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RESUMO

A cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc) pertence a segunda geracdo de fotossensibilizadores
(FS) aplicéveis a terapia fotodinamica (TFD) do cancer de pele devido ao seu alto coeficiente
de absorc¢do na janela terapéutica do espectro de luz (600-800nm) junto a longa vida util dos
seus estados singleto e tripleto excitados. No entanto, sua administracao direta ¢ impossibilitada
pela alta hidrofobicidade e tendéncia a auto agregagdo em meio aquoso da molécula. Desse
modo, a encapsulacdo do FS em lipossomas bem como o uso de promotores quimicos e/ou
fisicos de absor¢do podem representar estratégias para a viabilizagdo e otimizagdo de sua
penetragdo cutdnea. O objetivo deste estudo foi desenvolver lipossomas a base de
fosfatidilcolina de soja e colesterol contendo 4cido oleico (AO) para a veiculagdo da AICIPc,
bem como avaliar sua penetragdo cutinea associada ao microagulhamento. Para a otimizacao
da formulag¢do desenvolvida, empregou-se a estratégia de quality by design através de Box-
benhken, com trés fatores e trés niveis. Como varidveis independentes, foram adotadas o
tamanho de particula, a eficiéncia de encapsulagdo e o indice de polidispersdo (PdI) dos
lipossomas. Para os ensaios de penetragdo cutanea in vitro, utilizou-se pele full thickness de
orelhas de suinos recém abatidos e roller de microagulhas sélidas de titanio de 0,25mm de
comprimento. Os lipossomas desenvolvidos apresentaram tamanho de particula, eficiéncia de
encapsulacdo, Pdl e potencial zeta médios de 153,20 £13,39 nm, 69,09 + 3,31%, 0,309 + 0,03
e -15,24 mV, respectivamente. A analise morfologica revelou vesiculas em formato esférico ou
quase esférico, enquanto as analises por DSC e FTIR sugeriram que o farmaco foi
adequadamente incorporado a bicamada lipidica dos lipossomas, em seu estado amorfo ou
molecularmente disperso. Os ensaios de penetracdo cutinea in vitro revelaram que a AICIPc
ndo apresenta absorcao transdérmica, permanecendo retida as camadas epidérmica e dérmica,
onde geralmente se encontram os tumores de pele. A encapsulagdo do farmaco em lipossomas
contendo AO aumentou em ~20 e 8 vezes sua penetra¢ao no estrato corneo e na epiderme viavel
+ derme, respectivamente (p < 0,05). O microagulhamento promoveu um aumento adicional de
1,3 vezes no transporte do farmaco as camadas viaveis da pele (p < 0,05). Isto posto, o design
estatistico Box-Benhken foi bem-sucedido no fornecimento de uma formulacdo lipossomal
otimizada. Ademais, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a encapsulagdo da AICIPc
em lipossomas associada a promotores quimicos e fisicos de absorcdo ¢ uma estratégia

promissora para a terapia fotodindmica do cancer de pele.

Palavras-chave: AICIPc; lipossomas; acido oleico; microagulhamento; Box-Benhken design.



ABSTRACT

Chloro-aluminum phthalocyanine (AICIPc) belongs to the second generation of
photosensitizers (FS) applicable to photodynamic therapy (PDT) of skin cancer due to its high
absorption coefficient in the therapeutic window of the light spectrum (600-800nm) along with
the long lifetime of their excited singlet and triplet states. However, its direct administration is
impossible due to the molecule's high hydrophobicity and tendency to self-aggregate in an
aqueous medium. Thus, the encapsulation of FS in liposomes as well as the use of chemical
and/or physical absorption promoters may represent strategies for the feasibility and
optimization of its cutaneous penetration. The objective of this study was to develop liposomes
based on soy phosphatidylcholine and cholesterol containing oleic acid (OA) for the delivery
of AICIPc, as well as to evaluate its cutaneous penetration associated with microneedling. For
the optimization of the developed formulation, the strategy of quality by design was used
through Box-benhken, with three factors and three levels. As independent variables, the particle
size, the encapsulation efficiency and the polydispersity index (PdI) of the liposomes were
adopted. For the in vitro skin penetration tests, full thickness skin of the ears of recently
slaughtered pigs and a roller with solid titanium microneedles of 0.25 mm in length were used.
The developed liposomes showed particle size, encapsulation efficiency, Pdl and mean zeta
potential of 153.20 £13.39 nm, 69.09 + 3.31%, 0.309 £+ 0.03 and -15.24 mV, respectively.
Morphological analysis revealed spherical or nearly spherical vesicles, while DSC and FTIR
analyzes suggested that the drug was adequately incorporated into the lipid bilayer of
liposomes, in its amorphous or molecularly dispersed state. In vitro skin penetration tests
revealed that AICIPc does not show transdermal absorption, remaining retained in the epidermal
and dermal layers, where skin tumors are usually found. The drug encapsulation in AO-
containing liposomes increased its penetration in the stratum corneum and in the viable
epidermis + dermis by ~20 and 8-fold, respectively (p < 0.05). Microneedling promoted an
additional 1.3-fold increase in drug transport to viable skin layers (p < 0.05). That said, the Box-
Benhken statistical design was successful in providing an optimized liposomal formulation.
Furthermore, the results obtained in this study suggest that the encapsulation of AICIPc in
liposomes associated with chemical and physical absorption promoters is a promising strategy

for the photodynamic therapy of skin cancer.

Keywords: AICIPc; liposomes; oleic acid; microneedling; Box-Behnken design.
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1. INTRODUCAO

Estatisticas globais levantadas pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) em 2020
apontaram o cancer de pele ndo-melanoma (CPNM) como o quarto, dentre 36 tipos distintos de
cancer, no ranking mundial de nimeros de novos casos (SUNG et al., 2021). A nivel nacional,
os dados sdo igualmente alarmantes, uma vez que, segundo o Instituto Nacional de cancer
(INCA), o CPNM corresponde a 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil, o
que o torna, portanto, o mais frequente no pais (INCA, 2022). Dentre os subtipos do CPNM, o
carcinoma de células escamosas (CCE), que se origina das células epidérmicas, apesar de
menos frequente, se apresenta como mais agressivo (CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021;
RATUSHNY et al., 2012; WALKER; HARDWICKE, 2021). O tratamento de escolha na
maioria dos casos ¢ a excisdo cirdrgica do tumor ou, quando esta ndo for indicada, a
radioterapia. Em casos de lesdes superficiais e de baixo risco, o uso de quimioterapicos topicos
também pode ser recomendado. No entanto, a intervencdo cirirgica comumente cursa com
resultados estéticos insatisfatorios, além de envolver o risco de danos funcionais ao paciente
(CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021; INOUE et al.,, 2020). Em adi¢do, enquanto a
radioterapia pode acarretar severos efeitos adversos, a quimioterapia topica tem sido associada
a alta taxa de recorréncia (INOUE et al., 2020).

A terapia fotodindmica (TFD), que integra o guia de diretrizes terapéuticas do
CPNM junto as estratégias topicas, tém se mostrado promissora por exibir eficacia comparativa
a estas, melhores resultados estéticos e menor taxa de recorréncia (KEYAL et al., 2019;
SIDOROFF; THALER, 2010). Fundamentalmente, o0 mecanismo pelo qual a PDT exerce seus
efeitos terapéuticos ¢ baseado em trés componentes: um agente fotossensibilizante (FS), luz no
espectro visivel e oxigénio molecular (BANERIJEE et al., 2017; HOPPER, 2000). Em resumo,
a eficécia da TFD depende, inicialmente, do acimulo do FS nas células cancerigenas a partir
de sua administracdo, e da subsequente exposi¢ao do tecido tumoral a luz em comprimento de
onda compativel com o espectro absortivo do FS (BANERJEE et al., 2017; HOPPER, 2000;
RAK et al., 2019). Sob irradiagdo luminosa, o FS sofre reagdes fotoquimicas que o conduzem
de um estado energético fundamental a um estado excitado de maior energia, denominado
estado tripleto. De forma direta ou indireta, tais estados tripleto levam a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que, ao interagirem com a membrana das células cancerigenas,
causam alteragdes em sua matriz lipidica que culminam na morte celular (RAK et al., 2019;

TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).
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No contexto da terapia do CPNM, a via tdpica de administracdo pode oferecer o
acumulo local de farmacos com menos efeitos adversos que a via sistémica (CHATURVEDI;
GARG, 2021). No entanto, a absor¢do topica de compostos ¢ severamente dificultada pela
eficiente barreira estabelecida pelo estrato cérneo, camada mais externa da epiderme. Ademais,
os FS mais utilizados na clinica, como o 4cido 5-aminolevulinico (5-ALA), um FS porfirinico,
apresentam caracteristicas fisico-quimicas que dificultam sua penetragdo e actimulo nas
camadas mais profundas da pele. Exibem ainda absor¢do de luz majoritariamente em
comprimentos de onda estreitos (400-600 nm), com baixa profundidade de penetragdo efetiva
nos tecidos, além de longo tempo de depuragdo no organismo, o que resulta em
fotossensibilidade cutanea prolongada. Por esse motivo, apesar de seu imenso potencial
terapéutico, a TFD permanece sendo indicada apenas para o tratamento de lesdes superficiais
(ASH et al., 2017; DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018; HU et al., 2022).

Nesse contexto, muito esforco tem sido investido na busca por FS que retinam
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas superiores aos disponiveis no mercado. Dentre os
compostos mais promissores, estdo as ftalocianinas, macrociclos tetrapirrdlicos com alta
absorc¢ao em largos comprimentos de onda (650-780 nm), o que se traduz em 6tima penetragao
tecidual luminosa, e pobre absor¢dao em 400-600 nm, reduzindo o risco de toxicidade cutdnea
prolongada (ONISZCZUK et al., 2016; RAK et al., 2019; ZHANG et al., 2020). Além disso,
possuem rendimento quantico de fluorescéncia superior as demais porfirinas (DE SIQUEIRA
et al., 2022; ONISZCZUK et al., 2016; RAK et al., 2019; ZHANG et al., 2020). A adicao de
um ion metalico diamagnético ao centro da molécula, como o AI**, pode ainda promover a
formagdo de estados tripleto com maior rendimento e sobrevida, o que favorece a producgdo de
EROs e, consequentemente, a atividade fototerapéutica do FS (DE SIQUEIRA et al., 2022).
Nao por acaso, a cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc) tém protagonizado os estudos publicados
nos ultimos anos envolvendo o emprego de ftalocianinas na TFD no cancer (ALMEIDA et al.,
2018, 2022; BRILKINA et al., 2019; CHEN et al., 2020; DE SIQUEIRA et al., 2022; SANTOS
et al., 2020).

Em contrapartida, como as demais ftalocianinas, a AICIPc exibe alta
hidrofobicidade e tendéncia a auto agregacdo em meios aquosos e biocompativeis (SIQUEIRA-
MOURA et al., 2010). Se por um lado o perfil lipofilico da molécula a confere boa intera¢ao
com sistemas bioldgicos, por outro, a formagao de dimeros ou agregados maiores pode levar ao
decaimento ou até a anulagdo da emissao de fluorescéncia e da eficiéncia de producdo de EROs.
Portanto, para ser aplicavel a TFD por via tdpica, o fotossensibilizante precisa alcangar as

camadas mais profundas da pele em concentragdes adequadas e em sua forma monomérica, o
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que inviabiliza a sua administracdo direta (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004; PEREIRA;
TASSO, 2021; SIQUEIRA-MOURA et al., 2010). Com o propoésito de superar essa limitacao,
os carreadores nanoestruturados t€ém se destacado como sistemas de liberacdo de farmacos
capazes de melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas de moléculas como
a AICIPc (CALORI; TEDESCO, 2016; CANDIDO et al., 2018).

Os nanocarreadores caracterizam-se como sistemas de carreamento ¢ liberacao de
farmacos que, usualmente, apresentam tamanho de particula de até 500 nm (DASTIDAR;
GHOSH; DAS, 2022). Caracteristicas como tamanho, forma, carga e arranjo superficiais, que
sdo determinantes para o comportamento farmacocinético de um composto, podem ser
modificadas em uma nanoparticula de modo a torné-la compativel com a via de administra¢ao
planejada, ainda que o fArmaco nao seja (FERRISSE et al., 2022; GIODINI et al., 2017). Dentre
os diferentes tipos de nanocarreadores, os lipossomas, vesiculas esféricas compostas por uma
bicamada fosfolipidica, oferecem vantagens adicionais como sistemas de entrega de farmacos,
tais como: possibilidade de carreamento de moléculas hidrofilicas e hidrofobicas
simultaneamente (SOUTO et al., 2022); marcantes biocompatibilidade e biodegradabilidade,
dada a grande similaridade, estrutural e composicional, entre a bicamada fosfolipidica dos
lipossomas e a membrana celular de mamiferos (LARGE et al., 2021).

Considerando os desafios para a penetracdo de moléculas para e através da pele,
agentes facilitadores tém sido largamente empregados, sozinhos ou em associagdo aos
nanocarreadores, para a otimiza¢do da administragao topica de farmacos (YUAN et al., 2022).
O microagulhamento, um método fisico de promoc¢do de absorcdo, consiste na abertura
temporaria de microporos no estrato corneo por acdo mecanica, abrindo caminho para o
transporte direto de moléculas para a epiderme e camadas superficiais da derme (WAGHULE
et al., 2019; YUAN et al., 2022). Ja o 4cido oleico (AO), um 4cido graxo monoinsaturado bem
estabelecido na literatura como um promotor quimico de absor¢ao cutanea, atua, de modo geral,
por desestabilizagdo dos lipidios presentes no estrato coreo (EC) (LANE, 2013; NAIK et al.,
1995; WILLIAMS; BARRY, 2012). Ambos os agentes tém sido explorados em estudos
voltados para a administracdo tdpica e transdérmica de farmacos, e os resultados obtidos sao
promissores (ALMEIDA et al., 2018, 2022; LEV-TOV et al., 2017; PETUKHOVA et al.,
2017).

Face ao exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar lipossomas
contendo AO e carreados com a AlCIPc, além de avaliar a sua penetracdo e permeagao cutanea,
tanto de forma passiva quanto precedida por tratamento prévio da pele com microagulhamento.

No entanto, o desenvolvimento de uma nova formulacdo farmacéutica requer a combinagao de
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diferentes excipientes e procedimentos sob condi¢des especificas para que seja obtido um
produto com eficacia e qualidade satisfatorias (JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Para a
otimizagdo deste processo, podem ser adotadas abordagens estatisticas que possibilitem o
estudo da relacdo entre os fatores determinantes para este, chamados de varidveis
independentes, e as respostas produzidas quando os fatores sdo alterados, chamadas de varidveis
dependentes (SOLANKI; PARIKH; PARIKH, 2007). H4, por consequéncia, a identificagdo de
6timas condigdes de desenvolvimento da formulagdo com um nimero minimo de experimentos,
com menor consumo de insumos e tempo de trabalho (DAS; MISHRA, 2017; FERREIRA et
al., 2007; JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Isto posto, para o delineamento experimental do
desenvolvimento dos lipossomas, adotou-se o design estatistico de Box-Behnken (DBB), um

método de superficie de resposta (MSR).
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral:

Desenvolver, empregando o design estatistico Box-Benhken, lipossomas carreados com AICIPc
e associa-los ao uso de promotores fisicos e quimicos de absor¢ao visando potencial aplicagao

na terapia fotodinamica do cancer de pele.

2.2.0bjetivos especificos:

e Desenvolver lipossomas a base de fosfatidilcolina de soja, colesterol e acido
oleico, como promotor quimico de absor¢do, para o carreamento da AlCIPc;

e Aplicar o planejamento fatorial por design Box-Benhken com trés fatores e trés
niveis para a obten¢do de uma formulagao lipossomal otimizada;

e (Caracterizar as formulagdes produzidas quanto ao tamanho de particula (nm),
potencial zeta (mV) e indice de polidispersao por dynamic light scatterring;

e Determinar a eficiéncia de encapsulagdo de AICIPc nos lipossomas por
espectrofluorimetria;

e Caracterizar morfologicamente a formulagao otimizada por microscopia de forca
atomica;

e Submeter os lipossomas sintetizados a analise por calorimetria exploratdria
diferencial e espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier;

e Avaliar a penetracdo e permeacdo cutanea in vitro dos lipossomas associada ao

microagulhamento como promotor fisico de absorg¢ao.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1.Pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e, como tal, se apresenta de forma
complexa e possui diferentes fungdes , respondendo por 15% do peso corporal total de um
individuo adulto (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021). Cabe a ela atuar como uma barreira a
invasdo de patdgenos, a perda de dgua e nutrientes pelo organismo, bem como a penetragdo de
diferentes substancias, por exemplo. Além disso, oferece ainda protecdo mecanica e térmica
aos tecidos subjacentes, e responde, em grande parcela, pela sintese de vitamina D no
organismo (MOHAMED; HARGEST, 2021; TSAKOVSKA et al., 2017). O acimulo destas
diferentes atribuicdes ¢ possivel devido a heterogeneidade morfologica da pele.
Estruturalmente, ¢ dividida em trés principais camadas, da mais externa a mais interna:
epiderme, derme e subderme, também denominada hipoderme ou subcutis (Figura 1)

(CHATURVEDI; GARG, 2021; LOSQUADRO, 2017).

Figura 1. Representag@o esquematica da estrutura da pele.
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Fonte: (YUAN et al., 2022).

A epiderme ¢ constituida preponderantemente por queratindcitos, sendo estes
distribuidos em cinco subcamadas, de acordo com seu estagio de diferenciacao celular (LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2021). Todavia, melandcitos, células de Langerhans e células de
Merkell também integram a sua composi¢ido (MOHAMED; HARGEST, 2021). A camada
epidérmica mais interna corresponde ao estrato basal, uma faixa tnica de células germinativas
adjacentes a derme que, ao longo de 40 dias, aproximadamente, sofrem diferenciacdo e

ascensdo gradativas as camadas superiores. Acima do estrato basal, em sequéncia, estdo
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dispostos os estratos celulares espinhoso, granuloso, licido e, por fim, o estrato corneo, que
reveste a superficie cutinea (BORGHETI-CARDOSO et al., 2020; ROBERTS et al., 2021).
Apesar de avascularizadas, as quatro camadas mais profundas da epiderme recebem subsidio
nutricional por difusdo a partir da juncdo dermo-epidermal, e, por esse motivo, constituem a
camada viavel da epiderme. Em contrapartida, apés um intenso processo de maturagdo e
queratinizagdo, os queratinocitos que chegam ao estrato cdérneo, agora denominados
cornedcitos ou queratindcitos, encontram-se anucleados e funcionalmente “mortos”
(BORGHETI-CARDOSO et al., 2020; ZSIKO et al., 2019). Neste estrato epidérmico, os
cornedcitos se sobrepdem em 10-30 camadas, a depender da regido do corpo, e encontram-se
imersos em uma matriz lipidica intercelular densa, composta de ceramidas, 4cidos graxos e
colesterol, por exemplo (BORGHETI-CARDOSO et al., 2020). Por esse motivo, o modelo de
“tijolo e argamassa” é amplamente utilizado para descrever seu arcabougo estrutural. E também
devido a sua natureza altamente hidrofobica e espessa que o estrato corneo ¢ a principal barreira
a perda de agua pelo organismo, mas principalmente a penetracdo cutanea de agentes externos,
inclusive de farmacos e ativos cosméticos (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021; ZSIKO et al.,
2019). Em espessura, a epiderme, como um todo, pode atingir de 60-120 um (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2020).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, uma camada vascularizada que pode ser
subdividida em duas regides: a papilar, adjacente a epiderme, e a reticular, camada mais
profunda que repousa sobre a hipoderme. Em composic¢do, possui os fibroblastos como tipo
celular majoritario, fibras de coldgeno, elastina e reticulina como principais constituintes de sua
porcdo intersticial, além de 60% de seu peso em dgua. A derme abriga ainda os foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021; MOHAMED;
HARGEST, 2021). Variando de 0,5 a 5 mm de espessura, a camada média da pele responde
por sua resisténcia e flexibilidade (BORGHETI-CARDOSO et al., 2020; MOHAMED:;
HARGEST, 2021).

Por fim, a hipoderme, camada ricamente vascularizada, ¢ composta por adipocitos,
tipo celular responsavel pelo armazenamento de gordura, que sdo agrupados em lobulos
(MOHAMED; HARGEST, 2021). Uma vez que, em individuos ndo obesos, aproximadamente
80% da gordura corporal total esta localizada no tecido subcutaneo, a hipoderme desempenha
um papel central na absor¢do de impactos mecéanicos e na capacidade de termorregulagdo
corpdrea, além de exercer ainda atividades enddcrinas (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021;
MOHAMED; HARGEST, 2021).
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3.2.Cancer de pele

Dados levantados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2019 apontaram
0 cancer como a primeira ou segunda causa de morte para ambos os sexos antes dos 70 anos de
idade em 112 de 183 paises ao redor do mundo, incluindo o Brasil (SUNG et al., 2021). Dentre
os sitios que lideram o ranking global de novos casos estd o cancer de pele, que pode ser
subdividido em melanoma (CPM), quando derivado de melandcitos, ou ndo-melanoma
(CPNM), quando se origina de células derivadas da epiderme. No entanto, a distribuicdo de
casos entre ambos ndo ¢ equilibrada, sendo atribuidos ao cancer de pele ndo-melanoma 78% de
todos eles no ano de 2018, o que corresponde a 1,04 milhdo de ocorréncias (CRAYTHORNE;
NICHOLSON, 2021; SUNG et al., 2021). A nivel nacional, os dados sdo igualmente
alarmantes, uma vez que, segundo o Instituto Nacional de cancer (INCA), o CPNM corresponde
a 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil, o que o torna, portanto, o mais
frequente no pais (INCA, 2022). O cancer de pele ndo-melanoma pode ainda ser dividido em
diferentes subtipos, mas dois deles merecem destaque por sua maior incidéncia: o carcinoma
basocelular (CBC), mais frequente e menos agressivo, e o carcinoma de células escamosas
(CCE) (WALKER; HARDWICKE, 2021; INCA, 2020).

