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Microagulhas dissolviveis contendo ALA para
otimizacao da terapia fotodinamica

Michelle B. Requena, Dianeth Sara L. Bejar, José Dirceu Vollet-Filho, Clara Maria
G. de Faria, Marlon R. Garcia, Sebastiio Pratavieira e Vanderlei S. Bagnato

! Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, SP, Brasil

O uso de microagulhas vem sendo amplamente explorado para facilitar a
permeacdo de substancias na pele. Para terapia fotodinamica (TFD)
topica, estudos com o uso de microagulhamento metdalico prévio a aplicacio
do creme demonstraram melhorar a eficiéncia em termos de
homogeneidade de producgido de protoporfirina IX (PpIX). Neste estudo, a
aplicacdo de microagulhas dissolviveis contendo acido aminolevulinico
(ALA) foi avaliada em modelo tumoral de camundongos, assim como testes
prévios de caracterizacdo de resisténcia mecanica e capacidade de inserc¢io
in vitro. Os arranjos de microagulhas sdo produzidos com 20% de Gantrez
AN-139 e 5% de acido aminolevulinico (ALA) em agua, compostos por
19x19 microagulhas em formato de piramides com 500 um de
comprimento. Nos testes in wvitro, as microagulhas tiveram bom
desempenho mecéanico, apresentando deformacio desprezivel e capacidade
de insercdo para atravessar a pele. Nos resultados em animais, foi possivel
observar que a formacdo superficial de PpIX a partir da aplicagio de
microagulhas foi similar a aplicagdo do creme, mas atingiu camadas mais
profundas do tumor. Considerando a maior distribuicio de
fotossensibilizador no tumor em profundidade, este modelo de
microagulhas dissolviveis apresenta potencial apresenta potencial para

diversas aplicacgoes e, posteriormente, uso em estudos clinicos.

doi: 10.29327/terapia-fotodinamica-dermatologica-programa-tfd-brasil-309087.605431
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1 Introducao

Microagulhas sio dispositivos minimamente invasivos que devido as
suas dimensodes reduzidas, ndo atingem terminacées nervosas, ndo causam
dor ou sangramento, mas sdo capazes de penetrar o estrato cérneo e
permitir a entrega de substancias através da pele [1]. Ha diversos estudos
utilizando microagulhas para facilitar a administra¢io intradérmica e
transdérmica de medicamentos na pele. Donnelly et al., por exemplo,
possui publicagées com microagulhas para entrega de antibidticos [2, 3],
vacinas [4-6], farmacos para o tratamento de filariose linfatica [7, 8],
herpes [9], diabetes [10], Alzheimer [11] e reposi¢do de vitaminas [12].

Existem diversos tipos de microagulhas. As microagulhas sélidas,
sejam elas confeccionadas com metal ou polimero, costumam ser utilizadas
para criacio de orificios para aumentar a permeacado de farmacos. Este
tipo de microagulhas também pode ser revestido com o farmaco em sua
superficie permitindo uma entrega mais rapida. Microagulhas dissolviveis,
por sua vez, sdo utilizadas para liberagdo rapida ou controlada de
moléculas diretamente incorporadas em sua formulacido polimérica. As
microagulhas podem ser confeccionas para serem ocas e permitir a
liberacgao de farmacos liquidos ap6s infusdo ou difusio através dos orificios
criados. Por fim, existem microagulhas poliméricas de hidrogel que
absorvem fluidos intersticiais do tecido e apds o inchamento delas sio
capazes de induzir a difusdo do farmaco presente num reservatério.
Larraneta et al. exemplificou e descreveu estes modelos de microagulhas
(Figura 1) [13].

O numero de trabalhos publicados wutilizando microagulhas
poliméricas vem crescendo ao longo dos anos [14]. Contudo, este tipo de

tecnologia ainda nao foi muito explorado no Brasil.

274



Estudos pré-clinicos

#°T Estratocdrneo
== Epiderme

e crryiast PRI

Figura 1. Esquema dos tipos de microagulhas utilizadas para facilitar a entrega de
medicamentos na pele; a) microagulhas sélidas, b) microagulhas revestidas, c)

microagulhas dissolviveis, d) microagulhas ocas, e) microagulhas de hidrogel.
Fonte: Adaptada de LARRANETA [13].

Considerando os avancos em terapia fotodinamica (TFD) t6pica, uma
das barreiras é a permeacio limitada do creme através do estrato cérneo
da pele, devido as propriedades hidrofilicas do ALA em pH fisiolégico, e a
heterogeneidade na formacao da protoporfirina IX (PpIX) com influéncia
direta na taxa de sucesso do tratamento, principalmente em lesdes
espessas.

