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palavras-chave

Resumo

Microagulhas, pululano, nanoparticulas de ouro, fucoidano, melanoma

O melanoma é a forma mais grave de cancro da pele, existindo atualmente
diversos tipos de tratamentos possiveis para este tipo de cancro. Entre eles,
destacam-se a cirurgia, a quimioterapia, a imunoterapia, a radioterapia e as
terapias alvo. Muitas das propriedades farmacolégicas dos farmacos
convencionais podem ser melhoradas através do uso de sistemas de
administracdo de farmacos adequados. Desde que a primeira patente de
microagulhas foi registada, a investigacdo sobre a utilizacdo de microagulhas
como sistema de administracdo de farmacos avancou significativamente,
existindo um interesse crescente em usar estes dispositivos para tratar
diferentes condi¢cdes dermatolégicas, como é o caso dos melanomas.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho consistiu na preparacéo e
caracterizacdo de microagulhas de pululano contendo nanoparticulas de ouro
(AuNPs) funcionalizadas com fucoidano, que € um polissacarideo com
propriedades antitumorais, e estudar a sua potencial aplicagdo para o
tratamento ndo invasivo de cancro da pele. Os sistemas de microagulhas
preparados foram caracterizados relativamente a sua morfologia, propriedades
mecanicas, capacidade de insercdo na pele e citotoxicidade in vitro.

Os resultados mostram que as microagulhas com melhores caracteristicas
morfoldgicas (por se apresentarem completamente preenchidas) e mecanicas
(0,42 N por microagulha) sé&o as que foram preparadas a partir de uma solugéo
com 20% m/v de pululano. Posteriormente, foram testadas diferentes
concentracbes de fucoidano para avaliar o seu efeito no tamanho e
concentracdo das AuNPs e, concluiu-se que a solucdo de 0,1% m/v de
fucoidano permite a obten¢&o de nanoparticulas de menor tamanho, tendo sido,
por isso, escolhida para a producédo das AuNPs. A incorporagéo das AuNPs nas
microagulhas de pululano alterou o seu aspeto morfoldgico, tornando-as ocas,
e diminuiu a sua resisténcia mecanica (0,22 N por microagulha). No entanto, e
de acordo com o teste de insercdo num modelo fisico de pele, as microagulhas
de pululano/AuNPs/fucoidano conseguem penetrar até 381 um de profundidade,
0 que demonstra que tém capacidade para ultrapassar o estrato cérneo.
Adicionalmente, a citotoxicidade in vitro das microagulhas foi avaliada nas linhas
celulares HaCaT (queratindcitos humanos) e A375 (células de melanoma
humano) ao fim de 24 h. Os resultados mostraram que as microagulhas de
pululano/AuNPs/fucoidano ndo s&o citotéxicas para as células HaCaT
(viabilidade celular = 100%), no entanto, a viabilidade celular das células A375
reduziu para 74,3+2,5%. Esta redugéo é indicativa de que as microagulhas
possuem alguma toxicidade celular para as células de melanoma, e, portanto,
um aumento da concentrac@o das AuNPs/fucoidano promovera certamente uma
maior resposta citotoxica nas células cancerigenas. Todos os resultados
alcangados demonstram o potencial destes sistemas de microagulhas de
pululano/AuNPs/fucoidano para o tratamento nédo invasivo de cancro da pele.
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Melanoma is the most serious form of skin cancer, and currently there are several
types of possible treatments for this type of cancer. These include surgery,
chemotherapy, immunotherapy, radiotherapy, and targeted therapies. Many of
the pharmacological properties of conventional drugs can be improved by using
drug delivery systems. Since the first microneedle patent was registered,
research into the use of microneedles as a drug delivery system has advanced
significantly, and there is a growing interest in using these devices to treat
dermatological conditions, such as melanomas.

In this context, the main objective of this study is the preparation and
characterization of pullulan microneedles incorporated with gold nanopatrticles
(AuNPs), functionalized with fucoidan, which is a polysaccharide with anticancer
properties, and study their application for the non-invasive treatment of skin
cancer. The microneedle systems prepared were characterized in terms of
morphology, mechanical properties, skin insertion capacity and in vitro
cytotoxicity.

The results show that the microneedles with better morphological (because they
are completely filled) and mechanical performance (0,42 N per microneedle) are
those prepared from a solution with 20% w/v of pullulan. Afterwards, different
fucoidan concentrations were tested to check their effect on the size and
concentration of AUNPs and it was concluded that the solution with 0.1% w/v of
fucoidan allows the formation of smaller nanoparticles and, therefore, has been
chosen for the synthesis of AuNPs. The incorporation of AuNPs into the
microneedles modified their morphological appearance, making them hollow,
and decreased their mechanical resistance (0,22 N per microneedle).
Nevertheless, it was possible to conclude that the microneedles can penetrate
up to 381 um depth, managing to overcome the stratum corneum. Additionally,
the in vitro cytotoxicity of the microneedles was evaluated in the HaCaT (human
keratinocytes) and A375 (human melanoma) cell lines after 24 h. The results
showed that the pullulan/AuNPs/fucoidan microneedles are not cytotoxic to
HaCaT cells (cell viability = 100%), however, the cell viability of A375 cells
decreased to 74.3+2.5%. This reduction is indicative that the microneedles have
some cellular toxicity for melanoma cells, and therefore an increase in the
concentration of AuNPs/fucoidan will certainly promote a greater cytotoxic
response in cancer cells. All the achieved results demonstrate the potential of
these pullulan/AuNPs/fucoidan microneedle systems for the non-invasive
treatment of skin cancer.
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Enquadramento

Nas Ultimas décadas, o interesse no desenvolvimento de alternativas mais eficazes
que permitem a administracdo de farmacos, com um reduzido impacto sobre os tecidos e
6rgaos saudaveis, tem aumentado consideravelmente.! A pele é um 6rgéo através do qual
é possivel administrar varias formulaces via administracdo transdérmica. Através desta
via é possivel administrar substancias ativas e direciona-las para os alvos em que deverao
exercer o seu efeito farmacolégico. A administragdo transdérmica é considerada uma boa
alternativa a outras vias de administracdo, como a inje¢cdo com agulhas hipodérmicas,
uma vez que resolve algumas das suas maiores desvantagens, sendo indolor, ndo invasiva
e evitando o0 metabolismo de primeira passagem.! Contudo, a administragio transdérmica
apresenta algumas dificuldades, entre as quais a administracdo de uma dose suficiente de
farmacos através da pele, devido as propriedades de barreira do estrato corneo que atua
como uma barreira impermeével aos farmacos hidrofilicos ou de elevado peso molecular.?

Neste contexto, surgem as microagulhas, que sdo dispositivos micrométricos
capazes de penetrar a barreira do estrato corneo.® As microagulhas podem ser produzidas
com diversos materiais, nomeadamente metais, vidro e varios polimeros sintéticos ou
naturais.* Atualmente, os biopolimeros tém sido bastante utilizados para fabricar
microagulhas porque reduzem os perigos associados a quebra das microagulhas na pele e
ainda os procedimentos complexos e dispendiosos que sdo necessarios para o fabrico das
microagulhas com outros materiais.®> As caracteristicas mais relevantes dos biopolimeros
sd0 a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e natureza ndo toxica.®

O pululano é um polimero natural produzido pelo fungo Aureobasidium
pullulans.” E um polissacarideo linear hidrofilico constituido principalmente por
unidades de maltotriose unidas por ligagdes glicosidicas a-(1,6), com capacidade para
formar filmes mecanicamente fortes, transparentes, solliveis em agua e com baixa
permeabilidade a 6leos e ao oxigénio. Para além disso, ndo apresenta toxicidade ou
mutagenicidade.® Devido a estas caracteristicas peculiares, o pululano e os seus
derivados desempenham um papel importante em inameras aplicacdes biomédicas,
como engenharia de tecidos, vacinacéo e entrega direcionada de farmacos e genes.’ O
uso de pululano tem captado especial interesse no desenvolvimento de materiais de base
biologica, tendo-se obtido recentemente resultados promissores relativamente a sua

utilizacdo na fabricacdo de sistemas microagulhas.1%!



As nanoparticulas (NPs) metélicas sdo uma classe de nanomateriais que também
apresentam diversas aplicacfes biomédicas, como por exemplo na terapia do cancro e
imagiologia de tumores.'?!? De facto, a sintese de NPs de metais nobres, como o ouro
(Au), a prata (Ag) e a platina (Pt), ganhou uma enorme atengéo nas Gltimas décadas.'* De
entre as NPs de metais nobres, destacam-se as nanoparticulas de ouro (AuNPSs) devido a
sua versatilidade sintética, que permite um ajuste preciso do tamanho das particulas, da
sua forma, das suas propriedades da superficie consoante a aplicacdo desejada, e das
propriedades éticas e eletronicas.'®> As AUNPs tém sido exploradas numa ampla variedade
de aplicacGes biomédicas, nomeadamente em imagiologia e entrega direcionada de
farmacos ou genes, bem como no desenvolvimento de plataformas de diagndstico.61718

A sintese de AuNPs usando biomacromoléculas, por exemplo, o alginato de sodio,
amido, celulose, quitosano, gelatina, colagénio, fucoidano, entre outros, como agentes
redutores e estabilizadores é uma estratégia bem documentada, que supera os efeitos
ambientais das metodologias convencionais que geralmente envolvem o uso de agentes
redutores nocivos, como a hidrazina.*® O fucoidano é um polissacarideo natural sulfatado
que existe principalmente na parede celular de varias espécies de algas castanhas, e que
apresenta varias propriedades bioldgicas, incluindo propriedades anti-angiogénicas, anti-
tumorais e anti-inflamatdrias.?’ O fucoidano pode ter como alvo as principais moléculas
apoptoticas envolvidas na progressdao do cancro, podendo danificar seletivamente as
células cancerigenas e superar a toxicidade sistemica em células saudaveis durante a
quimioterapia e a radioterapia.?! Adicionalmente, este polissacarideo pode também
induzir a mobilizacdo de células estaminais e o stresse oxidativo.?? Alguns dos fatores
que afetam a atividade antitumoral do fucoidano séo, por exemplo, a espécie das algas
castanhas das quais € extraido, o seu conteudo em grupos sulfatos e 0 seu peso
molecular.?°

Neste contexto, o objetivo principal desta dissertacdo consiste na preparacao e
caracterizacdo de microagulhas de pululano contendo AuNPs funcionalizadas com
fucoidano, para potencial aplicacdo no tratamento ndo invasivo de cancro da pele. Por
conseguinte, a presente dissertacdo esta organizada em quatro capitulos, nomeadamente
uma introducdo bibliografica (capitulo 1), os materiais e métodos (capitulo 2), os
resultados e discussdo (capitulo 3), e as conclusdes (capitulo 4). Na introducdo
bibliografica faz-se uma breve descricdo das causas, fatores de risco, tipos e tratamentos
de melanomas, bem como uma revisao dos sistemas de administracdo de farmacos, tipos

e aplicagBes de microagulhas, e microagulhas biopoliméricas. Os materiais e métodos



sdo descritos no capitulo seguinte, onde se incluem as metodologias de preparacao das
microagulhas de pululano e nanoparticulas de ouro, e 0os métodos utilizados para a
respetiva caracterizagcdo morfolégica, mecénica e avaliacdo da citotoxicidade in vitro.
No capitulo 3 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na preparacéo e
caracterizacdo das microagulhas de pululano contendo AuNPs funcionalizadas com
fucoidano. E por fim, no Gltimo capitulo sdo indicadas as principais conclusdes do
trabalho realizado bem como algumas propostas para trabalho futuro.
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1. Introducio

1.1. Melanomas

O melanoma é a forma mais grave de cancro da pele, tendo inicio em células
conhecidas como melandcitos.? Estas células sdo responsaveis pela pigmentagéo da pele
e do cabelo, contribuindo, assim, para a sua aparéncia e fornecendo protecdo contra os
danos causados pela radiagdo ultravioleta (UV).2* Um melanoma desenvolve-se como
resultado da acumulacdo de anomalias nas vias genéticas do melandcito, que dao lugar a
um aumento da proliferacéo celular e que evitam as vias normais de apoptose em resposta
a danos no DNA (&cido desoxirribonucleico). Adicionalmente, esses danos resultam na
selecdo de mutacbes genéticas que permitem todas as formas do fenotipo maligno,
incluindo a estimulacdo do crescimento dos vasos sanguineos, a evasdo da resposta
imune, a invasdo tumoral e metastases.”> Os melanomas cutaneos s&o muito mais
perigosos que outros tipos de cancro devido a sua capacidade de metastizar e se espalhar

rapidamente para outros 6rg&os.??

