja, irradiagdes nesses comprimentos de onda proporcionam penetragdes
de 5 a 20 mm, ndo ha interferéncia dos cromoforos bioldgicos naturais da pele e as
lesbes podem ser tratadas adequadamente (CASTANO et al., 2004; PLAETZER et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015).
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Figura 5 — Janela Gtica para aplicacdo de TFD, através de espectros de absorcao
de cromdéforos importantes teciduais: &gua, desoxihemoglobina (Hb),
oxihemoglobina (HbO2) e melanina (adaptado de CASTANO et al., 2004,
PLAETZER et al., 2009).

Compostos quimicos das classes das porfirinas, clorinas e ftalocianinas tém
caracteristicas fotofisicas ideais para a aplicacdo de TFD. Esses grupos de
moléculas apresentam comprimento de onda de méxima absorcao de luz na regido
compreendida entre 600 e 750 nm e bons rendimentos de oxigénio singleto
(OLIVEIRA et al., 2015). A cloro-aluminio ftalocianina (CIAIFc) foi o agente
fotossensibilizante utilizado neste trabalho uma vez que suas propriedades

contribuem para o sucesso do tratamento de cancer de pele por meio de sua TFD.

3.3. Cloro-aluminio ftalocianina
As ftalocianinas sé@o agentes fotossensibilizantes de segunda geracéo,

sintetizadas a partir de uma reacao de tetramerizacdo de derivados de ftalimidas,
anidrido ftalicos, derivados de idoindois ou ftalonitrilos. Elas possuem quatro grupos
com compostos aromaticos geralmente com conformacao planar, alta conjugacao
eletrGnica e apresentam bandas de absorc¢éo na regiao de 600 a 750 nm, ideal para
aplicagcédo da TFD (BONNETT, 1995; OLIVEIRA et al., 2015). As ftalocianinas tém
mostrado uma alta eficiéncia fotodinamica no tratamento de tumores, além de

apresentarem efeitos fototoxicos adversos reduzidos (BEEBY et al., 2001) e alta
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afinidade ao tecido tumoral (SEKIYA et al., 1988). Essas moléculas possuem uma
meia-vida na forma de tripleto aumentada em relacdo a compostos de geracdes
anteriores, o que favorece sua reacdo com o substrato. A fotossensibilidade
cutanea resultante da administracdo de ftalocianinas tem mostrado também ser
bem menos acentuada do que com o Photofrin 1I®, que é um agente
fotossensibilizante comercial de primeira geracao.

Ftalocianinas complexadas com elementos como zinco, aluminio e silicio
apresentam atividade anti-tumoral (BONNETT, 1995). A ClAlFc (Figura 6) é um
agente fotossensibilizante, que se destaca por mostrar alta eficiéncia fotodinamica
(TAPAJOS et al., 2008; LONGO et al., 2009; ROCHA et al., 2012; BICALHO et al.,
2013; MUEHLMANN et al., 2014).

Py
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Figura 6 — Estrutura quimica da CIAIFc (MM = 574,96 g/mol; Amax= 680 nm).

A maior limitacdo para a aplicacdo topica das ftalocianinas, incluindo a
CIAlFc, é o fato de serem substancias muito lipofilicas que, além de apresentarem
alta taxa de agregacéo, o que reduz seu efeito fotofisico, dificilmente atravessam a
pele em quantidades suficientes para se obter efeito bioldgico adequado (YOSHIDA
e ROBERTS, 1992). Talvez por essa razdo nenhum estudo publicado até o
momento mostrou de forma consistente a penetracdo cutdnea de compostos
pertencentes a essa classe de fotossensibilizantes.

Para tornar a CIAIFc adequada para ser administrada na pele, sobretudo
com a aplicacdo da técnica de iontoforese (item 3.5.2.), esse trabalho propde o
desenvolvimento de complexos do agente fotossensibilizante com hidroxipropil——
ciclodextrinas (HP—CD), de modo a aumentar a solubilidade aquosa da molécula,

facilitando a sua formulacdo, aumentar a estabilidade da molécula que é
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obviamente fotossensivel e entdo possibilitar sua adequada liberacao para acumulo

no tecido tumoral.

3.4. Complexos com ciclodextrinas
As ciclodextrinas (CD) séo oligossacarideos ciclicos que possuem, no

minimo, seis unidades de D—(+) glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas. Elas
possuem forma espacial tronco-conica que apresentam superficie externa
hidrofilica e cavidade interna lipofilica e, por isso, sdo capazes de interagir e formar
complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas (CHALLA et al.,
2005).

As trés CD naturais a, B e y possuem seis, sete e oito unidades de glicose
respectivamente (Figura 7). Nao é possivel formar CD com menos de seis unidades
devido aos impedimentos estéreis dos grupos ciclicos, enquanto CD com mais de
nove unidades de glicose sdo muito dificeis e caras de purificar (CHALLA et al.,
2005). As CD possuem larga aplicacdo na area de liberacdo de farmacos porque
conseguem aumentar a solubilidade, estabilidade, seguranca e biodisponibilidade
de vérias substancias utilizadas na terapéutica (ZHANG e MA, 2013). Na
administracéo transdérmica, os complexos aumentam a liberacdo e/ou permeacao
do farmaco, proporcionam maior estabilidade do farmaco na formulacéo, controlam
sua liberagcéo para a pele e diminuem a irritacdo cutanea (CHALLA et al., 2005).
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Figura 7 — Estrutura molecular das ciclodextrinas naturais a, e y com seis, sete e
oito unidades de glicose respectivamente (fonte: BOTELHO et al., 2011).
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O tamanho da cavidade interna das a-CD é pequeno para formar complexos
com muitas moléculas de farmacos, enquanto as y-CD sdo mais caras. Portanto,
as BCD tém sido amplamente utilizadas para aplicacbes farmacéuticas devido a
sua disponibilidade e tamanho adequado de cavidade por comportar maior
variedade de moléculas (CHALLA et al., 2005). Além disso, complexos de CIAIFc
com BCD e HP-BCD previamente preparados demonstraram melhorar as
caracteristicas fotofisicas da molécula fotossensibilizante (SILVA et al., 2011), o
gue é de relevante interesse para este trabalho.

As BCD apresentam como desvantagem uma baixa solubilidade em meio
aguoso quando comparadas com as outras CD. Nesse sentido, CD quimicamente
modificadas com 6xido de propileno formam as HP-BCD (Figura 8) (PITHA et al.,
1986), que aumentam as propriedades fisico-quimicas de solubilidade do
complexo, a capacidade de inclusdo quando comparadas as BCD e até a
permeacao de farmacos quando aplicadas na pele (SZEJTLI, 1991; JARHO et al.,
1996; CHALLA et al., 2005).

yizj\'?} tf; 7
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Figura 8 — Estrutura molecular da hidroxipropil-g—ciclodextrina (HP—3CD) (MM =
~1460 g/mol).

A quantidade de f&rmaco complexada que permeia a pele néo é significativa
em muitos casos, visto o tamanho molecular do complexo formado e o baixo
coeficiente de particdo octanol/dgua da ciclodextrina (CHALLA et al., 2005;
LOFTSSON et al., 2005). Por isso, espera-se que a aplicacdo do complexo na pele
concentre a liberacdo da CIAIFc para o estrato cérneo (EC), que € a camada mais
externa e lipofilica da pele, @ medida que o complexo va liberando o farmaco. Neste

contexto, propde-se nesse trabalho a utilizacdo das técnicas de iontoforese e
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microagulhamento para aumentar a permeacao de ClAIFc para camadas mais
profundas da pele a partir do complexo de CIAIFc com HP—3CD (CIAIFc-HP—3CD).

3.5. Permeacdo de farmacos através da pele e técnicas para promover a
permeacgao
A pele é o maior 6rgdo do corpo humano. Anatomo-fisiologicamente, a pele

é dividida em epiderme, derme e hipoderme (Figura 9A). A hipoderme, ou tecido
subcutdneo, que confere protecdo mecéanica e térmica ao organismo, esti
localizada abaixo do sistema vascular. Na derme, encontram-se uma rede de fibras
de colageno e elastina, importantes por conferir a pele propriedades elasticas; &
uma camada conjuntiva vascularizada e contém inervacbes nervosas. Ja a
epiderme (Figura 9B) é uma camada de protecdo, avascular formada por células
estratificadas (os queratinécitos). Ela € dividida em camadas basal ou germinativa,
espinhosa, granulosa, lucida e cérnea. O EC, camada mais superficial da epiderme,
€ constituido pelas células mortas queratinizadas, os cornedcitos, circundadas por
uma matriz de natureza lipidica. Devido a sua estrutura e composi¢cao, a camada
cornea é a principal barreira limitante a difusdo de farmacos para o interior da pele
(OBAGI, 2004; GRATIERI et al., 2008; PEREIRA, 2009).
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Figura 9 — Estrutura anatdomica da pele dividida em epiderme, derme, hipoderme e
anexos (A) e camadas celulares que constituem a epiderme (B) (adaptado de
OBAGI, 2004 e PERETTI et al., 2015, respectivamente).

Os farmacos e agentes fotossensibilizantes podem atravessar a barreira do
EC através da via intercelular, passando ao redor dos cornedcitos (cé€lulas do EC),
se difundindo pela matriz lipidica, através da via transcelular, atravessando
diretamente os cornedcitos e a matriz intercelular intermediaria, ou por rotas

alternativas em que eles podem ser absorvidos pelas estruturas capilares,
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glandulas sebaceas e/ou sudoriparas (GRATIERI et al, 2008). A via de penetracao
dos farmacos e a sua permeacao através do EC esta associada as propriedades
fisico-quimicas de cada ativo, que precisa ter baixa massa molecular, coeficiente
de particdo adequado, ou seja deve ser lipofilico, mas possuir hidrofilicidade para
ndo ter completa afinidade pelo EC, além da sua concentracdo na formulagéo
(MICHALUN e MICHALUN, 2011).

Devido a sua alta lipofilicidade, a CIAIFc foi complexada com HP—BCD para
aumentar sua solubilidade em meio aquoso. Essa complexacdo apesar de
favorecer a sua formulacdo, aumenta ainda mais o tamanho da molécula de CIAIFc
(MM = ~1460 g/mol). Portanto, nesse trabalho foram utilizadas técnicas nao
invasivas como o uso de microagulhas e iontoforese para promover a maior difusao
do agente fotossensibilizante através da pele, faciltando e aumentando a

passagem pelo EC.

3.5.1. Microagulhas
As microagulhas sdo um conjunto de agulhas de pequenas dimensdes

(comprimento variando entre 50 e 900 um), produzidas com os mais diversos tipos
de materiais (metais, silicones, acucares soluveis, polimeros biodegradaveis, vidro,
ceramica), capazes de perfurar somente as primeiras camadas da pele que
compreendem o EC e epiderme viavel (DONNELLY et al., 2011). Dessa forma,
moléculas ativas sado liberadas diretamente na epiderme viavel sem atingir
terminacdes nervosas que sao localizadas na derme e, consequentemente, a
utilizac&o € indolor ao paciente.

O uso das microagulhas permite uma administracdo transdérmica de
moléculas com alto ou baixo peso molecular de forma segura e eficaz. Em sua
maioria sdo utilizadas substituindo agulhas ou seringas convencionais
hipodérmicas (REIS et al., 2014) e podem se apresentar de quatro formas distintas:
sélidas, revestidas, dissolviveis e ocas (Figura 10).

As microagulhas sélidas (Figura 10A) sao utilizadas para um esquema de
pré-tratamento, em que elas perfuram o EC e epiderme viavel para uma posterior
aplicacdo de formulagédo contendo o farmaco. Assim, ha a liberacdo de farmacos
através dos microporos formados. Ou ainda, esse tipo de microagulhas podem ser
utilizadas para estimular a producédo de colageno na pele (DODDABALLAPUR,
2009; LIEBL e LUTHER, 2012).
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As microagulhas sélidas sdo de ago inoxidavel esterilizadas e
comercializadas, usualmente, em oito tamanhos que variam de 0,25 a 2,5 mm. Elas
podem estar inseridas em um rolo giratorio e seu manuseio acontece através de
cabos de polietileno (LEE et al., 2010) ou ainda em equipamento elétrico onde é
possivel graduar o tamanho da microagulha que perfura o EC dependendo da

regido corporea que sera utilizado (DERMAPEN, 2018).