Técnicas para a entrega intradérmica tém sido estudadas para
minimizar a acdo de obstaculos a permeacio efetiva de drogas na pele;
entre elas, técnicas baseadas em equipamentos de microescala tém se
mostrado promissoras, que incluem injetores de liquidos, injetores de po,
ablacdo térmica e microagulhamento [15]. Neste contexto, este estudo
propos avaliar a disponibilizacdo do 4cido aminolevulinico (ALA),
precursor de PpIX, em maiores profundidades por meio de microagulhas
dissolviveis.

Os resultados descritos neste capitulo sido partes da tese de
Doutorado de Michelle B. Requena [16]. O objetivo foi desenvolver e

avaliar um modelo microagulhas dissolviveis contendo ALA na formacéo e
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distribuicdo do fotossensibilizador em camadas mais profundas em um

estudo pré-clinico inédito.

2 Fabricacao e testes de resisténcia

Para a fabricacdo das microagulhas dissolviveis, é muito importante
considerar aspectos relacionados com a formulacio, devem ser escolhidos
materiais biocompativeis e biodegradaveis, a fim de nio deixar depdsitos
de polimeros na pele e facilitar a aplicacdo e descarte [13]. Também é
importante considerar a estabilidade do farmaco e capacidade de inserc¢éo
das microagulhas na pele.

A base polimérica utilizada na formulacao foi Gantrez AN-139, que é
um copolimero contendo alternadamente éter metilvinilico e anidrido
maleico (Ashland, Kidderminster, Reino Unido). Este polimero possui
moléculas biodegradaveis, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade e
propriedades bioadesivas [17, 18]. Neste estudo, foi avaliada uma
formulagdo contendo de 20% de Gantrez AN-139 dissolvido em agua,
seguindo a preparacdo descrita na literatura [19, 20].

O ALA fo1 adquirido da empresa brasileira PDT Pharma LTDA
(Cravinhos, SP, Brasil) na forma de p6 e incorporado na formulac¢do. Para
verificar a quantidade de ALA que poderia ser carregada nas
microagulhas, foram realizados testes com diferentes concentragoes e
secagem a temperatura ambiente. A quantidade com melhor desempenho
foi de 5% de ALA.

Para a fabricagdo dos arranjos de microagulhas (Figura 2), foi
utilizado um molde de silicone (LTS, Alemanha) com um arranjo denso de
19x19 em formato de pirdmide, com 500 pm de altura e um espagamento
de 300 um entre as pontas e 50 um entre as bases.

O molde com a formulagdo era posicionado em um galdo com pressdo
de 4 bar por 5 minutos, apds despressurizacio lenta, este processo era
repetido. Os moldes com a formulagio permaneceram em bancada em

temperatura ambiente por 48 horas.
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Figura 2. a) Arranjo de microagulha, b) imagem de microscopia eletronica de
varredura do arranjo de microagulhas e ¢) imagem microscopica das microagulhas.

A resisténcia mecéanica das microagulhas foi avaliada utilizando um
equipamento para compressao controlada (Stable Micro Systems®, Surrey,
Reino Unido). Cada arranjo de microagulha foi acoplado em uma haste
metalica e pressionado por 30 segundos com uma forca de 32 N, seguindo
protocolo definido por Larrafieta et al. [21]. Os arranjos foram
pressionados em oito camadas de um filme polimérico comercial (Parafilm
M®, Bemis Company, Inc, EUA) seguindo o modelo de membrana in vitro
aplicado para simular a inser¢do das microagulhas na pele. [21] Este
experimento foi replicado para quatro arranjos de microagulhas.

Para avaliar a deformacdo ap6s a compressédo, cada lado do arranjo de
microagulhas teve uma imagem coletada usando microscopio digital
(EZ4D, Leica Microsystems, Milton Keynes, Reino Unido) com uso dois
filtros polarizadores. Foram feitas medidas da altura antes e depois da
compressio de cinco piramides aleatérias de cada uma das quatro laterais,
para estimar a altura média das microagulhas antes e depois da
compressdo. Para avaliar a capacidade de inser¢cdo das microagulhas,
cada camada de parafilme foi separada e observada no microscépio sendo
possivel quantificar a porcentagem média de furos em cada camada e,

assim, associar a capacidade de penetracdo ao serem inseridas na pele.
3 Modelo animal

O modelo tumoral utilizado foi através da inducido xerografica com
células de carcinoma espinocelular (CEC, A-431, ATCC® CRL-1555™) em
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camundongos, fémeas, da linhagem balb ¢ do tipo nude. A inoculagéo foi
feita no flanco do animal (Figura 3), e os experimentos foram conduzidos

com tumores de volume médio de 26 + 2 mm?3.