1.1.1. Causas e fatores de risco

Entre as principais causas e fatores de risco do aparecimento de melanomas
podemos enumerar a exposicao a radiacdo UV, o sistema imunitario enfraquecido, ter
fendtipo de pele clara, sinais ou marcas de nascenga, sardas, um historico familiar com
casos de melanoma e a profissdo.2®

A exposicdo excessiva a radiacdo UV desempenha um papel primordial no
desenvolvimento de melanomas, uma vez que esta provoca danos no DNA e aumenta o
risco de mutagdo.?” A exposicéo intermitente ao sol refere-se a periodos curtos e intensos
de exposicdo, ja a exposicdo cronica é continua e com menos intensidade. Pessoas com
exposicdo cronica ao sol possuem uma adaptacdo superior aos raios UV e, portanto, tém
menos probabilidade de serem prejudicados por eles.?’” A exposicdo a radiagdo UV
emitida pelas maquinas de bronzeamento artificial € cancerigena, uma vez que emitem
raios UVA e UVB com uma intensidade 2 a 4 vezes mais elevada que o sol no seu pico
de emissdo UV no Verdo. Quanto maior for a utilizacdo destes métodos de bronzeamento

artificial, maior a probabilidade de desenvolver melanomas no futuro.?®
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Possuir o sistema imunitario enfraquecido como resultado de tratamentos
médicos, como quimioterapia ou terapia imunossupressora, ou como consequéncia de
doencas como linfomas ou virus da imunodeficiéncia humana (VIH) também elevam o
risco de desenvolvimento de melanomas.?

Esta também cientificamente comprovado que individuos de pele clara tém um
risco aumentado, em comparacdo com individuos com pele mais escura, de desenvolver
este tipo de cancro. Caracteristicas fenotipicas como olhos claros e cabelos claros ou
ruivos séo também fatores conhecidos por aumentar esse mesmo risco.?

As sardas s@o manchas de pele pigmentadas que aparecem com uma elevada
exposicdo ao sol e comumente em individuos de pele clara, sendo que o aumento da
quantidade de sardas esta igualmente associado a maiores riscos de aparecimento de
melanomas.?® As marcas de nascenca (colecdes benignas de melandcitos que podem ser
congénitas ou adquiridas) ndo sdo perigosas, no entanto, pessoas com muitos
sinais/marcas de nascenca apresentam um maior risco de desenvolver melanomas.?
Pensa-se que os melanocitos dentro de um nevo podem ter uma maior probabilidade de
sofrer uma transformacao maligna, no entanto, o desenvolvimento de um melanoma num
sinal existente € raro, uma vez que a maioria se desenvolve na pele normal.?®

O historico familiar é definido como um dos principais fatores de risco no que
diz respeito ao desenvolvimento de melanomas. Individuos com um parente de 1° grau
com melanoma tém um risco duas vezes superior de desenvolver um melanoma em
comparagdo com 0s que nao tém histérico familiar. Esta avaliacdo pode tornar-se um
pouco complexa, porque os membros da familia diagnosticados com melanoma podem
ter adquirido o tumor devido a suscetibilidade genética, a exposi¢cbes comuns, ou
possivelmente a ambos.*°

A radiacdo cosmica e UV recebida, em grandes altitudes, pelos pilotos e
comissarios de bordo, também tem sido frequentemente associada ao aumento do risco
de melanoma.®! No entanto, o estilo de vida destes trabalhadores pode confundir esta
associagdo, uma vez que outros fatores de risco, como os referidos anteriormente, podem

ser causadores do melanoma desenvolvido por estes individuos.
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1.1.2. Diferentes tipos de melanomas

O melanoma pode ser classificado em quatro subtipos, nomeadamente, melanoma
extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma lentigo maligno e melanoma acral

lentiginoso (Figura 1).2

Melanoma extensivo superficial

Este é 0 tipo mais comum de melanoma.?® Geralmente aparece como uma lesio
plana, com extremos irregulares e variagcdes de cor (Figura 1A). Estas lesdes aparecem
com mais frequéncia no tronco dos homens, nas pernas das mulheres e na parte superior
das costas em ambos o0s sexos. Pode ocorrer num sinal preexistente ou numa nova leséo.
Quando ocorre num sinal ja existente na pele, tende a crescer superficialmente durante
algum tempo antes de penetrar para camadas mais profundas da pele. As lesdes podem
ser planas ou ligeiramente elevadas, com formas irregulares que podem ser castanhas,

cinzentas, pretas, azuis, cor de rosa ou brancas.

Melanoma nodular

Esta tipologia de melanoma € invasiva, de rapido crescimento e € encontrado
principalmente no tronco, cabeca ou pescoco. E mais frequente em homens do que em
mulheres e, ao contrario dos outros tipos de melanomas, s6 consegue ser diagnosticado
numa fase bastante avancada, tendo, por isso, a si associado um fraco prognostico. O
melanoma nodular aparece como um nodulo azul escuro ou preto, em forma de cupula
(Figura 1B).3*

Melanoma lentigo maligno

Este melanoma tem inicio normalmente numa marca de nascenca preexistente,
ocorrendo mais frequentemente em pessoas com idades mais avancadas, normalmente na
face e outras areas cronicamente expostas ao sol.*® Ao contrario do melanoma nodular,
gue tem uma taxa bastante estavel de ocorréncias, a taxa de melanoma lentigo maligno
tem aumentado continuamente nas Ultimas décadas, devido a exposicao cronica ao sol.
Este tipo de melanoma é normalmente grande, plano, com diferentes tons de castanho, ou

preto, azul, vermelho, cinza ou branco (Figura 1C).%
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Melanoma acral lentiginoso

O termo “acral” vem do grego “akron” que significa extremidade, o que indica
que este tipo de melanoma aparece normalmente nas palmas das maos, plantas dos pés
ou sob as unhas, representando o tipo menos comum de melanoma. ¥’ Contudo, é o
melanoma mais comum em afroamericanos e asiaticos. As lesbes aparecem como
hematomas que podem ser de cor bege, castanho ou preto, com bordas irregulares (Figura
1D).3839

Figura 1. Tipos de melanomas: (A) Melanoma extensivo superficial.*°; (B) Melanoma

nodular.33; (C) Melanoma lentigo maligno.®®; (D) Melanoma acral lentiginoso.®’

1.1.3. Tratamentos
Atualmente, existem diversos tipos de tratamentos possiveis para melanomas.
Entre eles, encontramos a cirurgia, a quimioterapia, a imunoterapia, a radioterapia e as

terapias alvo.*°

Cirurgia

Dentro da cirurgia temos a cirurgia de excisdo e a dissec¢do do nddulo linfatico.
A cirurgia de excisdo é a principal opcdo terapéutica para a maioria dos casos de
melanoma.?’#! Neste caso, o tumor € retirado juntamente com uma pequena porgéo de

tecido saudavel utilizando anestesia local.** Através deste procedimento, a maioria dos
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melanomas em fase inicial sdo curados. ApOs a cirurgia, € necessario avaliar a
necessidade de uma terapia complementar, ou seja, a toma de um farmaco com o objetivo
de diminuir a probabilidade de o tumor reaparecer.*? No caso da disseccdo de nddulo
linfatico, o mapeamento do nddulo linfatico e a bidpsia sdo procedimentos realizados para
verificar se o tumor se propagou para os ganglios linfaticos. Caso seja detetado um tumor

nessas regides, podera proceder-se a sua remogao.*

Quimioterapia

A quimioterapia é o tratamento mais antigo para melanomas avanc¢ados, e trata-se
de uma abordagem utilizada para interromper o crescimento de tumores utilizando
substancias quimicas que matam as células cancerigenas ou impedem a sua
multiplicacdo.*® As substancias quimicas utilizadas incluem agentes alquilantes
(dacarbazina, temozolomida, nitrosoureias), analogos da platina e toxinas microtubulares.
Estes agentes s&o utilizados isoladamente ou combinados e podem ser administrados
oralmente, por via intravenosa ou arterial através dos musculos ou do abdémen.**

A quimioterapia ainda € muito utilizada, no entanto, como 0s novos tratamentos
(terapias alvo e imunoterapias) tem apresentado melhores resultados, esta deixou de ser
a melhor opcdo de tratamento nos casos de melanoma metastatico. A resisténcia a
apoptose € a principal causa que se pensa ser responsavel pela resisténcia a farmacos em
melanomas, ainda assim ela pode aliviar 0s sintomas ou aumentar o tempo de vida de

alguns pacientes.*®

Imunoterapia

A imunoterapia utiliza compostos que estimulam o sistema imunoldgico do
paciente a reconhecer e destruir as células cancerigenas. Este tipo de terapia é util no
tratamento de melanomas com alto risco de recorréncia da doenca e em casos de
melanomas avangados.*®

As intervencdes imunoterapéuticas podem ser divididas em: (i) agentes
biolégicos, como as citocinas, incluindo inter-leucina-2 (IL-2), interferdes e o fator
estimulador de coldnias granuldcitos-mondécitos (GM-CSF); (ii) estratégias de vacinagao,
tais como vacinas peptidicas, vacinas de proteina total, vacinas baseadas em virus, vacinas
de DNA e vacinas baseadas em células dendriticas; (iii) terapia celular adotiva com
células assassinas ativadas por linfocinas (LAKS), linfocitos infiltrantes de tumores

(TILs), células T especificas para melanoma periférico derivado de sangue e linfocitos T

15



modificadores de genes; e (iv) inibidores imunes de controlo, incluindo CTLA4
(antigénio associado a linfocitos T citotoxicos), anti-PD1 (do inglés “programmed cell
death protein 1”) e anti-PDL1 (do inglés “programmed cell death 1 ligand 17).