E’ Microagulhas solidas ¢ | Microagulhas dissolviveis

L
8 T ﬁr—mﬂﬂ L]
! VV J 'V ﬂ  —
‘ Ee=——= ,

Microagulhas revestidas D [ Microagulhas ocas

T

0 T i
TN imw W g ""““""

Figura 10 — Microagulhas antes e depois da insercédo na pele. Microagulhas soélidas
furam a pele e sdo removidas intactas (A); microagulhas revestidas furam a pele, o
revestimento fica na epiderme e as microagulhas sédo removidas intactas (B);
microagulhas dissolviveis sdo formadas pelo ativo de interesse e fica retida na pele
apos a insercdo (C); microagulhas ocas furam o EC para a formulacao ser injetada
e depois é retirada também intacta da pele (D) (adaptado de REIS et al., 2014).
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As microagulhas revestidas (Figura 10B) sdo fabricadas com material inerte
e revestidas com a formulac&o contendo o ativo de interesse. Apos a perfuracéo do
EC, o revestimento das microagulhas é liberado na pele e elas sédo retiradas
intactas.

Nas microagulhas dissolviveis/biodegradaveis (Figura 10C), a formulacao
com o ativo de interesse compde a microagulha, que € produzida com uma matriz
biodegradavel e, ap6s a insercdo na pele, ela se dissolve ou é degradada por

enzimas cutaneas e libera o ativo gradativamente.
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Por fim, as microagulhas ocas (Figura 10D) diferem das tradicionais agulhas
hipodérmicas apenas pelo tamanho, de modo que a formulacdo contendo o
principio ativo é injetada na pele e, em seguida, a agulha é retirada intacta de

maneira indolor ao paciente (REIS et al., 2014).

3.5.2. lontoforese
A iontoforese é uma técnica ndo invasiva que consiste na aplicacao de uma

corrente elétrica de baixa intensidade (de até 0,5 mA/cm?), permitindo que uma
maior quantidade de farmacos ionizados ou nao, sollveis em agua, e gque nao
apresentariam potencial para se transportarem através da pele, consigam de fato
atravessar o EC e atingir as camadas cutaneas mais profundas (KALIA et al., 2004;
GRATIERI et al., 2008; DUBEY e KALIA, 2011; GELFUSO et al., 2011). Uma fonte
de energia ou bateria é responsavel por gerar corrente elétrica de baixa intensidade
e baixa voltagem, que é distribuida por eletrodos positivo e negativo para a pele
através de uma solucdo eletrolitica aplicada sobre sua superficie (Figura 11)
(LOPEZ et al.,, 2001; LOPEZ et al., 2003). Assim, a quantidade de farmaco
transportada para o tecido pode ser controlada pela intensidade da corrente e
duracéo da aplicagédo, assim como pela area de exposi¢do na pele da formulacao
em contato com o eletrodo (GRATIERI et al., 2008).
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Figura 11 — lontoforese utilizando sistemas de eletrodos de Ag/AgCl. O anodo
contém um farmaco ionizavel D* e seu contra ion A" e Na*Cl (Adaptado de KALIA
et al., 2004).
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Os dois mecanismos que explicam o transporte iontoforético de substancias
sdo a eletromigracdo e a eletrosmose. A eletromigracdo esta ligada a
movimentacéao ou fluxo dos ions em presenca de corrente elétrica. Logo, moléculas
positivamente carregadas colocadas em contato com o eletrodo positivo, por
repulsdo de cargas, sdo transportadas para o interior da pele e o oposto também é
verdadeiro (KALIA et al., 2004; GRATIERI et al., 2008). Ja a eletrosmose esta
ligada a movimentacdo de ions que ocorre quando existe uma diferenca de
potencial elétrico aplicado sobre a pele, que é um tecido que varia sua quantidade
de cargas superficiais dependendo do pH em gque é mantido. Como a pele humana
€ negativamente carregada em pH fisiolégico (pKa da pele = 4,5), h&a favorecimento
do transporte de cations, em especial o Na* do eletrodo positivo em direcéo a pele
durante a aplicacdo de uma corrente elétrica, levando consigo um volume de
solvente a partir deste eletrodo. Assim, substancias colocadas em contato com o
eletrodo positivo, independentemente de ter carga ou n&o, conseguem ser
transportadas para dentro da pele levadas por esse fluxo aquoso (GRATIERI et al.,
2008).

Espera-se, desta forma, que a aplicacdo da iontoforese sobre a formulagéo
contendo a CIAIFc formando complexos hidrofilicos com CD seja capaz de
favorecer a penetracdo destas estruturas para o interior da pele, estimulando a

penetracdo do agente fotossensibilizante.
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4. Material e Métodos

4.1. Material
A CIAIFc (85%) utilizada foi adquirida da Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemanha). As HP-BCD e SBE-BCD utilizadas pertenciam a marca Cavasol® W7
Pharma e foram gentilmente doadas pela Ashland (Kentucky, EUA). Metanol grau
HPLC utilizado como fase mével e como solvente extrator do farmaco da pele foi
obtido da JTBaker (Pensilvania, EUA). Hidroxido de sddio para correcdo de pH,
etanol grau HPLC utilizado no estudo de solubilidade, acido fosforico utilizado nas
andlises cromatogréaficas e Tween® 20 utilizado no meio receptor dos estudos de
permeacdo foram adquiridos da Dindmica Quimica Contemporanea (Sao Paulo,
Brasil). Todas as solucdes aquosas foram preparadas com agua ultrapurificada
(Millipore, lllkirch-Graffenstaden, Franca).

No ensaio de viabilidade celular, a linhagem celular de cancer de pele
melanoma B16F10 foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC). O
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) foi obtido da empresa
Gibco (Estados Unidos). O Brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio
(MTT) foi obtido da empresa Invitrogen (Estados Unidos). Ainda, foram utilizados
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, EUA) e o tampéo fosfato salino PBS
(Laborcllin, Sao Paulo, Brasil).

Nas permeacdes foram utilizados a cola de cianoacrilato e a fita adesiva para
realizacao da técnica de tape stripping da Loctite Super Bonder (S&o Paulo, Brasil)
e da Scotch 3M (Minnesota, Estados Unidos), respectivamente. As microagulhas
sélidas em trés tamanhos foram adquiridas da marca Derma roller system®
(Estados Unidos). Filtros 0,22 e 0,45 um foram obtidos da Analitica (Sdo Paulo,
Brasil).

Os eletrodos para iontoforese foram preparados com fio de prata (Ag) 1,0
mm, fio de platina (Pt) 0,5 mm e cloreto de prata (AgCl) em p6 adquiridos da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha), e com NaCl obtido pela Serva (Rio de Janeiro,

Brasil).

4.1.1. Pele
As orelhas de porco, cuja a pele foi utilizada nos estudos de permeacéao

cutanea, foram gentilmente cedidas pela Bonasa (Brasilia, Brasil). As orelhas foram

obtidas imediatamente apds o abate do animal e antes do processo de escalda. As
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peles utilizadas foram removidas das orelhas com auxilio de bisturi. A camada
adiposa, muscular e vasos sanguineos foram removidas com tesoura. As peles

limpas foram congeladas por, no maximo trés meses, antes do uso (Figura 12).

_AE

Figura 12 — Remocéao da pele de orelha de porco: a orelha é fixada em placa de
isopor recoberta com papel aluminio (A); a pele da parte superior € removida com
auxilio de bisturi (B); tecido adiposo e vasos sanguineos sao retirados com auxilio
de tesoura (C); pele limpa é embalada e congelada a -6 °C por, no maximo, trés
meses (D).

4.1.2. Obtencéo de eletrodos
Os eletrodos utilizados para avaliar a estabilidade do farmaco frente a

corrente (item 4.7.) bem como nos ensaios de permeacao iontoforética (item 4.8.3)
foram confeccionados no laboratério utilizando fio de platina 0,5 mm e fio de prata
1,0 mm.

Para preparar o eletrodo de AgCl, o fio de Ag foi cortado em pedacos de,
aproximadamente, sete centimetros e uma das pontas foi virada com o auxilio de
um alicate. Em seguida, fundiu-se AgCl em p6 em cadinho de porcelana. Apos a
completa fusdo do AgCl, o fio de Ag foi mergulhado trés vezes no AgCl fundido,

formando um eletrodo de superficie lisa e uniforme (Figura 13).

Figura 13 — Confeccao do eletrodo de cloreto de prata: fio de prata (A) cortado e
com as pontas viradas (B); o fio de prata foi mergulhado em cloreto de prata fundido
(C) formando um eletrodo com superficie lisa e uniforme (D).
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O fio de Ag de cada eletrodo de AgCI foi encapado com capa para fio
termorretratil com 1,0 mm de didmetro a fim de evitar a total oxidacao. A capa foi
medida e cortada para cada eletrodo, encaixada no fio e passada rapidamente no

fogo (Figura 14).

Figura 14 — Capa termorretratil para encapar o fio de Ag evitando sua oxidacao (A);
capa termorretratil cortada no tamanho certo para cada eletrodo (B); capa
termorretratil encaixada no fio e passada sob a chama rapidamente para aderir ao
fio de Ag (C).

Para o preparo do eletrodo de Ag, o fio de Pt foi conectado no polo vermelho
positivo da fonte. O eletrodo de AgCI, preparado anteriormente, foi colocado no polo
preto negativo da mesma fonte. Entéo, o fio de Pt e o eletrodo de AgCIl foram
imergidos em solugé@o aquosa com excesso de NaCl. O circuito foi ligado em série
para o preparo de varios eletrodos de Ag ao mesmo tempo, com corrente de 1,0

mA, e deixados overnight até que a reducédo ocorresse (Figura 15).

Figura 15 — Preparo de cinco contra eletrodos de Ag com ligagdo em série (A); fio
de platina e eletrodo de AgCl em agua com excesso de NaCl para formacao do
contra eletrodo de Ag (B) e contra eletrodo de Ag (C).
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4.2. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo da
CIAIFc por HPLC com deteccédo no ultravioleta (UV)
Uma solucdo metanolica de CIAIFc preparada a uma concentracdo de 5

pg/mL foi analisada por espectrofotdbmetro UV/Vis (Shimadzu, UV-1800) usando
uma célula de quartzo com comprimento de caminho Gptico de 10 mm para se
determinar o comprimento de onda de maior absor¢do para andlises por HPLC.
Diferentes condicbes cromatogréficas, tais como diferentes colunas (uma fase
reversa Cig € uma coluna de fase normal), composicao da fase mével (60% a 80%
de metanol e agua acidificada) e taxa de vazdo (1,0 mL/min e 1,5 mL/min) foram
testados, visando obter picos cromatograficos CIAIFc com desempenho analitico

aceitavel.

4.2.1. Condic¢Bes cromatogréficas para quantificacdo da CIAlIFc por HPLC
O sistemas de HPLC (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japao) utilizado

foi composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automatico (modelo
9SIL-20AD), um forno (modelo CTO-20AS), um detector espectrofotométrico DAD
(modelo SPD-M20A) e um computador equipado com o software de andlise
Shimadzu LC. Uma coluna uPorasil™ de fase normal (300 mm x 3,9 mm, 10 ym)
da Waters (Massachusetts, EUA) foi utilizada como fase estacionaria. A fase movel
consistiu em metanol:acido fosférico 0,01 M (80:20, v/v), com fluxo isocratico a uma
taxa de 1,5 mL/min. O forno foi mantido a 30 °C e a detecc¢ao foi realizada em 670
nm. Volumes de amostras de 20 pL foram injetados em cada analise. As solugdes
estoque de ClAIFc (50,0 ug/mL) foram preparadas por dissolucdo de 2,5 mg do
farmaco em 50 mL de metanol e as solucdes de trabalho foram preparadas a partir
das solucdes estoque por diluicho adequada com metanol. Este solvente foi
selecionado com base em um estudo de solubilidade preliminar que mostrou que a
solubilidade de CIAIFc em metanol foi maior se comparada a outros solventes. A

metodologia do teste de solubilidade sera descrita no item 4.3 a seguir.