O CCE cutaneo (CCEc), originario dos queratindcitos, comumente deriva de lesdes
pré-malignas que evoluem para a doenga de Bowen ou CCEc in situ, isto ¢, retido as camadas
superficiais da epiderme, como a ceratose actinica, feridas cronicas e cicatrizes de queimaduras,
mesmo anos apos terem sido geradas (CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021; RATUSHNY et
al., 2012; WALKER; HARDWICKE, 2021). O principal fator de risco para o desenvolvimento
do CCEc, bem como para a sua progressdo, ¢ a exposi¢ao recorrente a radiagdo ultravioleta B
(UVB). No entanto, condi¢des intrinsecas ao paciente também sdo determinantes, como pele e
cabelos claros (niveis I e II na escala de Fitzpatrick), idade avangada e supressdo imunoldgica
cronica em individuos submetidos a transplante prévio de oOrgdos, por exemplo
(CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021; LI et al, 2021; RATUSHNY et al, 2012).
Clinicamente, pode se apresentar de formas diversas, desde lesdes que se assemelham a

verrugas, até papulas crostosas ou mesmo nodulos ulcerados (Figura 2).
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Figura 2. Carcinoma de células escamosas na forma de noédulo ulcerado no dorso da mao.

e

Fonte: (CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021)

Em termos fisiopatoldgicos, a exposi¢do cronica a radiagdo UVB, ou demais
agentes carcinogénicos, pode levar a instabilidade genética e perda do controle do ciclo celular
nos queratindcitos a partir de mutagdes em genes especificos (RATUSHNY et al., 2012). A
perda de funcao do gene p53, um importante supressor tumoral, foi identificada em 90% dos
casos de CCEc (KHANDELWAL et al., 2021). Em contrapartida, estima-se que, em 21% dos
casos, os tumores de CCE abriguem mutagdes de ativacdo ou amplificacdo nos proto-oncogenes
da familia Ras, relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia celular (RATUSHNY et al., 2012;
SANTOS et al., 2020). Além disso, a superexpressao ou ativagao constitutiva de receptores que
medeiam importantes vias de sinaliza¢ao de fatores de crescimento, como o EGFR e o FGFR,
também tém sido observadas (KHANDELWAL et al., 2021; RATUSHNY et al., 2012).

Uma vez que o diagndstico de CCEc ¢ estabelecido, este pode ser classificado como
de baixo, alto ou muito alto risco, de acordo com algumas caracteristicas das lesdes através das
quais se manifesta, como diametro e débito de invasdo, por exemplo. Tumores < 20 mm, de 20-
40 mm e > 40mm sdo considerados de baixo, alto e muito alto risco, respectivamente. Ademais,
lesdes confinadas a derme apresentam menor risco € melhores prognosticos, com potencial
metastatico de 3%. Em contraste, para as lesdes que atingem ou ultrapassam o tecido
subcutaneo, consideradas de alto ou muito-alto risco, de modo respectivo, este percentual pode
chegar a ser dez vezes maior (CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021; WALKER;
HARDWICKE, 2021).

O tratamento de escolha na maioria dos casos ¢ a excisdo cirurgica do tumor, por
meio da cirurgia de Mohs, por exemplo, com margens de 4-10 mm, a depender da gravidade da
lesdo (INOUE et al., 2020). Nos casos em que a cirurgia ¢ contraindicada ou ndo recomendada
em decorréncia do risco de danos funcionais ou estéticos, a radioterapia pode ser considerada,
uma vez que oferece taxas de cura superiores a 90% (CRAYTHORNE; NICHOLSON, 2021).

Para os casos de CCEc in situ ou na contraindicagdo das estratégias primarias, um terceiro
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segmento terapéutico consiste na administragdo topica de farmacos, tais como os
quimioterapicos S-fluoruracila (5-FU), principalmente, e Imiquimod, ambos aprovados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil, e pela Food and Drug
Administration (FDA), nos EUA (CULLEN et al., 2020; ANVISA, 2022). No entanto, o longo
tempo de tratamento, a alta taxa de recorréncia e os efeitos colaterais associados as
quimioterapias topicas disponiveis sdo dois dos principais fatores que comumente limitam a
adesdo do paciente e, consequentemente, sua eficacia (INOUE et al., 2020). Neste contexto, a
terapia fotodindmica, que integra o guia de diretrizes terapéuticas junto as estratégias topicas,
tém se mostrado promissora por exibir eficacia comparativa, melhores resultados estéticos e

menor taxa de recorréncia (KEYAL et al., 2019; SIDOROFF; THALER, 2010).

3.3.Terapia Fotodinidmica (TFD)

Apesar de se acreditar que a sua origem remonta ao antigo Egito, o uso da terapia
fotodindmica (TFD) no tratamento de diferentes tipos de cancer de pele s6 passou a ser
explorado na década de 70, e a ganhar maior aceitabilidade e reconhecimento anos depois, na
década de 80 (DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018; DOUGHERTY et al., 1978). Em
principio, a TFD baseia-se na foto-oxidagdo de tecidos biologicos sensibilizada por corantes
mediante ativacdo por irradiacdo luminosa (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992). Portanto,
para que seja bem-sucedida, depende da presenga de trés principais elementos no sitio alvo. O
primeiro deles ¢ um farmaco fotossensibilizador (FS), isto ¢, uma molécula capaz de absorver
energia luminosa e transferi-la para substratos vizinhos e/ou para o oxigénio, principalmente,
produzindo espécies reativas. O segundo, luz em um comprimento de onda satisfatoriamente
absorvivel pelo FS empregado e, por fim, o proprio oxigénio molecular (CHEN et al., 2022;
CULLEN et al., 2020; DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018).

Quando se encontram em seu estado fundamental (So), comumente, os farmacos
fotossensibilizantes possuem dois elétrons de spins opostos em um orbital molecular de baixa
energia. Ao absorver fotons provenientes da irradiacdo luminosa, um destes elétrons passa a
um orbital molecular de maior energia mantendo seu spin, o que conduz o FS a um estado
singleto excitado de vida curta (S1), como mostra a Figura 3. Em nano ou pico segundos, o
farmaco em seu estado singleto excitado pode retornar ao estado fundamental, dissipando
energia na forma de luz por fluorescéncia, ou sofrer, espontaneamente, cruzamento inter
sistema (CIS). Neste tltimo caso, em particular, o elétron localizado no orbital de maior energia

tem seu spin invertido, dando origem a um estado tripleto excitado (S2) de maior sobrevida



23

(milissegundos). A semelhanga, quando em seu estado Sz, o FS pode retornar ao estado So,
dissipando energia luminosa por fosforescéncia. Por outro lado, ¢ também somente em seu
estado tripleto que o fArmaco pode mediar duas diferentes reagdes fotoquimicas nas quais a
TFD se baseia, as chamadas reagdes do tipo I e II (CHAMPEAU et al., 2019; CHEN et al.,
2022; CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017; HENDERSON; DOUGHERTY, 1992;
SWAMY et al., 2020).

Figura 3. Tlustragdo esquematica do mecanismo da terapia fotodinamica (TDF).
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Fonte: (CHEN et al., 2022).

As reagdes do tipo I sdo caracterizadas pela interagdo direta entre o farmaco em seu
estado tripleto excitado e o tecido alvo, isto é, membranas celulares ou biomoléculas, por
exemplo, e ocorre mais comumente em tecidos com menor concentracdo de oxigénio. Nesta
via, o fotossensibilizador transfere elétrons para o substrato bioldgico dando origem a radicais
livres que, rapidamente, reagem com o oxigénio presente no microambiente tumoral formando
espécies reativas de oxigénio (EROs). As reagdes do tipo II, em contrapartida, caracterizam-se
pela interagdo entre o fotossensibilizante e o oxigénio molecular e, por esse motivo, ocorrem
com maior frequéncia em tecidos em que este encontra-se mais disponivel. Neste caso, o
farmaco transfere energia para o oxigénio em seu estado tripleto basal, e o conduz ao seu estado
singleto excitado. Em ambos os casos, os produtos oxidados gerados, oxigénio singleto e EROs,
exibem alta reatividade e sdo responsaveis por mediar o efeito citotoxico da TFD (CHEN et al.,
2022; CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017; DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018;
ONISZCZUK et al., 2016; SWAMY et al., 2020). Os trés principais processos envolvidos na
morte de células cancerigenas provocados por EROs sdo os danos celulares diretos, por necrose
ou apoptose, dano a vasculatura tumoral e ativacdo de resposta imunologica contra o tumor
(DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018; PETRELLIS et al., 2019; SWAMY et al.,
2020).
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No entanto, para que os produtos oxidados se acumulem no sitio tumoral e sejam
gerados em niveis satisfatorios para garantir o sucesso terapéutico da TFD, a escolha adequada
da fonte de luz e do FS a serem utilizados ¢ imprescindivel. Para a fonte de luz, o comprimento
de onda adotado deve permitir maxima penetragao tecidual e, a0 mesmo tempo, ser compativel
com a faixa de absorcdo do FS escolhido. Este ¢ um desafio em particular na TFD, considerando
a presenca de cromoéforos naturais nos tecidos, como a melanina e a hemoglobina. Por esse
motivo, cada regido do espectro visivel da luz apresentard uma profundidade de penetracao
efetiva especifica, ou seja, profundidade na qual a radia¢do ¢ reduzida em aproximadamente
37% (Figura 4). Para a luz na regido do vermelho e proximo ao infravermelho (A = 600-940
nm), por exemplo, a profundida atingida ¢ de 1-3 mm, enquanto a luz verde (A = 500 - 550 nm)
atinge apenas centenas de micrometros (DOBSON; DE QUEIROZ; GOLDING, 2018; HU;
LEI; ZHANG, 2020).

Figura 4. Esquema representativo da profundidade de penetragdo efetiva da luz de acordo com o comprimento de
onda adotado.
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Fonte: Adaptado de (HU et al., 2022).

Para o FS adotado, por sua vez, algumas das caracteristicas de interesse sdo: ser
atoxico na auséncia de ativagcdo luminosa; exibir coeficiente de particdo compativel com a via
de administracdo pretendida, de modo a permitir o seu acumulo preferencialmente no sitio

tumoral; ser ativado por luz em comprimento de onda clinicamente aplicavel; possuir estados
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tripleto excitados de longa vida util; exibir um rendimento quantico de espécimes reativas de
oxigénio adequado ao alcance do resultado terapéutico (CHAMPEAU et al., 2019; DOBSON;
DE QUEIROZ; GOLDING, 2018). Ademais, os FS podem ser distribuidos em diferentes

classes e geragodes, que serdo abordadas na secdo 3.4.

3.3.1. Terapia fotodinAmica do cancer de pele nio melanoma (CPNM)

Junto a crioterapia e o uso de quimioterapicos topicos, a terapia fotodinamica esta
bem consolidada como seguimento terapéutico eficaz e seguro no tratamento de alguns subtipos
de CPNM e de lesdes precursoras (ALGORRI et al., 2021; CHAMPEAU et al., 2019; CULLEN
et al., 2020). Tragando um breve historico, no final da década de 90, o pro-farmaco acido 5-
aminolevulinico (5-ALA) (Levulan Kerastick®, DUSA Pharmaceuticals, Massachusetts, EUA)
foi aprovado nos EUA, pela Food and Drug Administration (FDA), para a TFD da ceratose
actinica. Cinco anos depois, o seu derivado esterificado, aminolevulinato de metila (MAL)
(Metvix ®, Galderma, Paris, Franga), também recebeu aprovacao para a mesma indicagdo. No
Brasil, o MAL e o 5-ALA passaram a integrar o guia de diretrizes terapéuticas para a TFD do
CPNM em 2006 e 2008, respectivamente. Todavia, apenas o MAL manteve, até o momento, o
seu registro aprovado perante a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo,
atualmente, indicado para a TFD da ceratose actinica, do CBC e do CCEc in situ (ISSA;
BOECHAT; FASSINI, 2016).

Em 2005, um estudo clinico comparativo investigou a crioterapia, o uso topico do
5-FU e a associacao de MAL-TFD no tratamento de 225 pacientes com doenca de Bowen nao
tratada previamente. Dois anos apos o tratamento final, a combinagdo MAL-TFD exibiu taxa
de cura de 68%, ao passo que a crioterapia e o 5-FU tdpico alcangaram taxas de 60% e 59%,
respectivamente (LEHMANN, 2007)). Outro estudo, realizado em 2001, demonstrou a
consideravel seletividade que o MAL-TFD apresenta, uma vez que 98% da concentragao
administrada por via tdpica no tecido tumoral foi recuperada ao término do tratamento,
indicando baixo risco de toxicidade sistémica (PENG et al., 2001). Ademais, a TFD, frente as
demais abordagens terapéuticas, se mostra menos invasiva € mais segura para pacientes idosos
e para aqueles que, por possuirem comorbidades, a abordagem cirdrgica ndo ¢ recomendada. A
fototerapia oferece ainda melhores resultados estéticos e menores taxas de recorréncia (KEYAL
etal., 2019; ONISZCZUK et al., 2016).

Contudo, como qualquer estratégia terapéutica, a TFD possui desvantagens e

aspectos que precisam ser pontuados. A principio, os farmacos fotossensibilizantes mais
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utilizados clinicamente, como 0 MAL e o ALA, absorvem luz majoritariamente em 405 nm e,
em menor propor¢ao, na faixa de 570 — 670 nm. Portanto, sdo ativados principalmente por
fontes luminosas na regido azul do espectro visivel, que exibe baixa profundidade de penetragao
efetiva, como abordado anteriormente (LEHMANN, 2007). Em adi¢do, a pobre penetragao
tecidual ndo se limita, neste caso, a fonte de luz. Ao passo que, para o ALA, sua alta
hidrofilicidade ¢ um obstaculo particular a sua passagem através do estrato corneo, parao MAL,
que possui carater hidrofobico, o desafio ¢ ndo permanecer retido na barreira cutinea
(CHAMPEAU et al., 2019). Desse modo, em decorréncia da dificuldade dos
fotossensibilizadores em se acumularem nas camadas mais profundas da pele, a TFD
permanece sendo indicada para o tratamento de lesdes superficiais, como o CCEc in situ, mas,
em geral, ndo ¢ recomendada em lesdes invasivas (BANDER; NEHAL; LEE, 2019; KEYAL
etal., 2019; KIBBI et al., 2020).

Em suma, a TFD se apresenta como uma alternativa terapéutica promissora para o
CPNM, mas que demanda aperfeigoamento. Com esse objetivo, estudos pré-clinicos e clinicos
tem se concentrado, nos ultimos anos, em ao menos uma das seguintes estratégias: otimizagao
das caracteristicas fisico-quimicas dos fotossensibilizadores ja utilizados na clinica
(CRUNING; MULLER-GOYMANN, 2008; MANALO et al., 2019; RISALITI et al., 2018;
WANG et al., 2022); uso de promotores quimicos e/ou fisicos de penetracdo cutdnea (ABD-
EL-AZIM et al., 2022; ALEXIADES, 2017; ALMEIDA et al., 2018; PETUKHOVA et al.,
2017); associagdo da TFD a demais tecnologias, como o emprego de sistemas de liberacao de
farmacos (SLF) (MORTON et al., 2018; SHI et al., 2013; WANG et al., 2015; WANG:; LI;
LIU, 2021), bem como o desenvolvimento e a investigacdo da atividade terapéutica de
fotossensibilizantes ainda ndo explorados (ABDEL FADEEL; KAMEL; FADEL, 2020;
ALMEIDA et al., 2022; FADEL et al., 2017; REIS et al., 2019).

3.4.Farmacos fotossensibilizantes

3.4.1. Fotossensibilizadores de primeira geracio

Estima-se que a denominacdo “composto fotossensibilizante” englobe, até entao,
aproximadamente 400 moléculas que encontram aplicacdo nas areas médica, cosmética e
quimica, por exemplo (ONISZCZUK et al., 2016). No campo médico, especificamente, a
ascensao da TFD na década de 70 veio acompanhada da aprovagdo, por agéncias regulatorias,

do primeiro fotossensibilizante comercializado para fins terapéuticos (KWIATKOWSKI et al.,
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2018). Posteriormente, a molécula em questdo, um derivado de hematoporfirina, foi
parcialmente purificada dando origem ao porfimero sédico (ALGORRI et al., 2021).

Sob 0 nome comercial Photoftrin, o porfimero sodico foi regularizado em dezenas
de paises, a época, para a TFD de diferentes tipos de cancer e, atualmente, ¢ o inico fairmaco
aprovado para este fim pelo FDA (NWOGU et al., 2021; YOON; LI; SHIM, 2013). Apesar do
seu uso amplo, o Photofrin, que se apresenta como uma mistura complexa de compostos, possui
diversas limitagdes. A principio, ¢ administrado por via endovenosa, pois o tamanho destas
moléculas inviabiliza sua administracdo topica. Tais compostos se distribuem de forma
heterogénea pelos tecidos, e alguns tendem a permanecer por mais tempo na pele, resultando
em fotossensibilidade cutdnea prolongada. Ademais, o espectro absortivo luminoso do
Photofrin ¢ composto com uma faixa majoritaria em 400 nm e por uma regiao mais discreta que
decai em aproximadamente 630 nm, limitando sua penetracdo cutinea (ASH et al., 2017;
KWIATKOWSKI et al., 2018; NWOGU et al., 2021). Sob a motivagdo de superar as limitagdes
dos primeiros fotossensibilizadores, aos quais foi atribuida a designagdo de fotossensibilizantes

de primeira geracao, novos compostos foram desenvolvidos.

3.4.2. Fotossensibilizadores de segunda geracio

A segunda geragao de fotossensibilizadores engloba moléculas que derivam, que se
assemelham estruturalmente ou que sdo precursores metabolicos das porfirinas. Por essa razao,
estes compostos sdo classificados como fotossensibilizantes porfirinicos. Integram o grupo,
ainda, corantes sintéticos ndo relacionados, que, por esse motivo, sdo chamados de nao-
porfirinicos (D’ALESSANDRO; PRIEFER, 2020; SWAMY et al., 2020). Em geral, os
fotossensibilizadores de segunda gera¢do apresentam maiores pureza quimica, seletividade
tumoral e rendimento quantico de oxigénio singleto, menores tempo de depuracdo e efeitos
adversos, além de melhor penetragdo tecidual. Esta tltima caracteristica, em especifico, se deve
ao aumento do pico de absor¢do destes compostos em comprimentos de onda mais largos,
dentro do vermelho ou do infravermelho proximo (650-800 nm) (KWIATKOWSKI et al.,
2018; SWAMY et al., 2020).

Tais propriedades, no entanto, variam entre as numerosas classes de
fotossensibilizadores de segunda geragdo. Diversos corantes e pigmentos nao-porfirinicos
possuem a capacidade de gerar EROs eficientemente e tém sido vastamente explorados, como

o azul de metileno, um corante fenotiazinico, a curcumina, um curcuminoéide, e o rosa bengala,
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da classe dos xantenos (D’ALESSANDRO; PRIEFER, 2020). Todavia, fotossensibilizadores
porfirinicos, como o 5-ALA, as clorinas e as ftalocianinas sdo mais comumente empregados na
clinica em decorréncia da similaridade estrutural que exibem com cromoéforos naturalmente
presentes no organismo humano (GRIN; SUVOROV; MIRONOV, 2020; RAK et al., 2019).

No grupo dos precursores de porfirinas, estdio o ALA e o MAL, ja abordados
anteriormente, que se tornam ativos apds metabolizagao em protoporfirina (KWIATKOWSKI
et al., 2018). Foi o tamanho reduzido destas moléculas, em comparacdo ao Photofrin, que
permitiu sua administragdo topica (SZEIMIES et al., 2005). J& as clorinas, que derivam de
porfirinas hidrofilicas reduzidas, caracterizam-se por apresentarem maior rendimento quantico
de EROs e forte absor¢do, em comparacdo as demais porfirinas, em comprimentos de ondas
mais longos (650-660 nm) (ONISZCZUK et al., 2016). Dois grandes representantes dos
fotossensibilizadores derivados de clorinas sdo a temoporfina e a talaporfina, aprovadas na
Europa e no Japao, respectivamente, para o uso na TFD do cancer (GRIN; SUVOROV;
MIRONOV, 2020; KEUM; YOO; JON, 2022).