Radioterapia

A radioterapia é raramente usada para tratar um melanoma no seu local original,
mas pode ser usada para tratar melanomas que se espalharam para o cérebro, de modo a
diminuir o tamanho de tumores e a dor.** Também é usada apés cirurgia para remover o
melanoma, para ajudar a garantir que todas as células tumorais sdo eliminadas, estando
também a ser estudada em combinagdo com tratamentos como terapias de bloqueio de
pontos de verificacdo para melhorar os resultados em pacientes com melanomas

avangados.*

Terapias Alvo

A terapia alvo é um tratamento que inibe componentes especificos que contribuem
para 0 crescimento e sobrevivéncia das células tumorais do melanoma, prevenindo
inclusive a destruicéo das células saudaveis.** Atualmente, a terapia alvo para melanomas
inclui:

e Inibidores BRAF (do inglés “BRCAZ2 associated factor”): a descoberta de que
aproximadamente 50% dos melanomas tém uma alteracdo no gene BRAF proporcionou
uma revolucéo no seu tratamento. Os farmacos que atuam no funcionamento das proteinas
codificadas por este gene sdo administrados por via oral e sdo especificamente utilizados
quando existe uma mutacdo no gene BRAF. A utilizacdo destes farmacos reduz
significativamente a probabilidade de progressdo da doenca e melhora a qualidade de vida
dos pacientes.

e Combinagdo dos inibidores de BRAF e MEK (do inglés “mitogen-activated
protein kinase kinase”): este tratamento € indicado para pacientes com melanomas que
ndo podem ser removidos cirurgicamente ou melanomas que possuem a mutacdo BRAF.
A combinacdo destes farmacos esta associada com a diminuicdo do volume tumoral,

atraso no crescimento do mesmo e maior tempo de vida dos pacientes.?®

Por outro lado, muitas das propriedades farmacoldgicas dos diferentes
farmacos/compostos ativos podem ser melhoradas através do uso de sistemas de

administracdo de farmacos (DDS) apropiados.*® Os farmacos utilizados no tratamento do
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cancro podem apresentar uma elevada toxicidade para as células normais, portanto, a
possibilidade de entrega-los localmente permite melhorar a seguranca e a eficacia da

quimioterapia.*’

1.2. Sistemas de administracdo de farmacos

Os sistemas de administracdo de farmacos sdo o0 método ou processo de
administracdo de um composto farmacéutico para obter um efeito terapéutico em
humanos ou animais.*® A administragio de farmacos no corpo humano pode ser efetuada
por diversas vias,*® nomeadamente: (i) a via oral, sendo administrados como liquidos,
capsulas, comprimidos ou comprimidos mastigaveis; (ii) a via sublingual, em que os
farmacos séo colocados sob a lingua de modo a serem absorvidos diretamente pelos vasos
sanguineos ai presentes; (iii) a via ocular, em que os farmacos sdo misturados com
substancias inativas para producdo de um liquido, gel ou pomada para serem aplicados
nos olhos; (iv) a via otologica, em forma de gotas aplicadas nos ouvidos; (v) a via nasal,
em que os farmacos sdo atomizados de modo a poderem ser absorvidos pela membrana
mucosa das fossas nasais; (vi) a via retal, em forma de supositério administrado no reto;
(vii) a via vaginal, sob a forma de comprimido, creme, gel, solugdo ou supositorio
administrados na vagina; (viii) a via intravenosa, intramuscular ou subcutanea, através de
uma injecdo; (ix) a via cutanea, em que os farmacos sdo aplicados na pele para o
tratamento de distdrbios superficiais; (X) e a via transdérmica, em que os farmacos sdo

disponibilizados no corpo através de um adesivo aplicado sobre a pele.

1.2.1. Administracdo transdérmica de fArmacos

Os sistemas transdérmicos de administracdo de farmacos, também conhecidos
como “adesivos” sdo capazes de libertar a substancia ativa e direciona-la para os alvos
em que devera exercer o seu efeito farmacoldgico, além de poder controlar a sua
velocidade de libertacdo sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada.

O desenvolvimento de sistemas transdérmicos é uma estratégia interessante para
o0 transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos como lipofilicos, sendo
uma alternativa para ultrapassar aspetos relacionados com as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodinamicas de diversos farmacos quando administrados por

outras vias.*®
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A utilizacéo da via transdérmica oferece outras vantagens quando comparada com
as outras vias de administracdo, nomeadamente impede o efeito de primeira passagem
hepética, responsavel pela diminuicdo da biodisponibilidade e pela degradacdo de
diversos farmacos, bem como evita efeitos indesejaveis no estbmago, como ocorre no
caso dos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) administrados por via oral.! A
vantagem desta via em compara¢ao com a via intravenosa e intramuscular é ser indolor e
ndo invasiva.

Os DDS transdérmicos disponiveis comercialmente podem ser categorizados
como sistemas de reservatorio e sistemas tipo matriz. Os sistemas de reservatério
consistem em trés componentes principais: o0 reservatério do farmaco, a membrana de
controlo e o adesivo. O reservatorio do farmaco contém o farmaco e o0s excipientes, e 0
farmaco penetra através da membrana de controlo para atingir a pele. O componente
adesivo do DDS responsavel pela adesédo a pele pode cobrir completamente a area de
libertacdo do farmaco (adesivo continuo) ou pode formar um perimetro em torno de uma
superficie de libertagdo do farmaco ndo aderente (adesivo periférico).>° Os sistemas tipo
matriz sdo caracterizados pela inclusdo de uma matriz semissolida que contém uma
solucdo ou suspensdo de farmaco que estd em contacto direto com o revestimento de
libertagdo.5:°2 Na Figura 2 podemos observar uma representagdo dos diversos tipos de

sistemas transdérmicos de libertacdo de farmacos.

Adesivo reservatdrio Adesivo tipo Matriz 1 Adesivo tipo Matriz 2 Férmaco no Adesive

Camada protetora Férmaco Membrana controladora Adesivo Revestimento de libertagdo

Figura 2. Representacdo de diferentes tipos de sistemas transdérmicos de libertacdo de
farmacos: (A) Adesivo do tipo reservatorio; (B, C) Adesivos do tipo matriz; (D) Farmaco

incorporado no adesivo.>?

A anatomia de um DDS consiste: (i) numa camada protetora, que corresponde ao
componente mais externo da estrutura destes sistemas e possui um papel essencial na
protecdo e manutengdo do farmaco no seu interior, durante o armazenamento e periodo

de aplicacdo, uma vez que é inerte e impermeavel a este; (ii) o adesivo, que é o
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componente responsavel pelo estabelecimento da ligacéo entre o sistema transdérmico e
a pele, devendo existir um equilibrio entre as suas propriedades coesivas e adesivas de
modo a que, no decorrer do periodo de utilizacdo, ndo ocorra o seu descolamento da pele;
(iii) uma camada protetora removivel, que deve garantir que aquando da sua separagédo, 0
adesivo ndo é danificado nem removido simultaneamente, devendo também assegurar
uma adesdo suficiente a este ultimo, de forma a que ndo se verifique a sua remogdo
acidental; (iv) um reservatério/matriz — nos sistemas do tipo reservatorio, o farmaco
encontra-se em solucdo, suspensdo ou numa forma semissélida (hidrogel), no caso dos
sistemas matriciais, o farmaco encontra-se dissolvido ou disperso numa matriz polimérica
solida a qual se adiciona o farmaco a incorporar; (v) e uma membrana controladora, cuja
funcdo é essencialmente conter o farmaco no interior do reservatorio, nos sistemas
transdérmicos do tipo reservatorio.>

A pele € composta por trés camadas, nomeadamente a epiderme, a derme e a
hipoderme (Figura 3). A epiderme é a camada superficial que protege a pele contra o
ambiente externo, apresentando na sua superficie uma camada de células mortas,
queratinosas, denominada como estrato cérneo (stratum corneum) que funciona como
barreira contra microrganismos patogénicos e controla a permeacdo de componentes
através da pele. A derme é uma camada média de sustentacdo que contém 0s vasos
sanguineos, nervos e terminais nervosos. A hipoderme é a camada mais profunda

composta principalmente por tecido adiposo.>*

}Epldem‘le

Derme

Hipo-
derme

. Nervo
Artéria
- Veia

Figura 3. Representacdo esquematica das diferentes camadas da pele.>
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A maior dificuldade associada com a administracdo transdérmica é a
administragdo de uma dose suficiente dos farmacos através da pele, devido as
propriedades de barreira do estrato cdrneo que atua como barreira impermeével aos
farmacos hidrofilicos ou de alto peso molecular.? As caracteristicas ideais para absorcao
percutanea sdo baixo peso molecular e solubilidade adequada em meios hidrofilicos e
hidrofdébicos, no entanto, a quantidade de qualquer composto que penetre a pele também
depende do tipo de sistema de administracéo utilizado.>

Com o objetivo de, por um lado, ultrapassar os problemas associados a
impermeabilidade da pele e, por outro, de aumentar o nimero de farmacos candidatos a
administracdo transdérmica, varios métodos para ultrapassar a resisténcia desta barreira
da pele tém sido investigados, entre os quais, a utilizacdo de promotores de permeacao.
Os promotores de permeacdo sao substancias farmacologicamente inativas que interagem
com os componentes do estrato corneo, reduzindo a resisténcia cutanea a difusdo do
farmaco.®® Portanto, o promotor de permeacdo ideal serd aquele que é
farmacologicamente inerte, ndo toxico, de acdo imediata, ndo irritante, ndo alérgico, de
acdo reversivel, quimica e fisicamente compativel com o farmaco e excipientes, aceitavel
cosmeticamente, inodoro, insipido, incolor, acessivel e com boas propriedades de
solvatagio.>"8

Os promotores fisicos de permeacdo incluem por exemplo a electro-
permeabilizacdo, em que as células sdo temporariamente expostas a pulsos elétricos que
levam a formacéo de poros aquosos nas bicamadas lipidicas do estrato corneo, permitindo
assim a difusdo de farmacos na pele.>® Um outro exemplo é a iontoforese, que envolve a
libertacdo de compostos quimicos com carga atraves da membrana da pele, usando um
campo elétrico. Os farmacos sdo colocados no elétrodo correspondente a sua carga
(positivo ou negativo) e, quando a corrente elétrica € acionada, as cargas iguais repelem-
se, fazendo com que o farmaco permeie através da pele e entre na circulagdo sistémica.®

Os promotores quimicos de permeacdo promovem a reducdo reversivel das
propriedades de barreira da pele sem danos a longo prazo para as células viaveis, podendo
alterar a composicdo, as propriedades fisico-quimicas e a organizacao lipidica e proteica
do estrato corneo.®

Com o objetivo de reforcar a solubilidade e biodisponibilidade de farmacos, novos
sistemas lipidicos como microemuls6es e nanoparticulas lipidicas solidas tém também
sido desenvolvidos. As microemulsdes sdo sistemas reservatérios em que a fase interna

constitui um microambiente dimensionalmente restrito, podendo conter moléculas com

20



diferentes polaridades.®? Estes sistemas apresentam uma excelente taxa de penetragdo em
camadas profundas do estrato cdrneo quando comparadas a formulagdes convencionais,
sendo consideradas como sistemas terapéuticos que apresentam grandes possibilidades
de promover a permeagcéo de farmacos através da pele.%® A penetragdo na pele é reforcada,
principalmente, devido a um aumento da sua hidratacdo, que é proporcionada pela
formacdo de uma pelicula oclusiva de algumas nanoparticulas na superficie da pele. Estas
ndo penetram pelo estrato corneo quando incorporadas em geis e cremes que nao
permitem a libertacdo do farmaco das nanoparticulas; dai a necessidade da utilizacdo de
um sistema que permita essa libertagdo, como as formulacGes em espuma, que apresentam
baixa densidade e habilidade de alterar a hidratacéo de pele.5* Uma outra alternativa para
a promocdo da permeacgdo cutdnea, ultrapassando a barreira do estrato cérneo é a

utilizagdo de dispositivos denominados por microagulhas.