4.2.2. Validacdo do método analitico
O método analitico foi validado de acordo com os atuais regulamentos de

saude para o controle de qualidade dos medicamentos (ICH, 2005), considerando
os parametros de seletividade, robustez, linearidade, limite de deteccao (LD), limite
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de quantificacéo (LQ), preciséo e exatidao.

a) Seletividade
Inicialmente, os contaminantes da pele EC, foliculos pilosos (FP) e a pele

remanescente (PR) foram obtidos apés a realizacao do tape stripping diferencial na
pele da orelha de porco (1 cm?), conforme descrito na literatura (PEREIRA et al,
2017). Resumidamente, cada camada de pele (EC, FP e PR) foi colocada em
frascos de vidro fechados individuais com 5 mL de metanol e deixados durante a
noite sob agitacao (300 rpm). Apds esse tempo, filtrou-se em uma membrana de
0,22 pm.

A capacidade de um método para distinguir e quantificar CIAIFc
inequivocamente na presenca de interferentes foi avaliada usando os
contaminantes da pele, bem como o agente solubilizante HP-BCD que compora a
formulacdo do agente fotossensibilizante. Foram preparadas amostras contendo
CIAIFc com concentracdo de 5,0 uyg/mL, com e sem cada um dos contaminantes.
Os ensaios foram realizados em seis replicatas e os resultados da area do pico
foram analisados apds a analise de variancia (ANOVA) one way com nivel de

significancia fixado em 0,05.

b) Robustez
A robustez do método foi avaliada a partir de um desempenho experimental

de variagfes intencionais em trés parametros cromatograficos importantes de
andlise seguindo um projeto fatorial 23 (PINHO et al., 2016). Os parametros
selecionados foram a temperatura do forno (Temp), a vazao da fase movel (FR) e
a concentragdo acida da fase moével (Acido). Eles foram testados com variagéo na
faixa de 3-10% como descrito na Tabela 2. Todos os ensaios foram realizados com
amostras de CIAIFc a 2,5 yg/mL, em triplicata e em uma ordem aleatéria. Uma
equacdo de predicdo para cada area de pico foi proposta usando a analise de
regressées multiplas por etapas. O modelo foi validado ap6s a ANOVA com um
nivel de significancia de 0,05. Todos os célculos estatisticos foram realizados

usando o software DesignExpert, versao 9 (Minneapolis, EUA).
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Tabela 2 — Desenho experimental para ensaio de robustez. Temp: temperatura do
forno; FR: vazéo da fase mével; Acido: concentracdo de acido fosforico da fase
movel.

Experimento Temp (°C) FR (mL/min) Acido (mM)
1 29 1,425 0,009
2 31 1,425 0,009
3 29 1,575 0,009
4 31 1,575 0,009
5 29 1,425 0,011
6 31 1,425 0,011
7 29 1,575 0,011
8 31 1,575 0,011

c) Linearidade
Uma curva de calibracéo foi construida com solugées CIAIFc no intervalo de

0,1 pg/mL a 5 yg/mL usando seis niveis de concentragdo avaliados aleatoriamente
em triplicata. Os dados foram ajustados usando regressao linear de minimos
guadrados. O teste Student-t (p = 0,05) foi utilizado para calcular os testes de
significancia do coeficiente angular e de proporcionalidade, enquanto os fatores de
resposta foram calculados pela relacédo entre a area do pico e a concentracéo de
CIAIFc (ANGELO et al., 2016). Os residuos foram estimados com base na diferenca
entre valores tedricos e experimentais, que foram calculados a partir da curva de

calibracao.

d) Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)
O LD e LQ teodricos foram calculados a partir da curva de calibragdo de

acordo com as seguintes equacgfes 1 e 2:
LD=33%x0/S Q)
LQ=10x0/S (2)
onde: o € o desvio padréo dos valores de intercepcdo do eixo y e S é o coeficiente

angular.
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e) Preciséo
Dois niveis de precisdao foram avaliados: repetibilidade e precisédo
intermediaria. Repetibilidade (intra-ensaio) foi verificada para trés concentracdes
de CIAIFc (1,0; 2,5 e 5,0 ug/mL) utilizando trés repeticdes. A precisao intermediaria
(inter-ensaio) foi avaliada em dois dias diferentes, utilizando dois sistemas de HPLC
diferentes e dois analistas diferentes nas mesmas concentragdes e em triplicata
cada. Os resultados de precisdo foram expressos como coeficiente de variacao
(CV) em cada condicado de ensaio e em todos os niveis de variacdo para cada
concentragdo de farmaco (CV geral).
CV=(m/o)x100 (3)

onde: m é igual a média e o é o desvio padrédo dos valores para cada concentracao.

f) Exatidédo
A exatidao foi avaliada com base na porcentagem de recuperacéo de CIAIFc

nas matrizes de pele (EC, FP e PR). Primeiro, as camadas de fragmentos de pele
foram separadas seguindo a técnica de tape stripping diferencial. Cada camada de
pele foi dopada com diferentes volumes de uma solu¢cdo metandlica de CIAIFc, que
correspondeu a 5,0, 12,5 e 25,0 ug do farmaco. Apés a evaporacao do solvente,
foram adicionados 5 mL de metanol em cada fracdo da pele e a extracdo foi
realizada por 1 h, sob agitacdo magnética (1000 rpm) e a temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras foram filtradas e analisadas utilizando o método proposto.
A recuperacao de CIAIFc foi determinada a partir da proporcdo da quantidade de
farmaco extraida das amostras de pele para a quantidade de CIAIFc adicionada a
cada camada de pele. As andlises foram realizadas com trés amostras de cada
concentracéo final avaliada (1,0; 2,5 e 5,0 yg/mL). Os resultados de exatidao foram
calculados em termos de recuperacgao (R) de acordo com a equacéo 4:

R = (concentracdo medida / concentracdo nominal) x 100 4)

4.3. Solubilidade da CIAIFc em diferentes meios
A solubilidade da ClAlFc foi determinada nos meios: metanol, etanol e em

solucdo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4. Um excesso do farmaco foi colocado
em cada um dos solventes. As dispersdes formadas foram deixadas sob agitacao
magnética de 500 rpm, a 25 £ 2° C, durante 24 h. ApGs esse periodo, as dispersdes

foram filtradas em filtros de 0,45 ym, acoplados a seringas. As solucdes filtradas
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foram diluidas em metanol fazendo com que a concentracdo obtida fosse, no
maximo de 5 pg/mL, estando assim dentro da curva de trabalho estabelecida pela
linearidade do método analitico. As analises de solubilidade em cada solvente

foram realizadas em triplicata utilizando o HPLC.

4.4. Estudo de compatibilidade de sélidos através de andlises térmicas por
DSCe DTG

Curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas em um
equipamento DSC-60A (Shimadzu, Jap&o). Amostras de 2-4 mg de ClAlFc, da HP-
BCD e da mistura fisica HP-BCD + CIAIFc (1:1, m/m) foram pesadas em cadinhos
de aluminio e foram analisadas sob atmosfera dindmica de nitrogénio, fluxo de 50
mL/min, usando taxa de aquecimento de 10 °C/min, até 500 °C.

Analises visuais das amostras foram realizadas por DSC utilizando o
protocolo citado acima. No entanto, o aquecimento foi realizado com o cadinho
exposto e coberto apenas com vidro, sendo possivel a captura de imagens.

Variagbes de perda de peso e faixas de decomposigcao foram avaliadas por
Termogravimetria derivada (Derivative thermogravimetry, DTG) utilizando uma
termobalanga DTG-60 (Shimadzu, Japao) sob atmosfera dindmica de nitrogénio,
fluxo de 50 mL/min. Amostras de 3-5 mg foram pesadas em cadinhos de platina
nao herméticas e foram analisadas usando taxa de aquecimento de 10 °C/min, com

temperatura inicial de 25° C até 500° C.

4.5. Obtencado dos complexos de CIAIFc-CD
Inicialmente, foi avaliada a complexacao da CIAIFc com a Sulfabutileter--

Ciclodextrina (SBE-BCD) e a Hidroxipropil-B-Ciclodextrina (HP-BCD) por meio da
construcdo de diagramas de solubilidade. Foram preparados 10,0 mL de solucéo
aguosa de cada CD nas concentra¢gfes de 10, 15, 20, 25 e 30% (m/v) em agua
ultrapurificada. Apés 24 h de agitacdo magnética, foi adicionado um excesso de 1
mg de CIAIFc em cada solucao, deixado sob agitacdo magnética de 500 rpm, a 25
+ 2°C por 48 h. Os complexos, entdo, foram filtrados e tiveram o pH ajustados para
7,4 com solucdo de NaOH a 0,005 M. ApdGs a formacgdo do complexo final, estes
foram diluidos em metanol e analisados em HPLC para determinacao de CIAIFc
complexada.
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A constante de estabilidade de complexacéo (K) foi calculada a partir da
regressao linear da equacéao de reta obtida com a relacédo entre a concentracao de
HP-BCD e a solubilidade de CIAIFc, de acordo com a equacao 5 (HIGUCHI e
CONNOR, 1965):

K = Slope / So (1 - Slope) (5)
onde: Slope representa a inclinacdo da curva obtida da porcéo linear do diagrama
e Sorepresenta a solubilidade intrinseca da CIAIFc em agua que foi estimada pelo
coeficiente linear da equacgéao da reta.

Além disso, a eficiéncia de complexacéao (EC) foi calculada de acordo com a
equacdo 6 (LOFTSSON e MASSON, 2005):

EC = SoK = [D/CDX] / [CDX] = Slope / (1-Slope) (6)
onde: [D/CDX] representa a concentracdo de CD complexada e [CDX] representa

a concentracgao de CD livre.

4.6. Caracterizacdo do complexo CIAIFc-HP-BCD

4.6.1. Espectroscopia de absorcdo e emisséo de fluorescéncia
O espectro de absorcdo e a emissdo de fluorescéncia foram verificados

analisando-se o complexo CIAIFc-HP-BCD colocado em células de quartzo. O
espectro de absorcéo foi obtido em um espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu, UV-
1800) com varredura de 190 a 800 nm. A fluorescéncia foi detectada em
espectrofluorimetro Fluorolog 3 (New Jersey, EUA) utilizando como comprimento
de onda de excitacdo 610 nm e a emissao foi capturada na faixa de 650 a 800 nm.
Ambos os espectros foram também obtidos de solu¢cdes em controle de
CIAIFc a 10 yg/mL em metanol, etanol e solucdo aquosa de Tween® 20 a 5%.

4.7. Avaliacao da citotoxicidade de CIAIFc-HP-BCD

4.7.1. Citotoxicidade da CIAIFc-HP-BCD
A avaliacdo da toxicidade foi realizada com células de cancer de pele
melanoma da linhagem B16F10. Uma quantidade de 10* células foi semeada em

guadruplicata em placas de 96 pocos e incubadas em meio de cultura DMEM, por
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24 h, a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2 e 80% de umidade. ApOs esse periodo,
retirou-se os 100 pL de meio, deixando apenas as células aderidas no fundo da
placa. As células foram incubadas por 15 min com 200 pL do CIAIFc-HP-BCD e dos
controles, HP-BCD e CIAIFc em solucdo. Apos esses periodos de incubacao, as
formulacdes foram removidas, os pogos lavados com PBS e o meio de cultura foi
adicionado e deixado por mais 24 h. Apds esta Ultima etapa, foi adicionada uma
solucédo de MTT a 5 mg/mL e meio de cultura na proporcao de 1:10 (v/v). As células
foram incubadas a 37°C por duas horas. Em seguida, a solu¢do contendo MTT foi
removida e entdo, foram adicionados 200 uL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada
poco da placa para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A analise de
viabilidade em cada poco foi realizada por meio da leitura de absorbancia em

comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro.