3.4.2.1.Ftalocianinas e seus derivados metalicos: cloro-aluminio

ftalocianina (AICIPc¢)

As ftalocianinas sdo corantes sintéticos que compartilham com as porfirinas a
estrutura macrociclica, mas que possuem anéis aromaticos fundidos aos anéis pirrélicos (RAK
et al., 2019). E justamente a sua natureza aromatica que as confere absor¢do na regiio do
vermelho e do infravermelho proximo, em 650-780 nm, o que se traduz em 6tima penetragao
tecidual luminosa, além de pobre absor¢dao em 400-600 nm, o que reduz o risco de toxicidade
cutanea prolongada (ONISZCZUK et al., 2016; RAK et al., 2019; ZHANG et al., 2020).
Exibem ainda absortividade luminosa e rendimento quantico de fluorescéncia superiores as
demais porfirinas (DE SIQUEIRA et al., 2022; RAK et al., 2019). Em contrapartida, a alta
hidrofobicidade e tendéncia a auto agregacdo em meio aquoso sdo marcantes caracteristicas
comuns as ftalocianinas (SIQUEIRA-MOURA et al., 2010). Se por um lado o perfil lipofilico
da molécula a confere boa interacdo com sistemas bioldgicos, por outro, a formagao de dimeros
ou agregados maiores pode levar ao decaimento ou até anulacdo da emissdo de fluorescéncia e
da eficiéncia de producao de EROs. Portanto, a presenca do fotossensibilizante em sua forma
monomérica ¢ imprescindivel para o sucesso da TFD (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004;
PEREIRA; TASSO, 2021; SIQUEIRA-MOURA et al., 2010).
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As propriedades fotofisicas destes compostos sdo ainda fortemente influenciadas
pela presenca e natureza do ion que ocupa a posi¢ao central (M) da molécula, como mostra a
Figura 5, que pode ser metélico, ndo-metdlico ou metaldide. No ambito da TFD, no entanto, a
funcionalizacdo com ions metalicos representa a maior parcela dos exemplos, dando origem
aos chamados derivados metalicos de ftalocinaninas. Isso ocorre porque metais como o Zn*,
Al¥* e Ga**, por exemplo, promovem a formagio de estados tripleto com maior rendimento e
maior sobrevida, o que favorece a producdo de EROs e, consequentemente, a atividade
fototerapéutica, além de reduzirem a tendéncia a agregag¢do de suas respectivas ftalocianinas
(DE SIQUEIRA et al., 2022). Nao por acaso, compostos como a ftalocianina de zinco (ZnPc)
e a cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc) tém protagonizado os estudos publicados nos ultimos
anos envolvendo o emprego da TFD em doencas infecciosas e oncoldgicas (BRILKINA et al.,

2019; CHEN et al., 2020; DE SIQUEIRA et al., 2022; SANTOS et al., 2020).

Figura 5. Estrutura quimica geral de um derivado metélico de ftalocinanina.

Fonte: Adaptado de (DE SIQUEIRA et al., 2022).

Em termos estruturais, a AICIPc se apresenta como um macrociclo composto por
quatro pirréis ligados entre si por atomos de nitrogénio e com um atomo de Al** ao centro,
como representado na Figura 6, possuindo massa molecular equivalente a 540 kDa,
aproximadamente. A semelhanca das demais ftalocianinas, a AICIPc exibe propriedades
fotofisicas excelentes para aplicagdo na TFD, que sdo potencializadas pela presenca do metal
diamagnético (CALORI; TEDESCO, 2016). Possui estado tripleto excitado de longa vida (~
80 ps) produzido com alto rendimento (®T ~ 0,3 em dimetilsulfoxido), assim como alto
rendimento quantico de O singleto (DA> 0,47 em dimetilsulfoxido) (SANTOS et al., 2020).
Somadas ao seu espectro absortivo compativel com a janela terapéutica (~2.9 x 10° L mol™! cm-

"'em 672 nm em etanol) (CALORI; TEDESCO, 2020) , tais caracteristicas a posicionaram como
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um fotossensibilizante promissor para o tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo o
CPNM, o que tem sido confirmado pelos resultados obtidos in vitro e in vivo (ALMEIDA et
al., 2022; CALORI; TEDESCO, 2016; GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017;
LONGO et al., 2009; REIS et al., 2019; ROCHA et al., 2012).

Figura 6. Estrutura quimica da cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc).

Fonte: (SANTOS et al., 2020).

O aproveitamento do potencial farmacoldgico da AICIPc, no entanto, assim como
das demais ftalocianinas, tem como principal obstaculo sua alta hidrofobicidade (Log P = 7,3)
(REIS et al.,, 2019). Com o objetivo de contornar tal caracteristica e viabilizar sua
administracdo, duas principais estratégias tém sido exploradas. A primeira consiste na
introducdo de grupos sulfonados, por exemplo, as extremidades (R) dos anéis isoindol da
molécula (Figura 5), construindo, desse modo, um composto hidrofilico. Apesar de viabilizar
sua administragdo sistémica direta, a substituicdo pode afetar negativamente a captacdo celular
e a atividade fotofisica do composto, como demonstrado em alguns estudos (BRILKINA et al.,
2019; CHAN et al., 1990; DE SIQUEIRA et al., 2022). Por essa razao, visando melhorar a
solubilidade da molécula nos compartimentos bioldgicos e, a0 mesmo tempo, preservar suas
propriedades foto-terapéuticas, diversos nanocarreadores tém sido explorados como sistemas

de liberagdo para a AICIPc (CALORI; TEDESCO, 2020).

3.4.3. Fotossensibilizadores de terceira geracio

A terceira geracdo de fotossensibilizadores ndo se baseia no desenvolvimento de
novas moléculas, mas sim no emprego de novas tecnologias para a otimizacao dos aspectos
farmacocinéticos e farmacodinamicos dos fotossensibilizadores de segunda geragao (MFOUO-

TYNGA et al., 2021). Embora a natureza dessas moléculas favoreca, por vezes, sua reten¢ao
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tumoral e a irradiagdo direcionada com luz de um determinado comprimento de onda minimize
os riscos de danos aos tecidos saudaveis, a melhora da seletividade de acumulo em um sitio
especifico permanece sendo um aspecto critico (GRIN; SUVOROV; MIRONOYV, 2020). Isto
posto, o desenvolvimento de fotossensibilizadores de terceira gera¢do faz uso, principalmente,
da bioconjugacdo dos fArmacos a moléculas de direcionamento ao tecido-alvo, como anticorpos
monoclonais (mAbs), e/ou do encapsulamento dos fotossensibilizadores em sistemas
nanoestruturados de liberagdo de farmacos (KWIATKOWSKI et al., 2018; MFOUO-TYNGA
et al., 2021).

3.5.Administrac¢ido topica de farmacos: desafios e aplicacio na terapia

fotodinAmica do CPNM

Um dos maiores desafios associados a terapia oncoldgica ¢ alcangar o aciimulo
seletivo dos farmacos administrados, por via oral ou intravenosa, em sua maioria, no sitio
tumoral. Isso porque a disseminacdo sistémica dos agentes citotoxicos ndo somente aumenta a
dose necessaria para se atingir o efeito terapéutico, uma vez que o farmaco nao ¢ distribuido
apenas para o tecido alvo, mas também porque, em razdo disso, os pacientes sdo acometidos
por uma série de efeitos adversos (HAQUE et al., 2015). No contexto da terapia do CPNM, a
via topica pode ser igualmente efetiva, uma vez que pode oferecer, com menos efeitos adversos
associados e pouca ou nenhuma toxicidade sistémica, o actimulo local de farmacos
(CHATURVEDI; GARG, 2021). Em tese, isso a permitiria ser a via de administragdo de
escolha para lesdes precursoras, como a ceratose actinica, lesdes in sifu, como a doenga de
Bowen, e até para casos de CCE invasivo.

Todavia, a administragdo cutanea de farmacos, seja ela topica ou transdérmica,
enfrenta uma série de obstaculos (PADYA et al., 2021). O mais significativo deles € o estrato
corneo (EC), camada mais externa da epiderme e principal barreira fisica a penetragdo de
agentes exogenos em fun¢do de sua natureza espessa e altamente hidrofobica (HAQUE et al.,
2015; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021). Em lesdes de ceratose actinica, no entanto, essa
barreira se torna ainda mais densa e espessa, pois a sua fisiopatologia usualmente cursa com
hiperqueratinizagio do EC (SHENDE; VAIDYA; GAUD, 2018). A semelhanca, no CPNM
foram observados maiores niveis de queratina e componentes lipidicos nas células tumorais em
comparagdo aos presentes no tecido normal (KHAN et al., 2022). A espessura da barreira
cutdnea pode ainda, como consequéncia, variar entre lesdes mesmo em um unico individuo

(YAMADA; PROW, 2020).
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Em adicdo, as caracteristicas do farmaco também s3o determinantes para a sua
penetragdo, isto €, a passagem pela barreira do EC, para sua permeacdo, definida pela sua
passagem de uma camada dérmica para outra e, por fim, para sua reabsor¢do, quando este atinge
a camada vascular (BOLZINGER et al., 2012). A penetragdo cutdnea de uma molécula,
especificamente, pode ocorrer por trés vias distintas (Figura 7): a rota intracelular, em que o
farmaco atravessa os cornedcitos, a rota intercelular, onde percorre a matriz lipidica extracelular
na qual estes estdo embebidos e, por fim, a rota folicular, isto €, através dos anexos dérmicos,
como foliculos pilosos (CHATURVEDI; GARG, 2021; KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020).
A rota de penetra¢do de um composto, bem como a extensdo de sua permeagdo, ¢ influenciada,
principalmente, por sua massa molecular (MM), o nimero de aceptores (NAH) e de doadores
de hidrogénio (NDH) da molécula e por seu coeficiente de particdo octanol-dgua (log P)
(BOLZINGER et al., 2012). Desse modo, a literatura aponta que fArmacos com MM > 600 kDa,
NDH > 5, NAH >10 e log P > 5 tendem a apresentar maior dificuldade para serem absorvidos
pela via topica (BOLZINGER et al.,, 2012; CHATURVEDI; GARG, 2021; SHENDE;
VAIDYA; GAUD, 2018).

Figura 7. Rotas de penetragdo e permeagdo cutanea de moléculas.
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Fonte: (YUAN et al, 2022).

Face ao exposto, apesar das vantagens sobre as demais vias, até o momento, um
nimero muito limitado de firmacos tem sido utilizado topicamente para o tratamento do
CPNM, sendo este nimero ainda mais restrito para aqueles aplicaveis a TFD (HAQUE et al.,
2015). Fotossensibilizantes como a AICIPc, que retine propriedades fotofisicas que a tornam
um excelente candidato ao proposito, exibe, em contrapartida, caracteristicas fisico-quimicas

que dificultam ou mesmo inviabilizam sua administracdo cutanea direta (MM = 540 kDa e log
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P = 7,3) (CALORI; TEDESCO, 2020; REIS et al., 2019). Com o objetivo de contornar tais
caracteristicas, a incorporacdo da AICIPc em nanocarreadores tém sido largamente explorada
(ALMEIDA et al., 2018, 2022; CALORI; TEDESCO, 2020; REIS et al., 2019). Todavia,
quando se almeja a via tdpica como rota de administracdo, o uso de promotores de absor¢ao
cutdnea pode, adicionalmente, ser adotado como estratégia e, combinada a nanotecnologia,
otimizar e potencializar a entrega e liberagdo do farmaco (ALMEIDA et al., 2018; KHAN et
al., 2022; PADYA et al., 2021; YUAN et al., 2022).

3.6.Nanotecnologia e suas aplicacdes na terapia do cancer

De forma bastante abrangente, a nanotecnologia se baseia na tradug@o das teorias
da nanociéncia para aplicacdes praticas por meio da manipulagdo de materiais em escala
nanométrica (BAYDA et al, 2020). A generalidade de sua definicio reflete a
multidisciplinaridade do termo, uma vez que a nanotecnologia, enquanto seguimento de
pesquisa, engloba produtos, processos e propriedades em nanoescala de interesse para as areas
da quimica, fisica e biologia, bem como para todas aquelas que perpassam ou se relacionam a
estas (MORROW; BAWA; WEI, 2007; QIDWALI et al., 2020). Aplicada as areas médica e
biotecnolodgica, a nanomedicina, como passa a ser chamada, tem revolucionado o manejo de
diferentes doencas, principalmente do cancer, em decorréncia de sua aplicabilidade no
diagndstico e na entrega alvo-direcionada de farmacos, por exemplo (ADNANE; EL-ZAYAT;
FAHMY, 2022; JING et al., 2022). Dentre os produtos da nanomedicina, os nanocarreadores
ocupam um lugar de destaque.

Os nanocarreadores, como a denominagdo sugere, caracterizam-se como sistemas
de carreamento e liberagdo de fArmacos ou correlatos que, usualmente, apresentam tamanho de
particula de até¢ 500 nm (DASTIDAR; GHOSH; DAS, 2022). Como mostra a Figura 8, tais
estruturas podem se apresentar de forma uni, bi ou tridimensional, com natureza lipidica
(lipossomas, micelas, nanoparticulas lipidicas soélidas), polimérica (dendrimeros, micelas
poliméricas, nanoesferas) e inorganica (nanoparticulas de silica, de ouro, quantum dots)
(ADNANE; EL-ZAYAT; FAHMY, 2022). O interesse crescente em sua aplicacdo na terapia e
diagnostico do cancer esta centrada em algumas propriedades particulares as nanoparticulas.

Em primeiro lugar, o seu tamanho nanométrico as confere a habilidade de acimulo
passivo no sitio tumoral por usufruto do efeito de retencdo e permeabilidade aumentadas (do

inglés Enhanced Permeability and Retention Effect, EPR) (JING et al., 2022; LI et al., 2021).
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Quando a difusdo deixa de ser suficiente para suprir as necessidades nutricionais das células
tumorais, em rapida e intensa proliferacdo, novos vasos sanguineos sdo formados de maneira
desorganizada, resultando em auséncia de membrana basal e presenca de poros de 100 nm a 2
um de didmetro. Portanto, como consequéncia do processo angiogénico aberrante no tecido

tumoral, tém-se o efeito EPR (KALYANE et al., 2019).

Figura 8. Principais tipos de nanocarreadores empregados como sistemas de liberagdo de farmacos.
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Fonte: (ADNANE; EL-ZAYAT; FAHMY, 2022).

Outra marcante vantagem dos nanocarreadores consiste na possibilidade de
funcionalizacdo de sua superficie com moléculas de interesse. A proliferagdo descontrolada das
células tumorais leva a expressdo de proteinas andmalas, bem como a superexpressdo de
receptores naturalmente presentes nas células normais (DASTIDAR; GHOSH; DAS, 2022).
Desse modo, tais marcadores de superficie podem ser utilizados como alvos farmacoldgicos de
moléculas ancoradas no exterior da nanoparticula para as quais estes exibem especificidade de
ligacdo (SANTOS et al.,, 2020; SHAH et al.,, 2021). Para gerar o acumulo ativo dos
nanocarreadores no sitio tumoral, podem ser utilizados anticorpos monoclonais (mAbs)
(ELOY et al., 2020; PETRILLI et al., 2017), peptideos (GANBOLD et al., 2019; SAWAN et
al., 2022), 4cidos nucleicos (HU et al., 2022; SHAH et al., 2021) e polimeros (ELOY et al.,
2020; KOMSTHOFT et al., 2022), por exemplo. Assim como o acumulo passivo, o
direcionamento ativo dos nanocompositos ndo apenas diminui os efeitos adversos associados
ao farmaco, por preservar o tecido saudavel, mas também reduz a dose necessaria deste para o
alcance do efeito terapéutico (DASTIDAR; GHOSH; DAS, 2022).

A funcionaliza¢do das nanoparticulas pode ainda lhes conferir maior tempo de
circulagdo no organismo. A ancoragem do polimero polietilenoglicol (PEG), especificamente,
a membrana dos nanocarreadores, denominada peguilacdo, causa o impedimento estérico da

interagdo entre estes e as opsoninas, moléculas do sistema imunologico responsaveis por mediar
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a depuracao de agentes exdgenos. Consequentemente, hd o aumento do tempo de meia-vida do
farmaco. Além disso, o impedimento estérico ocasionado pela peguilagdo aplica-se, de forma
semelhante, a interacdo entre as nanoparticulas em suspensdo, favorecendo também a
estabilidade da formulagdo (ELSADEK; ABU LILA; ISHIDA, 2019; GAJBHIYE et al., 2020;
SHAH et al., 2021). Por esses motivos, a peguilagdo foi utilizada como estratégia em muitos
nanomedicamentos disponiveis no mercado, e permanece sendo explorada por aqueles que
ainda se encontram em desenvolvimento (ELOY et al.,, 2020; ELSADEK; ABU LILA;
ISHIDA, 2019; PETRILLI et al., 2017).

A encapsulacdo de farmacos permite ainda a melhora de suas caracteristicas
farmacocinéticas e, por consequéncia, a viabiliza¢ao de sua administragdo, uma questao que ja
se provou critica para o desenvolvimento de novas plataformas e estratégias terapéuticas, como
a TFD (SHAH et al., 2021). Caracteristicas como tamanho, forma, carga e arranjo superficiais,
que sdo determinantes para os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de
um farmaco, podem ser modificadas em uma nanoparticula de modo a torna-la compativel com
a via de administragdo planejada para o composto carreado, ainda que este em si ndo seja
(GIODINI et al., 2017). Neste cenario, uma revisao sistematica e metanalise foi conduzida com
o objetivo de determinar se a associagdo entre a TFD e a nanotecnologia aumentava a
efetividade do tratamento do carcinoma celular escamoso (CCE). Como resultado, o estudo
apontou que a TFD, quando mediada por um nanocarreador como sistema de liberacdo do
farmaco, aumentava a capacidade de inibi¢ao do crescimento tumoral em 52% (p<0,0001). O
trabalho de Ferrisse e colaboradores (2022) demonstrou ainda que o fotossensibilizador e a
nanoparticula mais explorados para este propdsito foram a protoporfirina IX e os lipossomas,

respectivamente (FERRISSE et al., 2022).

3.6.1. Lipossomas como sistemas de liberaciao de farmacos

A histdria dos lipossomas como sistemas de liberacdo de farmacos teve inicio em
1964, com a publicagdo do estudo de Bangham e Horne que descrevia, pela primeira vez,
vesiculas fosfolipidicas multilamelares visualizadas por microscopia eletronica (BANGHAM;
HORNE, 1964; DEAMER, 2010; LARGE et al., 2021). Desde entdo, os lipossomas se tornaram
os carreadores lipidicos mais explorados para o desenvolvimento de novas terapias oncoldgicas
(SOUTO et al., 2022). Nao por acaso, o primeiro nanomedicamento aprovado pelo FDA para

esta proposta baseava-se em uma formulagdo lipossomal peguilada de doxorrubicina (DOX)
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que, sob o nome comercial Doxil, foi indicado para o tratamento de sarcoma de Kaposi (ZHU;
LIAO, 2015). Estruturalmente, os lipossomas se apresentam como vesiculas constituidas por
uma bicamada de fosfolipidios anfipaticos que se organizam espontaneamente em formato
esférico quando em meio aquoso (Figura 9). Desse modo, as cabegas polares encontram-se
voltadas para as porc¢des hidrofilicas do meio, e as caldas apolares estdo voltadas para si no

interior da bicamada (LARGE et al., 2021).

Figura 9. Lipossoma em corte transversal, com as por¢des hidrofilicas dos fosfolipidios em verde, e por¢des
hidrofobicas em amarelo.

Sua representagdo estrutural revela a primeira grande vantagem dos lipossomas
sobre os demais carreadores de fArmacos, que se baseia na possibilidade de incorporagdo de
moléculas hidrofilicas, dispersas no nicleo aquoso do nanocarreador, bem como de compostos
hidrofébicos, acomodados no interior da bicamada lipidica, ao mesmo tempo (SOUTO et al.,
2022). Ademais, a grande similaridade, tanto estrutural quanto composicional, entre a bicamada
fosfolipidica dos lipossomas ¢ a membrana celular de mamiferos as confere marcantes
estabilidade e biodegradabilidade (LARGE et al., 2021). Enquanto as primeiras formulagdes
desenvolvidas empregavam exclusivamente lipideos naturais, as mais recentes podem derivar
da combinacao de lipideos naturais ou sintéticos, polissacarideos, esterois e/ou surfactantes com
o objetivo de otimizar sua potencialidade terapéutica (BOZZUTO; MOLINARI, 2015; LARGE
et al., 2021). No presente trabalho, foram adotados como constituintes da matriz lipidica dos
lipossomas a fosfatidilcolina de soja (SPC), o colesterol (COL) e o 4cido oleico (AO), lipidios

naturais, além do 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N[metoxi(polietilenoglicol)-
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2000] (DSPE-PEG2000), um lipidio sintético. A Figura 10 exibe as estruturas quimicas destes

compostos.

Figura 10. Estruturas quimicas do SPC (A), DSPE-PEG200 (B), acido oleico (C), colesterol (D).

Fonte: PUBCHEM, 2022.