Figura 3. a) Esquema para ilustrar a indu¢do tumoral no modelo animal. b)
imagem de um arranjo de microagulha retirado do tumor apds periodo de
incubacédo, demonstrando dissolugio na regido que estava em contato com a leséo.
Fonte: Adaptada de REQUENA [16].

Apbs um teste piloto, verificou-se que as microagulhas ndo tinham
dissolucdo aceitdvel mesmo apds 1 hora em contato com tumor. Foi feito
um aquecimento local a 40 °C por 15 minutos com o equipamento
comercial (Derma Cool DC®, Dermius, Brasil), obtendo assim, maior
dissolugdo das microagulhas no tempo de incubac¢do. Para uma avaliacéo
controle, foi feita a comparagio da aplicacdo das microagulhas com a
aplicagdo topica de creme contendo ALA na mesma concentragdo (5%) e

tempo de incubacéo.

4 Analise da formacao e distribuicao da PpIX

Para avaliagdo da PpIX localizada na superficie do tumor apds o
tempo de incubacio, foram realizadas imagens de fluorescéncia de campo
amplo (Figura 5a e b) através do acoplamento de uma camera fotografica a
ponteira para evidenciacdo de fluorescéncia do dispositivo comercial de
irradiacdo (LINCE®, MM Optics, Sdo Carlos, Brasil) a base de LEDs (que
emitem na regido entre 400 e 450 nm). O processamento destas foi feito a

partir de um algoritmo desenvolvido em Python (Python Software
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Foundation) considerando a média de intensidade no canal vermelho apds
decomposi¢do da imagem RGB para associagdo com a intensidade de
fluorescéncia da PpIX.

Também para avaliagdo superficial da PpIX, foi deita a coleta de
espectros de fluorescéncia a partir de um sistema montado no Grupo de
Optica do IFSC-USP, que consiste de um espectrofotobmetro USB2000
(OceanOptics Inc., EUA) acoplado a um computador e a um laser para
excitacdo de comprimentos de onda em 408 nm. O processamento dos
espectros foi feito no programa Origin® (OriginLab Corporation, EUA)
associando a intensidade do pico de fluorescéncia em 630 nm normalizado
pela intensidade de fluorescéncia em 450 nm (Figura 5c¢).

Para analise da PpIX, principalmente em profundidade, os tumores
passaram por um processo de congelamento (a fim de minimizar a
degradacéao do FS) e depois foram cortados em criostato (Leica Biosystems,
CM1850, Reino Unido) para avaliagdo por microscopia confocal de
fluorescéncia (Zeiss - LSM780, Alemanha). Foi utilizado um laser de diodo
(405 nm) para excitacdo e o sinal de fluorescéncia foi coletado em dois
canais, um 430-580 nm devido a fluorescéncia enddégena da pele, e outro
630-670 nm para a fluorescéncia da PpIX. O processamento destes dados
em um algoritmo desenvolvido em Python (Python Software Foundation)
associando a informacdo das imagens de fluorescéncia do canal vermelho

(Figura 6) com a concentrac¢éo de PpIX em funcéo da profundidade.

5 Resultados e discussao

As microagulhas demonstraram boa resisténcia mecanica, com
diminui¢do desprezivel da altura apdés a compressido. Considerando a
capacidade de inserc¢ao, as microagulhas contendo a formula¢cdo com ALA
tiveram um melhor desempenho comparado a formulacdo com apenas o
polimero. Estes dados concordam com os testes de compresséo, sendo um
indicativo de que os precursores do ALA, de alguma forma, contribuiram

para uma melhor resisténcia mecanica das microagulhas.
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De acordo com um estudo publicado em 2018, foi estimada a
espessura média da epiderme por histometria, os resultados variaram de
76,9 a 267,4 pm para mulheres e 112,4 a 244,8 pm para homens. [23]
Considerando estes valores, a penetracdo das microagulhas estimada no
teste de permeacio seria suficiente para fazer a entrega intradérmica dos
precursores em pacientes, uma vez que 80% de microagulhas penetraram
até 250 um de profundidade (Figura 4).

Estes resultados de caracterizacdo demonstram a viabilidade de
exploracdo segura e confiavel da entrega de ALA por microagulhas e da

avaliacéo da producéo de PpIX apos liberagdo em modelo in vivo tumoral.
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Figura 4. Porcentagem de furos criados em funcdo das camadas de parafilme ou
profundidade, considerando a aplicacdo de microagulhas contendo apenas o
polimero e microagulhas com o polimero e ALA.