4.7.2. Avaliagdo da citotoxicidade do complexo CIAIFc-HP-BCD apés
aplicacao de TFD
As células foram plagueadas considerando a resposta das melhores

concentracdes utilizadas para os testes no escuro (item 4.6.1). Transcorridas 24 h
apos o plagueamento, as células foram incubadas com o complexo CIAIFc-HP-BCD
e com os controles por quinze minutos. Decorrido esse periodo, 0 sobrenadante foi
removido e os pogos lavados com PBS. A placa foi irradiada com luz LED a 660
nm, em PBS por 8 minutos, a uma distancia de 8 cm da fonte luminosa, o
equivalente a 52 mW de poténcia e fluéncia de 25,33 J/cm?/s. Apds a exposicao,
as ceélulas foram mantidas sob condi¢fes de cultivo por mais 24 h protegidas da luz
e, entdo, a viabilidade delas foi mensurada por ensaio de MTT em

espectrofotdmetro, como descrito no item anterior.

4.8. Estabilidade elétrica do complexo ClAlFc-HP-BCD
A estabilidade elétrica do complexo proposto foi analisada aplicando uma

corrente elétrica de 0,5 mA/cm?, por 6 h. Os eletrodos de Ag/AgCl foram conectados
a fonte e imersos em 2 mL do complexo CIAIFc-HP-BCD. Amostras do complexo
foram coletadas em 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 240 e 360 min. As
amostras foram filtradas, diluidas em metanol e analisadas por HPLC para analise

da concentracéo de CIAIFc.
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4.9. Estudos in vitro de permeac¢do do complexo CIAlIFc-HP-BCD em pele de
suinos
Todos os ensaios de permeacao in vitro foram realizados em quintuplicata

para cada variavel com pele de suinos previamente limpas e todas as células de
difusdo foram cobertas com papel aluminio para evitar possivel degradacédo da
CIAIFc com a exposicao a luz.

4.9.1. Permeacéao passiva
Os ensaios de permeacao in vitro foram realizados utilizando células de

difusao verticais do tipo Franz modificadas. O compartimento doador (superior) das
células foi preenchido com 1 mL da solugcédo do complexo ClAlIFc-HP-BCD, pH 7,4,
com concentragao igual a 10 + 2 ug/mL de ClAIFc. O compartimento receptor foi
preenchido com 15 mL de solugéo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4 e foi mantido
sob agitacdo magnética a 1000 rpm e a 32 + 2° C, durante as 12 h de experimento.
Entre os dois compartimentos de cada célula foi colocada a pele de suino (Figura
16).

Figura 16 — Célula de difusdo do tipo Franz modificada montada para realizagédo

de ensaios in vitro de permeacao de CIAIFc através de pele de orelha de suinos.

Apos as 12 h de experimento, as células foram desmontadas e retirou-se o
excesso de formulacdo sobre a area difusional da pele. Cada fragmento de pele foi
fixado em superficie lisa e o EC foi removido pela técnica de tape stripping com o
auxilio de 15 fitas adesivas. Na area da pele sem EC, foi colocada uma gota de

cola de cianoacrilato. Sobre a gota, uma fita adesiva foi pressionada durante,
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aproximadamente, um minuto e retirada com um Unico movimento para retirada dos
FP. A PR foi entdo picotada e transferida para um tubo de vidro ambar separado,
assim como as fitas com o EC e a cola com o FP. Assim, as fracOes da pele (EC,
FP e a PR) foram analisadas separadamente. Foram adicionados 5 mL de metanol
em cada fracdo, deixados sob agitacdo magnética de 1000 rpm, por 1 h, como
validado na recuperacdo (item 4.2.2.f). As amostras foram entdo filtradas e

analisadas por HPLC para quantificacdo de CIAIFc.

4.9.2. Permeacéo utilizando microagulhas
A pele de suino foi presa em superficie lisa com o auxilio de grampos para

ficar o mais esticada possivel (Figura 17A). Apés, o rolo com 540 microagulhas
sélidas de 0,5 mm (Figura 17C) foi passado sobre a pele em quatro direcbes
(horizontal, vertical e diagonais) e nos dois sentidos de cada dire¢céo (Figura 17B).
O mesmo procedimento foi realizado com o rolo de microagulhas nos tamanhos de
1,0 mm (Figura 17D) e 2,0 mm (Figura 17E).

Figura 17 — Foto da pele presa com grampo (A); direcbes e sentidos em forma de
asterisco em que os rolos com microagulhas foram passados na pele (B); rolo de
microagulhas com 0,5 mm (C), 1,0 mm (D) e 2,5 mm (E).

As células de difusdo do tipo Franz modificadas foram montadas e o
experimento seguiu 0 método como descrito no item 4.9.1. Apos 12 h, as células

foram desmontadas e retirou-se 0 excesso de formulagdo. A area difusional foi
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picotada sem separar as fracdes da pele. Foram adicionados 5 mL de metanol em
cada pele picotada, deixados sob agitacdo magnética de 500 rpm, por 1 h, como
validado anteriormente. A dispersao foi, entéo, filtrada e analisada por HPLC para

guantificacao de CIAIFc.

4.9.3. Permeacao iontoforética
A montagem das células de difusdo do tipo Franz modificadas, o

preenchimento dos meios doador/receptor e as condi¢cdes para realizacdo do
experimento foram as mesmas ja descritas para a realizacdo da permeacao passiva
(item 4.9.1).

Com todas as células montadas, os eletrodos de Ag foram colocados no
meio doador em contato apenas com a formulacao, enquanto os eletrodos de AgCI
foram colocados no meio receptor em contato com a solugdo aquosa de Tween 20
a 5%, pH 7,4 (Figura 18A). Todas as células foram ligadas em série e conectadas
a fonte de alimentacdo (Figura 18B). Uma corrente elétrica constante de 0,5
mA/cm? foi entdo aplicada sobre a formulacdo. Ap6s 6 h de experimento, a fonte
de energia foi desligada e os eletrodos retirados das células. Coletou-se 1 mL do
meio receptor para posterior quantificacdo de CIAIFc permeado.

As células foram desmontadas e, a partir da area difusional, foram separadas
as fracbes da pele (EC, FP e PR) e seguiu-se o processo de extragdao para

recuperacédo do ClAlFc e quantificacao por HPLC.

Figura 18 — Célula tipo Franz montada com o eletrodo de Ag e AgCl no
compartimento doador e receptor, respectivamente (A); Células ligadas em série

(B).



37

4.10. Anélise estatistica
A analise estatistica dos dados tanto de cultura celular quanto de permeagao

foi realizada com a utilizagdo do programa GraphPad Prism v.3.00. As diferengas
significativas foram verificadas por analise de variancia one-way ANOVA, seguido
do teste de Tukey com comparagdo multipla dos dados. O nivel de significancia
estatistica foi fixado como sendo p < 0,05. Os dados de, no minimo, uma triplicata
estdo representados como média * desvio padrdo. As regressodes lineares e

equacdes de reta foram obtidas com a utilizagédo do programa Microsoft Excel 2013.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo de
CIAIFc por HPLC
O meétodo analitico foi desenvolvido e validado com o objetivo de determinar

de maneira rapida, precisa e seletiva a CIAIFc utilizando um equipamento
cromatografico simples. Esse método deu suporte tanto para o desenvolvimento da
formulacdo aquosa contendo o farmaco complexado, como para 0s experimentos

in vitro de permeacéo cutanea.

5.1.1. Otimizagao das condigdes cromatograficas
O espectro de absorcdo em UV-Vis da CIAIFc mostrou dois picos de

absorcdo maxima a 354 nm e 670 nm. O comprimento de onda de 670 nm mostrou
menor absorcdo para interferéncias analiticas, especialmente para o0s
contaminantes da pele (EC, FP e PR) durante as andlises cromatograficas
posteriores e, portanto, foi selecionado para os estudos subsequentes. Os
principais testes realizados para a fase de desenvolvimento do método e os

resultados analiticos estéo apresentados e resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Otimizacdo das condicGes de cromatograficas para determinacdo de
ClAlFc. FR: fase reversa; FN: fase normal.

Tempo de
Resolugcdo retencao
(min)

Caracteristica
do pico

Fase moével Vazao Fator de

Teste Coluna (V:v) (mL/min)  cauda

1 FR Cis, MeOH:H3PO4 Lo 2104 )
15cm  0,01M (60:40) ' ’ ' Pico frontal

) FR Cis, MeOH:H3PO4 10 0.813 0 954 .
15cm  0,01M (63:37) ' ’ ' ’ Pico frontal

FN, MeOH:HsPO4

3 1,0 1,065 1,860 2,5 Pico
30cm  0,01M (60:40) sobreposto
FN, MeOH:H3PO4 .
4 1,0 0,947 3,143 2,89 Pico
30cm  0,01M (70:30) sobreposto
FN, MeOH:H3PO4 .
5 1,0 0,901 3,881 3,21 Pico
30cm  0,01M (75:25) sobreposto
FN, MeOH:H3PO4
6 1,0 0,908 5,070 4,77 Pico adequado

30cm  0,01M (80:20)

FN, MeOH:HsPO4 .
7 1,5 0,876 4,475 3,71 Pico
30cm 0,01M (80:20) adequado
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As condi¢bes cromatogréficas utilizadas como ponto de partida foram
baseadas no método ja descrito na literatura, que utilizou detec¢éo de fluorescéncia
(MUEHLMANN et al., 2014). Nestas condi¢cdes (ensaios 1 e 2), obteve-se um pico
assimétrico do analito, com eluicdo muito proxima a do solvente, em cerca de 2,7
min.

Uma coluna de fase normal de maior comprimento foi testada na tentativa
de aumentar o tempo de retencéo de CIAIFc e melhorar a qualidade do pico obtido.
Modificagdes subsequentes na composicdo da fase mdvel com aumento da
proporcdo de metanol foram realizadas com o intuito de aumentar o tempo de
retencdo do farmaco (ensaios 3-6). Depois, a Ultima alteracdo na vazéo da fase
movel foi capaz de ajustar o tempo de retencéo de CIAIFc para 3,71 min (ensaio 7).
Desta forma, as condi¢des cromatogréficas finais produziram um pico simétrico de
analito com parametros adequados, incluindo o tempo de retencdo, e um tempo de

corrida curto, de aproximadamente 6 min (Figura 19).
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80000 ~ ﬁ
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0 1 3 4 5 6 7
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Figura 19 — Cromatogramas sobrepostos obtidos por HPLC referente a curva de
CIAIFc em metanol nas concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 yg/mL com
picos eluindo a 3,71 min e deteccdo em 670 nm.
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5.1.2. Seletividade
Um requisito fundamental para permitir o uso do método em estudos de

permeacao cutanea é provar sua seletividade contra as interferéncias das camadas
da pele. Além disso, a sua seletividade contra o agente solubilizante HP-BCD
também foi realizada uma vez que a interacdo do farmaco poderia modificar os
parametros fisico-quimicos da molécula (CUNHA-FILHO et al., 2007).

N&o houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as areas de pico de CIAIFc
eluidas sozinhas ou em combinacdo com os interferentes, conforme pode ser
observado na Figura 20. Além disso, ndo foram observadas altera¢cdes no tempo
de retencdo ou nos parametros de desempenho cromatografico, demonstrando a
auséncia de interacao entre os componentes durante as analises. Assim, o método
provou ser seletivo para avaliar o analito na presenca de componentes da pele (EC,
FP e PR) e HP-BCD.

1.7%105 -

1.6x10¢ 4

- -
1.5x10° -
1.4x108 L

Area do pico

2.0x10° +

1.0x10%

04

\0
c}"{.\k Qg \

Figura 20 — Seletividade do método analitico para determinacao de CIAIFc a 5,0
Mg/mL sozinho, com interferéncias da pele (EC, FP e PR) e com HP-BCD.

5.1.3. Robustez
As variagBes nos parametros cromatograficos podem interferir na area do

pico do analito e, portanto, a robustez do método foi avaliada durante a validacgéo.
As oscilacbes na concentracdo acida da fase movel ou da temperatura do

forno ndo causaram nenhum efeito estatistico nesta resposta (p = 0,8163 e p =
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0,9307, respectivamente). A vazao da fase mdvel, por outro lado, foi decisiva para
a resposta analitica (p < 0,0001). Na verdade, esse fator é responsavel por mais de
90% da resposta, enquanto o erro aleatorio explica os restantes 9%.