A escolha da composicdo dos lipossomas bem como da propor¢ao na qual cada um
dos constituintes estara presente na matriz lipidica ¢ fundamental para o sucesso terapéutico do
nanocarreador. Cada lipidio apresentard, por exemplo, um grau de insatura¢ao da cadeia alquil,
uma temperatura de transi¢do de fase (Tc) e uma carga liquida do grupo polar particulares. E a
combinagdo das caracteristicas de cada um dos constituintes da bicamada lipidica que espelhara
o comportamento fisico, quimico e bioldgico dos lipossomas como formulacido final. A
estabilidade e flexibilidade das vesiculas, o teor de encapsulacao de farmaco e a sua velocidade
de liberacdo, a carga superficial dos lipossomas, bem como os seus aspectos farmacocinéticos
sdo diretamente dependentes do adequado planejamento da formulacao (LARGE et al., 2021).
Ao passo que o uso de lipidios de longa cadeia apolar e com maior grau de insaturagdes, como
o SPC e 0 AO, favorece a maleabilidade da membrana, o carreamento de farmacos hidrofobicos
e sua liberagdo mais rapida, altos teores de colesterol podem exercer o efeito contrario

(BOZZUTO; MOLINARI, 2015; LARGE et al., 2021). Ja a presenga do DSPE-PEG2000
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contribui para o aumento do tempo de circulagdo do nanocarreador pelo mecanismo de
peguilagdo, como abordado anteriormente (SHAH et al., 2021).

A aplica¢do de lipossomas no tratamento de doengas cutdneas foi inicialmente
proposta na década de 80, com o estudo de Mezei e Gulasekharam (KRISHNAN;
MITRAGOTRI, 2020; MEZEI; GULASEKHARAM, 1980). Dentre os principais fatores que
afetam o desempenho dos lipossomas como sistemas de liberagcdo de fAirmacos por via tdpica,
podem ser destacados o seu tamanho, sua carga superficial e a flexibilidade de sua membrana.
No entanto, ¢ importante ressaltarmos que a adequada penetragdo e permeagdo cutanea dos
nanocarreadores ndo pode ser prevista por apenas um dos pardmetros, sendo muito mais
dependente da combinacdo destes (DYMEK; SIKORA, 2022). No estudo de Verma (2003),
demonstrou-se que lipossomas com tamanho superior a 600 nm permaneciam majoritariamente
retidos ao estrato corneo, e somente particulas com até 300 nm exibiam a capacidade de atingir
as camadas mais profundas da derme (VERMA et al., 2003).

A respeito do efeito da carga superficial dos nanocarreadores sobre sua penetragdo
cutdnea, por outo lado, os resultados sdo conflitantes. Posto que o estrato cérneo ¢
negativamente carregado, levantou-se a hipotese de que moléculas de carga positiva teriam a
sua penetracdo cutinea favorecida por atragdo eletrostatica. Apesar de muitos estudos darem
suporte a esta hipotese (CHOI et al., 2017; LEE; LIM; LEE, 2019), varios outros trabalhos
demonstraram que lipossomas negativamente carregados exibiram penetragao cutinea superior,
quando comparados aos de carga positiva ou neutros (DOPPALAPUDI et al., 2017; IBARAKI
et al., 2019; KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020; RISALITI et al., 2018). Por fim, vesiculas
lipidicas com maior deformabilidade tendem a exibir maior facilidade em ultrapassar o EC
quando comparadas as de maior rigidez (DYMEK; SIKORA, 2022).

Em um trabalho de revisdao publicado em 2015, Bozzuto & Molinari discorreram
sobre nanomedicamentos baseados em lipossomas que se encontravam disponiveis no mercado
ou em testes clinicos. Dos 84 produtos levantados, apenas 3 foram associados ao cancer de pele
como indica¢do primaria, nenhum deles baseava-se na TFD como estratégia terapéutica e
apenas um direcionava-se especificamente aos tipos ndo-melanoma (BOZZUTO; MOLINARI,
2015). A dimericina, nome comercial do produto, ¢ um nanomedicamento de uso topico
baseado em uma logdo lipossomal da enzima T4 endonuclease V e estd em fase 2 dos testes
clinicos. O estudo investiga a eficacia do medicamento na prevenc¢do da recorréncia do CPNM
em ambos os seus subtipos, CBC e CCE, bem como de lesdes pré-cancerosas, como a ceratose
actinica (National Library of Medicine [NLM], NCT00089180). Em contrapartida, os artigos

de pesquisa focados na encapsulacao de fotossensibilizadores em lipossomas visando o



39

tratamento do CPNM sdo vastos, e podem ser encontrados para o 5-ALA, temoporfirina,
curcumina e ftalocianina de zinco, por exemplo, como revisado por diferentes trabalhos
(AKHTAR; KHAN, 2016; FERRISSE et al., 2022; MENDES et al., 2022).

Nao foram encontrados estudos envolvendo a AICIPc, fotossensibilizador adotado
neste trabalho, encapsulada em lipossomas no tratamento no CCE cutaneo, especificamente.
Todavia, Longo e colaboradores (2009) investigaram o potencial terapéutico do farmaco
encapsulado em lipossomas no tratamento do carcinoma escamoso oral. Na auséncia de
irradiagdo luminosa, a nanoparticula exibiu pobre toxicidade, mas a TFD mediada pelo fA&rmaco
encapsulado alcangou 90% de necrose tumoral (FAN et al., 2020; LONGO et al., 2009). Calori
e Tedesco (2016), por outro lado, desenvolveram quatro lipossomas compostos por propor¢des
distintas de colesterol, DSPC e DPOC, lipidios sintéticos, que foram incorporados com a
AICIPc. Apesar de o farmaco ter demonstrado agregacao no interior das vesiculas lipidicas, esta
era revertida apos a internalizacdo da nanoparticula por células de carcinoma escamoso oral,
diferentemente da autoagregacdo sofrida em meio aquoso. Tal resultado refor¢a o potencial
terapéutico dos lipossomas como carreadores para a AICIPc aplicada a TFD, bem como para

demais fotossensibilizadores hidrofobicos (CALORI; TEDESCO, 2016; FAN et al., 2020).

3.7.Promotores de absorc¢io cutinea

Dada a complexidade composicional da pele e todos os desafios relacionados a
penetragdo de moléculas para e através desta, agentes facilitadores tém sido largamente
empregados, sozinhos ou em associagdo aos nanocarreadores, para a otimizagdo da
administracdo topica de farmacos (YUAN et al., 2022). Os promotores de absor¢do cutanea,
como s3o chamados, sdo comumente divididos entre agentes quimicos e métodos fisicos
capazes de comprometer a funcdo de barreira do estrato corneo (EC) e demais camadas
dérmicas (CHAMPEAU et al., 2019). Dentre as classes de substancias quimicas capazes de
desempenhar este papel, estdo os alcoois, surfactantes, amidas, ésters, glicois, sulfoxidos,
fosfolipidios e acidos graxos, por exemplo (LANE, 2013; WILLIAMS; BARRY, 2012). J&
dentre os principais métodos fisicos aplicados a facilitagdo do transporte dérmico de substancias
estdo a iontoforese, a sonoforese e o microagulhamento, tendo em vista a possibilidade de
aumento do sucesso terapéutico de tratamentos topicos utilizando estratégias ndo invasivas
(PADYA et al., 2021; WAGHULE et al., 2019).

Neste trabalho, visando a méxima otimizacdo da penetragdo cutdnea da AICIPc,

ambas as estratégias foram exploradas por meio do uso de um método fisico, o
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microagulhamento, bem como de um promotor quimico, o acido oleico. Destaca-se que nao
foram encontrados na literatura trabalhos prévios que tenham estudado a associa¢do do
microagulhamento a lipossomas contendo o 4cido oleico (AO) no melhoramento da penetragao

cutanea da AlICIPc, o que evidencia o carater inovador deste estudo.

3.7.1. Microagulhamento

O microagulhamento consiste na submissdo da superficie da pele a um dispositivo
repleto de agulhas de tamanho micrométrico, resultando na ruptura temporaria do estrato corneo
por acdo mecanica. Com a aplicagdo deste método fisico, microporos sdo abertos na principal
barreira a penetragdo topica de farmacos (Figura 11), abrindo caminho para o transporte direto
de moléculas para a epiderme e camadas superficiais da derme (WAGHULE et al., 2019;
YUAN et al., 2022). Com o comprometimento da integridade do estrato corneo, moléculas
hidrofilicas e de alto peso molecular passam a ser capazes de se difundir através dos tecidos
cutaneos (CHAMPEAU et al., 2019). Em termos macroscépicos, os dispositivos que portam as
microagulhas podem se apresentar de duas principais formas, como mostra a Figura 11, fixadas
a pequenos cilindros de rolamento (a), ou a fragmentos planos, os chamados “patches” (b)

(CHAMPEAU et al., 2019).

Figura 11. Dispositivos utilizados para o microagulhamento da pele, (a) patch e (b) dermarroler.

Cylinder with
Holder microneedles

(a)

MN patch

Fonte: (CHAMPEAU et al., 2019).
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Em termos microscopicos, por outro lado, hd uma vasta gama de possibilidades de
materiais de constitui¢do, formatos, dimensdes e tipos de agulhas que podem ser utilizadas para
facilitar a entrega de fArmacos. A respeito dos tipos, as microagulhas podem ser subdivididas
em trés grupos principais: sélidas, dissolviveis e ocas (YAMADA; PROW, 2020; YUAN et al.,
2022). As dimensdes das agulhas também sdo um parametro de relevancia para a
adequabilidade do dispositivo ao propdsito terapéutico. Posto que a derme abriga uma rica rede
de vasos sanguineos e terminacdes nervosas, o comprimento das microagulhas empregadas
comumente varia de 150 a 1500 um. Desse modo, ¢ suficiente para ultrapassar o EC e chegar a
epiderme e as camadas superficiais da derme em alguma extensdo, mas ndo para lesionar as
enervagdes, mantendo o procedimento indolor e pouco invasivo (WAGHULE et al., 2019). Por
fim, as microagulhas podem ainda ser fabricadas em diferentes materiais, como silicone, metal
e polimeros, carregando, portanto, diferentes propriedades. As de natureza metalica,
principalmente titdnio, possuem como vantagens boas propriedades mecanicas e
biocompatibilidade, sendo resistentes o suficiente para evitar o seu rompimento durante a
inser¢do na pele, diferentemente das de silicone, por exemplo (WAGHULE et al., 2019;
YAMADA; PROW, 2020).

As microagulhas tem sido largamente exploradas nas areas cosmética, para a
prevencao e manejo do envelhecimento da pele, e médica, para a administragdo de vacinas e
farmacos aplicaveis ao diagnoéstico e tratamento de diversas doengas, como o cancer de pele e
lesoes precursoras (JAIN; HURKAT; JAIN, 2019; LI et al., 2021; NAGUIB; KUMAR; CUI,
2014; YAMADA; PROW, 2020). Seu emprego na melhora da penetracdo cutdnea de agentes
fotossensibilizadores aplicaveis a TFD também foi observada em alguns trabalhos. Jain et al.
(2016) investigaram a penetracao cutanea e a a¢ao antitumoral do 5-ALA em duas modalidades
distintas: incorporado a um creme aplicado sobre a pele pré-tratada por microagulhamento, ou
por meio do tratamento da pele com microagulhas so6lidas revestidas com o fdrmaco por 5
minutos. As agulhas utilizadas no estudo eram metalicas, compostas de titdnio e com 700 um
de comprimento. Ambos os grupos alcangaram concentragdes similares de protoporfirina IX,
produto metabolico do 5-ALA, e superiores aos grupos nao associados ao método fisico, bem
como progressdo tumoral interrompida apos 12 dias (JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Dois
ensaios clinicos foram conduzidos para avaliar se o uso do microagulhamento poderia
potencializar a eficacia de formulagdes em creme contendo o 5-ALA em pacientes com ceratose
actinica. Os resultados obtidos foram semelhantes, e mostraram que o pré-tratamento da pele

com microagulhas sélidas de 200 um (PETUKHOVA et al., 2017) e 690 um (LEV-TOV et al.,
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2017) alcangava recuperagdo equiparavel ao tratamento convencional, mas em um terco do
tempo de incubagdo deste.

Também foram encontrados trabalhos que exploraram a associa¢do entre
nanocarreadores e o microagulhamento na entrega topica e transdérmica de farmacos. Donnelly
e colaboradores investigaram a penetracdao cutdnea de nanoparticulas poliméricas hidrofilicas
contendo o fotossensibilizador vermelho do Nilo. Estas foram incorporadas a microagulhas
dissolviveis de aproximadamente 600 um ou, no grupo controle, a patches incapazes de romper
o estrato corneo. Como resultado, com as microagulhas dissolviveis, o fotossensibilizador
penetrou a pele em maiores quantidades e maior extensdo (DONNELLY et al., 2010).
Bellefroid et al. (2019), por outro lado, estudaram a penetracdo cutanea de lipossomas
associados ao microagulhamento prévio da pele com agulhas metélicas de 500 um, 800 pm e
1400 pm. Como esperado, os resultados demonstraram que quanto maior o comprimento das
agulhas utilizadas, maior o débito de penetragdo dos nanocarreadores (BELLEFROID et al.,
2019).

Trabalhando com a AICIPc, Reis et al. (2019) desenvolveram complexos do
fotossensibilizador conjugado a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD), um oligossacarideo
ciclico, aplicaveis ao tratamento do melanoma. Em seguida, a penetragdo cutdnea do complexo
foi avaliada mediante os seguintes procedimentos prévios: remog¢do do estrato corneo (tape
stripping), microagulhamento da pele com agulhas sélidas de titdnio ou iontoforese. Apesar de
terem sido testadas agulhas de 500 pm, 1000 um e 2000 pm, nenhum dos dispositivos alcangou
quantidades superiores a Inmol de farmaco recuperado da pele (REIS et al., 2019). Ademais,
como apontado por Yamada & Prow (2020), os trabalhos académicos que relatam a aplicagao
do microagulhamento no tratamento do CPNM, especificamente, sdo escassos (YAMADA;
PROW, 2020). Utilizando as palavras-chave “microneedles” e “squamous cell carcinoma” na
Livraria Nacional de Medicina (National Library of Medicine [NLM]), apenas dois estudos
clinicos foram encontrados. Um deles, agora em fase 2, avaliard a eficicia de microagulhas
dissolviveis contendo doxorrubicina (DOX) no tratamento do CCEc, ¢ tem data de conclusao

prevista para dezembro de 2024 (National Library of Medicine [NLM], NCT05377905).

3.7.2. Acido oleico

Dentre os 4cidos graxos que detém a habilidade de melhorar a penetragdo cutinea

de compostos, o acido oleico (AO) ¢ o mais popular, e se apresenta como uma molécula

monoinsaturada de estrutura quimica CigH340> (Figura 12) (WILLIAMS; BARRY, 2012;
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PUBCHEM, 2022). Pode ser encontrado em diversos alimentos, principalmente em 6leos de
origem vegetal, como o 6leo de oliva, e seu consumo tem sido relacionado a melhora de fungdes
fundamentais para a homeostase do organismo (ATEF et al., 2022). Foi o conhecimento de que
o AO atua no metabolismo lipidico cutaneo, impactando diretamente, portanto, o estrato corneo
como barreira e o conteudo hidrico da pele, que o fez largamente utilizado pela industria de
cosméticos e despertou o interesse por sua aplicabilidade na promog¢ao da absor¢do topica de

farmacos (ATEF et al., 2022; MANK; POLONSKA, 2016).

Figura 12. Estrutura quimica tridimensional do 4cido oleico em sua conformagao cis.

Fonte: PUBCHEM, 2022.

O efeito de melhora da penetragdo cutanea de compostos promovida pelo AO se da
por dois principais mecanismos: perturbacgao dos lipidios presentes no EC e separacao de fases
entre estes € 0 AO. Ongpipattanakul et al. (1991), por meio de espectroscopia do infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR), demonstraram que o AO interage com os lipideos
presentes no EC reduzindo a sua temperatura de transicdo de fase (Tc). Por consequéncia, em
temperaturas acima de Tc, hd o aumento da flexibilidade conformacional das cadeias alquil dos
lipidios endogenos, fluidizagdo destes e diminui¢do da resisténcia ao fluxo de molécula através
do EC (ONGPIPATTANAKUL et al., 1991). Em adicdo, Naik et al. (1995) confirmaram,
posteriormente, a hipdtese de que, enquanto os lipideos da matriz extracelular do EC
encontram-se em um estado solido, o AO que ¢ absorvido pela barreira cutdnea permanece em
um estado fluido e desorganizado. Desse modo, pequenas fendas sdo abertas na “argamassa”
do modelo de “argamassa e tijolos” do EC, facilitando a passagem de compostos através deste.
Todavia, os autores também demonstraram que a habilidade de promoc¢ao da absor¢do cutinea

s0 ¢ exibida pelo isdmero cis do AO, pois, nesta conformagao, as moléculas do acido graxo
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tendem a se acumularem quando imersas na matriz de lipideos endogenos saturados (LANE,
2013; NAIK et al., 1995; WILLIAMS; BARRY, 2012).

Almeida et al. (2018; 2022) desenvolveram nanoparticulas lipidicas (NL) contendo
o AO visando aplicagdo na TFD do céancer de pele por administracdo topica. No primeiro
trabalho, NL de 4cido estearico e AO em diferentes proporgdes (20 e 40% da fase lipidica)
tiveram as suas penetracdo e permeagao cutaneas investigadas junto a nanocarreadores sem o
promotor de absorcao e uma solucdo de AICIPc livre. Os autores demonstraram que a adi¢ao
do AO ao nanocarreador diminuia sua retengdo ao EC e promovia o acimulo do farmaco nas
camadas mais profundas da pele. Além disso, a concentragdo de AICIPc recuperada das
camadas epidérmica e dérmica aumentava conforme aumentava-se também a propor¢ao de AO
nas nanoparticulas de 20% para 40% (ALMEIDA et al., 2018). No estudo mais recente,
nanocarreadores lipidicos nanoestruturados (NLN) contendo o AO e carreados com a AICIPc
foram funcionalizados com quitosana. No trabalho, o ensaio de penetracdo cutdnea foi
realizado, mas com o objetivo de comparar o efeito da funcionalizagdo da superficie do
nanocarreador nesta, ndo sendo possivel detectar o efeito isolado do AO no transporte dérmico
das nanoparticulas. Os resultados apontaram que, funcionalizados ou ndo, os NLN penetraram
o EC satisfatoriamente e foram capazes de liberar quantidades semelhantes de AICIPc na
epiderme e na derme, mas que a funcionalizacdo aumentava a velocidade do transporte
(ALMEIDA et al., 2022).

Visando a otimizacao da terapia do cancer de pele por via topica, o AO foi aplicado
ainda como promotor da penetracdo cutdnea de outros farmacos, como o 5-ALA (PIERRE et
al., 2006), a piplartina (GIACONE et al., 2020), a ftalocianina de zinco (DA SILVA et al.,
2011) e a temozolamida (SUPPASANSATORN et al., 2007).

3.8.Design de experimentos: Planejamento fatorial de Box-Behnken

O desenvolvimento de uma nova formulagdo farmacéutica baseada em um sistema
de liberagdo de farmacos requer a combinagdo de diferentes excipientes e procedimentos sob
condi¢des especificas para que seja obtido um produto com eficacia e qualidade satisfatorias
(JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Por esse motivo, para a otimizacao deste processo, podem ser
adotadas abordagens que possibilitem o estudo da relagdo entre os fatores determinantes para
este, chamados de varidveis independentes, e as respostas produzidas quando os fatores sdao
alterados, chamadas de varidveis dependentes (SOLANKI; PARIKH; PARIKH, 2007). Para o

desenvolvimento de um lipossoma, por exemplo, podem ser citados como fatores determinantes
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aqueles criticos para a formulagdo, como propor¢do de fairmaco, e para o processo, como
temperatura de sintese. Alteracdes nestes fatores podem gerar modificagdes em respostas
criticas para a qualidade do produto, como tamanho de particula (JAIN; HURKAT; JAIN,
2019).

Tradicionalmente, a otimizacdo do processo ¢ feita alterando-se um fator por vez,
enquanto os demais sdo mantidos constantes. Todavia, por esta abordagem, ndo ¢ possivel
detectar a interacdo entre diferentes fatores, que pode ser determinante para as respostas
produzidas (FERREIRA et al., 2007; JAIN; HURKAT; JAIN, 2019; SOLANKI; PARIKH;
PARIKH, 2007). Por esse motivo, a técnica de delineamento estatistico de experimentos (DOE,
do inglés design of experiments) propde abordagens multivariadas e sistematicas, que tém se
mostrado mais adequadas. Dentre estas, o método de superficie de resposta (MSR) se apresenta
como uma ferramenta estatistica eficaz. No MSR, ¢ estabelecida uma relagdo entre os fatores,
variados simultaneamente, e as respostas obtidas, de modo a fornecer uma melhor compreensao
da interacdo entre estes. H4, por consequéncia, a identificacdo de otimas condicdes de
desenvolvimento da formulacdo e do processo com um niimero minimo de experimentos, com
menor consumo de insumos e tempo de trabalho (DAS; MISHRA, 2017; FERREIRA et al.,
2007; JAIN; HURKAT; JAIN, 2019).

Dentre os modelos existentes que pertencem ao MSR, o design Box-Behnken
(DBB) ¢ um dos mais eficientes para andlise multifatorial, e pode ser aplicado no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas (SARKAR; BHATTACHARYA; PAL, 2019).
O modelo Box-Behnken pode ser empregado para a andlise de superficie de resposta de 3-10
fatores (X) que, por sua vez, sdo considerados em trés niveis distintos: baixo, médio e alto,
codificados como -1, 0 e +1 (JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Tais fatores (varidveis
independentes) podem ser de natureza qualitativa ou quantitativa (FERREIRA et al., 2007). O
numero de experimentos necessarios aplicando-se este planejamento fatorial sera definido pela

equagdo 1.