1.3. Microagulhas

As microagulhas sdo dispositivos miniaturizados que possuem colecdes de
agulhas com menos de 2 mm de altura e possibilitam a administracdo de farmacos,
péptidos, antigenes e DNA de forma eficiente através da pele.®®> As microagulhas rompem
a barreira do estrato corneo da pele e criam poros (Figura 4), o que resulta numa maior
penetracdo, podendo aumentar a permeabilidade da pele para muitos compostos, desde
pequenas moléculas até proteinas e nanoparticulas carregadas com farmacos que

normalmente ndo penetram no estrato corneo.?*

1

_ Estrato corneo
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I:ibertacﬁ do farmaco
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Figura 4. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo de um dispositivo de

microagulhas.®
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As microagulhas situam-se na interface entre os adesivos transdérmicos e as
agulhas hipodérmicas. No caso das agulhas hipodérmicas, elas administram efetivamente
praticamente qualquer farmaco a praticamente qualquer velocidade na pele, mas sdo
limitadas pela dor, necessidade de conhecimento medico e dificuldade em ter uma
administracdo controlada por longos periodos. Ja os adesivos transdérmicos eliminam
estas limitacOes, mas sofrem da incapacidade de administrar a maioria dos farmacos como
discutido anteriormente.

As microagulhas devem ser grandes o suficiente para penetrar na epiderme e
curtas o suficiente para ndo alcancar a derme e, deste modo, ndo causar dor. Integradas
num adesivo, podem fornecer um método minimamente invasivo para aumentar a
permeabilidade da pele, com um transporte baseado na difusdo, o que pode possibilitar a
entrega transdérmica de muitos farmacos, incluindo moléculas como proteinas.®

A sua utilizacdo é simples, indolor e ndo causa sangramento, tendo ainda
vantagens adicionais, tal como distribuicdo de farmacos, que podem ser encapsulados nas
microagulhas e libertados na corrente sanguinea através de um adesivo colocado na
pele.5” O facto de a sua utilizagdo ser indolor é explicado pelo facto da barreira do estrato
coérneo da pele ndo ter nervos, ou seja, a anatomia da pele oferece a oportunidade de
perfurar agulhas no estrato corneo sem estimular os nervos.®® As microagulhas
apresentam ainda outras vantagens, entre elas: a possibilidade de administracdo de
moléculas de elevado peso molecular; o metabolismo de primeira passagem € evitado; a
rapida cicatrizacdo no local da injecdo comparativamente as agulhas hipodérmicas; o
facto de os pacientes ndo demonstrarem medo das microagulhas; a facilidade de
administracao; a diminuicdo da penetracdo microbiana em comparagcdo com uma agulha
hipodérmica, uma vez que apenas é perfurada a epiderme; a administracdo do farmaco
pode ser direcionada para uma area especifica da pele; um aumento da eficicia do
farmaco pode resultar na reducdo da dose; e boa tolerancia, sem edema ou eritema para
aplicacBes alongo prazo.®’

No entanto, existem também desvantagens entre as quais: uma menor precisdo da
dosagem do que com agulhas hipodérmicas; a necessidade de um uso cuidadoso do
dispositivo para evitar que a dose escape ou penetre na pele em diferentes graus; como a
espessura do estrato corneo e outras camadas da pele varia de individuo para individuo,
a profundidade de penetracdo das microagulhas pode também variar; o ambiente externo,
como a hidratacdo da pele, pode afetar a entrega e a ponta da microagulha pode romper-

se e permanecer dentro da pele apds a remogéo do adesivo.>L¢’
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As microagulhas foram referidas pela primeira vez em 1976, mas foi no final da
década de 90, que se tornaram objeto de uma pesquisa significativa devido aos avangos
na area da microfabricac&o.®® No primeiro artigo publicado sobre este tema, Henry et al.
descreveram o uso de microagulhas so6lidas de silica para facilitar a entrega de um
farmaco modelo na pele humana excisada in vitro.”® Desde entdo, estes dispositivos tém
sido extensivamente investigados. Em 2004, sugeriu-se que as microagulhas pudessem
ser usadas para permitir o transporte transdérmico de macromoléculas e possivelmente
complexos supramoleculares e microparticulas.®® Na dltima década, uma extensa
pesquisa foi realizada sobre a tecnologia das microagulhas, usando uma ampla variedade
de materiais e designs.

As primeiras microagulhas foram fabricadas com silica, metais, cerdmica e vidro.
No entanto, atualmente os polimeros desempenham um papel central na preparacdo de

microagulhas.”

1.3.1. Tipos de microagulhas

As microagulhas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura, forma,
forma da ponta, comprimento, material utilizado para a sua fabricacdo e aplicacdes.’? As

categorias de microagulhas estdo sumariadas na Tabela 1.

Tabela 1. Categorias de microagulhas.

Estrutura Forma Forma da ponta Material utilizado
Solida Cilindrica Vulcdo Silica
Oca Conica Presa de cobra Vidro
No plano Piramidal Micro-hipoderme Polimeros
Fora do plano Quadrada Conica Metal

Com base na estrutura, as microagulhas sdo classificadas como microagulhas no
plano (Figura 5A) e fora do plano (Figura 5B). Nas microagulhas no plano, o eixo da
microagulha ¢é paralelo a superficie do substrato.”®> Uma grande vantagem das
microagulhas no plano é que o comprimento das microagulhas pode ser facil e
precisamente controlado durante o processo de fabricagdo.’”” A limitacdo destas

microagulhas é que é dificil fabricar matrizes de microagulhas com geometria
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bidimensional. Nas microagulhas fora do plano, o comprimento das microagulhas
projeta-se para fora da superficie do substrato.”® As microagulhas podem ainda ser
classificadas como solidas (Figura 5C) ou ocas (Figura 5D). As microagulhas ocas tém
um orificio interno ou lumen que permite o fluxo de fluido/farmaco através das mesmas.

As microagulhas so6lidas possuem lumens solidos e exibem maior resisténcia do que as

2
A

Figura 5. (A) Microagulhas no plano; (B) Microagulhas fora do plano; (C) Microagulhas

microagulhas ocas.”®

ocas; (D) Microagulhas solidas.*

A forma das microagulhas é muito importante, podendo estas ser classificadas
com base na sua forma geral ou na forma da sua ponta. Na Figura 6 estdo representadas
esquematicamente quatro tipos de microagulhas, de acordo com a sua forma,

nomeadamente cilindrica, ponta cdnica, cénica e piramidal.

© @

Figura 6. Formas de microagulhas. (a) Cilindrica; (b) Ponta conica; (c) Cénica; (d)

Piramidal.*
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As microagulhas sdo também classificadas com base nos materiais utilizados, uma
vez que a selecdo deste é extremamente importante para projetar e fabricar microagulhas
para qualquer aplicacdo especifica. Um dos primeiros materiais a ser utilizado na
producdo de microagulhas foi a silica que € um material fragil e que pode ser prejudicial
a satide.”* Também os metais, como o ago inoxidavel, o titanio, o paladio e o niquel, s&o
utilizados na producéo de microagulhas por apresentarem boa biocompatibilidade e boas
propriedades mecanicas.”® Mais recentemente, comecaram a ser estudados materiais
poliméricos, que sdo materiais com propriedades facilmente ajustaveis, muitos sdo
biocompativeis e possuem boas propriedades mecanicas e quimicas favoraveis a
fabricacdo de microagulhas.’® Entre os polimeros mais usados podemos encontrar o acido
poliglicélico (PGA), o é&cido poli(L-latico) (PLLA), o poli(metacrilato de metilo)
(PMMA), o acido polivinilico (PVA) e o poliestireno (PS).% Os polimeros naturais, como
polissacarideos (ex.: celulose), proteinas (ex.: colagenio) e DNA, tém também sido
explorados nesta area devido a sua biodegradabilidade, n&o citotoxicidade, variedades de
estruturas quimicas e carater renovavel. Os polimeros sdo usados principalmente para
produzir microagulhas soltveis e intumesciveis, mas existem estudos que os utilizam na

producio de microagulhas solidas,”” ocas’ e revestidas.”

1.3.2. Estratégias de administracdo de farmacos usando microagulhas

Vaérias estratégias especificas tém sido estudadas para o uso de microagulhas na
entrega transdérmica de farmacos.®® A abordagem “poke with patch” (Figura 7A) utiliza
microagulhas solidas, que sdo aplicadas na pele para criar poros transitorios no estrato
cérneo. Em seguida, sdo aplicadas formulacGes de farmacos convencionais, como
adesivos transdérmicos, pomadas, cremes, géis ou locdes, podendo o transporte ocorrer
por difusdo passiva ou iontoforese, no caso de ser aplicado um campo elétrico. A principal
limitacdo dessa abordagem € a exigéncia de um processo de aplicacdo em duas etapas, 0
que pode levar a problemas de praticidade para os pacientes.®®

Outra abordagem é a "coat and poke" (Figura 7B), utilizada nas microagulhas
revestidas, e que consiste em revestir as matrizes das microagulhas com uma formulacéo
de farmaco antes da aplicacdo na pele. Apds a insercdo, a formulacdo sera dissolvida. As
formulacbes farmacéuticas sdo aplicadas isoladamente ou combinadas com materiais
poliméricos, geralmente por revestimento por imers3o.8° Este tipo de microagulhas tem

sido utilizado na entrega rapida de macromoléculas, como vacinas, proteinas, peptideos
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e DNA na pele, permitindo um processo de aplicacdo simples numa etapa, mas tendo
como principal limitagdo a quantidade restrita de fArmaco que pode ser revestida na area
finita da superficie das estruturas de microagulhas.®

As microagulhas soltveis utilizam uma estratégia de administracdo baseada na
abordagem “poke and release” (Figura 7C) em que a insercdo da microagulha na pele é
seguida pela dissolucdo das pontas das mesmas em contato com o fluido intersticial da
pele. O contetdo é libertado ao longo do tempo, através de uma entrega controlada. O

principal beneficio é o baixo custo dos materiais poliméricos usados.®

T |

Figura 7. Representacdo esquematica de estratégias de administracdo de farmacos
usando microagulhas. (A) “poke with patch” usando microagulhas sélidas; (B) “coat and
poke” usando microagulhas revestidas; (C) “poke and release” usando microagulhas
soluveis; (D) “poke and flow” usando microagulhas ocas; (E) e microagulhas de

hidrogéis.®®

Uma variacdo da abordagem anterior é a “poke and flow” (Figura 7D), utilizada
nas microagulhas ocas. Elas permitem a entrega de um farmaco especifico na pele através
da injecdo de uma formulacéo fluida, bem como a entrega continua de moléculas através

da pele pelo seu orificio, usando diferentes métodos: difusdo ou fluxo acionado por
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pressdo ou eletricamente.®® Tais sistemas séo capazes de fornecer quantidades maiores de
substancias ativas em comparagdo com as microagulhas solidas, revestidas ou solaveis.
A principal limitac@o €é o potencial de entupimento das aberturas da agulha com o tecido
durante a insercdo na pele.”