No grafico de superficie de resposta apresentado na Figura 21, a variacdo
da area do pico até 8% é observada de acordo com a vazao. Um efeito semelhante
€ comumente descrito na literatura para outros métodos cromatograficos (ANGELO
et al.; 2016; NUNES-FERREIRA et al., 2017; ANGELO et al., 2017), evidenciando
a importancia de manter este parametro controlado e realizar manutencéo periédica
nas suas bombas que controlam o fluxo da fase movel.

A equacdo preditiva ajustou um modelo linear e mostrou uma alta
capacidade de extrapolacéo (r> = 0,902). O coeficiente negativo para o fator de taxa
de vazdo mostrou que uma vazdo maior conduz a uma reducdo na sensibilidade
do método (Figura 21).

Area

Vs 760,000 \

780,000

1,54
1

1,50
|

800,000

Vazao (mL/min)

1,46

820,000

\\ 3 j'

T I I
9,5 10,0 10,5

Concentragao acida (mM)

Area = 156 108 + 67819 acido ¥ 25410 Temp — 512 108 FR
r2=0,902

Figura 21 — Superficies de resposta para a area de pico de CIAIFc no ensaio de
robustez juntamente com equacdes preditivas e r?. As areas escuras mostram
regides com mudancgas mais intensas nessas respostas.

5.1.4. Linearidade
A curva de calibracdo construida para a CIAIFc estéd apresentada na Figura

22 a sequir.
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Figura 22 — Curva analitica obtida pela analise de uma triplicata de CIAIFc por
HPLC utilizando metanol como solvente de diluicdo do farmaco nas concentracées
de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 yg/mL, comprovando a linearidade do método.
Equacdo dareta: y = 306119x + 42191,1.

A regressao linear forneceu a equacao y = 306119x + 4219,1, onde y é a
area do pico e x é a concentracéo de CIAIFc em pg/mL. O coeficiente de correlacao
foi proximo a um (0,9994) e atendeu aos requisitos de validacdo [minimo de 0,999
(ICH, 2005)], comprovando a capacidade do método de fornecer proporcionalidade
entre a area e valores de concentracdo em uma ampla gama de concentracées (0,1
a 5,0 yg/mL).

O coeficiente angular foi diferente de zero de acordo com o teste t de Student
e seu alto valor numérico de 306119 indicou resposta apropriada do método contra
alteracdes de concentracdo. O teste de proporcionalidade calculado apés o teste t
provou que a curva passa pela origem das coordenadas, o que indica a adequacao
do intervalo de concentracgao utilizado (intervalo de confianca de -13,470 a 21,908)
(NUNES-FERREIRA et al., 2017). Os residuos apresentaram, aproximadamente, o

mesmo valor absoluto e uma distribuicdo aleatéria de dados sem tendéncia.

5.1.5. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo
O LD e LQ foram calculados como sendo 0,03 e 0,09 pjg/mL,

respectivamente. Os valores reduzidos desses limites indicaram a alta
sensibilidade do método, particularmente interessante neste caso, considerando o
potente efeito de CIAIFc usado em doses muito baixas em TFD (ROCHA et al.,

2012), conforme serd mostrado a seguir. Consequentemente, LD e LQ foram
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apropriados para determinar a CIAIFc nos estudos cinéticos de permeagéo em pele,

bem como, em futuros ensaios com a formulacéo farmacéutica.

5.1.6. Precisao
Os resultados da precisao intra-ensaio apresentaram CV abaixo de 5,0% em

todas as trés concentracdes testadas (Tabela 4). A precisdo entre ensaios
apresentou respostas consistentes para variagéo de analista, equipamento e dia de
analise, com CV até 7,8% para a menor concentracdo e menos de 2% para as
demais concentracdes. Este resultado esta de acordo com o0s limites
recomendados de até 15% estabelecidos para métodos bioanaliticos (ANGELO et
al., 2017).

Tabela 4 — Precisdo intra e inter-ensaio do método CIAIFc por HPLC. CV:
coeficiente de variacao.

Concentracao Concentracao cV CV geral
tedrica experimental (%) (80)
(ug/mL) (ug/mL)

Analista 1 Dial 1,00 1,49
Equipamento 1 Dia 2 1,03 2,71
1,0 : : 7,80
Analista 2 Dia 1 0,88 3,74
Equipamento 2 Dia 2 0,83 3,07
Analista 1 Dia 1 2,49 1,12
Equipamento 1 Dia 2 2,54 4,33
2,5 : 1,72
Analista 2 Dia 1 2,49 0,88
Equipamento 2 Dia 2 2,49 1,94
Analista 1 Dia 1 5,05 1,39
Equipamento 1 Dia 2 5,03 4,26
5,0 1,66
Analista 2 Dia 1 4,53 2,58
Equipamento 2 Dia 2 4,48 1,82

5.1.7. Exatiddo/Recuperacéao
Devido a lipofilicidade da CIAlIFc, a exatiddo do método foi verificada

considerando as possiveis interagdes do farmaco com as diferentes substancias
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7

que compdem as camadas da pele, que € um tecido complexo, bem como o
processo de extracao a partir do EC, FP e PR e também com a pele inteira. Deste
modo, a porcentagem de CIAIFc recuperado das camadas da pele é apresentado

na Tabela 5.

Tabela 5 — Recuperacdo do método analitico para determinacéo de CIAIFc a partir
de camadas de pele. EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; CV: coeficiente de
variacao.

Concentracéo EC FP PR Pele Inteira
teéricade CIAIFC CIAIFC CIAIFC CIAIFC
CIAIFC cv cv cv
recuperado recuperado recuperado recuperado
/mL) (% (%) (%) (%)
(g (%) (%) (%) (%)
1,0 50,3+2,6 4,97 764+70 8,94 84,3+1,7 1,99 69,7+54 75
2,5 443+21 478 71,1+21 297 84,2+3,3 3,90 69,2+28 4,0
5,0 499+11 221 743+32 4,26 88,5+3,3 3,70 658+13 1,9

O método desenvolvido mostrou uma alta capacidade de recuperacdo de
CIAIFc na PR, com valores superiores a 80% para os trés niveis de concentracfes
avaliadas (Tabela 5). Desempenho semelhante foi alcan¢cado no FP e Pele Inteira
gue apresentou valores proximos a 70%. Ambos os resultados de recuperacéo
podem ser considerados adequados para determinacdes em matrizes biolégicas
assim como os dados apresentados na literatura (ANGELO et al., 2016; CAMPOS
et al., 2016; HUO et al., 2014; KONDA et al., 2012).

Em contraste, a recuperacao de farmaco do EC foi baixa (cerca de 50% em
todos os niveis de concentracéo testados), causada pela alta afinidade do farmaco
lipofilico com o EC também lipofilico. Nesse caso, os baixos valores de CV (abaixo
de 5%) endossam o uso de um fator de correcédo para a quantificacdo de CIAIFc
desta camada da pele especifica. Este procedimento esta de acordo com a
orientacdo da FDA em casos de resultados de recuperagdo consistentes, precisos
e reprodutiveis (FDA, 2001).
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5.2. Determinacgao da solubilidade da CIAIFc em diferentes meios
A caracterizacgao fisico-quimica de uma molécula quanto a sua solubilidade

aguosa € essencial para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica estavel e
eficaz (ANSEL et al., 2007), pois para exercer seu efeito terapéutico o farmaco
precisa estar em solugcédo. Portanto, os dados de solubilidade da CIAIFc em
diferentes meios foram determinados e os resultados estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6 — Solubilidade da CIAIFc nos solventes metanol, etanol e solugdo aquosa
de Tween® 20 a 5%, pH 7,4.

Solvente Concentracédo (mg/mL)
Metanol 9,9+28
Etanol 57+0,3
Solugdo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4 0,7+£0,4

A molécula de CIAIFc apresenta alta lipofilicidade, sendo melhor solubilizada
em solventes organicos como metanol e etanol, em que apresentaram solubilidade,
a 25 °C, iguais a 9,9 £ 2,8 mg/mL e 5,7 + 0,3 mg/mL, respectivamente. Muitos
trabalhos na literatura utilizaram o etanol como solvente de solubilizagéo de CIAIFc
(TAPAJOS et al., 2008; MUEHLMANN et al., 2014; MUEHLMANN et al., 2015)
porque ele € menos toxico e causa menos irritabilidade para estar presente em uma
formulacao final. Como os experimentos apresentados neste trabalho tém como
objetivo o desenvolvimento de uma formulacdo aquosa e mais biocompativel
contendo a CIAlFc, o metanol — solvente de maior solubilidade — foi utilizado tanto
no desenvolvimento do método analitico e para desfazer os complexos com HP-
BCD, possibilitando a quantificacdo do farmaco complexado, quanto para a
extracdo do farmaco da pele nos ensaios de permeacao cutanea.

Além disso, a analise da solubilidade da CIAIFc em solugdo aquosa de
Tween® 20 a 5%, pH 7,4, permitiu verificar que durante os experimentos in vitro de
permeacao cutanea ndo houve saturacdo do meio receptor com o complexo
analisado nessas propor¢des, ou seja, 0s experimentos foram realizados todos em
“sink conditions”. Assim, considerando-se que no compartimento doador foi

colocado uma formulagéo contendo 1 mL do complexo contendo 10 pg/mL de
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CIAIFc (10 pg do farmaco) e que o volume do meio receptor composto Tween® 20
a 5%, pH 7,4 foi de 15 mL, a maior concentracdo que se poderia ter de farmaco no
receptor era de 0,66 pug/mL, que corresponde a 0,001% da solubilidade no meio
utilizado. A ndo saturacdo do meio receptor garante ndo haver impedimento do
fluxo de CIAIFc através da pele, assegurando-se assim a boa condugdo dos

ensaios in vitro de permeacao cutanea.

5.3. Estudo de compatibilidade de solidos por analises térmicas por DSC e
DTG
O estudo de compatibilidade utilizando as técnicas de analises térmicas foi

realizado para confirmar a compatibilidade entre os dois sélidos presentes no
complexo. As técnicas de analises térmicas séo utilizadas para analisar uma
propriedade fisica de uma amostra, enquanto elas sdo submetidas a variacées de
temperatura controlada. No DSC, sdo analisadas as variacdes de entalpia com
suas mudancgas de fase e, no DTG, as variagcdes de massa da amostra indicando
a decomposicao/desidratacdo (MACKENZIE, 1970; DENARI e CAVALHEIRO,
2012). Os perfis térmicos da CIAlIFc, da HP-BCD e da mistura fisica HP-BCD +
CIAIFc (1:1, m/m) estédo apresentados na Figura 23 (COLOCAR A E B NA FIGURA
E NA LEGENDA).

CIAIFc ITiniciaI =98,1°C
CIAIFc — 1 Am=48%
\'\_l——\_;—\\\‘r_/k n
Toeak = 103,0 °C HP-BCD I Tiniciat = 297,1 °C

peak = 314,5 °C Tinicial = 283,2 °C

—

HP-BCD i
M — Am =858 %
HP-BCD + CIAIFc
T 1

—
#
W Tpeak = 279,8 °C
) )
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HP-BCD + CIAIFc Am = 25,6 %
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Figura 23 — Caracterizacao térmica por DSC (A) e DTG (B), de 25 a 500 °C, da HP-
BCD, CIAIFc e mistura fisica HP-BCD + CIAIFc (1:1, m/m).
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A CIAIFc apresentou um evento endotérmico em 103,0 °C, acompanhado de
uma perda de massa de apenas 4,8%, que pode estar relacionada com a
desidratacdo da molécula ou ainda pela instabilidade das impurezas presentes na
matéria-prima. Almeida et al. (2012) também obtiveram por DTG uma perda de
baixa porcentagem para a mesma molécula, que foi correlacionada com a
evaporacdo de volateis como N2, Oz, CO2 e H20 ou a baixa temperatura de
degradacéao de fragmentos quimicos instaveis na amostra. A baixa perda de massa
ndo causa instabilidade na molécula, visto que € bem estabelecido que as
ftalocianinas possuem alta estabilidade térmica (LAWTON, 1957; DELMAN et al.,
1970; ACHAR et al., 1982; TOLBIN et al., 2014).