N =2k (k- 1)+ Co (1)

Onde k representa o nimero de fatores e Co ¢ o numero de pontos centrais. Para
expressar a(s) resposta(s) predita(s) (Y) em fun¢do de um fator ou variavel independente (X),

podem ser aplicados diferentes modelos matematicos. Um dos mais utilizados ¢ o modelo de
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regressao polinominal de segunda ordem, representado pela equagdo (2), gerada por softwares

estatisticos:

2 2
Y, =by+ b, X, +b,X, + byX; + b,X X, + b3 X,Xs + by XX, + by X, + byX, 2)

+
b33 X3

Na qual Y; ¢ a varidvel dependente, By a resposta média aritmética das execugdes,
B1-33 sd0 os coeficientes estimados para os fatores correspondentes X; (X1, X2, X3, X1X2, X1X3,
XoX3, Xi2, X722, X352 Enquanto as varidveis independentes (Xi, Xz, X3), de forma isolada,
representam o resultado médio da alteragdo de um fator por vez, os termos de interagdo (XiXo,
Xi1X3, XoX3) representam a mudanca na resposta correspondente quando dois fatores sdo
alterados em simultdneo. Por fim, os termos polinomiais X2, X»%, X3? sdo incluidos para
investigar ndo-linearidade nas regressdoes (SUDHAKAR; KRISHNA; MURTHY, 2016).

A Figura 13 apresenta a representacdo grafica do projeto Box-Behnken para trés
fatores em trés niveis, que possui conformacdo cubdide. O desenho experimental consiste em
um conjunto de pontos situados no ponto médio de cada aresta e no ponto central replicado do
cubo multidimensional. Neste caso, quinze experimentos sdo necessarios, dos quais doze
representam o ponto médio de cada aresta do cubo multidimensional e os trés restantes sao as

réplicas do ponto central do cubo (FERREIRA et al., 2007).
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Figura 13. Design Box-Behnken para trés fatores em trés niveis representando por um cubo (a) ou como trés
designs fatoriais 22 interligados (b).
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Fonte: (FERREIRA et al., 2007).

Como vantagens frente aos demais designs de superficie de resposta, o DBB nao
expressa combinacdes nas quais todos os fatores se encontrem simultaneamente em seus niveis
mais altos ou mais baixos. Nessas regides, devido as condi¢des experimentais extremas, ha uma
maior probabilidade de obtencdo de resultados insatisfatorios (FERREIRA et al., 2007). Em
contrapartida, nos pontos centrais e proximos a estes, fornece estimativas de coeficientes fortes
(JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). Ademais, fornece estimativas do modelo quadratico e detecta
falhas de ajuste do modelo (DAS; MISHRA, 2017)

Rane e Prabhakar (2013) empregaram o design Box-Behnken para a otimizagao do
desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis carreados com paclitaxel (PTX). No estudo, as
variaveis independentes adotadas foram a razdo molar entre os lipideos fosfatidilcolina e
DOPE, a concentragdo molar de hemissuccinato de colesterol (CHEMS) e a quantidade de
farmaco. Como varidveis dependentes destes fatores, buscaram obter maior eficiéncia de
encapsulacao do farmaco, sensibilidade ao pH, implicando em alto teor de liberagdao de PTX no
meio, e tamanho de particula. A andlise estatistica permitiu identificar as proporgdes ideais
entre os fatores estudados, e foram encontrados os seguintes resultados de respostas para a

formulagdo otimizada: eficiéncia de encapsulagdo de 94,37%; liberagdo de 89,6% do farmaco



48

e tamanho de particula de 3,24 um, em concordancia com os valores tedricos estimados apds
delineamento estatistico (RANE; PRABHAKAR, 2013).

Jayme et al. (2020) adotaram o mesmo modelo aplicando-o ao desenvolvimento de
filmes poliméricos de DNA como sistema de liberacdo para a AICIPc. Os autores almejavam
obter, como respostas, maximas absorvancias, intensidade e rendimento quantico de
fluorescéncia. Para tanto, adotaram como varidveis independentes a concentragdo de DNA, a
concentragdo de AICIPc e a propor¢ao agua: etanol na solugdo binaria. Os resultados obtidos
através do planejamento estatistico permitiram a obtencdo de uma formulagdo otimizada,
revelando as concentragdes ideais dos fatores explorados para tanto (CERON JAYME;
FERREIRA PIRES; TEDESCO, 2020).

Tomadas em conjunto, as informagdes expostas sugerem que a encapsulacdo da
AICIPc em lipossomas, bem como o uso de promotores quimicos e/ou fisicos de absor¢do, pode
representar estratégias promissoras para a viabilizagdo e otimizac¢ao de sua penetracdo cutanea.
Aplicando lipossomas como carreadores para o farmaco, almeja-se alcangar a maxima
eficiéncia de encapsulagdo da AICIPc empregando, em contraponto, minimos teores de
excipientes, isto €, os lipidios de membrana. Assim, a seguranga e a eficacia terapéutica da
formulagdo sdo garantidas, e o seu custo de produgdo ¢ minimizado. (MARITIM; BOULAS;
LIN, 2021; ALMEIDA et al., 2018; ALMEIDA et al., 2022). Ademais, como abordado
anteriormente, a composicao da matriz lipidica adotada determinara parametros como tamanho
de particula, carga superficial e polidispersividade, essenciais para a estabilidade e adequacao
da formulagdo a via topica de administragdo (MARITIM; BOULAS; LIN, 2021; ALMEIDA et
al., 2018; ALMEIDA et al., 2022). Por esse motivo, o planejamento fatorial foi utilizado neste
trabalho visando a identificagdo dos niveis ideais de firmaco e de constituintes da matriz
lipidica, que talvez ndo pudessem ser percebidos empiricamente, para a obtengdo das respostas
de interesse com um nimero minimo de experimentos. Destaca-se ainda que ndo foram
encontrados trabalhos empregando a abordagem de design experimental no desenvolvimento

de lipossomas contendo acido oleico e cloro-aluminio ftalocianina.
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4. METODOLOGIA

4.1.Planejamento fatorial de Box-Behnken

Visando a obtencdo de uma formulag¢dao otimizada de lipossomas compostos por
SPC: COL; DSPE-PEG2000:AO e carreados com AICIPc, empregou-se o método de superficie
de resposta (MSR) aplicado através do design Box-Behnken com trés fatores e trés niveis
utilizando o software estatistico MiniTab® 16.0 (CERON JAYME; FERREIRA PIRES;
TEDESCO, 2020; RANE; PRABHAKAR, 2013). Como varidveis independentes, foram
adotadas a quantidade de acido oleico (AO) (X1), de farmaco (X>) e de colesterol (X3). A Tabela
1 apresenta os niveis nos quais cada um dos fatores foi investigado. Como varidveis
dependentes, buscou-se minimos tamanho de particula (Y1) e indice de polidispersividade
(PDI) (Y2), bem como maxima eficiéncia de encapsulacao (EE%) de AICIPc (Y3), as quais a
literatura aponta como determinantes para a estabilidade, qualidade e eficacia dos lipossomas
(ALMEIDA et al., 2018; JAIN; HURKAT; JAIN, 2019; VERMA et al., 2003). O delineamento
experimental também contou com condi¢des fixas, representadas pela quantidade de
fosfatidilcolina de soja (SPC), fixada em 50 mg, a quantidade de DSPE-PEG2000, de 2,5% em
relacdo a composi¢do lipidica total, e as condi¢cdes de sintese, expostas no topico a seguir.
Aplicando-se a equagdo (1), apresentada previamente, a distribui¢do das varidveis resultou em
15 ensaios experimentais (Tabela 2), dos quais os trés Gltimos sdo uma triplicata das condigdes

centrais do planejamento estatistico.

Tabela 1. Variaveis independentes e seus respectivos niveis, em mg.

Variaveis (mg) Niveis
Baixo (-1) Médio (0) Alto (+1)
X1 = Ac. Oleico (AO) 0 (0%) 1,8 (10%) 3,59 (20%)
X2=AICIPc 1,0 2,5 5,0
X3 = Colesterol (COL) 2,46 (10%) 4,92 (20%) 7,38 (30%)

*valores entre parénteses representam a porcentagem molar em relagdo a composicao lipidica total
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Tabela 2. Planejamento fatorial com todas as combinagdes de variaveis e seus niveis.

Design Box-Behnken

Xy X2 X3
Experimentos ,
(Ac. Oleico) (AICIPc) (Colesterol)

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Substituindo os valores dos niveis pelas respectivas quantidades de cada variavel
independente que representam, tém-se o planejamento fatorial executado experimentalmente,

como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Planejamento fatorial com valores experimentais para variaveis independentes.

Design Box-Behnken

Experimentos Xi1= A0 (mg) X2 = AlCIPc (mg) X3=COL (mg)
1 0 1 4,92
2 3,59 1 4,92
3 0 5 4,92
4 3,59 5 4,92
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5 0 2,5 2,46
6 3,59 2,5 2,46
7 0 2,5 7,38
8 3,59 2,5 7,38
9 1,8 1 2,46
10 1,8 5 2,46
11 1,8 1 7,38
12 1,8 5 7,38
13 1,8 2,5 4,92
14 1,8 2,5 4,92
15 1,8 2,5 4,92

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

4.2.Preparo dos lipossomas carreados com AICIPc

Os lipossomas carreados com AICIPc foram preparados pelo método de hidratagao
do filme lipidico de Bangham, seguindo o protocolo proposto por Petrilli et al. (2018), com
modifica¢des (Figura 14) (BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965; PETRILLI et al.,
2017). De forma breve, os lipideos SPC, Colesterol e DSPE-PEG2o0 foram pesados,
adicionados de AICIPc e Acido Oleico (AO) e solubilizados em 3 ml de cloroféormio. A mistura
resultante foi transferida para um baldo de fundo redondo e o solvente organico foi evaporado
em rota-evaporador (IKA — Modelo RV8) a 60°C e 100 rpm, sob pressao reduzida, durante 30
minutos. O filme lipidico formado foi acrescido de 10 ml de tampao fosfato (PBS pH 7,4) e
submetido a hidratag@o por 60 minutos sob as mesmas condi¢des de ensaio, mas na auséncia de
vacuo. Por fim, para a redu¢ao da lamelaridade e, consequentemente, do tamanho das particulas
formadas, a dispersao lipossomal foi submetida a banho ultrassonico (Ultronique - Q9.5/25%)
por 20 minutos e, em seguida, ao sonicador de haste (Qsonica — Modelo: Q500) por 8 minutos

a amplitude de 20%.
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Figura 14. Método de hidratagdo do filme lipidico empregado para o preparo de lipossomas contendo AICIPc.

1
|
|

s |

= e

-
Pesagem Solubilizagéo Evaporagdo do solvente Adigéo de Hidratacéo do filme
dos em 3mL de (30min; 60°C; 100rpm; 10mL de lipidico
componentes cloroférmio sob vacuo) PBSpH 74 (60min; 60°C; 100rpm;
s/ vacuo)

o

[ - —

/

] <=
=

—

~ Wy

- <

v o
Formulagéo Formulacéo c/ Sonicacdo Banho Formulagéo ¢/
lipossomal final vesiculas (8min; ultrassonico vesiculas
de AICIPc unilamelares Amp.:20%) (20min) multilamelares

Created in BioRender.com bio

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software BIORENDER, 2022.

4.3.Caracterizacio fisico-quimica dos lipossomas
4.3.1. Analise de tamanho de particula e indice de polidispersividade (PdI)

Para a determinacdo do tamanho de particula e do indice de polidispersao (PdI), que
representa a faixa de distribuicdo de tamanhos de particula, utilizou-se a técnica de
espalhamento dinamico da luz (DLS, do inglés dynamic light scattering). Para tanto, utilizando
o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), empregou-se um feixe de laser
operando a 10 mV HeNe, com comprimento de onda de 633 nm, angulo de incidéncia de 175°
e temperatura a 25°C. Para a realizacdo da andlise, as formulagdes foram diluidas em agua
ultrapura (1:10) e dispostas em cubetas proprias.

Em principio, a técnica se baseia no registro de flutuagdes no sinal de espalhamento
dos feixes luminosos resultantes do rearranjo espacial das particulas em suspensdo ocasionado
pelo movimento browniano (Figura 15) (BABICK, 2020). Considerando a relacdo
inversamente proporcional entre o tamanho das particulas e a velocidade com a qual se
movimentam no meio de suspensdo, a taxa de flutuagdo no sinal de espalhamento ¢ entdo

correlacionada ao seu raio hidrodinamico e as suas diferentes populagdes, permitindo a
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determinag@o do tamanho de particula e da polidispersividade, respectivamente (BRAUN et al.,

2011; RAMOS, 2017).

Figura 15. Principio da técnica de espalhamento dindmico de luz no equipamento Zetasizer Nano.

©

=

Detector @
L ()]

< =

ST 5

7 £

% (8]

v w

Time
Fonte: (BABICK, 2020).

4.3.2. Determinacio de potencial zeta ()

A semelhanga, o potencial zeta ({) das nanoparticulas, que se correlaciona a sua
carga elétrica residual superficial, foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments) utilizando a mesma amostra empregada nas analises de determinagdo de
tamanho. No entanto, neste caso, avaliou-se a mobilidade eletroforética das nanoparticulas, em
cubetas equipadas com eletrodos, quando estas eram submetidas a um campo elétrico. Desse
modo, as particulas carregadas eletricamente migraram para os eletrodos de carga oposta a uma

velocidade proporcional & magnitude de sua carga (DISALVO; BOUCHET, 2014).

4.3.3. Calorimetria Exploratodria Diferencial (DSC)

As curvas calorimétricas de varredura diferencial (DSC) de amostras de AICIPc
livre (matéria prima-pura), lipossoma otimizado branco (isento de farmaco) e lipossoma
otimizado contendo AICIPc foram obtidas usando um equipamento de andlise térmica
simultanea (Jupiter STA 449, Netzsch). A amostra de aproximadamente 6 mg foi adicionada a
cadinhos de aluminio selados com tampas perfuradas. A medi¢dao foi feita a partir da
temperatura ambiente (25 °C, aproximadamente) até¢ a marca de 400 °C, utilizando uma taxa
de aquecimento de 10 K.min'. Os sensores e os cadinhos estavam sob fluxo constante de

nitrogénio (70 ml/min) durante o experimento (REIS et al., 2019).



54

4.3.4. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IR) para o farmaco
livre, para lipossomas otimizados com e sem a AICIPc, bem como para o tampao no qual as
nanoparticulas encontram-se dispersas foram registrados usando um espectrometro Bruker
VERTEX 70V. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 150 cm™!, com resolugio de 2
cm!, pelo método de reflectancia total atenuada (RTA) em um acessorio de platina baseado em

um cristal de diamante (ALMEIDA et al., 2018).

4.3.5. Microscopia de forca atomica (MFA)

Uma aliquota da dispersdo lipossomal otimizada foi depositada sobre uma
superficie metalica e mantida em repouso a 36 °C. A amostra foi firmemente fixada a superficie
do disco para evitar vibragdes, que degradam a resolucdo da imagem. Para a realizacdo da
andlise, utilizou-se o equipamento TT-AFM (AFM Workshop - EUA) em modo de contato
intermitente, empregando pontas de silicone TED PELLA (TAP300-G10) com amplitude de
frequéncia de aproximadamente 237 kHz. O programa Gwyddion 2.45 foi utilizado para
processar as imagens e obter o tamanho, em nandmetros, das nanoparticulas. A andlise

estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6 (WU et al., 2019).

4.3.6. Preparo de curva analitica de AICIPc

Para tornar possivel a determinacdo da porcentagem de farmaco efetivamente
encapsulada nos lipossomas, preparou-se, inicialmente, uma curva analitica de calibragdo de
AICIPc em DMSO as concentracdes de 30; 50; 100; 150; 200 ng/ml, em triplicata, a partir de
uma solugdo estoque de farmaco de 20 pg/ml. As solugdes foram analisadas em
espectrofluorimetro (RF6000 — Shimadzu) com comprimento de onda de excitagdo (Aex) fixado
em 615 nm e comprimento de onda de emissdo (Aem) entre 635 a 750 nm, de acordo com a
metodologia previamente validada (SIQUEIRA-MOURA et al, 2010). Os picos de
fluorescéncia obtidos foram correlacionados as respectivas concentragdes e plotados em
Excel® para a confecgdo de um grafico de dispersdo contendo o coeficiente de correlagdo (R?)
e a equacdo da reta, utilizada, posteriormente, para a determinag@o da concentragdo de fArmaco

presente nas amostras.
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4.4.7. Eficiéncia de encapsulacio de AICIPc

A eficiéncia de encapsulacao (EE%) de AICIPc foi definida através da metodologia
representada na Figura 16, de acordo com o método proposto por Eloy et al. (2016) e Siqueira-
Moura et al. (2010), com modificagdes (ELOY et al., 2016; SIQUEIRA-MOURA et al., 2010).
Inicialmente, a formulagdo foi homogeneizada por 30 segundos em agitador vortex. Para a
obtenc¢ao das amostras contendo a fracdo total de fAirmaco (Lip. total), em triplicata, 6 ul da
formulagdo (equivalente a concentracdo teorica de 1,47 pg de AICIPc) foram solubilizados em
10 ml de DMSO aferidos em baldo volumétrico. Em contrapartida, para a obten¢do das amostras
contendo a fracdo lipossomal do farmaco, 400 pl da formulagdo foram previamente filtrados
em filtros de seringa PVDF de 0,45 um de porosidade para a remog¢do do farmaco nao
encapsulado (pré-purificado). Da aliquota pré-purificada da formulagdo, do mesmo modo, em
triplicata, 6 pl foram solubilizados em 10ml de DMSO (lip. purificado). Em seguida, para
garantir o rompimento das vesiculas lipidicas e liberacdo da fra¢do encapsulada do farmaco,
ambas as amostras (lip. total e lip. purificado) foram submetidas a 20 minutos de sonicagdo em
banho ultrassonico (Ultronique — Q9.5/25%) seguidos de 2 minutos de agitacdo mecanica em
vortex. Por fim, as amostras foram filtradas em filtro PTFE (0,45 pum) e lidas em
espectrofluorimetro sob os mesmos parametros previamente citados. A porcentagem de AICIPc
encapsulada nos lipossomas foi calculada de acordo com a Equagdo (3), a partir da razao entre
a quantidade de farmaco na fragdo lipossomal e a quantidade de firmaco na fracdo total da

formulacao.

quantidade de AICIPc purificado (ug)
EE% = x 100
/o quantidade de AlICIPc total (ug) (3)




56

Figura 16. Procedimento do ensaio de determinagdo da eficiéncia de encapsulacao de AICIPc.
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software BIORENDER, 2022.
4.4.Avaliacao da penetracio e permeacio cutinea in vitro

Os estudos de permeagdo cutanea in vitro foram desenvolvidos utilizando pele full
thickness da por¢ao posterior de orelhas de suinos, obtidas de animais recém abatidos em um
matadouro local. A Figura 17 sumariza a metodologia adotada para estes ensaios, que sera
descrita dos topicos “4.4.3” ¢ “4.4.4”. A pele removida foi cuidadosamente dessecada para a
remocao do tecido subcutdneo gorduroso e armazenada a temperatura média de -20°C para uso
posterior dentro do periodo de até 3 meses, visando a manutencdo de sua adequabilidade para
a realizacdo dos ensaios (PETRILLI et al., 2017). Os estudos de penetracdo e permeagao
cutdnea da AICIPc foram conduzidos de forma independente utilizando como grupos de
amostra a formulagdo ideal escolhida de lipossomas carreados com o firmaco e a solucao de

AICIPc em propilenoglicol (PG), representando o farmaco livre, ambos com n = 8.
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Figura 17. Representagdo esquematica da metodologia adotada para o ensaio de penetragdo cutanea. PBS:
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4.4.1. Quantificacdo de AICIPc em pele

Para que a quantificacdo do farmaco presente nas amostras de pele pudesse ser
realizada, uma curva de calibragdo foi preparada em matriz bioldgica, visando mitigar os
possiveis interferentes analiticos provenientes desta. Para tanto, fragmentos de pele de
aproximadamente 0,95 cm? de 4rea foram picotados e contaminados com uma aliquota de cada
uma das concentragdes da curva de calibragdo de AICIPc, descrita no topico “4.3.6”, em
triplicata. As amostras foram mantidas na capela de exaustdo por 1h para secagem. Em seguida,
5 ml de DMSO foram acionados as amostras que, em sequéncia, foram levadas ao dispersor
ultra-turrax (IKA - T 25 Digital) em 4000 rpm por 2 min, a centrifugagdo em 4500 rpm por 10
min e, por fim, filtradas com filtro PTFE 0,45 pym. O mesmo procedimento foi realizado para
amostras sem pele, a fim de comparar a porcentagem de recuperagdo de AICIPc obtida para
ambas. As amostras foram lidas em espectrofluorimetro (Aex = 615 nm, Aem = 635 — 750 nm)

(QUINONES et al., 2022).
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4.4.2. Avaliagdo da resistividade elétrica da pele

A fim de assegurar a satisfatoria integridade da pele para os ensaios de penetracdo
cutinea, determinou-se a sua resistividade (R), isto €, a magnitude com a qual o tecido se opde
a passagem de corregem elétrica, com base na metodologia proposta por Thang et al. (2001)
(TANG et al., 2001). Para tanto, ap6s o seu descongelamento em temperatura ambiente, a pele
foi recortada e os fragmentos foram montados em células de difusdo de Franz (Figura 17), com
uma por¢do de 0,95 cm? de area de estrato corneo voltada para o compartimento doador (CD).
Ambos os compartimentos doador e receptor (CR) foram entdo preenchidos com PBS (pH 7.,4),
colocados em contato com eletrodos de Ag/AgCl e submetidos a passagem de corrente elétrica
de 100 mV de poténcia e 10Hz de frequéncia. Para a mensuragdo da corrente elétrica alcangada
através da pele, utilizou-se um multimetro (Minipa ET-2082E). A resisténcia elétrica da pele
foi calculada de acordo com a lei de Ohm, utilizando a equacao 4, e aplicada a equagao 5 para
a obten¢do de sua resistividade. Amostras de pele com R inicial inferior a 35 kQ.cm? foram
consideradas inadequadas para os estudos de permeacao cutanea e, por esse motivo, ndo foram

utilizadas (CRISOSTOMO etal., 2022; TANG et al., 2001).