As microagulhas de hidrogéis sdo preparadas a partir de materiais poliméricos
reticulados. Apds a insercdo, as agulhas de hidrogel absorvem o fluido intersticial e
intumescem, permitindo que os farmacos do adesivo se difundam através da estrutura

para a pele (Figura 7E).%2

1.3.3. Aplicacdes

As microagulhas tém sido exploradas para diferentes aplicagdes que se estendem
a diversos campos, sendo a administracdo de farmacos a mais estudada. Como referido
anteriormente, Henry et al. publicou o primeiro trabalho de pesquisa usando
microagulhas para administracdo transdérmica de farmacos.”® Desde entdo, esta
abordagem tem sido amplamente explorada, utilizando microagulhas produzidas com
diferentes materiais.®’

As microagulhas podem ser usadas para a administracdo de compostos de alto
peso molecular como proteinas e péptidos, produtos imunobiolégicos como vacinas e
anticorpos, agentes bioativos e biomacromoléculas como a insulina, a heparina, a
albumina ou hormonas de crescimento.

Macromoléculas bioativas como a insulina, a heparina e as hormonas do
crescimento ndo sdo administradas por via oral devido a degradacdo proteolitica e a
absorcdo que € prejudicada.®” A maioria dos produtos disponiveis comercialmente é
administrada por via parenteral, sendo, por isso, desejavel uma via ndo invasiva
adequada.b” Verbaan et al. estudaram a administracdo de macromoléculas com peso
molecular variavel na pele através do uso de microagulhas, revelando que as matrizes de
microagulhas aprimoram o transporte através da pele humana para compostos de baixo e
alto peso molecular.®®

Os produtos imunobioldgicos sdo também convencionalmente administrados
através de injecdo por via subcutanea, intramuscular ou intradérmica. No entanto, o
procedimento de vacinacdo convencional sofre de desvantagens como a fobia a agulhas
e a dor associada a insercdo da agulha na pele.®* O principal tipo de microagulhas

utilizado para fins de vacinagdo sdo microagulhas soliveis.®® Sullivan et al. comparou a
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resposta imune a vacinagdo contra o virus Influenza administrada por microagulhas
poliméricas sollveis, microagulhas solidas revestidas e por injecdo intramuscular.®® Os
investigadores concluiram que a eliminagdo do virus do pulmao foi 1000 vezes mais
eficiente quando a vacina foi administrada por microagulhas soltveis do que por injecao
intramuscular.®

Varios estudos tém também sido realizados sobre a aplicagdo das microagulhas
na area do tratamento do cancro da pele. Por exemplo, para fins de diagndstico, tém sido
usadas como uma alternativa a bidpsia, uma vez que conseguem atingir o fluido
intersticial, permitindo a captura de biomarcadores da pele.887

A extracdo comum de sangue para fins de diagndstico apresenta algumas
desvantagens, incluindo fobia por agulhas, necessidade de profissionais de saude
treinados e risco de infecdo associada a agulhas convencionais, entre outros.®® As
microagulhas tém o potencial de superar estas limitagdes, permitindo, por exemplo, a
extracdo de fluido intersticial da pele. Este fluido representa um bom meio para a
monitorizacdo de diferentes analitos, uma vez que a concentracdo de moléculas nele pode
frequentemente ser correlacionada com precisdo com as suas concentragdes sanguineas.
Portanto, as microagulhas oferecem a possibilidade de um sistema de diagndstico sem
dor e sem sangue.®

A indastria cosmética tem também demonstrado um grande interesse na
tecnologia das microagulhas, para o tratamento nédo cirurgico e nao ablativo de condicGes
da pele, como o envelhecimento (rugas), cicatrizes (devido ao acne ou a intervencoes
cirGrgicas), hiperpigmentacdo e perda de cabelo.®8° O processo facilita e estimula a
reparacao natural da pele, sem causar danos epidérmicos permanentes. As microagulhas
sdo usadas principalmente no tratamento de manchas na pele e na entrega de ingredientes
cosméticos ativos.®

Embora tenha havido um progresso significativo na éarea da aplicacdo
transdérmica de microagulhas para administrar farmacos sistemicamente através da pele,
existe uma oportunidade de expandir a sua aplicacdo no tratamento de doencas
dermatoldgicas mais graves, como é o caso de melanomas.’® A sua utilizagdo para
administracdo de farmacos para o tratamento de melanomas foi iniciada por Donnelly et
al. em 2008.°* Com o uso de microagulhas sdlidas de silica e um adesivo com acido
aminolevulinico (ALA), tentaram melhorar a administracdo de ALA na pele. Este foi o

primeiro estudo a demonstrar a entrega localizada de um foto-sensibilizador.®* Apds esses
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estudos, varios grupos exploraram diferentes modelos de microagulhas para administrar
uma variedade de farmacos anticancerigenos.*

Por exemplo, Jain et al. desenvolveram microagulhas de aco inoxidavel revestidas
com &cido 5-aminolevulinico (5-ALA) para melhorar a distribuicdo dérmica do foto-
sensibilizador para tratar tumores da pele. O grupo mostrou que o adesivo de
microagulhas revestido com 5-ALA permitiu uma entrega melhorada de 5-ALA mais
profundamente na lesdo tumoral em comparacdo com a aplicacdo tdpica de creme
contendo 5-ALA (Figura 8).%2 Por outro lado, Naguib et al. demonstraram a viabilidade
do uso de microagulhas de metal s6lidas para melhorar a administracdo intradérmica de
5-FU (5-fluorouracil) para tratar melanomas, mostrando que a aplicacao tépica de creme
5-FU (5%) na pele perfurada por microagulhas inibe significativamente o tumor.%
Embora de natureza preliminar, esses estudos destacam que as microagulhas tém um
grande potencial na melhoria da administracdo intradérmica de agentes antineoplasicos
para melhorar a eficacia do tratamento do cancro da pele.®

Mais recentemente, varios grupos comecaram a explorar a estratégia de
administrar vacinas anti-melanoma, usando microagulhas, como um método para tratar e
prevenir o desenvolvimento deste tipo de cancro.%*%

Figura 8. Micrografias de amostras de microagulhas revestidas com 5-ALA obtidas
usando (A) um estereomicroscopio de campo claro e (B) um microscopio eletronico de
varrimento. Micrografia eletronica de varrimento de microagulhas revestidas com 5-

ALA: (C, D) antes da insercdo e (E, F) apds insercdo por 5 min na pele suina in vitro.%?
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1.4. Microagulhas biopoliméricas

Os biopolimeros séo polimeros naturais sintetizados por organismos vivos, ou seja,
sdo biomoléculas poliméricas constituidas por monémeros como 0s monossacarideos,
acidos nucleicos, ou aminoacidos.®® As caracteristicas mais importantes destas
macromoléculas sdo a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, natureza néo toxica e
capacidade de poderem ser hidrolisadas em produtos removiveis e ndo toxicos.®® As
microagulhas poliméricas devem possuir as seguintes caracteristicas: biocompatibilidade
sem desencadear resposta imune, forga suficiente para penetrar a barreira do estrato
corneo, serem fabricadas de modo a evitar danos em farmacos sensiveis, nomeadamente
proteinas, péptidos e vacinas, e permitirem a entrega controlada e rapida de ingredientes
ativos.®

Os polissacarideos e as proteinas séo as familias de biopolimeros mais utilizadas no
fabrico de microagulhas.® Estas moléculas possuem semelhangas quimicas com os
componentes da matriz extracelular e sdo facilmente reconhecidos e aceites pelo corpo
humano e, apos a absor¢édo, sdo eliminados pelo metabolismo ou por excrecao atravées do
sistema renal.®” Dependendo de seu comportamento in vivo, as microagulhas
biopoliméricas podem classificadas em solliveis, intumesciveis e biodegradaveis.® Para a
entrega de farmacos, as microagulhas sdo frequentemente desenvolvidas usando
polimeros solliveis e biodegradaveis,® enquanto que para a extragdo do fluido intersticial
dérmico, sdo utilizadas microagulhas intumesciveis, que podem absorver quantidades

razoaveis de agua quando inseridas em ambientes aquosos.®

1.4.1. Microagulhas biopoliméricas soluveis

As microagulhas soluveis séo fabricadas usando macromoléculas soluveis em dgua
que se dissolvem apds a insercdo na pele.®® A maioria dos polimeros sollveis s&o
polissacarideos como o dextrano, o sulfato de condroitina de sddio e o alginato de sodio
e 0 &cido hialurénico (HA) e a amilopectina. Estes polissacarideos contém grupos
hidrofilicos ou sdo ramificados, o que Ihes confere uma excelente solubilidade em agua,
e permite que as microagulhas a base destes polissacarideos se dissolvam muito
rapidamente quando inseridas na pele.> As microagulhas soliveis fornecem uma
alternativa a administragdo de farmacos em doses menores do que aquelas administradas
por meio de inje¢des, reduzindo ndo apenas os efeitos sistémicos, mas também os custos

dos tratamentos.® Além disso, como a formulagdo do farmaco é incorporada como parte
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da matriz das microagulhas, o carregamento e a libertagio do farmaco séo precisos.®® No
entanto, o facto de este tipo de microagulhas apresentar uma menor resisténcia mecanica

pode dificultar a insercéo na pele.°

1.4.2. Microagulhas biopoliméricas biodegradaveis

As microagulhas biodegradaveis sdo fabricadas usando polissacarideos e
proteinas que se degradam apds a inser¢do na pele.® Os polimeros biodegradaveis ndo se
dissolvem nem expandem em contacto com a agua, mas podem ser degradados num
periodo de tempo mais longo comparativamente aos polimeros soliiveis.*® Os polimeros
mais utilizados sdo a quitina, 0 quitosano, o amido e a seda.?®10%192 Devido as suas
propriedades quimicas e bioldgicas, este tipo de polimeros é degradado em componentes
n&o toxicos, que sdo eliminados do corpo através de vias metabélicas.®® Assim, este tipo
de polimeros naturais sdo muito utilizados na preparacdo de microagulhas para entrega

controlada de farmacos de libertagdo prolongada.®

1.4.3. Microagulhas biopoliméricas intumesciveis

As microagulhas intumesciveis séo fabricadas usando hidrogéis que, devido a sua
estrutura reticulada, aumentam de volume na pele sem se dissolverem.%® Assim sendo,
estes biopolimeros permitem ndo s6 a libertacdo de farmacos pré-carregados, mas
também a extracdo de fluido intersticial.!®® Para a producéo deste tipo de microagulhas
tem sido reportado o uso de HA metacrilatado e seda modificada.**'% Em comparagio
com os tipos de microagulhas biopoliméricas mencionados anteriormente, estas permitem
a interrupcdo do tratamento caso ocorram reacdes adversas ao farmaco, ou em caso de
sobredosagem.® E importante salientar que estas microagulhas devem ter resisténcia
mecanica suficiente no seu estado seco, para permitir a penetracdo no estrato corneo, e
reter parcialmente essa tenacidade no seu estado hidratado, de forma a que seja possivel

a sua remocao intacta da pele.®

1.4.4. Fabrico de microagulhas biopoliméricas

Existem diversos métodos de fabrico de microagulhas baseados em varias técnicas
diferentes, sendo eles a fotolitografia, producdo continua de interface de liquido,
micromoldagem, impressdo 3D, litografia de extragdo, entre outros.> A micromoldagem

¢ 0 método mais utilizado por ser eficiente, de baixo custo, apresentar uma boa
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reprodutibilidade e ser facil de aplicar em producdes de grande escala.® Este processo
envolve seis passos, nomeadamente a producdo do modelo mestre, preparacdo do molde
fémea das microagulhas, moldagem do polimero no molde fémea, remogao de bolhas por
centrifugacdo ou vacuo, solidificacdo por secagem ou fotopolimerizacdo, e finalmente
remocgéo das microagulhas do molde fémea (Figura 9).