A HP-BCD apresenta sua fusdo acompanhada de decomposicédo a partir de
314,5 °C, confirmada pela andlise termogravimétrica com perda de massa de
85,5%. A mistura fisica de HP-BCD com CIAIFc apresentou menor resisténcia
térmica do oligossacarideo, visto que foi observado o surgimento de um evento
endotérmico a uma temperatura menor de 279,8 °C. No entanto, a analise de DTG
mostrou uma perda de massa de apenas 25,6 %. Esse resultado sugere que a
menor temperatura de degradagcéao da HP-BCD nao afeta a estabilidade térmica do
CIAIFc em sistemas solidos.

A analise visual obtida por DSC, referente as analises térmicas apresentadas
na Figura 23, pode ser observada na Figura 24, onde estdo representadas as
imagens de cada composto na temperatura inicial de 25 °C, na temperatura com o

principal evento térmico de cada composto e na temperatura final de 500 °C.
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Evento térmico

importante Temperatura final

Temperatura inicial

25°C 100 °C : 500 °C

CIAIFc

HP-BCD + CIAIFc

Figura 24 — Andlise visual obtida por DSC da CIAlFc, da HP-BCD e da mistura fisica
HP-BCD + CIAIFc (1:1, m/m), na temperatura inicial de 25 °C, na temperatura com
o principal evento térmico de cada composto e na temperatura final de 500 °C.

A CIAIFc ndo mudou sua coloragdo ou caracteristica aparente durante toda
a analise. A 500° C podem ser observados pequenos pontos brilhantes,
provavelmente, referente ao metal aluminio procedente do agente
fotossensibilizante. A HP-BCD em temperatura ambiente € um pé6 fino e branco,
gue comeca a se fundir a 300° C e, ao final da analise, a 500 °C, j& est4 totalmente
degradada.

Na mistura fisica HP-BCD + CIAIFc (1:1, m/m), a 25 °C, os dois sdlidos
podem ser facilmente distinguidos a olho nu, sendo que a HP-BCD se apresenta
corada pelo contato com o corante CIAIFc. Durante a analise térmica, € possivel
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observar uma opacidade na coloracédo azul da CIAIFc, ao final da analise a 500 °C,
mas sem perda de forma. Enquanto na HP-BCD, é possivel observar sua
degradacdo atravées da completa mudanca nas suas caracteristicas.
Provavelmente quando a HP-BCD comeca sua fuséo, ela forma complexos in situ
com a CIAIFc, que passa a Ihe conferir protecao térmica, conferindo opacidade a
CIAIFc que nédo se degrada devido sua elevada estabilidade térmica.

Assim, a interacdo fisica entre as duas substancias ndo diminui a
estabilidade da CIAIFc e parece néo ter promovido qualquer tipo de instabilidade

marcante no complexo.

5.4. Obtencéao e caracterizacdo dos complexos CIAlIFc-HP-BCD
Os complexos do farmaco com CD foram preparados a fim de aumentar a

solubilidade da molécula em meio aquoso e evitar a sua agregacao, possibilitando
assim o desenvolvimento de uma formulacdo adequada contendo a CIAIFc para
aplicacao na pele.

Os diagramas de solubilidade foram preparados e analisados pela
farmacéutica Ana Elise Lima Jaculi, cujo trabalho académico é norteado pelo
mesmo tema. Inicialmente, foram preparados diagramas de solubilidade dos
complexos utilizando a SBE-BCD e a HP-BCD para a obtencdo da melhor
proporcdo de CIAIFc com cada CD. No entanto, mesmo apés a diluigdo do
complexo com metanol, ndo foi possivel detectar por HPLC a CIAIFc quando
complexada com a SBE-BCD. Possivelmente, a concentracdo de farmaco
solubilizada no complexo foi inferior ao LD do método validado de 0,03 ug/mL, ou
seja, a complexacdo com a SB-BCD néao foi adequada para o que se esperava.

O diagrama de solubilidade do complexo CIAIFc-HP-BCD analisados um dia

e 15 dias ap6s o preparo pode ser analisado na Figura 25.
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Figura 25 — Diagrama de solubilidade de CIAIFc a partir do complexo CIAIFc-HP-
BCD com diferentes propor¢des de CD em agua ultrapurificada (m/v) em intervalo
de 15 dias.

A constante de estabilidade e a eficiéncia de complexacao foram calculadas
utilizando a regressao linear do dia 1 do diagrama de solubilidade (Figura 23) e
apresentaram valores de 28,6 e 2,0x10* M1, respectivamente, confirmando que a
HP-BCD foi capaz de solubilizar a CIAIFc em meio aquoso. A constante de
estabilidade estima o grau da forca de ligagdo do complexo (SINHA et al., 2004),
enquanto a eficiéncia de complexacao indica a relacdo de HP-BCD complexada e
livie (LOFTSSON e MASSON, 2004). Apesar dos valores encontrados serem
inferiores aos encontrados na literatura para moléculas lipofilicas (JARHO et al.,
1996; DOLIWA et al.,, 2001), as concentracOes finais obtidas de CIAIFc
complexadas foram suficientes para a realizagdo dos ensaios posteriores. Além
disso, a solubilidade da CIAIFc aumentou linearmente em funcdo da concentracdo
de HP-BCD, classificando o diagrama de solubilidade como do tipo AL e o valor do
coeficiente angular da equacéo de reta obtida foi inferior a uma unidade, indicando
uma estequiometria do complexo de 1:1 (HIGUCHI e CONNOR, 1965).

Os complexos de CIAIFc-HP-BCD foram analisados em dois momentos
distintos, com 14 dias de intervalo. Os complexos preparados com as maiores

proporcdes de 25 e 30% de HP-BCD em agua ultrapurificada (m/v) apresentaram a
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maior concentracdo de CIAIFc solubilizada em meio aguoso. No entanto, o
complexo ndo apresentou estabilidade uma vez que apés 15 dias de preparo a
concentracdo de CIAIFc detectada foi menor do que a metade. Além disso,
concentragfes muito altas conferem uma viscosidade excessiva as formulagdes
além de encarecer o produto final por conter uma quantidade excessiva de CD
(POULIQUEN et al., 2007; CHEN et al., 2017).

Por outro lado, nos complexos preparados com as menores proporcoes de
10 e 15% de HP-BCD em agua ultrapurificada (m/v), a concentragdo de CIAIFc
quantificada foi de, aproximadamente 6,0 e 11,0 ug/mL, respectivamente, e nao
houve diferenca estatistica na concentracdo de CIAIFc presente no complexo apés
15 dias de preparo. Por fim, a propor¢ao intermediaria de 20% de HP-BCD em agua
ultrapurificada (m/v) solubilizou, aproximadamente, 15 pg/mL do farmaco. Apesar
de ter havido diferenca estatistica (p < 0,001) entre os dias 1 e 15 de leitura, esta
propor¢cdo foi selecionada para a realizacdo dos complexos nos testes de
permeacao pois apresentou a maior solubilidade de CIAIFc com estabilidade

consideravel.

5.4.1. Espectroscopia de absorcao e emissao de fluorescéncia
O espectro de absorcado da CIAIFc (Figura 26) apresentou um pico de maior

intensidade em 670 nm quando o agente fotossensibilizante estava solubilizado em
metanol ou em solucédo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4. Quando complexado
com HP-BCD, a CIAIFc apresentou um pico de menor intensidade nesse mesmo
comprimento de onda. Esse comprimento de onda € ideal para aplicacdo da TFD,
visto que a janela fototerapéutica ideal para penetracdo de luz no tecido acontece
entre 600 e 850 nm, aumentando a eficiéncia do dano celular e a resposta tumoral
a TFD (SILVA et al., 2011).
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Figura 26 — Espectro de absorcdo do complexo CIAIFc-HP-BCD e da CIAIFc em
metanol e Solucdo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4, com varredura de 190 a
800 nm.

No espectro de emissao de fluorescéncia apresentado na Figura 27, a CIAIFc
teve pico de maior intensidade em 690 nm quando diluido em metanol. Quando
diluido em solucéo aquosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4, ou complexado com HP-
BCD, o agente fotossensibilizante apresentou fluorescéncia no mesmo

comprimento de onda, mas também com menor intensidade.
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Figura 27 — Espectro de fluorescéncia do complexo CIAIFc-HP-BCD e da CIAIFc
em metanol e Solucdo aguosa de Tween® 20 a 5%, pH 7,4. Espectro de emisséo
analisado de 650 a 800 nm com comprimento de onda de excitagdo igual a 610 nm.
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As propriedades fotofisicas de um agente fotossensibilizante podem ser
alteradas dependendo da polaridade do solvente que estédo dissolvidos ou ainda,
pela restricdo de movimentos da cavidade das CD. Silva e colaboradores (SILVA
et al., 2011) em seus estudos também mostraram que o sinal de emissdo e
absorcao do CIAIFc diminuia proporcionalmente com o aumento da quantidade de
CD na solucéo. E ainda, a diminui¢do do sinal foi mais expressiva quando o agente
fotossensibilizante esteve complexado com HP-BCD e ndo com BCD, devido a
maior interacdo da CIAIFc com HP-BCD. Ou seja, a interagdo com as CD tende a
reduzir drasticamente o sinal de fluorescéncia do composto em analise, 0 que
corrobora nossos resultados.

No entanto, apesar da reducdo do sinal de fluorescéncia e absorcdo da
CIAIFc devido as interagbes com as CD, ficou claro que o agente fotossensibilizante
ndo perde suas caracteristicas de absor¢cédo e emissdo no mesmo comprimento de
onda, ou seja, o complexo com CD que aumenta a solubilidade aguosa da CIAIFc,
nao inibe suas propriedades fototerapéuticas. De qualquer forma, espera-se que
apos aplicacéo cutanea, o agente fotossensibilizante se dissocie do complexo para

penetrar a pele.

5.5. Avaliacéo in vitro da citotoxicidade do complexo de CIAIFc-HP-BCD

5.5.1. Avaliacéo da citotoxicidade
A influéncia do complexo CIAIFc-HP-BCD sobre a viabilidade celular foi

analisada em cultura de células de melanoma da linhagem B16F10. Inicialmente,
foi analisada a citotoxicidade sem nenhuma aplicagdo de luz, ou seja, as células
foram expostas a formulacdo de interesse sem ativacdo por luz do agente

fotossensibilizante. Os resultados estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 — Viabilidade de células de melanoma (B16F10) apés incubacédo por 24
h com diferentes concentracdes de CIAIFc-HP-BCD e CIAIFc em etanol no escuro.
*p < 0,05 comparados ao controle.

Ambas as amostras avaliadas contendo o agente sensibilizante (CIAIFc-HP-
BCD e CIAIFc livre) apresentaram perfil de citotoxicidade dose-dependente. As
amostras comecaram a apresentar discreta toxicidade entre a faixa de
concentracdo de 0,156 a 1,25 pg/mL. Na maior concentracéo avaliada (2,5 pg/mL),
a citotoxicidade é significativa (p < 0,05) e expressiva, reduzindo a viabilidade
celular para aproximadamente 16%.

E interessante notar que a forma complexada da CIAIFc aumentou a
concentracdo em que se comegou a notar toxicidade do agente no escuro, uma vez
que para a CIAIFc livre a toxicidade comegou a ser percebida a 39,06 ng/mL
enguanto para a forma complexada (CIAIFc-HP-BCD), somente a concentragdes
superiores a 625 ng/mL em relacdo ao controle. Esse resultado ocorre,
possivelmente, pois o complexo reduz o contato direto da célula com o agente
fotossensibilizante.

Considerando as concentracfes iniciais que apresentaram diminuicdo da
viabilidade celular, selecionou-se as concentracfes de 0,0781; 0,3125 e 1,25 pug/mL

para os proximos ensaios com aplicacdo da TFD (Figura 28).