Resisténcia (mV) = tensdo X 1073/corrente medida x 107° 4)

R (kQ.cm?) = resisténcia (mV) x (5)

area da pele disponivel para permeacio (cm?)

4.4.3. Penetracido cutinea passiva

Para o estudo da penetragdo cutanea passiva da AICIPc, 200 pl (equivalente a
quantidade tedrica de 45 pg de AICIPc) de amostra (lipossoma carreado com AICIPc ou solugao
de AICIPc) foram adicionados ao CD da célula de Franz, enquanto o CR foi preenchido com
15 ml de solucdo de Polissorbato 80 (Tween 80) em tampao PBS pH 7,4 a 2% de concentragao
para obtencdo das sink conditions, conforme previamente estudado por nosso grupo de
pesquisa. As células foram mantidas sob agitacdo continua a 150 rpm e temperatura de 37°C
por 24 horas. Ao final das 24h ininterruptas de experimento, o conteudo do compartimento
receptor foi recolhido e filtrado em filtros PVDF 0,45 pm. Em seguida, a pele foi removida das

células de difusdo, delicadamente lavada com agua destilada, seca com papel toalha e fixada
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em um suporte para a remocao do estrato corneo (EC). Para tanto, empregou-se a técnica de
tape stripping, que consiste na adesdo e remoc¢ao de 15 fitas adesivas (Scotch® 3M) em
sucessdo, na qual a primeira fita ¢ descartada e as demais sdo submersas em tubo falcon
contendo 5 ml de DMSO (ALMEIDA et al., 2018; PETRILLI et al., 2017).

A pele remanescente, correspondente as camadas da epiderme viadvel e derme
(EV+D), foi picotada em pequenos fragmentos e, do mesmo modo, adicionada a 5 ml de DMSO
em tubo falcon. Apds a agitacdo de ambas em vortex por 2 min, as amostras de EC foram
levadas ao banho de ultrassom por 45 min, enquanto as amostras de EV+D foram submetidas
ao dispersor ultra-turrax (IKA - T 25 Digital) a 4000 rpm por 2 min e, em seguida, a
centrifugacdo a 4500 rpm por 10 min. Por fim, as amostras de EC e EV+D foram filtradas em
filtro PTFE 0,45 pm e, junto ao conteudo do CR, lidas em espectrofluorimetro para a
quantificagdo da AICIPc sob as mesmas condi¢cdes de andlise previamente citadas. Para a
quantifica¢do do farmaco no CR, utilizou-se uma curva analitica de AICIPc preparada em PBS
pH 7,4 + Tween 80 (2%) as concentragdes de 0,05 pg/ml - 0,60 pg/ml (R = 0,9987), em

triplicata, seguindo metodologia previamente validada.

4.4.4. Penetracio cutinea precedida por microagulhamento

Com o objetivo de avaliar a influéncia do microagulhamento prévio da pele na
penetragdo e permeagdo cutanea do farmaco, adotou-se a metodologia proposta por Bradan,
Kuntsche e Fahr (2009), com modificagcdes (BADRAN; KUNTSCHE; FAHR, 2009). Apos o
seu descongelamento, a pele da orelha de porco foi fixada em um suporte com o auxilio de
agulhas para evitar a formacdo de “pregas” durante a realizacdo do procedimento, sem que, no
entanto, fosse demasiadamente estirada a ponto de ter sua textura de superficie modificada.
Posteriormente, um derma roller (Smart GR, 540 agulhas) com agulhas de 0,25 mm de
espessura foi rolado sobre a pele por trés vezes consecutivas em uma tnica dire¢do. Em seguida,
a pele foi montada em células de difusdo de Franz para a determinag@o de sua resistividade e
submetida ao ensaio de penetragdo cutdnea seguindo os mesmos procedimentos descritos

previamente nos itens “4.4.1” e “4.4.2”, respectivamente.

4.5.Analises estatisticas

Os resultados obtidos nos ensaios de penetragdo cutanea foram submetidos a analise

two-way ANOVA com pos teste de tukey (p < 0,05) utilizando o software Graphpad Prism 6.
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Para o planejamento fatorial, empregando o software MiniTab® 16.0, analises de regressao
quadratica foram utilizadas para gerar equagdes polinomiais de segundo grau aplicadas aos
dados experimentais obtidos. A semelhanca, o nivel de significancia estatistico adotado para o

modelo matematico foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Desenvolvimento e caracterizacio fisico-quimica de lipossomas contendo

AICIPc obtidos por planejamento fatorial Box-Benhken

A Tabela 4 apresenta as formulagdes preparadas de acordo com o planejamento
fatorial de Box-Behnken e seus respectivos valores de variaveis dependentes obtidos: tamanho
de particula (Y1), porcentagem de encapsulacdo (Y2) e indice de polidispersidade (Y3). Os
valores de eficiéncia de encapsulacdo variaram de 9,17% a 77,24%, o tamanho de particula de
110,93 nm a 374,97 nm, e o PdI de 0,265 a 0,468. Portanto, observou-se que variagdes nas
variaveis independentes implicaram em uma alta variabilidade das respostas obtidas para as
formulagdes sintetizadas. Tal observacdo nos sugere que os componentes adotados como
fatores, bem como a propor¢do na qual estes estdo presentes na formulacdo, exercem grande

impacto nos parametros criticos para a qualidade do produto obtido.

Tabela 4. Relagdo entre as varidveis independentes, em seus niveis distintos, e os valores reais obtidos para as
varidveis dependentes adotadas.

N°da X1 = A0 Xz = AICIPc X3 = COQOL Y1 = Tamanho Yz =EE Y3 =

formulacio (mg) (mg) (mg) (nm) (%) PDI
1 0 1 4,92 110,93 40,95 0,348
2 3,59 1 4,92 151,16 77,24 0,265
3 0 5 4,92 240,93 12,72 0,404
4 3,59 5 4,92 159,5 18,28 0,368
5 0 2,5 2,46 147,4 52,54 0,394
6 3,59 2,5 2,46 1429 62,32 0,292
7 0 2,5 7,38 176,47 9,17 0,430
8 3,59 2,5 7,38 140,83 72,19 0,274
9 1,8 1 2,46 163,87 46,78 0,419
10 1,8 5 2,46 374,97 26,06 0,468
11 1,8 1 7,38 121,47 26,81 0,335
12 1,8 5 7,38 182,27 43,30 0,362
13 1,8 2,5 4,92 133,1 42,22 0,333
14 1,8 2,5 4,92 158,1 65,50 0,379
15 1,8 2,5 4,92 145,3 57,28 0,362

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.



62

Sabidamente determinante para a estabilidade da formulagdo e para a eficiéncia de
encapsulacdo das nanoparticulas, o tamanho destas também influencia diretamente a sua
penetragdo e permeacdo cutdneas em sistemas topicos (BAHARI; HAMISHEHKAR, 2016;
DANAETI et al., 2018; LOPES et al., 2019; MANIKKATH et al., 2018). A relagdao entre o
tamanho de particula de lipossomas e a entrega de substancias por estes carreadas as diferentes
camadas da pele foi investigada em um trabalho prévio que demonstrou que vesiculas de
didmetro < 300 nm alcancavam adequada deposicdo de farmaco tanto na epiderme vidvel
quanto na derme (VERMA et al., 2003). Desse modo, considerando os tamanhos de particula
obtidos neste estudo, com a exce¢do de uma unica formulagao (N° 10, com 374,97 nm), os
lipossomas desenvolvidos adequam-se a proposta do trabalho, que visa a pele como via de
administracdo. Utilizando uma composi¢do lipidica similar, com SPC:COL:DSPE-PEG2000
(ELOY etal., 2016) e SPC: COL (PETRILLI et al., 2017), e 0 mesmo método de preparo aqui
empregado, Eloy et al. (2016) e Petrilli et al. (2016) desenvolveram lipossomas de
aproximadamente 124 nm e 130 nm, respectivamente (ELOY et al., 2016; PETRILLI et al.,
2017). A semelhanga, lipossomas de fosfaditilcolina e COL carreados com AICIPc
desenvolvidos em outro trabalho apresentaram 120 nm de didmetro (SILVA; FRANCHI;
TEDESCO, 2016).

Observa-se, portanto, que 9 das 15 formulacdes desenvolvidas obtiveram tamanhos
de até 150 nm, aproximadamente, em sintonia com os valores obtidos por demais estudos. Outro
aspecto observado diante dos resultados obtidos € que as trés formulagdes com os maiores
tamanhos de particula (N° 10, com 374,97; N° 3, com 240,93 e N° 12, com 182,27) foram
produzidas com os niveis mais altos de quantidade de fArmaco, o que sugere que a incorporacao
deste aos lipossomas levou ao aumento do seu tamanho. Tal comportamento também foi
observado por outros autores quando a AICIPc foi incorporada em lipossomas (CALORI, 2016;
SILVA; FRANCHI; TEDESCO, 2016), em nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) (ALMEIDA
et al.,, 2018; MARTINS et al., 2012) ¢ em nanoemulsdes (CANDIDO et al., 2018). As
conclusdes obtidas por Calori et al. (2016) podem embasar a ocorréncia de tal fenomeno. Os
autores avaliaram as propriedades de interagdo da AICIPc em vesiculas lipidicas usando 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC),
que apresentaram tamanho médio de 100 nm. Observou-se que AICIPc interage fortemente com
as vesiculas lipidicas (VL), mais especificamente através de interagdes entre o aluminio e o
grupo fosfato, apresentando altos valores de constante de ligacdo. Para as amostras com

proporcdes de DSPC/DOPC/Colesterol iguais a 34,5/34,5/31 e 21/48/31, respectivamente, a
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interacdo entre o farmaco e a matriz lipidica resultou em um aumento de tamanho de 8% e 5%,
para LV IV, respectivamente (CALORI; TEDESCO, 2016).

O PdlI, por sua vez, reflete o perfil de distribuicao da populagdo de nanoparticulas
em uma amostra de acordo com os diferentes tamanhos apresentados por estas, e pode variar
de 0, para amostras perfeitamente homogéneas ou monodispersas, a 1, para amostras altamente
heterogéneas ou polidispersas (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021). Para
a encapsulagdo e entrega de farmacos utilizando lipossomas, valores de PDI < 0,3 sdo
considerados adequados e indicativos de amostras homogéneas (DANAEI et al., 2018). Neste
trabalho, as formulacdes produzidas apresentaram valores de PdI de 0,265 a 0,468, indicando a
presenga de populagdes homogéneas e heterogéneas de nanocarreadores e, a este respeito,
alguns fatores podem ser pontuados.

A principio, o método de hidratagdo do filme lipidico tem como uma de suas
limitacdes a producdo de populacdes heterogéneas de lipossomas, caracteristica também
observada em outros trabalhos que o aplicaram utilizando composicao lipidica similar (ELOY
et al., 2016; GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021; PETRILLI et al., 2017).
Ademais, a variacdo entre os valores de PdI encontrados foram obtidas mediante a modificacao
da proporg¢do entre colesterol, dcido oleico e firmaco dentro da matriz lipidica, o que indica que
tais componentes podem ter exercido influéncia sobre este parametro. Para o colesterol, por
exemplo, observou-se uma correlagcdo entre suas menores concentragdes e valores de Pdl mais
elevados, em concordancia com os resultados obtidos por MOHAMMADI et al., 2016;
FARZANEH et al., 2018; MARITIM; BOULAS; LIN, 2021. O favorecimento de menores
valores de PDI na presenca do colesterol podem ser explicados pela ocorréncia de interagdes
repulsivas de curto alcance entre membranas de fosfatidilcolina quando este se faz presente, o
que dificulta a agregacdo de particulas e propicia a homogeneidade do sistema (MARITIM;
BOULAS; LIN, 2021). Em adicdo, a tendéncia a auto agregacdo quando em meio aquoso
manifestada pelo proprio firmaco, comum as ftalocianinas, também pode justificar as variagdes
nos valores de Pdl, uma vez que a AICIPc ndo ¢ incorporada as vesiculas lipidicas em sua
totalidade (ALMEIDA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

O potencial zeta () ¢ uma medida da magnitude de for¢as de repulsdo ou atragdo
entre particulas de acordo com a carga elétrica que apresentam, sendo um parametro critico
para a estabilidade do nanossistema (ALMEIDA et al., 2018). Lipossomas com { neutro ou de
baixo valor em modulo sugerem formulagdes que tendem a menor estabilidade eletrostatica, ja
que as forcas repulsivas entre as particulas em suspensdo podem ndo ser suficientes para

impedir sua agregacio natural (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).
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Neste trabalho, o { médio encontrado para os lipossomas de SPC: COL: DSPE-PEG2000: AO
carreados com a AICIPc foi de -15,24 mV. Tal valor ¢ superior, em modulo, aos obtidos em
outros estudos que empregaram lipossomas a base de colesterol e fosfatidilcolina, na presenca
ou nao do DSPE-PEG2000, mas igualmente negativo (ELOY etal., 2016; PETRILLI etal., 2017;
SILVA; FRANCHI; TEDESCO, 2016). Enquanto o lipidio peguilado confere neutralidade as
vesiculas nas quais estd inserido, a natureza e a intensidade da carga superficial dos lipossomas
desenvolvidos podem ser atribuidas a presenca do AO na bicamada lipidica, também descritas
por Pinilla et al. (2019), Almeida et al. (2018) e Branco et al. (2020) (ALMEIDA et al., 2018;
BRANCO; SEN; RINALDI, 2020; PINILLA; THYS; BRANDELLI, 2019). Abdelalim et al.
(2020) descreve que, dentro de uma mistura fosfolipidica, o AO tem seu pKa reduzido para
abaixo de 6,0, estando, portanto, em sua forma ionizada em pH 7,4, o que implica em
nanoparticulas de carga superficial negativa, e que pode aumentar em médulo a medida em que
se aumenta também a propor¢do de AO na formulagio (ABDELALIM; ELNAGGAR;
ABDALLAH, 2020).

A incorporacdo de uma quantidade de farmaco adequada a manifestacdo de sua
atividade terapéutica ¢ um critério chave para a aplicagdo médica de nanoparticulas. Por esse
motivo, outro parametro fundamental de caracterizacdo fisico-quimica de lipossomas ¢ sua
eficiéncia de encapsulacdo (EE%), que pode ser impactada pela sua composi¢do lipidica e
método de sintese, por exemplo (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).
Neste trabalho, a AICIPc, um farmaco lipofilico que ¢ incorporado a bicamada lipidica, foi
encapsulado nos lipossomas com EE% variando de 9,17% a 77,24%. A curva de calibragao
utilizada para a quantificacdo do fAirmaco presente nas amostras apresentou R* = 0,9990 (Figura
18). Nota-se que as porcentagens de encapsulagdo de AICIPc obtidas apresentaram uma
correlacdo direta com a propor¢ao de acido oleico empregada, isto €, os maiores percentuais de
encapsulacdo do fairmaco foram exibidos pelas formulagcdes com maiores concentragdes de AO
(N°2, com 77,24%, e N° 8, com 72,19%). Essa relagdao também pode ser observada ao comparar
formulagdes com altos niveis de AO com formulagdes que ndo o contém (nivel baixo = 0%),
mantendo-se a quantidade de AICIPc constante e composicdo similar de colesterol, em geral,

em niveis médio e baixo.
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Figura 18. Curva de calibragfo para a cloro-aluminio ftalocianina em DMSO obtida em espectrofluorimetro (Aex
=615nm, Aem = 635 - 750nm).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

O mesmo comportamento foi descrito por outros autores. Empregando carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN), Almeida et al. (2018) descreveram um aumento da EE% de
AICIPc de 88,2% para 95,8% quando a propor¢cdo de AO foi elevada de 20% para 40%
(ALMEIDA et al., 2018). Utilizando microparticulas lipidicas de &cido esteérico, Ribeiro et al.
(2012) obtiveram EE% de glicose, uma molécula hidrofilica, de 75%. Na presenca do AO, em
contraste, o percentual atingiu 96% (RIBEIRO; BARRERA ARELLANO; FERREIRA
GROSSO, 2012). Por ser um lipidio de natureza liquida e por possuir uma insaturagdo que o
confere conformacao nao linear, o AO, ao ser incorporado em vesiculas, modifica o padrdo de
empacotamento, isto €, de cristalizagdo dos lipidios que a compdem. Desse modo, as
imperfei¢des produzidas na bicamada lipidica favorecem sua flexibilidade e a acomodacdo de
maiores quantidades de farmacos hidrofébicos, como a AICIPc (ALMEIDA et al., 2018;
RIBEIRO; BARRERA ARELLANO; FERREIRA GROSSO, 2012). A relagdo entre a
flexibilidade da bicamada lipidica e a acomodagdo da AICIPc também pode ser analisada pela
otica proposta por Calori e Tedesco (2016). Trabalhando com vesiculas lipidicas com diferentes
concentragdes de colesterol, os autores demonstraram que, com o aumento do grau de fluidez
da bicamada, mediante reducao na proporgao de colesterol, a AICIPc apresentava constantes de
ligagcdo mais altas aos lipideos que a compdem (CALORI; TEDESCO, 2016).

Visando uma melhor compreensdo da influéncia das variagdes dos fatores Xi (AO),
X2 (AICIPc) e X3 (COL) no tamanho de particula (Y,), eficiéncia de encapsulagdo (Y,) e Pdl

(Y3) obtidos para cada uma das 15 formulacdes, Y1, Y, e Y; foram submetidos a regressao
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multipla, gerando equagdes polinomiais de segunda ordem. Como resultado, as seguintes

expressdes matematicas foram obtidas:

Y, = 156.565 — 13.855X, + 51.309X, — 31.552X, — 19.325X2 + 28.392X2 (6)
+25.712X§ - 29.494X1X2 - 7.837X1X3 - 44’.377X2X3

Com o parametro de ajuste R-Sq= 84,84%

Y, = 52.961 + 13.284X, — 11.418X, — 3.298X; — 2.166X2 — 13.498X?2 (7)
_3.751X§ - 8.370X1X2 + 13.315X1X3 + 9.952X2X3

Com o parametro de ajuste R-Sq= 80,39%

Ys = 0.3649 — 0.0452X,; + 0.0293X, — 0.0231X; — 0.0303X2 + 0.0116X2 (8)
+0.0194X2 + 0.0155X, X, — 0.0135X, X5 — 0.0116X,X;

Com o parametro de ajuste R-Sq= 80,74%

O coeficiente de determinagio (R-Sq ou R?) ¢ definido matematicamente como a
razdo entre as variagdes que podem ser explicadas e/ou previstas pelo modelo matematico e a
variagdo total. Por esse motivo, ¢ utilizado como medida do grau de ajuste do modelo (YU;
CABOOTER; DEWIL, 2018). Com base nos valores do coeficiente de determinagdo (R-Sq ou
R?), a adequagdo da regressdo ao modelo de resposta Y1 (tamanho de particula) foi mais
evidente, com R-Sq = 84,84%, apesar de também ter se mostrado satisfatdrias para os modelos
de Y, (eficiéncia de encapsulagdo) e Y3 (PdI), com R-Sq igual a 80,39% e 80,74%,
respectivamente. Através da andlise, em modulo e magnitude, dos coeficientes obtidos para
cada uma das interagdes de fatores X;, ¢ possivel perceber se houve sinergismo (mddulo
positivo) ou antagonismo (mddulo negativo) entre estes e a resposta desejada (DAS; MISHRA,
2017). Em adigdo, as tabelas 5, 6 e 7 apresentam os valores de significancia (P) atribuidos a
cada um dos coeficientes de regressao presentes nas equacdes quadraticas expostas acima.

Para a resposta de tamanho de particula (Y1), por exemplo, tém-se que os termos
X2, X»2, X352 exerceram impacto positivo, isto €, um aumento da magnitude destes fatores, ou

intera¢do de fatores, leva ao aumento de Y1. Para os demais termos, com moédulo negativo (X,



67

X3, Xi2, XiXa2, X1X3 e X2X3), 0 seu aumento implica em redu¢do de Y. No entanto, apenas o
coeficiente de regressao para X» (AICIPc) demonstrou significancia estatistica (p < 0,05) dentro
do modelo matematico aplicado. Para a eficiéncia de encapsulacio (Y2), Xi, XiX3 e XoX3
apresentaram efeito sinérgico. Curiosamente, apesar de a interacdo entre X»X3 (AICIPc e
colesterol) terem exercido impacto positivo na eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, os
termos X e X3 sozinhos apresentaram efeito antagdnico a Y», assim como X2, X22, X33 e X Xo.
Neste caso, no entanto, para nenhum dos termos os coeficientes de regressao demonstraram
relevancia estatistica. Por fim, sobre a resposta de indice de polidispersividade (Y3), X2, X2?,
X3? e XiX; exerceram efeito sinérgico, ao passo que Xi, X3, Xi2, X1X3 e XoX3 se mostraram
antagdnicos, onde apenas o coeficiente de X exibiu p < 0,05. No entanto, para considerar o
efeito das varidveis independentes (Xi-3) e das interagdes entre estas, expostas nas tabelas 5-7,
sobre as respostas(Y1-3) adotadas neste trabalho, ¢ preciso que discorramos acerca de alguns

conceitos.