_’\\\\\\_’

Modelo Mestre Produgdo do molde Molde Fémea
fémea com PDMS l
p— —
Microagulhas poliméricas Solidificacio Preenchimento com a

solucdo de polimero

Figura 9. Esquema do processo de fabrico de microagulhas polimericas por

micromoldagem com um molde de polidimetilsiloxano (PDMS).?

Os moldes fémea usados no segundo passo devem transcrever totalmente as
microestruturas do modelo mestre e podem ser feitos de varios materiais, sendo o
polidimetilsiloxano (PDMS) o mais utilizado devido a sua boa capacidade de transcrigéo,
boa estabilidade térmica e baixa adesdo, o que facilita a separacdo das microagulhas do
molde.!®® Embora a micromoldagem apresente muitas vantagens para a preparacdo de
microagulhas poliméricas, ainda existem algumas limitagdes, nomeadamente o facto de
ser um método complexo com varios passos demorados, 0 que pode causar a perda de
atividade de ingredientes ativos encapsulados nas microagulhas, e também por necessitar
de calor ou luz ultravioleta, o que limita a possibilidade de utilizar ingredientes ativos

sensiveis, como peptideos, proteinas e vacinas.'%
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1.4.5. Microagulhas biopoliméricas no transporte transdérmico de farmacos

Para a entrega transdérmica de farmacos, os ingredientes ativos podem ser
incorporados na matriz das microagulhas, nomeadamente nas pontas e na base, ou
revestidos na superficie da sua estrutura.® Para controlar a libertagdo de farmacos, estes
também podem ser pré-carregados em nanoparticulas que sdo entdo encapsuladas na
matriz.> No caso das microagulhas sollveis, tendo em conta que o ingrediente ativo se
encontra incorporado na matriz das microagulhas e é libertado a medida que estas se
dissolvem, é possivel manipular a cinética de libertacdo do ingrediente ativo através da
natureza do polimero e da sua taxa de dissolugdo.®® A escolha do polimero é entdo um
passo chave para se obter as caracteristicas de dissolugio desejadas.® Por exemplo,
biopolimeros solGveis, como o dextrano, o sulfato de condroitina de sodio, a
hidroximetilpropilcelulose (HPMC) e a carboximetilcelulose (CMC), tém sido
amplamente estudados para producdo de microagulhas para administracdo de farmacos
como a desmopressina e o donepezilo.>1%

O pululano é um polissacarideo ndo idnico produzido pelo fungo Aureobasidium
pullulans.” Este biopolimero apresenta propriedades interessantes para fins biomédicos,
nomeadamente a sua ndo toxicidade, solubilidade em agua, possibilidade de producdo de
solucgdes de baixa viscosidade, excelente capacidade de formacéo de filmes, adesividade
e bom desempenho mecénico.” O uso de pululano tem captado especial interesse para
diversas aplicacBes no dominio dos materiais de base biolégica, nomeadamente no
desenvolvimento de sistemas para libertagdo de farmacos para tratamento de cancro.'%
Por exemplo, microesferas de pululano podem atuar como sistemas eficientes de entrega
de farmacos com elevada permeabilidade e efeito de retencdo. Os farmacos conjugados
com estes sistemas de pululano tendem a acumular-se mais no tumor ou no tecido/células
danificadas do que nos tecidos normais, para além de que reduzem a toxicidade do
farmaco em relagdo as células normais.!®® Num estudo realizado por Fundueanu et al.,
poli(N-isopropilacrilamida-co-acrilamida) foi enxertada em microesferas de pululano
atuando como sistemas de administracdo de farmacos ndo-tdxicos, dependentes da
temperatura, confirmando-se que o uso deste biopolimero confere estabilidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade as microesferas.®

Noutro estudo, por derivatizacdo do pululano, sintetizaram bioconjugados deste
polimero com doxorrubicina (DOX) e &cido folico.'° Este estudo sugere que 0s novos

bioconjugados de DOX-pululano possuem propriedades adequadas para o0
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direcionamento de farmacos e a incorporacdo em células cancerigenas.!'® Tao et al.,
utilizaram NPs de pululano modificadas com colesterol como sistemas de administragdo
de farmacos antitumorais, tendo avaliado o efeito do tamanho das NPs no direcionamento
passivo dos farmacos e a eficiéncia do mesmo, concluindo que o uso das NPs de pululano
com os farmacos permitem eliminar as células cancerigenas através da libertacdo de
farmacos fora das células.*'!

O uso de pululano no desenvolvimento de microagulhas sollveis incorporadas
com insulina foi estudado por Fonseca et al, no qual os sistemas foram caracterizados
mecénica e morfologicamente, sendo também avaliada a sua eficiéncia in vitro na entrega
da insulina.’® Contudo, o pululano nunca foi estudado para produzir microagulhas
soluveis para aplicagdo no tratamento de cancro de pele.

Neste contexto, e como forma de contribuir para o desenvolvimento de sistemas
eficientes para o tratamento do cancro da pele, o principal objetivo desta dissertacdo € a
preparacdo e caracterizacdo de microagulhas de pululano contendo com nanoparticulas
de ouro funcionalizadas com fucoidano, que € um polissacarideo com propriedades

anticancerigenas, com potencial aplica¢do no tratamento ndo invasivo de cancro da pele.
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2. Materiais e Métodos

Neste capitulo apresentam-se todos 0s reagentes e materiais usados na preparacao
dos sistemas de microagulhas soltveis de pululano com NPs de ouro funcionalizadas com
fucoidano, bem como as técnicas de caracterizacdo utilizadas para avaliar a sua

morfologia, propriedades mecénicas e citotoxicidade in vitro.

2.1. Reagentes, materiais e células

O pululano (98% e MW 272 kDa) foi adquirido ao grupo B&K Technology
(China). O hidrogenotetracloreto de ouro (IlI) trihidratado (HAuCls), o fucoidano
(extraido da alga Fucus vesiculosus) e o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazdlio (MTT, 98%) foram comprados a Sigma-Aldrich. A solucdo de tampao
fosfato (PBS, pH 7,4), Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), soro fetal de
bovino, L-glutamina, penicilina/estreptomicina e fungizone foram obtidos da Gibco®
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A linha celular A375 de melanoma humano foi
obtida da Cell Lines Services (Eppelheim, Alemanha).

2.2. Preparacao das microagulhas de pululano

Os sistemas de microagulhas foram preparados por micromoldagem utilizando
moldes de PDMS com 15x15 microagulhas de dimensdo (Figura 10). A solucdo de
pululano (10% e 20% m/v) foi colocada no molde das microagulhas de modo a que todos
os orificios estivessem preenchidos. De seguida, os moldes foram colocados em tubos de
centrifuga e foram centrifugados (Thermo Scientific, Heraeus Megafuge 16R) durante 5
minutos a 6000 rpm, para remover as bolhas de ar e para que todos os orificios do molde
fossem preenchidos. A centrifugacdo foi repetida até ndo se verificar a existéncia de

bolhas no molde, que foi posteriormente deixado na estufa a 30 °C durante a noite.
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Figura 10. Fotografia digital do molde de PDMS utilizado para preparar as microagulhas
de pululano.

2.3. Sintese de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com fucoidano

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas segundo o protocolo descrito
na literatura.’'® Resumidamente, 490 pL de HAUCIls3H20 (5,1 mM) foram adicionados a
dois tubos de reacdo com 5 mL de solugdes de fucoidano com 0,1 e 0,05% (m/v),
respetivamente. As misturas foram aquecidas a 120 °C durante 1 minuto num Microondas
Anton Paar, Monowave 300. Apés a reacdo, as nanoparticulas foram centrifugadas
durante 30 minutos a 15000 rpm e 4 °C, sendo lavadas 2 vezes com agua ultrapura. As

amostras foram armazenadas a 4 °C.

2.4. Preparacdo das microagulhas de pululano contendo
AuNPs/fucoidano

O pululano foi dissolvido em &gua ultrapura, sob agitacdo constante, para se obter
uma solucdo com concentracdo 20% (m/v). Nesta solucdo foram incorporadas as
AuNPs/fucoidano com uma concentracgdo de 20 pug mLt. Em seguida, aproximadamente
50 L dessa solucdo foram adicionados aos moldes de PDMS e centrifugados (Centrifuga
Hettich Rotofix 32%) durante 10 minutos a 6000 rpm, para que todos os orificios do molde
fossem preenchidos. Depois, a camada centrifugada, foram novamente adicionados cerca
de 50 pL da solucdo de polimero, que foi posteriormente deixado na estufa a 30 °C

durante a noite.
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2.5. Caracterizacéo das amostras

2.5.1. Espetroscopia de ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de absorcdo de UV-Vis das solugdes coloidais de Au NPs foram
registados usando um espectrofotometro Jasco V-560 UV/VIS (190-900 nm), usando

cuvetes de quartzo e o respetivo solvente como referéncia.

2.5.2. Espetrometria de plasma acoplado indutivamente (ICP)

A andlise quimica do elemento ouro foi realizada num espectrometro Jobin Yvon
70 Plus. De forma a garantir a solubilizacdo de todos os elementos, as amostras foram
digeridas com uma solucédo de HCI/HNO3/HCIO4 e posteriormente sujeitas a aquecimento

num forno micro-ondas.

2.5.3. Dispersao dinamica de luz (DLS)

A analise do tamanho de particulas e medicdo do potencial Zeta das solucdes
coloidais de Au NPs foi realizado usando um ZetaSizer Nano ZS (green badge) modelo
Zen3500 da Malvern.

2.5.4. Analise morfoldgica das microagulhas

A caracterizacdo morfoldgica das microagulhas foi realizada recorrendo a uma
lupa Nikon SMZ18. Foi medida a altura de 15 microagulhas de forma aleat6ria em 3
sistemas de microagulhas de cada amostra. As alturas foram medidas recorrendo ao
programa NIS-Elements, versdo 4.50,00, Copyright 1991-2015 Laboratory imaging.

Adicionalmente, as microagulhas obtidas foram também examinadas num
microscopio 6tico (Olympus BX51) cujo poder de ampliacdo da lente ocular foi de 5x e
a ampliacdo da lente da objetiva foi de 5%, dando uma ampliacdo total de 25%. O

processamento de imagens foi realizado usando o software de imagem NIS Elements.
2.5.5. Analise mecanica das microagulhas

Para a caracterizacdo mecénica foi realizado um teste de compressdo axial

recorrendo a um equipamento TA.XT. Plus C equipado com uma sonda de a¢o inoxidavel
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com 2 mm de didmetro. Os dados do teste foram obtidos pelo programa Exponent
connect, versdo 7.0.3.0, copyright 2019, registado a Universidade de Aveiro. As
definicbes do aparelho foram as seguintes, modo de teste: compressao, velocidade pré
teste: 0,1 mm s2, velocidade de teste: 0,01 mm s e velocidade pos teste: 10,0 mm s,

2.5.6. Teste de inser¢do em parafilme

Relativamente ao teste de insercdo, o parafilme foi dobrado em oito camadas, de
modo a simular a espessura da pela excisada. As microagulhas foram inseridas nas
camadas de parafilme usando o Texture Analyser TA.XT. Plus C, aplicando uma forca
de 40 N durante 30 segundos. De modo a analisar a taxa de insercao e profundidade, cada
camada de parafilme foi observada ao microscopio 6tico (Olympus BX51) e o nimero de
orificios (em cada camada) foi contado.