5.5.2. Avaliagcdo da citotoxicidade sem luz e ap6s TFD
A TFD foi aplicada apés tratamento das células com o complexo CIAIFc-HP-

BCD com o objetivo de verificar a concentracéo de CIAIFc necessaria para reduzir
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a viabilidade celular. Na Figura 29, estdo expressos os resultados da viabilidade
celular na auséncia de luz e apés a TFD do complexo ClAlIFc-HP-BCD, da HP-BCD
em agua, do CIAIFc livre em etanol, do etanol e do controle, ou seja, do meio celular

sem nenhum tipo de tratamento.
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Figura 29 — Viabilidade de células de cancer de pele melanoma (linhagem B16F10)
com diferentes concentracdes de HP-BCD, CIAIFc livre ou no complexo CIAIFc-HP-
BCD na auséncia de luz (A) e ap6és a terapia fotodinamica — TFD — (B). Utilizou-se
etanol como controle de CIAIFc livre. *p < 0,01; **p < 0,001; *** p < 0,0001.

Os resultados de citotoxicidade das amostras ndo submetidas & TFD (sem
incidéncia de luz) estdo apresentados na Figura 29A. A HP-BCD induziu discreta
citotoxicidade, reduzindo a viabilidade celular em 26% nas concentracdes de 6,25
e 25 mg/mL. Os demais grupos ndo mostraram alteracdes em relacéo ao controle.

A HP-BCD apresentou baixo nivel de toxicidade que varia de acordo com o
composto complexado e a via de administracao utilizada. Enquanto estudos relatam

gue a administracdo subcutanea da PCD ja apresentou diminuicdo do peso
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corporal, do peso do figado e nefrotoxicidade, com aumento do peso do rim, outros
estudos com administracdo oral ndo relatam nenhum efeito citotoxico (GOULD e
SCOTT, 2005; RODRIGUES et al., 2017). Hodyna e colaboradores (HODYNA et al
2015) relataram a reducdo de toxicidade do farmaco veiculado quando complexado
com BCD, aumentando a DLso de 7,0 para 100 mg/mL.

Além de melhorar a solubilidade do agente fotossensibilizante no complexo
e permitir sua veiculagdo em meio aquoso, a HP-BCD € menos téxica do que sua
CD originaria (GOULD e SCOTT, 2005). A HP-BCD apresenta baixa toxicidade e é
bem tolerada na maioria das espécies. As pequenas alteracdes ja relatadas na
administracdo por via oral ou intravenosa, como histopatologias nos pulmdoes,
figado e rins, foram todas reversiveis. Em humanos, doses diarias de 16 a 24 g
administradas por 14 dias, apresentou como Unico efeito adverso e reversivel,
diarreia (IRIE e UEKAMA, 1997; SCOTT e GOULD, 2005). Recentemente, Agabio
e colaboradores (AGABIO et al., 2017) conseguiram complexar a molécula
hidrofobica de tetrahidrocanabidiol com HP-BCD sem nenhum efeito adverso em
ratos, propondo assim o teste em humanos. Na administracdo topica, Chen e
colaboradores (CHEN et al., 2017) complexaram minoxidil — utilizado para o
crescimento capilar — com HP-BCD, obtendo resultados satisfatorios e sem o
aparecimento de nenhum efeito indesejado com a aplicacdo cutanea.

Importante ressaltar que o objetivo desse trabalho € a administracao por via
topica da formulacdo. Portanto, acredita-se que a HP-BCD néo permeie a pele
devido seu tamanho. Assim, o efeito sistémico esperado € desprezivel ou até
mesmo nulo.

A atividade citotdxica de uma ftalocianina dependera do tipo de complexo
formado ou da formulagdo em que estara inserida. A literatura apresenta resultados
recentes bem expressivos da inibigdo da viabilidade celular com a utilizagdo da TFD
para a CIAIFc incorporada em nanoemulsdes e nanocapsulas com acao
antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2013), para tratamento de cancer de células
mamarias (MUEHLMANN et al., 2015) e cancer de prostata (LEANDRO et al.,
2017). Formulacdes poliméricas de Pluronic F-123 e F-127 contendo o mesmo
agente fotossensibilizante para eliminagéo de S. aureus e C. albicans (VILSINSKI
et al., 2015) e contra linhagem celular humana de carcinoma de pulmao (PY-

DANIEL et al., 2016) também demonstraram bons resultados.
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Neste estudo, foi verificado que ap6s a TFD (Figura 29B), ou seja, a
irradiacdo das células tratadas com as diferentes formulacdes e controle, observou-
se que a HP-BCD manteve o padrao de citotoxicidade similar ao da Figura 29A,
reduzindo discretamente a viabilidade celular nas menores doses. Em
contrapartida, na dose de 25 mg/mL, a reducao na viabilidade foi mais expressiva
(37%). Os grupos tratados com CIAIFc livre, independente da concentracdo
avaliada, mostraram reducdo de aproximadamente 67% na viabilidade celular. Ja
o complexo CIAIFc-HP-BCD induziu alteracdes na viabilidade celular apenas na
concentracdo equivalente de CIAIFc de 1,25 pg/mL, em que reduziu
aproximadamente 62% da viabilidade celular.

A forma complexada da CIAIFc manteve a atividade fotodinamica da
observada para o farmaco livre, principalmente na maior concentracao avaliada.
Em concentragbes inferiores a 1,25 pg/mL, a atividade citotoxica frente aos
melanomas foi muito discreta, o que € esperado devido a protecdo que a
complexacdo confere ao agente fotossensibilizante. Este controle foi maior que o
observado para outros sistemas, como nanoemulsées (MUEHLMANN et al., 2015;
LEANDRO et al., 2017) ou micelas poliméricas (PY-DANIEL et al., 2016).

De qualguer maneira, os complexos tém a vantagem de serem formados de
maneira dinamica, de modo que a interacdo do farmaco com a CD é reversivel
(SZEJTLI, 1991; CRINI, 2004). Ou seja, uma vez que a CIAlFc for sendo liberada
para dentro do tecido neoplasico, ela estard em sua forma livre e terd o efeito

esperado mesmo que em menores concentragoes.

5.6. Estabilidade elétrica da CIAlIFc complexada
A estabilidade elétrica dos complexos foi verificada para garantir que a

aplicacéo da corrente elétrica durante os experimentos envolvendo iontoforese ndo
reverteria a formacéo da forma complexada da CIAIFc-HP-BCD.

Inicialmente verificou-se que o complexo formado CIAIFc-HP-BCD
apresentava pH igual a 3,5. Sabendo que o pH da pele varia de 5 a 5,5 (OHMAN e
VAHLQUIST, 1998) e que o pH mais acido pode causar irritabilidade cutéanea, o pH
da formulacgéo foi ajustado para 7,4 e a estabilidade foi determinada nas trés faixas
de pH (Figura 30).
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Figura 30 — Estabilidade elétrica do complexo de CIAIFc-HP-BCD nos pH 3,5, 5,0

e 7,4, com aplicacdo de corrente elétrica de 0,5 mA/cm?, durante 6 h, calculada

pelo teor de CIAIFc; Caracteristica visual do complexo apds 6 h em pH 3,5 (C) e 5,0

(B) e pH 7,4 (A).

Os complexos em pHs 3,5 e 5,0 perderam sua estabilidade antes de 1 h de
exposicao a corrente elétrica de 0,5 mA, podendo ser observado o precipitado do
complexo a olho nu (ver Figuras 30B e 30C). Como a CIAIFc é praticamente
insoltvel em agua, ao desfazer o complexo com HP-BCD ocorre a precipitagao do
agente fotossensibilizante e, ao final das 6h, a concentracdo de CIAIFc decai em
guase 100% da concentracao inicial.

O complexo com pH ajustado para 7,4 permaneceu com todas as
caracteristicas visuais apos as 6h de exposicdo a corrente elétrica de 0,5 mA
(Figura 30A). Apesar disso, ele parece ir decaindo até aproximadamente 60% da
guantidade de CIAIFc inicial. Essa quantidade de complexo remanescente apos 6
h, foi diferente estatisticamente (p < 0,0001) dos outros pHs testados.

Conforme foi discutido anteriormente, os complexos com CD sao formados
de maneira que o farmaco se acomoda na cavidade da CD interagindo de maneira
reversivel (SZEJTLI, 1991; CRINI, 2004). E esperado, portanto, que qualquer
perturbacdo no meio desfaca essa dinamica. De fato, a passagem da corrente
elétrica parece ter perturbado essa interagdo, mas a variagdo notada de tempos em

tempos que inicialmente ndo mostrou uma logica de decaimento, além da néo
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observacéo de precipitados no fim das 6 h de experimento, indicam que o complexo
em pH 7,4 tende a manter sua estabilidade em um nivel aceitavel. Desta forma,

eles foram utilizados nos experimentos subsequentes que envolviam a iontoforese.

5.7. Estudos in vitro de permeac¢édo do complexo de CIAIFc-HP-BCD em pele
de suinos utilizando microagulhamento e iontoforese
Todos os ensaios de permeacao foram realizados com o complexo CIAIFc-

HP-BCD em pH 7,4, por ter sido o mais estavel frente a corrente elétrica, como
apresentado no item 5.5.

A permeacao passiva foi realizada por 12 h e os resultados estdo expressos
na Tabela 7 como porcentagem de CIAIFc recuperada em relagcéo a concentracao
da formulagao inicial. Essa normalizacdo se deu ao fato de haver pequenas
variacoes da quantidade de CIAIFc complexada em cada formulacdo preparada (+
2%).

Tabela 7 — CIAIFc recuperada das fracdes da pele (EC, FP e PR) e da pele inteira
apos 12 h de permeacdo passiva in vitro, a partir do complexo CIAlIFc-HP-BCD
(n=5). EC: Estrato Corneo; FP: Foliculo Piloso; PR: Pele Remanescente.

Camadas da pele ClIAIFc recuperado (%)
EC 50+£1,2
FP abaixo do LQ
PR abaixo do LQ
Pele inteira 55%+0,8

No FP e PR, a ClAlFc foi detectada, mas as concentracdes ficaram abaixo
do LQ do método analitico validado. Portanto, o experimento foi realizado e dosado
também na pele inteira. Assim, nota-se que 5% da dose aplicada ficou retida no
EC, enquanto aproximadamente apenas 0,5% da dose de CIAIFc penetrou para as
camadas mais profundas da pele.

De fato, néo era esperado que o complexo favorecesse a permeacao passiva
da CIAIFc uma vez gue se trata de uma espécie com alto peso molecular e com
baixo coeficiente de particdo octanol/agua (log Pow entre -3 e zero) e, portanto, uma
alta dificuldade de se difundir para o interior da pele (LOFTSSON et al., 2005;
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MICHALUN e MICHALUN, 2011). Por outro lado, a alta lipofilicidade da CIAIFc
parece favorecer seu actiimulo no EC (QUINTAO et al., 2015), de modo que apds
um tempo longo de experimento (12 h), somente 0,5% da dose conseguiu se
difundir mais internamente na pele ap0s transpassar essa primeira barreira.

Na tentativa de aumentar a penetracdo da CIAIFc a partir da formulacdo do
complexo CIAIFc-HP-BCD, a permeacéo do agente fotossensibilizante foi verificada
apos o pré-tratamento da pele com trés diferentes tipos de microagulhas sélidas.
As microagulhas tinham tamanhos distintos (0,5; 1,0 e 2,0 mm) e foram passadas
sobre a pele antes de cada tratamento passivo com a formulagéo realizado por 12
h. Um controle em que se retirou todo o EC da pele antes da aplicacdo da CIAIFc-
HP-BCD também foi realizado para fins de comparacdo. Os resultados das
permeacdes in vitro com utilizacdo das microagulhas estdo apresentados na Figura
31.
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Figura 31 — CIAIFc recuperada da pele inteira apos 12 h de permeacéo in vitro com
utilizacdo de microagulhas de 0,5, 1,0 e 2,0 mm a partir do complexo CIAIFc-HP-
BCD, pH 7,4 (n=5). O controle da permeag&do com microagulhas foi uma permeagao
em pele sem EC. # abaixo do LQ; *p < 0,05.