Tabela 5. Coeficientes de Regressdo Full Quadratic para tamanho de particula (Y1)

Coeficientes de regressao estimados para tamanho de particula (Y1)

Termo Coeficiente Coeficiente SE T P

Constante 156,565 25,31 6,185 0,002
X1 (AO) -13,855 15,02 -0,922 0,399
X2 (AICIPc) 51,309 14,80 3,467 0,018
X3 (COL) -31,552 15,02 -2,100 0,090
X1 (AO)* X1 (AO) -19,325 21,78 -0,887 0,416
X2 (AICIPc)* X (AICIPc) 28,392 23,57 1,205 0,282
X3 (COL)* X3 (COL) 25,712 21,78 1,180 0,291
X1 (AO)* Xz (AICIPc) -29,494 20,61 -1,431 0,212
X1 (AO)* X3 (COL) -7,837 20,93 -0,374 0,723
X2 (AICIPc)* X3 (COL) -44,377 20,61 -2,153 0,084

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 6. Coeficientes de Regressdo Full Quadratic para eficiéncia de encapsulagdo(Y2)

Coeficientes de regressao estimados para eficiéncia de encapsulacio (Y2)

Termo Coeficiente Coeficiente SE T P
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Constante 52,961 9,605 5,514 0,003
X1 (AO) 13,284 5,701 2,330 0,067
X2 (AICIPc) -11,418 5,616 -2,033 0,098
X3 (COL) -3,298 5,701 -0,578 0,588
X1 (AO)* X1 (AO) -2,166 8,267 -0,262 0,804
X2 (AICIPc)* X2 (AICIPc) -13,498 8,944 -1,509 0,192
X3 (COL)* X3 (COL) -3,751 8,267 -0,454 0,669
X1 (AO)* Xz (AICIPc) -8,370 7,821 -1,070 0,333
X1 (AO)* X3 (COL) 13,315 7,942 1,676 0,154
X2 (AICIPe)* X3 (COL) 9,952 7,821 1,272 0,259

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 7. Coeficientes de Regressdo Full Quadratic para indice de polidispersividade (Y3)

Coeficientes de regressao estimados para indice de polidispersividade (Y3)

Termo Coeficiente Coeficiente SE T P

Constante 0,36492 0,02546 14,332 0,000
X1 (AO) -0,04519 0,01511 -2,991 0,030
X2 (AICIPc) 0,02932 0,01489 1,969 0,106
X3 (COL) -0,02307 0,01511 -1,527 0,187
X1 (AO)* X1 (AO) -0,03034 0,02191 -1,384 0,225
X2 (AICIPc)* X (AICIPc) 0,01158 0,02371 0,488 0,646
X3 (COL)* X3 (COL) 0,01942 0,02191 0,886 0,416
X1 (AO)* Xz (AICIPc) 0,01553 0,02073 0,749 0,488
X1 (AO)* X3 (COL) -0,01348 0,02105 -0,640 0,550
X2 (AICIPc)* X3 (COL) -0,01160 0,02073 -0,560 0,600

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

O nivel de significancia de um teste, representado por P ou pela letra grega a,
representa a maxima probabilidade de se rejeitar uma hipétese nula quando esta ¢ verdadeira,
0 que se caracterizaria como um erro do tipo I (PERECIN; CARGNELUTTI FILHO, 2008).
De forma pratica, portanto, o a reflete o risco maximo de se cometer um erro do tipo I que o
analista considera aceitavel para a adequabilidade da analise. Comumente, o nivel de
significancia mais adotado ¢ o de 5% (p < 0,05), mas os niveis de 1% (p < 0,01) e 10% (p <

0,1) também s3o amplamente utilizados, de acordo com a finalidade para a qual o modelo
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matematico esta sendo aplicado (KIM, 2015). Portanto, a determina¢do de o € um parametro
critico de analises fatoriais, e exerce impacto direto sobre o poder de inferéncia fornecido por
estas. Todavia, critérios como tamanho do grupo amostral e magnitude da variagdo dos niveis
adotados para os fatores independentes podem afetar o valor de P obtido (EDLER; KITSOS,
2005). Desse modo, ainda que, através do modelo matematico aplicado, algumas interagdes
entre fatores independentes ndo tenham se provado significativas para as respostas obtidas,
estas nao devem ser totalmente desconsideradas, sob o risco de que informagdes valiosas sejam
perdidas (KIM, 2015; PERECIN; CARGNELUTTI FILHO, 2008; SUDHAKAR; KRISHNA;
MURTHY, 2016).

Por outro lado, a analise das intera¢des entre os diferentes fatores e seu impacto
sobre as respostas almejadas pode ainda ser feita através de graficos de contorno e de superficie
de resposta, como mostram as Figuras 19-21, gerados a partir das equagdes polinomiais obtidas.
Os graficos demonstram o efeito da interagdo entre pares de varidveis independentes, de suas
concentragdes mais baixas as mais altas, sobre cada uma das trés varidveis dependentes,
enquanto o terceiro fator ¢ mantido no nivel 0 (médio) (DAS; MISHRA, 2017).

Na Figura 19, os graficos de contorno para a intera¢do entre o farmaco e o acido
oleico (AO) e entre o farmaco e o colesterol (COL) corroboram o intenso efeito do teor de
farmaco sobre o tamanho de particula dos lipossomas, abordado anteriormente. Em ambos os
graficos, quando a quantidade de AO e COL s3o mantidas em niveis baixos, o aumento da
concentragdo de AICIPc leva ao aumento progressivo de Y1. Cabe ressaltar que, para a o efeito
de X (AICIPc) sobre o tamanho de particula, o coeficiente de regressdo se mostrou
estatisticamente significativo (p = 0,018). Em adi¢do, o grafico de contorno para COL (X3) e
AO (Xi) sugere um efeito de X3 sobre Y1 ndo revelado anteriormente. Observa-se que o
aumento no teor de colesterol favorece a reducdo do tamanho de particula dos lipossomas, em
concordancia com os resultados obtidos por Sudhakar et al. (2016). Por aumentar a rigidez da
bicamada lipidica, o colesterol comumente ¢ relacionado a estabilidade de lipossomas.
Adicionalmente, por tornar a vesicula mais rigida e lipofilica, o aumento no teor de colesterol
reduz o uptake de agua pelos lipossomas, o que favorece menores tamanhos de particula

(MARITIM; BOULAS; LIN, 2021; SUDHAKAR; KRISHNA; MURTHY, 2016).
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Figura 19. Graficos de contorno (acima) e superficie de resposta (abaixo) para o efeito das variaveis independentes
sobre o tamanho de particula dos lipossomas (Y1).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Anteriormente, abordou-se a maior fluidez e desorganiza¢ao que o AO confere a
bicamada lipidica, ao passo que o colesterol exerce o efeito contrario. Neste cenario, e
considerando que o farmaco ¢ incorporado no interior da bicamada, a Figura 20 nos permite
estudar com maior clareza o efeito da interagdo entre estes fatores e a eficiéncia de encapsulagao
(EE%) dos lipossomas (Y2) (ALMEIDA et al., 2018; MARITIM; BOULAS; LIN, 2021;
RIBEIRO; BARRERA ARELLANO; FERREIRA GROSSO, 2012). O grafico de contorno
para a AICIPc versus o AO demonstra que a maior EE% (70%) ¢ obtida em regides onde ha
maximo teor de acido graxo e até 2 mg de fArmaco, aproximadamente. Em contraste, os graficos
para colesterol versus AO e AICIPc versus colesterol revelam que tanto o aumento no teor de
farmaco quanto de colesterol exerce um impacto negativo sobre a EE% dos lipossomas. Diante
dos resultados, podemos sugerir, como hipotese, que a incorporagao do fairmaco a bicamada
demanda um grau de desorganizagdo suficiente para permitir a acomodac¢do do maior teor
possivel de farmaco e, ao mesmo tempo, impedir que a AICIPc escape com facilidade da

vesicula lipidica.
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Figura 20. Graficos de contorno (acima) e superficie de resposta (abaixo) para o efeito das variaveis independentes
sobre a eficiéncia de encapsulagdo dos lipossomas (Y2).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Os graficos expostos na Figura 21, por sua vez, contribuem para a relevancia das
hipodteses, discutidas anteriormente, de que a parcela ndo encapsulada de farmaco e o teor de
colesterol nos lipossomas impactam de forma negativa e positiva, respectivamente, o indice de
polidispersividade das formulagdes. No entanto, a analise dos graficos de contorno do farmaco
versus 0 AO e do colesterol versus o AO nos permitem acrescentar novas consideragdes. O
aumento gradual no teor do dcido graxo favoreceu a obten¢do de populagdes mais homogéneas
de nanoparticulas. Como afirmado por Abdelalim et al. (2020), em uma mistura lipidica, a
reducdo no pKa do AO contribui para a presenca de sua forma ionizada quando em pH 7,4, no
qual a formulagdo se encontra (ABDELALIM; ELNAGGAR; ABDALLAH, 2020). Desse
modo, discutiu-se anteriormente a respeito da influéncia que tal fator poderia exercer sobre o
potencial zeta negativo da nanoparticula. Todavia, ao favorecer o aumento da carga superficial
dos lipossomas e, por consequéncia, prevenir a agregacao entre estas, o AO pode ter cooperado
também para a obten¢ao de menores valores de Pdl (ZHANG et al., 2020). Ademais, o menor
indice de polidispersdo apresentado no grafico de contorno para colesterol versus AO (0,3) ¢
obtido quando ambos os fatores estdo em suas quantidades méaximas, o que pode sugerir um

efeito sinérgico entre mecanismos (ABDELALIM; ELNAGGAR; ABDALLAH, 2020).
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Figura 21. Graficos de contorno (acima) e superficie de resposta (abaixo) para o efeito das variaveis independentes
sobre o indice de polidispersividade (Y3)
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Com o propdsito de avaliar a capacidade do modelo matematico de se aproximar
suficientemente das respostas adotadas, graficos de residuos foram gerados. Os residuos,
portanto, sdo uma medida de qudo bem a regressao quadratica se adequou a previsibilidade dos
resultados obtidos. Para a avaliagdo da normalidade dos residuos, isto €, sua distribui¢ao
homogénea em torno de um ponto central, podem ser utilizados graficos de probabilidade
normal ou histogramas. No primeiro grafico, a normalidade dos residuos ¢ observada quando
os pontos se distribuem proximos da linha tragada para residual versus percentual. J&4 no
histograma, a distribui¢do normal ¢ atestada quando 95% dos resultados estdo no centro do eixo
residual, isto ¢, apresentando uma curva em forma de “sino”. Todavia, como a aparéncia dos
graficos de histograma depende do tamanho do grupo amostral e do numero de intervalos
adotados para o agrupamento dos dados, estes ndo sdo recomendados para a analise de menos
de 20 pontos (ELOY et al., 2020; HASSAN et al., 2019). As Figuras 22-24 contém os graficos
de residuos para as respostas de tamanho de particula (Y1), eficiéncia de encapsulacdo (Y2) e
PdI (Y3). Apesar de os histogramas ndo se mostrarem simétricos, nos graficos de probabilidade

normal percebe-se, com nitidez, que os pontos acompanham a tendéncia da linha central. Desse

— < 4 Colesterol (mg)
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modo, todas as respostas apresentam distribui¢do normal e indicam homocedasticidade
(FERREIRA et al., 2007).

Os gréficos de residuos versus valores ajustados permitem avaliar a aleatoriedade
na distribui¢do dos residuos e a constincia de sua variagio. A semelhanga, os graficos de
residuos versus ordem sdo valiosos para a verificagdo da independéncia entre os residuos, ou
seja, garantir que estes ndo possuem correlagdo entre si. Nestes, os pontos referentes aos dados
sdo apresentados na ordem temporal em que foram coletados. Analisando as Figuras 22-24, ¢
possivel observar que, para as respostas de eficiéncia de encapsulagdo (Y2) e PdI (Y3), os
graficos indicam aleatoriedade na dispersdo dos resultados. Para a resposta de tamanho de
particula (Y1), o grafico de valores ajustados apresenta concentragcdo majoritaria de pontos a
esquerda. Como possivel justificativa, cabe pontuar que, em decorréncia do pequeno nimero
de amostras, o distanciamento de dois pontos de residuos em relacdo aos demais, os chamados
outlyners, podem resultar em distribuicdo aparentemente nao-aleatoria dos dados. Todavia, o
grafico de ordem para Y1 ndo permite identificar correlagdo entre os residuos, o que indica

distribuicdo homogénea destes (ELOY et al., 2020; FERREIRA et al., 2007).



Figura 22. Graficos de residuos para tamanho de particula (Y1).
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

Figura 23. Graficos de residuos para eficiéncia de encapsulagio (Y2).
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Figura 24. Graficos de residuos para indice de polidispersividade (Y3).
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5.1.1. Formulacio lipossomal otimizada

A fim de obter uma formulagdo otimizada para as respostas Y1, Y2 e Y3, os valores
de tamanho, PdI e eficiéncia de encapsulag@o obtidos experimentalmente para as formulagdes
produzidas foram submetidas a funcdo desirability, utizando o software Minitab. Tal
abordagem consiste na conversdo de cada resposta Y; em uma funcdo de desejabilidade
individual di, que pode variar de 0, indicando um valor indesejavel para Y;, a 1, quando ha
maxima probabilidade de se atingir a resposta desejada (DAS; MISHRA, 2017). Isto posto,
como parametros desejaveis para a formulacdo ideal, foram adotados minimos tamanhos de
particula e PdI, e maxima eficiéncia de encapsula¢do. Como mostra a Figura 25, os valores
6timos previstos para a formulagdo ideal foram: tamanho de particula (Y1) = 113,01 nm,
eficiéncia de encapsulacdo (Y2) = 71,74% e PdI (Y3) = 0,264. Para alcancar tais respostas, 0s
valores indicados para o teor de 4cido oleico (X1), farmaco (X2) e colesterol (X3) foram de 3,59

mg, 2,45 mg e 6,63 mg, respectivamente.
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Figura 25. Otimizag@o obtida por planejamento fatorial para lipossomas contendo AlCIPc. Quantidades de acido
oleico (C1), AICIPc (C2) e colesterol (C3) indicadas para a obtengdo de minimos tamanho de particula (C4) e PDI
(C7), e maxima EE% (C5).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Portanto, como etapa final na aplicagdo da otimizagdo do planejamento fatorial, é
necessario obter experimentalmente a formulacdo resultante, bem como as caracterizagdes
desta formulacdo para que a adequacdo do modelo matematico escolhido seja validada
(SUDHAKAR; KRISHNA; MURTHY, 2016). A Tabela 8 exibe as respostas previstas e as
obtidas experimentalmente para a formulacdo otimizada, bem como o erro relativo obtido para
cada parametro. Para Y1, o erro relativo obtido foi igual a 26,23%. As contribuigdes de Calori
(2016), descritas anteriormente, podem auxiliar na compreensao de tal fato, uma vez que foi
demonstrada a forte interagdo da AICIPc com vesiculas lipidicas de DSPC e DOPC, com altos
valores de constante de ligacdo. Desse modo, por acomodar-se no interior das vesiculas
lipidicas, a incorporagdo da AICIPc na bicamada leva ao aumento do diametro dos
nanocarreadores (CALORI, 2016). Ademais, a formulagdo otimizada apresentou um Pdl de
0,309 que, apesar de estar 14,41% acima do previsto, demonstra que esta manteve-se
homogénea. Destaca-se, por fim, que um erro baixissimo foi obtido para a eficiéncia de
encapsulacdo (3,83%), equivalente a 69,09%, a semelhanga dos percentuais alcangados por

Lopes et al. (2019) e Silva, Franchi e Tedesco (2016). A Tabela 9 sumariza os resultados das
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caracterizagoes fisico-quimicas para a formulagao otimizada contendo ou nao o farmaco. Desse
modo, podemos afirmar que o planejamento fatorial Box-Benhken foi bem-sucedido na
otimizagdo do desenvolvimento de uma formulagdo lipossomal baseada em
SPC:COL:AO:DSPE-PEG2000, na propor¢ao molar de 70:18:13,4:1,7, e contendo 2,45 mg de

AICIPc, com méxima eficiéncia de encapsulagdo e minimos tamanho de particula e PdI.

Tabela 8. Correlagdo entre resultados previstos e os resultados experimentais para a formulagao otimizada.

Variaveis Resultados Valores Erro relativo
dependentes experimentais  previstos (%)
Tamanho (nm) 153,20 £13,39 113,02 26,23
Pdl 0,309 + 0,03 0,264 14,41
EE (%) 69,09 + 3,31 71,74 3,83

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 9. Valores médios de tamanho, PdI e eficiéncia de encapsulagdo experimentais para o lipossoma ideal
contendo (Lip. AICIPc) ou ndo (Lip. Branco) o farmaco.

Tamanho (nm) Pdl Potencial Zeta (mV) EE (%)
Lip. Branco 84,58 £ 1,31 0,210 + 0,007 -16,56 + 1,195 _
Lip. AICIPc  153,20+13,39 0,309 + 0,03 -15,24 69,09 + 3,31

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

5.2.Microscopia de For¢a Atomica (MFA)

Na microscopia de forga atomica (MFA), a superficie de uma amostra ¢ submetida
a varredura por uma sonda capaz de se defletir de acordo com as caracteristicas topograficas
apresentadas por esta e, assim, gerar imagens de boa resolucdo em escala atomica. Por esse
motivo, tem sido amplamente utilizada para a analise morfoldgica de nanocarreadores, como
lipossomas. Adicionalmente, a MFA fornece informagdes a respeito da distribuicdo de
tamanho, homogeneidade e estabilidade das nanoparticulas (ROBSON et al., 2018).

A Figura 26 apresenta imagens em 2D e 3D dos lipossomas desenvolvidos,
evidenciando que estes possuem morfologia esférica ou quase esférica, a semelhanga dos
resultados obtidos por WU et al. (2019). Em adicdo, ndo ¢ possivel observar agregacao aparente
das vesiculas, o que corrobora a hipdtese de estabilidade proveniente da repulsdo eletrostatica

e do impedimento estérico entre os lipossomas (ABDELALIM; ELNAGGAR; ABDALLAH,
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2020). Conforme descrito na literatura, as regides mais claras referem-se a dominios mais altos
e ordenados, associados a bicamada lipidica em sua fase gel, enquanto as regides mais escuras

correspondem a dominios mais baixos e desordenados da bicamada lipidica, associados a fase

fluida (GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; RUOZI et al., 2007).

Figura 26. Microscopia de For¢a Atomica (MFA) da amostra LP-ideal: imagem 3D — 10%10 um (A), imagem 2D
—10x10 pm (B), imagem 2D — 2x2 um (C). Imagens com resolugao de 512 pixels.

A B

Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

Ademais, MFA forneceu evidéncias adicionais a respeito do tamanho nanométrico
dos lipossomas. Todavia, como mostra a Figura 27, o tamanho médio encontrado para os
nanocarreadores foi de 20-40 nm, em divergéncia com os valores obtidos através da técnica de
espalhamento dindmico da luz (DLS). Apesar de ambas as técnicas fornecerem informagdes a
respeito do tamanho e distribuicao de populagdes de nanoparticulas, o DLS e a MFA empregam
diferentes metodologias e avaliam aspectos distintos. No DLS, o movimento browniano de
particulas ou entidades individuais em dispersdo ¢ quantificado e utilizado para determinar o
seu diametro hidrodinamico. Desse modo, o resultado fornecido por esta técnica reflete as
dimensdes externas das vesiculas, levando em consideragdo as moléculas de agua que se
adsorvem a estas (BABICK, 2020). Na MFA, por outro lado, a amostra proveniente da
dispersdo lipossomal ¢ adsorvida a uma superficie, usualmente de silicone ou mica, e a
determinagdo do tamanho das nanoparticulas ¢ baseada em forgas de repulsdo e atracdo entre a

amostra ¢ a sonda (ROBSON et al., 2018).
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Figura 27. Tamanho médio do lipossoma ideal (LP — Ideal), em que barras expressam tamanho méximo e minimo
obtidos.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

5.3.Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permite medir o fluxo de
calor absorvido ou liberado por um determinado material em func¢io do tempo ao longo de uma
faixa pré-estabelecida de variagdao de temperatura. Os processos de absor¢ao (endotérmico) ou
liberagdo (exotérmico) de calor pela amostra podem estar relacionados a eventos fisicos, como
mudanga de fase, ou quimicos, como degradagdo, respectivamente (DEMETZOS, 2008). Em
membranas fosfolipidicas, especificamente, o principal processo de transicdo de fase ocorre
quando a matriz lipidica sai de um estado com maior cristalinidade, isto €, mais ordenado, para
um estado de menor cristalinidade e, portanto, mais fluido e desordenado. Desse modo,
alteracdes na organizagdo da bicamada, por incorporacdo de novos compostos, por exemplo,
geram modificagdes no comportamento termotropico das vesiculas lipidicas que podem ser
percebidos por DSC (ALMEIDA et al., 2012).