2.6. Citotoxicidade in vitro

O potencial citotoxico das amostras foi avaliado nas linhas celulares HaCaT
(queratinécitos humanos imortalizados e ndo cancerigenos) e A375 (células de melanoma
humano) usando o ensaio do MTT. O ensaio envolve a conversdo do MTT, soluvel em
agua, no formazano, insolivel em agua, cuja concentracdo apds solubilizacdo €
determinada pela absorbancia a 570 nm (ISO 10993-5:2009(E)). As células cresceram em
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal de bovino, 2 mM L-glutamina, 10 000
U mL? penicilina/estreptomicina e 250 pg mL* fungizone a 37 °C com 5% de CO2 em
atmosfera humidificada. As células foram observadas diariamente num microscopio
eclipse T100 (Nikon, Téquio, Japéo).

O teste foi realizado com os sistemas de microagulhas de pululano/AuNPs/
fucoidano. Como controlo negativo as células foram expostas apenas ao meio e a
viabilidade celular foi calculada relativamente as células controlo, segundo a formula que

Se segue:

Abs — Abs
Viabilidade celular (%) = amostra DMS0 % 100

Absamostra - AbsDMSO

As amostras foram esterilizadas recorrendo a varios ciclos de exposi¢éo a radiacdo

ultravioleta. Posteriormente, foram incubadas com 1,5 mL de meio DMEM completo a
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37 °C com 5% de CO. durante 24 h para preparagédo do extrato. Foram preparadas placas
com 6000 células/poco e estas foram incubadas no meio de cultura durante 24 h para
adesdo. Apds as 24 h, o meio foi retirado dos pocos e substituido por 100 uL do extrato,
e as células incubadas durante mais 24 h. O extrato foi previamente diluido 1:2 com meio
DMEM.

No final da incubac&o, adicionou-se 50 puL de MTT (1 g L™) a cada pogo e
incubaram-se as placas durante 4 ha 37 °C com 5% de CO, com atmosfera humidificada.
Posteriormente, 0 meio de cultura com MTT foi removido e substituido por 150 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) e a placa colocada num agitador por 2 h no escuro de forma a
dissolver completamente os cristais de formazano. A absorbancia das amostras foi medida
comum BioTek Synergy HT plate reader (Synergy HT Multi-Mode, BioTeK, Winooski,

VT) a 570 nm com corregdes de branco.
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da preparacdo e a
caraterizacdo das microagulhas de pululano, das nanoparticulas de ouro (AuNPs) e do
sistema de microagulhas pululano/AuNPs/fucoidano. O primeiro passo relativo a
producdo das microagulhas consistiu na otimizacdo da concentragéo de pululano (10 e
20% m/v), seguido da sintese por micro-ondas das AuNPs funcionalizadas com fucoidano
(0,1 e 0,05%, m/v), e posteriormente a incorporagédo das AuNPs/fucoidano na formulacao
das microagulhas de pululano (Figura 11) como agente anticancerigeno para o tratamento
de melanoma.!*® As microagulhas foram caracterizadas em termos de morfologia,
desempenho mecénico, inser¢cdo num modelo fisico de pele, e o seu potencial citotdxico
foi avaliado nas linhas celulares HaCaT (queratinocitos humanos imortalizados e nédo

cancerigenos) e A375 (células de melanoma humano).
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Figura 11. Representacdo esquematica da preparacdo do sistema de microagulhas

soltveis de pululano e nanoparticulas de ouro funcionalizadas com fucoidano.

3.1. Preparacao e caracterizacdo das microagulhas de pululano

As microagulhas de pululano foram preparadas por micromoldagem usando

moldes de polidimetilsiloxano (PDMS) e foram estudadas duas concentracfes do
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polissacarideo. De forma a determinar qual a concentracdo mais indicada, as
microagulhas de pululano obtidas foram caracterizadas morfologica e mecanicamente.

Na Figura 12 apresentam-se as fotografias digitais das microagulhas com 10 e
20% de pululano obtidas na lupa. A observagdo das microagulhas na lupa mostrou que 0s
sistemas com 10% de pululano apresentavam microagulhas ocas pois apenas as pontas se
encontram preenchidas, enquanto que nos sistemas com 20% de pululano, as
microagulhas estavam completamente preenchidas e com as pontas bem definidas.

Adicionalmente, as microagulhas apresentam alturas médias de 0,38+0,03 mm
quando preparadas com 10% de pululano e 0,43+0,03 mm com 20% de pululano. A
diferenca de tamanho das microagulhas para as diferentes concentragdes pode ser
explicada pela diferenca nas concentracdes das solugdes usadas para a sua preparacéo, e,
portanto, a quantidade final de polimero nas microagulhas. Tendo em conta as dimensdes
do molde (0,50 mm de profundidade), podemos concluir que ocorreu uma redugdo no
tamanho das microagulhas de cerca de 24% para as preparadas com 10% de pululano e
de cerca de 14% para as preparadas com 20% de pululano, o que esta de acordo com 0s
valores reportados por Fonseca et al.*°, e pode ser justificado pela evaporagdo do solvente
e a quantidade de pululano usado. Os sistemas preparados com a solucdo de 20% de
pululano apresentam uma maior quantidade do polimero, o que justifica o0 maior tamanho
das microagulhas e o seu total preenchimento com pontas bem definidas.®
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Figura 12. Fotografias dos sistemas de microagulhas obtidas na lupa para as diferentes

concentracdes de pululano: (A) 10% pululano e (B) 20% pululano.
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De modo a avaliar a forga mecénica das microagulhas, foi realizado um teste de
compressdo axial. O gréfico da Figura 13 mostra-nos que o0 aumento da concentracao de
pululano promove um aumento na forga mecanica das microagulhas a partir da distancia
de 0,2 mm. O valor de forca semelhante que se verifica entre as distancias de 0 e 0,2 mm
para as duas amostras pode estar relacionada com o aspeto das microagulhas, como
podemos observar na Figura 12. Para ambas as concentrac6es as pontas das microagulhas
encontram-se preenchidas, deste modo, a forca suportada pela ponta das microagulhas
em ambas amostras é semelhante. No entanto, a medida que avan¢amos no corpo das
microagulhas aquelas que ndo estdo preenchidas (10% de pululano) suportam forgas
inferiores.

As microagulhas produzidas neste estudo apresentaram uma forga por agulha de
0,39 N para os sistemas preparados com 10% de pululano e 0,44 N para os sistemas
preparados com 20% de pululano, para o deslocamento de 0,2 mm, o que esta de acordo
com os resultados obtidos por Fonseca et al.*°, que foram de 0,3 a 0,53 N por agulha para
0 mesmo deslocamento. Os valores obtidos estdo também de acordo com o valor limite
de 0,15 N por agulha reportado por Davis et al.*'” para a insercdo na pele usando outras
microagulhas, o que demonstra a adequacdo das microagulhas de pululano produzidas

para a insercao na pele.
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Figura 13. Grafico da forca por agulha (N) em funcdo da distancia (mm) para as

diferentes concentracdes de pululano (10% e 20% m/v).

Com base no desempenho das microagulhas preparadas com diferentes

concentragdes de pululano, as microagulhas com 20% de pululano apresentaram
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melhores caracteristicas mecéanicas e morfologicas e, como tal, foram as escolhidas para

avancar para a fase seguinte de incorporacdo das nanoparticulas de ouro.

3.2. Sintese e caracterizacdo das AuNPs funcionalizadas com fucoidano

A sintese das AuNPs funcionalizadas com fucoidano foi realizada recorrendo a
radiagdo micro-ondas que permite a obtencdo de AUNPs ao fim de 1 minuto de reagéo e
com propriedades anticancerigenas, tal como reportado por Pinto et al.!*® Assim sendo,
foram testadas diferentes concentragdes de solugédo de fucoidano, nomeadamente 0,1% e
0,05 % (m/v), para estudar o seu efeito no tamanho e concentracdo das AuNPs.

A mudanca de cor das solucbes de Au de amarelo para um tom arroxeado para a
concentracdo de fucoidano de 0,1% e um tom avermelhado para a concentragdo de
fucoidano de 0,05%, permite confirmar a formacdo das AuNPs (Figura 14A). A formacéo
de uma cor avermelhada no caso da solu¢do de menor concentracéo de fucoidano podera
estar associada a formacdo de nanoparticulas maiores e mais agregadas devido a menor
quantidade de fucoidano presente na superficie das AuNPs.

O espetro de UV-vis das AuNPs para a concentragdo 0,1% mostrou uma banda
tipica a cerca de 540 nm no espetro do visivel, como podemos observar na Figura 14B,
que é indicativa da formag&o das nanoparticulas de ouro.'*® Nos resultados obtidos por
Pinto et al., 0 espetro das AUNPs apresenta um pico a 520 nm para a mesma concentracdo
de fucoidano.*® Um outro estudo realizado por Jang et al.*® revelou valores de 546,5 nm
para uma concentracdo de 0,1% de fucoidano, o que nos permite concluir que existe uma
concordancia dos valores obtidos com o reportado na literatura.

Adicionalmente, as solucdes coloidais de AuNPs/fucoidano foram quantificadas
relativamente ao elemento quimico de Au por espetrometria de plasma acoplado
indutivamente (ICP). Os resultados analiticos demonstraram que diferentes
concentracdes de fucoidano originam solugdes coloidais de AuNPs/fucoidano com
concentracdes de Au distintas, nomeadamente de 47 mg L para as AuNPs sintetizadas
com 0,05% de fucoidano e 181 mg L* para as AuNPs sintetizadas com 0,1% de
fucoidano. Esta diferenca nas concentracdes vai de encontro a intensidade de cor das

respetivas solucdes coloidais de AuNPs/fucoidano (Figura 14A).
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Figura 14. (A) Fotografias digitais das solugdes coloidais das AuNPs preparadas com
diferentes concentracdes de fucoidano (0,1 e 0,05%, m/v) e (B) espetros de UV-vis das

AuNPs funcionalizadas com fucoidano para a concentragéo de 0,1 % m/v.

As solugdes coloidais de AuNPs/fucoidano foram ainda analisadas por difuséo
dindmica de luz (DLS) para determinar o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas, os
quais rondaram os 130 nm el112 nm para as AuNPs sintetizadas com 0,05% e 0.1% de
fucoidano, respetivamente. Os valores obtidos confirmam o aumento do tamanho das
nanoparticulas, com a diminuicdo da concentracdo de fucoidano. Embora estes valores
sejam superiores aos reportados, por exemplo, por Jang et al.!'8, que apos anélise por
DLS, obtiveram valores de 75 nm para uma concentracdo de 0,1% de fucoidano, a
tendéncia de aumento do tamanho das AuNPs com a reducdo da concentracdo de

fucoidano esta de acordo com literatura, nomeadamente com o estudo de Pinto et al.16
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Figura 15. Analise de DLS da distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas de ouro
(AuNPs) sintetizadas com 0,1 e 0,05% (m/v) de fucoidano.
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Com base no tamanho e quantidade das AuNPs, as nanoparticulas sintetizadas com
0.1% (m/v) de fucoidano, que possuem tamanho menor e uma maior concentracdo de

ouro, foram as escolhidas para serem incorporadas nas microagulhas de pululano.