Fonte: Adaptada REQUENA. [22]

A fluorescéncia endégena do tumor (Figura 5a) e apdés 1 hora de
incubacéo (Figura 5b) demonstra a distribui¢do do FS foi mais localizada
quando utilizada a microagulha que com o creme. Isto pode estar
relacionado com que a espessura do tumor era maior que o comprimento

das microgulhas (a distancia entre a superficie perfurada do tumor e a
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pele sadia adjacente), portanto, apdés a aplicacido do arranjo, as
microgulhas nio necessariamente entravam em contato com a pele ao

redor do tumor, mas apenas com o tecido da prépria lesao.

Microagulha
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Figura 5. a) Imagem de campo amplo de fluorescéncia dos tumores antes da
sensibilizacdo (fluorescéncia endbgena), b) imagem de campo amplo de
fluorescéncia coletada apds 1 hora de incubacdo do ALA a 5% com aplicacdo do
creme e da microagulha e c) grafico do tipo boxplot com a intensidade de
fluorescéncia normalizada calculada utilizando os espectros de fluorescéncia
coletados nos tumores 1 hora apds a incubacgéo. Cada losango representa o valor da
intensidade de fluorescéncia normalizada de cada espectro coletado em cada
animal, sendo 5 espectros por tumor considerando 8 animais.

Fonte: Adaptada REQUENA. [22]
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Na Figura 6 estdo imagens para ilustrar a fluorescéncia do canal
vermelho considerando o ALA aplicado via tépica por creme (Figura 6a) e
via intradérmica por microagulhas dissolviveis (Figura 6b). As imagens de
fluorescéncia estdo sobrepostas pelas imagens da microscopia de
transmissao para facilitar a visualizag¢do das regides do tumor.

De acordo com estas imagens, nio é possivel observar diferencas na
intensidade de fluorescéncia na epiderme. Porém, para a condi¢do em que
o ALA foi entregue por microagulhas, é nitida a distribuicdo da
fluorescéncia em camadas mais profundas, ou seja, o precursor foi
entregue em maiores profundidades, e permitiu que a producio e
distribuicao do F'S fossem mais profundas comparadas a aplicacéo tdpica.

Apbés o processamento das imagens de microscopia confocal de
fluorescéncia, foi possivel quantificar a intensidade média de fluorescéncia
no canal vermelho em fun¢io da profundidade. A Figura 5c¢ contém os
resultados obtidos, considerando de profundidade de até 1 mm.

Até aproximadamente 200 pm, nfo foi observada diferenca
significativa na intensidade de fluorescéncia entre as aplicagdes (exceto
controle). Porém, a partir desta profundidade, no protocolo envolvendo a
aplicacdo por microagulha, a intensidade de fluorescéncia sempre é maior
que a aplicagdo por creme.

A integral dos valores em funcdo da profundidade da Figura 6¢ foi
calculada, considerando a subtragédo do valor para a condigdo controle (sem
sensibilizacdo do tumor). Os resultados mostram que, no geral, o acimulo
quando o ALA foi aplicado por microagulha foi aproximadamente 2,2 vezes
maior que quando aplicado por creme.

A permeacgdo do farmaco entre as camadas da pele é uma das
principais limitagoes da TFD toépica. Por isso, alternativas que
possibilitem uma entrega mais eficiente de fotossensibilizadores ou
precursores podem favorecer o tratamento de tumores mais espessos, para
os quais o indice de sucesso da TFD é comumente menor que em tumores

superficiais. [25]
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Figura 6. Imagens representativas da microscopia confocal de fluorescéncia no
canal vermelho com sobreposi¢cdo da imagem de transmissdo para as laminas dos
tumores, sendo a) apés 1 hora da aplicacdo de creme, b) apés 1 hora da aplicag¢io
por microagulhas. A barra no canto superior direito corresponde a escala de 1 mm.
¢) Intensidade média no canal vermelho das imagens de microscopia confocal de
fluorescéncia em funcio da distancia, para tumores apdés 1 hora de incubacéo.
Fonte: Adaptada REQUENA. [22]

6 Conclusoes

A aplicacdo de microagulhas dissolviveis mostraram resultados que
superaram a aplicacdo topica, mesmo utilizando uma concentra¢do menor
que a formulagdo convencional (20%). Os resultados sugerem que a técnica

seja extremamente promissora para estudos de aplicacées clinicas, para
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confirmar a eficicia para o tratamento de lesdes.

O aprofundamento de estudos basicos de eficiéncia do protocolo para

os estudos clinicos sao de extrema importancia. Estudos de otimizag¢édo da

formulagdo e tempo de dissolugio estdo sendo desenvolvidos para

viabilizar a aplicacéo clinica e tornar a técnica ainda mais acessivel com

mais versatilidade de aplicagoes.
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