Isto posto, neste trabalho, curvas de DSC foram geradas com o objetivo de avaliar
o comportamento dos lipossomas apos a incorporagdo do farmaco hidrofobico e a interagao
entre este e a matriz lipidica, como um reflexo da estabilidade do nanocarreador. A Figura 28
apresenta as curvas da analise calorimétrica para o farmaco livre (vermelho), lipossoma branco
(verde), isto é, ndo carreado com o farmaco, e para o lipossoma contendo AICIPc (azul). A
analise térmica do farmaco livre revelou um amplo evento endotérmico com pico em 144°C
acompanhado de perda de massa que, dada a alta estabilidade térmica do composto, pode estar
relacionado a desidratagdo da amostra ou a instabilidade de impurezas presentes na matéria-
prima, como observado por Reis et al. (2019) (REIS et al., 2019). Ambos os lipossomas

apresentaram eventos abaixo de 100°C. Eloy et al. (2016) desenvolveram lipossomas de
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SPC:Chol:DSPE-PEG200 carreados com paclitaxel e rifampicina. Espectros gerados por DSC
no estudo revelaram amplas bandas endotérmicas préoximas a 50°C, as quais os autores
atribuiram a perda de agua (ELOY et al., 2016). O comportamento térmico do lipossoma
contendo AICIPc sugere ainda um encapsulamento bem-sucedido do fArmaco, dada a auséncia
dos picos caracteristicos deste quando analisado na forma de matéria prima pura. Tal resultado
nos permite inferir que a AICIPc se encontra molecularmente dispersa ou em seu estado amorfo
no interior da bicamada, como demonstrado por outros estudos (ALMEIDA et al., 2018;
GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; REIS et al., 2019), o que serd corroborado

pelos resultados obtidos por FTIR, expostos a seguir.

Figura 28. Curvas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) para a AICIPc livre (vermelho), lipossoma
branco (verde) e lipossoma contendo AICIPc (azul).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR permite identificar e avaliar as interagdes intermoleculares entre
diferentes compostos através de deslocamentos ou estiramentos das bandas nos espectros que
correspondem a grupamentos quimicos especificos (SEOUDI; EL-BAHY; EL SAYED, 2005).
Desse modo, aplicado a sistemas de entrega de farmacos, os espectros obtidos permitem o
estudo das interagdes entre este e os excipientes da formulacdo, bem como a elucidacdo da
natureza do farmaco apds a encapsulagdo (ELOY et al., 2016; ROSTAMABADI et al., 2020).

Na Figura 29 sdo apresentados os espectros obtidos para o lipossoma branco, lipossoma
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contendo AICIPc, para a AICIPc livre, bem como para os sais do tampao fosfato pH 7.4,
utilizado para a dispersao lipossomal.

A analise da AICIPc livre, em vermelho, revelou diversas bandas concentradas,
principalmente, na faixa de 400 cm™' a 1750 cm’!, em concordancia aos resultados obtidos em
outros trabalhos. Dentre os mais significativos, estdo os picos proximos a 1463 cm™ e 1418 cm-
I, que se relacionam ao alongamento do isoindol por meio das ligagdes C-H planares, e em 1332
cm! e 1284 cm!, aproximadamente, referentes aos estiramentos de C-C e C-N do isoindol,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2018; CROUS; DHILIP KUMAR; ABRAHAMSE, 2019;
SEOUDI; EL-BAHY; EL SAYED, 2005). Em suma, o espectro IR do farmaco estd em boa
concordancia com a matéria-prima caracterizada por El-Nahass e colaboradores (2015) (EL-
NAHASS et al., 2015).

J& o espectro do lipossoma branco, em azul, revelou um pico em 1734 cm'1, que se
relaciona ao modo vibracional do grupo carbonila, C=0, além de bandas em 1250 cma 1080
cm’!, referentes aos modos vibracionais de PO do grupo funcional principal dos componentes
da matriz lipidica (CHEN; TRIPP, 2008; HOU et al., 2013; MICHELETTO et al., 2015). Para
o lipossoma contento o fairmaco fotossensibilizante, em verde, um espectro muito semelhante
ao do lipossoma branco foi obtido. No entanto, os modos vibracionais tornaram-se mais amplos
com a incorporagdo da AICIPc, o que sugere a perda da ordem cristalina e a formacao de uma
fase amorfa. Ademais, posto que os picos caracteristicos da AICIPc ndo estdo presentes no
espectro dos lipossomas apds a incorporacao, € possivel inferir que houve um encapsulamento
bem-sucedido do farmaco a bicamada lipidica dos nanocarreadores (CHEN; TRIPP, 2008;
GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017). Nota-se ainda que varias das bandas nos
espectros dos lipossomas com e sem o fArmaco podem ser atribuidas a solu¢ao salina tamponada

com fosfato (PBS), em preto, usada como meio de preparacao dos lipossomas.
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Figura 29. Espectros de infravermelho para a AICIPc livre (vermelho), lipossoma branco (azul), lipossoma
contendo a AICIPc (verde) e sais de PBS (preto).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.Avaliacio da penetragio e permeacio cutinea in vitro

Acerca do estudo de penetragdo e permeacdo cutanea da AICIPc, a Tabela 10
apresenta a quantidade de farmaco recuperada do estrato corneo e da epiderme viavel ao final
das 24h de tratamento da pele com o farmaco livre, representado por uma solu¢do de AlCIPc
em propilenoglicol (PG), e encapsulado, de forma passiva ou precedida de microagulhamento.
A Figura 30 apresenta a curva de calibragcdo utilizada para a quantificacdo do farmaco
recuperado das amostras cutaneas. Para ambos os grupos experimentais testados, nem a
penetragdo passiva nem a submissdo prévia da pele ao microagulhamento foram capazes de
gerar concentragdes detectaveis de fArmaco no compartimento receptor. Os resultados obtidos
indicam que a AICIPc ndo apresentou, neste trabalho, permeagao através da pele, ficando retida
no estrato corneo e nas camadas viaveis da derme, & semelhanca dos resultados obtidos por
Almeida et al. (2018). Posto que a formulagao foi desenvolvida visando potencial aplicagdo no
tratamento local de tumores cutaneos para evitar a exposi¢do sistémica do organismo ao
farmaco, este achado ¢ benéfico e particularmente promissor, pois indica o seu baixo potencial
de atingir a grande circulagdo (ALMEIDA et al., 2018). Por outro lado, como mostra a Tabela
10, a encapsulacdo da AICIPc nas vesiculas lipidicas, por si s6, aumentou em ~20 vezes e 8
vezes a penetragcdo do farmaco no EC e na EV+D (p < 0,05), respectivamente, no método de

penetragdo passiva, o que pode ser atribuido a diferentes fatores.
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Figura 30. Curva de calibragdo matrizada para a cloro-aluminio ftalocianina obtida em espectrofluorimetro (Aex
=615 nm, Aem = 635 — 750 nm).
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Tabela 10. Concentragdes de AICIPc, em ng/cm?, para a solugdo de fArmaco e lipossoma recuperadas do estrato

corneo, na epiderme vidvel e no compartimento receptor por penetracdo passiva e precedida por
microagulhamento.

Estrato Corneo Epiderme Viavel

Método Formulagio (ng/cm?) (ng/cm?) Receptor
' Solugdo AICIPc 599,73+ 152,06 690,43 + 170,96 #
Passivo Lipossoma 12065,7 +4426,72  5645,76 + 1078,37 #
_ Solugdo AICIPc 919,47 + 160,00  1433,48 + 532,65 #
Microagulhas Lipossoma 12508,24 + 2944,18 7255,55+2717,227  #

# valores abaixo do limite de quantificagdo.

O primeiro e mais significativo deles ¢ que a incorporacdo da AICIPc a bicamada
lipidica dos lipossomas contorna os altos coeficientes de parti¢do octanol/agua (log P =7,3) e
tendéncia a auto agregacdo que o farmaco demonstra quando em meio aquoso e biologico
(ALMEIDA et al., 2018; NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004; SIQUEIRA-MOURA et al.,
2010; REIS et al, 2019). Somados ao alto peso molecular da AICIPc (574,96 g.mol!), tais
fatores dificultam severamente seu transporte através da barreira da pele (ALMEIDA et al.,
2018; VILSINSKI et al., 2018; REIS et al, 2019). Reis et al. (2019) desenvolveram complexos
dispersiveis em meio aquoso formados pela conjugacdo da AICIPc a moléculas de
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD). No estudo, a penetracdo cutanea dos complexos foi

avaliada em pele de orelha de suinos de forma passiva ou associada a métodos de promogao da
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absorcao. Um deles consistiu no tratamento prévio da pele por tape-stripping, isto €, a remogao
do EC, gerando concentragdes de AICIPc, recuperado das camadas remanescentes (EV+D),
inferiores ao limite de detec¢do do trabalho. Por outro lado, os ensaios de penetragdo passiva
permitiram quantificar o firmaco acumulado apenas no EC, bem como aquele recuperado da
pele integra, ou seja, contendo EC e demais camadas vidveis. Neste ultimo caso, ndo houve
quantificagdo de AICIPc nas por¢des do EC e da EV + D em separado. Como resultado,
considerando que a quantidade de farmaco que penetrou o EC foi a mesma recuperada da pele
integra, os autores consideraram que nao houve penetracdo de AICIPc nas camadas viaveis da
pele (EV+D), corroborando os resultados obtidos nos ensaios precedidos por tape-stripping. Os
autores apontaram que, para que possa interagir com a barreira cutinea, o farmaco precisa ser
liberado pelo complexo, o que poderia lhe garantir alguma penetracdo no EC, dado o seu perfil
hidrofobico, mas inviabilizaria sua penetracdo nas camadas mais profundas, e de maior
hidrofilicidade, da pele (REIS et al., 2019).

Os resultados obtidos neste estudo, quando confrontados com os descritos por Reis
e colaboradores (2019), sugerem que a encapsulacdo da AICIPc nos lipossomas foi
determinante para o seu acimulo em todas as camadas da pele, mas principalmente da EV+ D
(REIS et al., 2019). A melhora da penetracdo de farmacos hidrofobicos mediante a sua
encapsulacdo em lipossomas ja foi descrita por outros trabalhos, mas o mecanismo pelo qual
tais nanocarreadores exercem esse efeito ndo estd completamente elucidado (ALMEIDA et al.,
2018; BAHRAMIZADEH et al., 2019; ELMOWAFY, 2021; GUPTA et al., 2005; LEE; TSAI,
2010). A hipotese mais aceita, no entanto, € a de que, ao serem administrados topicamente, 0s
nanocarreadores lipidicos se fundam a barreira cutdnea (CHEN; FENG; MENG, 2019). Ao se
misturarem aos lipideos endogenos do EC, os lipideos provenientes dos lipossomas liberam o
farmaco incorporado a bicamada lipidica e permitem que este se difunda mais facilmente para
as camadas viaveis da pele (ELMOWAFY, 2021; PERALTA et al., 2018).

Yokomizo e Sagitani (1996) publicaram uma sequéncia de estudos que
investigavam o efeito de diferentes fosfolipidios sobre a permeabilidade dérmica a farmacos.
Neles, o SPC, assim como outros acidos graxos de cadeia insaturada, potencializou a penetracao
cutdnea da indometacina e da prednisolona, ambos farmacos hidrofobicos. Os autores
propuseram que, em decorréncia da similaridade estrutural entre estes, principalmente no que
diz respeito as saturagdes e insaturagdes das longas cadeias alquil, os fosfolipidios exdgenos
sdo capazes de desestabilizar aqueles naturalmente presentes no EC. Em sequéncia, o
fosfolipidio seria capaz de interagir com a epiderme viavel, criando uma rota de penetracao

para farmacos lipofilicos (ELMOWAFY, 2021; YOKOMIZO; AND; SAGITANI, 1996;
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YOKOMIZO; SAGITANI, 1996). Tal rota de penetragdo foi posteriormente atribuida por
diferentes autores, como Peralta et al. (2018), aos chamados “canions”. Segundo estes, a matriz
extracelular da camada epidérmica ¢ formada por sulcos, ou canions, preenchidos por uma fase
lipidica similar aquela presente no EC, que se estendem até sua faixa basal e permitem a
permeacdo de moléculas hidrofobicas (PERALTA et al., 2018).

Com um mecanismo semelhante ao descrito anteriormente, o AO atua como um
promotor quimico de absorcao e seu efeito na penetracdo cutidnea de diferentes farmacos tem
sido largamente investigado (ALMEIDA et al., 2018; ATEF et al., 2022; BAHRAMIZADEH
etal., 2019) . Trabalhando com carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o AO, Almeida
et al. (2018) investigaram a penetracdo cutdnea da AICIPc em pele de orelha de suinos.
Bahramizadeh et al. (2019) e Srisuk et al. (2012), por outro lado, empregaram o AO em
lipossomas deforméveis carreados com metrotrexato. Nestes trabalhos, a encapsulagdo dos
farmacos nas respectivas nanoparticulas impactou positivamente no seu perfil de penetragao
cutdnea e, em todos eles, tal resultado foi relacionado a presenca do AO na formulagdo
(ALMEIDA et al.,, 2018; BAHRAMIZADEH et al., 2019; SRISUK et al., 2012). Nos
lipossomas, em particular, isso ocorre porque, além de fluidizar o EC, uma vez que reduz a
temperatura de transicdo de fase dos lipidios que o compdem, o AO que ¢ absorvido pela
barreira cutanea, e que se funde a esta, permanece em um estado fluido e desorganizado. Desse
modo, como abordado anteriormente, pequenas fendas sdo abertas na “argamassa” do modelo
de “argamassa e tijolos” do EC, facilitando a passagem de compostos através deste (NAIK et
al., 1995). Considerando o mecanismo proposto por Yokomizo e Sagitani (1996) e as
consideragdes de Peralta et al. (2018), o AO poderia, portanto, facilitar também a difusdo do
farmaco para as camadas mais profundas da epiderme por vias intercelulares (PERALTA et al.,
2018; YOKOMIZO; AND; SAGITANI, 1996; YOKOMIZO; SAGITANI, 1996).

No que concerne ao uso do método fisico, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos prévios que tenham estudado a associacdo do microagulhamento a lipossomas
contendo o 4cido oleico (AO) no melhoramento da penetragdo cutdnea da AICIPc, o que
evidencia o carater inovador deste estudo. A Figura 31 apresenta os graficos obtidos para as
concentragdes recuperadas de farmaco livre ou encapsulado em ambas as camadas dérmicas,
estrato corneo e camadas vidveis. Analisando o grafico a esquerda, para o EC, observamos que
o aumento nas concentragdes recuperadas de AICIPc promovido pelo microagulhamento dentro
de um mesmo grupo (solucdo de AICIPc ou lipossomas) ndo exibiu significancia estatistica.
Por outro lado, para as camadas vidveis da epiderme e derme, o microagulhamento prévio da

pele tratada com os lipossomas ou com a solu¢do de AICIPc gerou um aumento de
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aproximadamente 1,3 vezes e 2 vezes, respectivamente, na penetracdo da AICIPc, que se

mostraram significativos estatisticamente (p < 0,05).

Figura 31. Graficos representativos das concentragdes de AICIPc, em ng/cm?, recuperadas das diferentes camadas
da pele apos tratamento com a solugdo de farmaco ou lipossomas nos ensaios de penetragdo passiva ou precedida
por microagulhamento. Os niveis de significancia estatistica foram obtidos em analise two way ANOVA com pos-
teste de Tukey (p < 0,05).
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A escolha da pele de orelha de suinos para os estudos de permeacdo cutinea dos
lipossomas contendo AICIPc baseou-se na sua similaridade anatdmica, histologica e
composicional com a pele humana, o que a consolidou como um excelente modelo animal para
esta proposta (KNUDSEN et al., 2012; PRACA et al., 2018). Posto que a espessura total da
epiderme humana ¢ estimada em 50-120 um, e em 30-140 um para a pele de orelha de porcos,
o comprimento de 250 pm foi adotado para as microagulhas utilizadas (PRACA et al., 2018).
Desse modo, os resultados obtidos permitem inferir que o microagulhamento prévio gerou a
formagdo de poros que se estenderam, em alguma extensdo, até as camadas viaveis da pele.
Crisostomo et al. (2022) avaliaram o efeito do microagulhamento prévio na penetragdo cutinea
de lipossomas compostos por SPC/COL e carreados com 5-FU. Utilizando agulhas de 200 um
e pele de orelha de porcos ndo-dermatomizada como modelo. Os autores descreveram um
aumento de 1,27 vezes na quantidade de fdrmaco recuperado das camadas vidveis em
comparagdo ao método passivo para este farmaco hidrofilico (CRISOSTOMO et al., 2022). Em
contraponto, Reis et al. (2019), citado anteriormente, também estudaram o impacto do
microagulhamento na penetracdo cutdnea dos complexos de hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-
BCD) e AICIPc. Neste, o pré-tratamento da pele com microagulhas de 0,5 mm, 1,0 mm ou 2,0

mm ndo foi capaz de gerar quantidades de AICIPc superiores a 1 nmol nos ensaios de
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recuperacdo do farmaco das camadas dérmicas indistintamente ap6s 12h de tratamento. Nao
houve quantificagdo do fAirmaco nas por¢des do EC e da EV + D em separado (REIS et al.,
2019).

Um ultimo aspecto a respeito dos resultados obtidos pode ser pontuado. Pajic et al.
(2021) desenvolveram microagulhas dissolviveis de 500 um e investigaram o seu efeito na
penetragdo cutdnea do sertaconazol, um farmaco altamente lipofilico, utilizando pele full-
thickness de orelha de porcos. Os autores demonstraram que o método fisico aumento em 1,9
vezes a penetracdo do fairmaco comparado ao ensaio passivo, sem que, no entanto, tenha
demonstrado significancia estatistica (p < 0,05) devido a grande variabilidade nos resultados
(BUBIC PAIJIC et al., 2021). Tal comportamento foi descrito em outros estudos que utilizaram
a pele de suinos como modelo, e pode estar relacionado a dificuldade em controlar algumas
caracteristicas inerentes a estes animais em compara¢do aqueles criados em laboratdrio.
Parametros como idade, género e condigdes de criacdo, por exemplo, além da propria espessura
da pele quando nao héd dermatomizagao prévia, podem impactar a homogeneidade das amostras
e, por consequéncia, dos resultados obtidos (BARBERO; FRASCH, 2009; BUBIC PAJIC et
al., 2021; PRACA et al., 2018).

Face ao exposto, a encapsulagdo da AICIPc em lipossomas acrescidos de um
promotor quimico de absorcdo, o 4acido oleico, obteve éxito em potencializar a sua penetracao
cutanea, o que indica que os nanocarreadores foram capazes de mitigar os desafios a absor¢ao
topica do farmaco provenientes de suas caracteristicas fisico-quimicas. Em adi¢do, neste
trabalho, associado ao uso dos lipossomas como sistema de liberagdo da AICIPc, o
microagulhamento permitiu um aumento significativo da permeagdo do farmaco do estrato
corneo as camadas vidveis da pele. Com o proposito de elucidar, de forma qualitativa, a
extensdo na qual a AICIPc permeou através da epiderme e derme, andlises microscopicas
poderiam ser utilizadas em etapas futuras do trabalho. Considerando as propriedades foto-
fisicas da cloro-aluminio ftalocianina, ensaios de microscopia de fluorescéncia, por exemplo,

poderiam corroborar os resultados obtidos em nosso estudo (PRACA et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, o planejamento fatorial de Box-Benhken foi aplicado com
sucesso no desenvolvimento e otimizacdo de uma formulagdo lipossomal contendo cloro-
aluminio ftalocianina. As vesiculas lipidicas apresentaram tamanho de particula, eficiéncia de
encapsulacdo, Pdl e potencial zeta médios de 153,20 £13,39 nm, 69,09 + 3,31%, 0,309 + 0,03
e -15,24 mV, respectivamente. A analise morfologica revelou vesiculas em formato esférico ou
quase esférico, enquanto as analises por DSC e FTIR sugeriram que o farmaco foi
adequadamente incorporado a bicamada lipidica dos lipossomas, em seu estado amorfo ou
molecularmente disperso.

No que concerne aos estudos in vitro, os ensaios de penetracao cutanea revelaram
que a AICIPc ndo apresentou absor¢do transdérmica, permanecendo retida as camadas
epidérmica e dérmica da pele. Este dado ¢ particularmente promissor, pois confirma o baixo
potencial da formula¢do em ocasionar toxicidade sist€émica. A encapsulacdo do fairmaco em
lipossomas contendo acido oleico aumentou em ~20 e 8 vezes sua penetragdo passiva no estrato
corneo e na epiderme vidvel + derme, respectivamente. Quando precedido pelo tratamento da
pele por microagulhamento, a quantidade de farmaco acumulada nas camadas viaveis sofreu
um aumento adicional de 1,3 vezes. Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados
confirmam a capacidade dos lipossomas de mitigar as caracteristicas desfavoraveis a aplicagao
topica da AICIPc. Ademais, confirmam o potencial do 4cido oleico e do microagulhamento em

potencializar a penetragao cutdnea de compostos.
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