3.3. Preparacao e caracterizacdo das microagulhas de pululano/AuNPs/

fucoidano

Apobs a otimizagdo da concentracdo de pululano na producdo das microagulhas
biopolimericas, bem como da concentracao de fucoidano na sintese por micro-ondas das
AuNPs funcionalizadas, o proximo passo centrou-se na incorporacdo do sistema
AuNPS/fucoidano na formulagdo das microagulhas (Figura 11) como agente
anticancerigeno para o tratamento de melanoma. As microagulhas de pululano/AuNPs/
fucoidano preparadas a partir de uma solucéo de pululano a 20% (m/v) e fucoidano a
0.1% (m/v), foram caracterizadas no que diz respeito a sua morfologia, desempenho
mecanico e capacidade de insercdo num modelo de pele. Adicionalmente, o seu potencial
citotoxico foiavaliado nas linhas celulares HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados

e ndo cancerigenos) e A375 (células de melanoma humano).

3.3.1. Analise morfoldgica

As microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano, preparadas igualmente por
micromoldagem, foram analisadas na lupa para verificar a sua morfologia. Na Figura 16
apresentam-se as fotografias digitais das microagulhas, nas quais é possivel verificar a
presenca de algumas microagulhas ocas, em que apenas as pontas se encontram
preenchidas. Este comportamento pode ser explicado possivelmente pelo aumento de
viscosidade da solucao de pululano bem como pela evaporacdo do solvente de forma néo-
uniforme, ap6s a incorporacdo das AuNPs/fucoidano, mas também pela ineficiente

remocdo das bolhas de ar durante o processo de micromoldagem.
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Figura 16. Fotografias digitais das microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano obtidas

na lupa.

3.3.2. Analise mecanica

Relativamente ao desempenho mecanico, as microagulhas devem resistir a
insercdo na pele sem quebrar ou entortar, permitindo a aplicacdo de ingredientes ativos
nas camadas mais profundas da pele e atingir a corrente sanguinea. De modo a avaliar a
forca mecénica das microagulhas, foi realizado um teste de compressao axial.

Na Figura 17 é possivel comparar a forca suportada pelas microagulhas de
pululano funcionalizadas com AuNPs/fucoidano e as correspondentes microagulhas s
de pululano (20% m/v). A disparidade na forca suportada pelas microagulhas estudadas
pode estar relacionada com a diferenca no seu aspeto morfologico, ou seja, o facto de
algumas microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano estarem ocas pode ser a razéo de
suportarem uma forca menor do que as microagulhas de pululano. Ainda assim, as
microagulhas produzidas apresentaram uma forca por agulha de 0,22 N para o
deslocamento de 0,2 mm, que é superior ao valor limite de 0,15 N por agulha relatado por
Davis et al.''” para a insercdo na pele usando microagulhas, o que demonstra que este
sistema de microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano é adequado para a insercdo na

pele.
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Figura 17. Gréafico da forca por agulha (N) em funcdo da distancia (mm) para as
microagulhas de pululano (20%, m/v) e para as microagulhas de pululano funcionalizadas

com AuNPs/fucoidano.

Na Figura 18 podemos observar o comportamento das microagulhas apés a
realizacdo do teste de compressdo axial. Quando se realizou este teste com as
microagulhas de pululano verificou-se que estas apresentavam as pontas dobradas, o que
esta de acordo com os resultados obtidos por Vora et al.'! No caso das microagulhas de
pululano/AuNPs/fucoidano, as suas pontas, apds o0 teste mecanico, encontravam-se
quebradas ou esmagadas. Isto é também justificado pelo facto de estas agulhas estarem

ocas, resistindo menos a aplicacdo de uma forca com igual valor.

Figura 18. Fotografias dos sistemas de microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano
obtidas no microscépio oOtico (ampliacdo: 25x) ap0s a realizagdo do teste mecénico de

compressao.

47



3.3.3. Inserc¢éo no modelo de parafilme

A capacidade de insercdo na pele das microagulhas foi investigada numa
configuracdo de modelo de pele composta por oito camadas de parafilme (Figura 19A),
onde uma forca média de 40 N foi aplicada a cada sistema durante 30 segundos.'® As
microagulhas perfuraram a primeira, a segunda e a terceira camadas de parafilme (Figura
19B). A terceira camada corresponde a uma profundidade de penetragdo de 381 pum, o

que indica que as microagulhas conseguem atingir a derme cutanea (Figura 3).
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Figura 19. (A) Esquema da insercdo das microagulhas nas das 8 camadas de parafilme,
e (B) micrografias oticas (ampliacdo: 25x) da 12 e 3% camadas de parafilme apos os testes

de insercao das microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano.

Estes resultados estdo de acordo com o que foi reportado por Fonseca et al.1°,
relativamente & insercdo de microagulhas de pululano num modelo de parafilme
semelhante. Num estudo realizado por Pan et al.*®, em que utilizaram microagulhas
soluveis de HA, apos a realizagdo do teste de insergcdo no parafilme, foi possivel concluir
que as agulhas conseguem penetrar até uma profundidade de, aproximadamente, 330 um,
conseguindo assim atingir a zona onde estdo localizadas as células do melanoma. Isto

permite concluir que, apesar das microagulhas apresentarem uma estrutura oca,
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conseguem, ainda assim, penetrar a camada basal epidérmica e a derme superior,
atingindo desta forma o local onde est&o localizadas as células do melanoma pretendidas.
Contudo, a otimizacdo da producdo das microgulhas de pululano com AuNPs
funcionalizadas com fucoidano deve ser considerada no futuro para ultrapassar esta

limitacdo e evitar variabilidade nas propriedades das microagulhas.

3.3.4. Avaliagéo da citotoxicidade in vitro

O efeito das microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano na viabilidade celular
das linhas celulares HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados e ndo cancerigenos) e
A375 (células de melanoma humano) foi avaliado pelo ensaio do MTT. Este é um teste
colorimétrico baseado na conversdo do MTT num composto de coloracdo roxa, ou seja,
o formazano (Figura 20), pelas celulas viaveis, sendo a quantidade de formazano usada
para a quantificar a atividade metabdlica das células (ISO 10993-5:2009(E)). As linhas
celulares HaCaT e A375 foram selecionadas por serem, respetivamente, uma linha celular
ndo tumoral e uma linha celular de melanoma humano. Adicionalmente, a linha celular
de melanoma humano foi também escolhida com base em estudos anteriores que
demonstraram que o sistema AuNPs/fucoidano possui potencial anticancerigeno

relativamente a células de melanoma humano.*®
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Figura 20. Esquema reacional da transformacdo do MTT em formazano (ISO 10993-
5:2009(E)).

A Figura 21 evidencia os resultados da viabilidade celular para os sistemas de
microagulhas de pululano e pululano/AuNPs/fucoidano, para um tempo de exposicao de
24 h. Como era expectavel, foram obtidos valores de crescimento celular normais para o
controlo, ou seja, 100% de viabilidade celular. Adicionalmente, ambos os sistemas de
microagulhas apresentam-se nao citotoxicos para as células HaCaT, dado que a

viabilidade celular se manteve nos 100%. Contudo, no caso das células A375, a exposicao
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aos dois sistemas de microagulhas originou uma reducdo da viabilidade celular para
valores de 85,4+1,3% (microagulhas de pululano) e 74,3+2,5% (microagulhas de
pululano/AuNPs/fucoidano). Embora estes valores estejam dentro do intervalo
considerado ndo-citotoxico, ou seja, um determinado material é considerado citotdxico
quando a viabilidade celular é diminuida em mais de 30% (ISO 10993-5:209(E)), esta
reducdo indica que a presenca de AuNPs/fucoidano nas microagulhas de pululano
influencia a viabilidade celular das células de melanoma humano.

Estudos anteriores reportaram que o potencial anticancerigeno do sistema
AuNPs/fucoidano relativamente a células de melanoma humano €é dependente da
concentracdo.'® Assim sendo, o aumento da concentracdo das AuNPs/fucoidano nas
microagulhas ird promover certamente uma resposta citotoxica superior nas células A375.
Apesar dos resultados serem promissores, sera necessario testar outras concentracdes de
AuNPs/fucoidano e tempos de exposicéo, a fim de provar que o sistema de microagulhas

de pululano/AuNPs/fucoidano possui potencial anticancerigeno.
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Figura 21. Viabilidade celular (%) das células HaCaT e A375 quando expostas as

amostras de microagulhas de pululano e pululano/AuNPs/fucoidano durante 24 h.
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4. Conclusoes e trabalho futuro

Neste trabalho desenvolveram-se microagulhas soldveis de pululano
funcionalizadas com AuNPs/fucoidano para potencial aplicacdo no tratamento de cancro
da pele. Comecou por se realizar a otimizagdo da concentracdo de pululano, que permitiu
depreender que quanto maior for a concentragdo de pululano, maior sera a for¢a mecéanica
das microagulhas e o seu aspeto morfoldgico. Assim sendo, a concentracao escolhida foi
de 20% m/v de pululano. O passo seguinte passou pela sintese das nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com fucoidano recorrendo a radiacdo micro-ondas, em que foram
testadas diferentes concentracGes de solugdo de fucoidano, nomeadamente 0,1% e 0,05
% mlv, para estudar o seu efeito no tamanho e concentracdo de AuNPs. A solugdo de
0,1% m/v de fucoidano permitiu a obtencédo de particulas com um tamanho menor, sendo
por isso, a solucao escolhida para incorporar nas microagulhas de pululano.

As microagulhas de pululano funcionalizadas com AuNPs/fucoidano, preparadas
por micromoldagem, apresentavam-se ocas, ao contrario dos sistemas preparados apenas
com pululano, o que justifica o facto de, mecanicamente, suportarem valores de forca
inferiores. Ainda assim, estes sistemas de microagulhas conseguem penetrar a barreira do
estrato corneo, o que é bastante positivo. Adicionalmente, a citotoxicidade in vitro das
microagulhas foi avaliada nas linhas celulares HaCaT (queratindcitos humanos) e A375
(células de melanoma humano) ao fim de 24 h. Os resultados mostraram que as
microagulhas de pululano/AuNPs/fucoidano ndo sdo citotoxicas para as células HaCaT,
dado que a viabilidade celular se manteve nos 100%, no entanto, a viabilidade celular das
células A375 reduziu para 74,3+2,5%. Esta diminuicdo € indicadora de que as
microagulhas possuem uma certa toxicidade celular para as células de melanoma, e, por
conseguinte, aumentar a concentracdo das AuNPs/fucoidano promovera seguramente
uma resposta citotoxica mais elevada nas células cancerigenas. Os resultados alcancados
nesta dissertacdo comprovam entdo a potencialidade destes sistemas de microagulhas de

pululano/AuNPs/ fucoidano para o tratamento ndo invasivo de cancro da pele.

Como passos seguintes no trabalho serd fundamental otimizar a producdo das
microagulhas com nanoparticulas de ouro (para aumentar a sua uniformidade) e ajustar a
sua composicao em termos da quantidade de AuNPs por forma a melhorar a sua atividade
anticancerigena. O estudo destes sistemas de microagulhas no tratamento do melanoma

por fototerapia (conjugando a atividade antitumoral do fucoidano com as propriedades
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das AuNPs por fototerapia) serd também uma abordagem interessante para aumentar a
eficiéncia destes sistemas. Sera também primordial testar a insercdo e a sua capacidade
de entrega de farmacos in vitro usando modelos de pele humana ou animal e,
posteriormente in vivo, de forma a demonstrar que estes sistemas de microagulhas tém

potencial para serem utilizadas no tratamento de pacientes com melanoma.
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