O experimento controle (aplicacédo na pele sem o EC) resultou em uma
penetracdo do farmaco em quantidade detectada, mas abaixo do LQ do método.
J& as aplicagbes das microagulhas promoveram a penetragdo de concentracdes

guantificaveis do agente fotossensibilizante, porém néo diferente significativamente
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ao quantificado na pele total sem a utilizagdo das microagulhas. Além disso, ndo
houve diferenca significativa entre as permeacdes de CIAIFc na pele microporada,
independente do tamanho das microagulhas utilizadas.

Os resultados apresentados na Figura 31 apontam para a importancia do EC
intacto para promover a penetracdo do farmaco, uma vez que a retirada prévia
desta camada ou mesmo a sua ruptura por meio de pré-tratamento com
microagulhas gerou uma reducdo na quantidade total de CIAIFc retida na pele
inteira, muito provavelmente pela reducdo da quantidade dessa camada para que
a ClAIFc pudesse interagir.

Sendo assim, buscou-se um segundo método para tentar aumentar a
penetracao da CIAIFc a partir do complexo ClAIFc-HP-BCD.

A utilizacdo da iontoforese tem promovido uma maior permeacdo de
farmacos hidrofilicos através da pele, devido a uma facilitacdo dessas espécies
para atravessar o EC e atingir o tecido alvo, de forma nao-invasiva e indolor. A
guantidade de farmaco transportada para o tecido pode ser controlada pela
intensidade da corrente e duracdo da aplicacdo, assim como pela area de
exposicao na pele da formulagdo em contato com o eletrodo (KALIA et al., 2004;
GRATIERI et al., 2008; DUBEY e KALIA, 2011; GELFUSO et al., 2011; GRATIERI
et al., 2008). Souza et al (SOUZA et al, 2011) conseguiram aumentar
significativamente a penetracdo de uma ftalocianina de zinco hidrofilica
(negativamente carregada) in vitro e in vivo utilizando iontoforese. Apos 6 h, a
iontoforese catddica in vitro foi capaz de aumentar em mais de oito e seis vezes a
guantidade de ftalocianina no EC e na epiderme viavel, respectivamente. In vivo,
apenas 15 min foram suficientes para aumentar em, aproximadamente, 11 vezes a
absorcédo nas camadas mais profundas da pele.

No entanto, a ftalocianina citada possui caracteristicas hidrofilicas e carga
negativa. Portanto, a CIAIFc — extremamente lipofilica — foi complexada com HP-
BCD para estar inserida em meio hidrofilico e, somente assim, a formulacdo poder
receber a aplicacéo da iontoforese.

Os resultados das permeacdes passiva e iontoforética do complexo CIAIFc-

HP-BCD, tanto no EC quanto na pele inteira, estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32 — CIAIFc recuperada do EC ou pele inteira apés 12 h de permeacao
passiva ou 6 h de permeacéao iontoforética in vitro a partir do complexo CIAIFc-HP-
BCD, em pH 7,4 (n = 4-5). *p < 0,01.

A comparacdo foi realizada entre permeacdo passiva e transporte
iontoforético em tempos distintos porque para experimento passivo realizado por 6
h ndo se detectou quantidades significativas do farmaco em nenhuma das camadas
analisadas. Assim, pelas andlises da Figura 32, tem-se que apenas 6 h de
lontoforese foi capaz de promover a permeacéo de 2,3 vezes mais CIAIFc do que
em 12 h de tratamento passivo da pele com a mesma formulacdo. Se considerada
a penetracao na pele descontando-se a quantidade retida no EC para se estimar a
guantidade de farmaco retira na pele viavel, ou seja, has camadas da pele abaixo
do EC, tem-se que a penetracdo de CIAIFc aumentou em aproximadamente 12
vezes com a aplicacdo de iontoforese em relacdo a permeacéo passiva (de 0,5%
para 6% da dose). A iontoforese, portanto foi eficiente ndo somente em aumentar
a penetracao do farmaco na pele total, mas também em estimular a penetracao
cutdnea mais profunda do farmaco, mesmo considerando-se um tempo 2 vezes
menor de aplicagdo da formulagdo do complexo.

Quanto a penetracéo da CIAIFc no EC, a iontoforese nao alterou de maneira
significativa se comparado a permeacao passiva. Propde-se, desta forma, que o
EC tem papel importante na penetracdo passiva do farmaco ao passo que a
penetracdo iontoforética do farmaco deve estar relacionado com a entrada do

complexo através do infundibulo folicular, com posterior difusdo do farmaco livre
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para a epiderme viavel e derme. De fato, varios estudos ja mostram que a principal
rota de movimentacdo de ions e moléculas sobre a influéncia da iontoforese se da
por meio da via transfolicular, devido a baixa resisténcia oferecida pelos apéndices
da pele (TURNER e GUY, 1997; BARRY, 2001; KALIA et al., 2004; SOUZA et al.,
2011; GELFUSO et al., 2013).

Outros trabalhos na literatura também utilizaram a CD para aumentar a
solubilidade aquosa de um farmaco lipofilico, possibilitando assim a aplicacéo da
lontoforese para a permeacao para camadas mais internas da pele. A SBE-BCD foi
utilizada para aumentar a solubilidade aguosa do anestésico lipofilico propofol. Com
a aplicacéo da iontoforese, o farmaco permeou quatro vezes mais do que quando
comparado com a permeacdao passiva (JULURI e MURTHY, 2014). Ja a HP-BCD —
mesma CD utilizada neste trabalho — foi utilizada para aumentar a solubilidade
aquosa das moléculas anti-inflamatérias de hidrocortisona (CHANG e BANGA,
1998) e de piroxicam (DOLIWA et al., 2001). Apés aplicacdo da iontoforese, houve
um aumento na permeacdo de 16 e 3,4 vezes, respectivamente, para esses
farmacos.

Assim, a iontoforese mostrou-se uma técnica eficiente para promover a
permeacdo da CIAIFc a partir do complexo CIAIFc-HP-BCD em camadas mais
profundas da pele. Tanto a aplicacdo da iontoforese quanto a complexacdo do
farmaco em CD pareceram cruciais para promover o acumulo do agente
fotossensibilizante no tecido alvo neoplasico, ainda que in vitro, possibilitando uma
posterior aplicacdo da TFD para o tratamento de cancer de pele, especialmente os

do tipo melanoma.
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6. Sintese dos resultados
O meétodo analitico para doseamento da CIAlFc foi validado por HPLC e

apresentou seletividade, robustez, linearidade, precisdo, exatidao/recuperagéao e
limite de deteccdo e quantificacdo que permitiram a analise do agente
fotossensibilizante nas formulacdes e, especialmente, nos estudos envolvendo
permeacédo cutanea.

A solubilidade da CIAIFc foi analisada em metanol, etanol e solugdo aquosa
de Tween® 20 a 5%, pH 7,4, e as concentragdes foram de 9,9+ 2,8,5,7+0,3e 0,7
+ 0,4 mg/mL, respectivamente. E, a compatibilidade entre os soélidos com as
analises térmicas de DSC e DTG, confirmaram a estabilidade térmica da CIAIFc na
presenca da HP-BCD.

Através do diagrama de solubilidade, escolheu-se a proporcao de 20% de
HP-BCD para o preparo do complexo com CIAIFc. O complexo CIAIFc-HP-BCD foi
caracterizado avaliando-se seu espectro de absorcdo e emissao e por meio de
técnicas de analise térmica. As analises confirmaram que o agente
fotossensibilizante ndo perde sua atividade fotodindmica mesmo estando no
complexo.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com células de cancer de pele
melanoma da linhagem B16F10. Na auséncia de luz, a CIAIFc e o complexo CIAIFc-
HP-BCD apresentaram toxicidade em concentragdes iniciais de 39,06 e 625 ng/mL,
respectivamente. Com a aplicacdo da TFD, a HP-BCD, reduziu discretamente a
viabilidade celular em baixas concentracdes (1,56 e 6,25 mg/mL), mas reduziu para
37% quando utilizada a concentracao de 25 mg/mL. A CIAIFc livre reduziu em 67%
a viabilidade celular em quaisquer concentracdes analisadas (0,08; 0,31 e 1,25
mg/mL). No entanto, o complexo CIAIFc-HP-BCD reduziu significativamente (p <
0,05) a viabilidade celular em 62% somente na concentracéo de 1,25 mg/mL.

A permeacao passiva confirmou que a CIAIFc ndo penetra bem a pele devido
suas caracteristicas lipofilicas e ao tamanho do complexo formado. A utilizacéo de
microagulhas solidas, antes da permeacdo, foi ineficiente para promover a
permeacdo da CIAIFc. No entanto, a permeacdo iontoforética promoveu um
aumento de 2,3 vezes mais CIAIFc doseado na pele inteira, em um tempo menor e

promoveu uma maior penetragcdo do farmaco nas camadas mais profundas da pele.
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7. Conclusao

O complexo CIAIFc-HP-BCD proporcionou a insercdo do agente
fotossensibilizante em meio aquoso, o que possibilitou a sua formulagcéo tépica,
melhorando sua estabilidade fotodinamica. A permeacao iontoforética da CIAIFc
complexada seguida da aplicacdo da TFD, portanto, parece ser uma alternativa
efetiva e ndo invasiva para o tratamento de tumores cutaneos, especialmente os

do tipo melanoma.
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9. Anexos

9.1. Comité de ética

O projeto intitulado “lontoforese de complexos de inclusdo de cloreto de
aluminio ftalocianina (CIAIFc) para a terapia fotodindmica tdpica de tumores
cutaneos”, sob Protocolo n.° 66735/2016, foi avaliado e aprovado pela Comissao
de Etica no Uso Animal (CEUA), com validade até 01/03/2020.

O projeto in vivo da continuidade ao trabalho apresentado e tem como
objetivo avaliar os beneficios da iontoforese combinada com TFD topica para
promover a permeacdo de CIAIFc permitindo acumulo de mais agente
fotossensibilizante no tecido tumoral e, consequentemente, melhora da terapia

guando comparada a permeacao passiva.

9.2. Artigos publicados

9.2.1 CIAIFc
O trabalho apresentado ja possui publicacéo cientifica com o artigo:

REIS, T. A.; JACULI, A. E. L.; ALVES, R. C.; GRATIERI, T.; AZEVEDO, R. B;
JOANITTI, G. A.; GELFUSO, G. M.; CUNHA-FILHO, M. S. S. Simple and selective
HPLC-UV/Vis bioanalytical method to determine aluminum phthalocyanine chloride
in skin permeation studies. J Anal Methods Chem, v. 2018, p. 1-7 2018.

No ano de 2014, foi publicada uma revisdo sobre microagulhas também

norteadora para esta tese:

REIS, T. A.; BARRETO, L. C. L. S.; CUNHA-FILHO, M. S. S.; GRATIERI, T.;
GELFUSO, G. M. Microagulhas: estado da arte e aplicagcdes médicas. Brasilia Med,
v. 51, n. 2, p. 159-168, 2014.
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9.2.2 Oxaliplatina
No inicio do periodo de Doutorado (1/2014 a 1/2016) foram realizados

experimentos relacionados ao projeto intitulado “Desenvolvimento de formulacao
para aplicacdo da iontoforese na liberacdo de oxaliplatina para a quimioterapia
topica de tumores da cavidade oral”, que originaram duas publica¢des cientificas:

MATOS, B. N.; OLIVEIRA, P. M.; REIS, T. A.; GRATIERI, T.; CUNHA-FILHO, M. S.
S.; GELFUSO, G. M. Development and validation of a simple and selective
analytical hplc method for the quantification of oxaliplatin. J Chem, v. 2015, p. 1-6,
2015.

REIS, T. A.; MATOS, B. N.; LIMA, E. M.; CHAKER, J. A.; GRATIERI, T.; CUNHA-
FILHO, M. S. S.; GELFUSO, G. M. Oxaliplatin preformulation studies for the
development of innovative topical drug delivery systems. J Therm Anal Calorim, v.
130, p. 1671-1681, 2017.



