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RESUMO

PREPARACAO E AVALIACAO DE NANOESFERAS DE PLGA
(50:50) CONTENDO PORFIRINAS ANFIFILICAS PARA USO EM
TERAPIA FOTODINAMICA

As porfirinas 5,10,15,20(3-hidroxifenil)porfirina (m-THPP), 5-hexil-
10,20-bis(3hidrofenil)porfirina (hex-m-bisHPP) e 5-hexil-10,15,20-tris(3-
hidroxifenil)porfirina (hex-m-triHPP), ttm o mesmo rendimento quantico de
oxigénio singleto e foram encapsuladas em nanoparticulas (NPs) poli(lactico-
co-glicolico) (PLGA) 50:50, preparadas através do método de emulsdo e
evaporacdo. As NPs obtidas tém diametros médios na faixa de
submicrometros (<240 nm) e pequena dispersividade. O potencial zeta medido
mostrou uma pequena variacao (de -21.6 mV a -19.3 mV). A porcentagem de
encapsulacdo das porfirinas obtidas foram: 93 + 2; 97 £ 2 and 69 + 1 para m-
THPP, hex-m-bisHPP e hex-m-triHPP respectivamente. A eficdcia
fotodinamica e a internalizagcdo das porfirinas foi investigada a 370C
utilizando células humanas cancerigenas de prostata (LNCaP). Apos 2 horas
de incubacdo com as NPs contendo a porfirina as porcentagens de
internalizacdo celular foram iguais para todas as porfirinas. As trés porfirinas
causam morte celular e ddo a mesma viabilidade quando se varia o tempo de
incubacdo (30-120 min), concentragdo da porfirina (2,5 a 7,5 umol L™) e dose
de luz incidente (33 a 99 J cm™). Andlise das células por microscopia confocal
mostrou que as porfirinas encapsuladas nas NPs foram localizadas no
citoplasma, sempre na regido perinuclear. Estes resultados mostram que
porfirinas com estruturas semelhantes e anfifilicidades diferentes, com igual
rendimento quantico de rendimento singleto e internalizadas nas células em
concentracdes iguais, tem a mesma eficicia fotodinamica.
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ABSTRACT

PREPARATION AND AVALIATION OF PLGA (50:50)
NANOSPHERES WITH AMPHIPHILIC PORPHYRINS FOR
PHOTODYNAMIC THERAPY.

Porphyrins (5,10,15,20-tetra(3-hydroxyphenyl)porphyrin (m-THPP), 5-
hexyl-10,20-bis(3-hydroxyphenyl) porphyrin (hex-m-bisHPP) and 5-hexyl-
10,15,20-tris(3-hydroxyphenyl)porphyrin  (hex-m-triHPP)) with different
amphiphicities and equal singlet oxygen quantum yield in ethanol, were
encapsulated into 50:50 poly(lactide-co-glycolide,) (PLGA) nanoparticles
(NPs) prepared by the emulsion/evaporation technique. The NPs obtained had
submicron average diameters (<240 nm) with low polydispersity. The zeta
potential measurements showed slight variations in negativity (from -21.6 mV
to -19.3 mV). Particle recovery (%) was determined with results of 93 + 2; 97
+ 2 and 69 = 1 for m-THPP, hex-m-bisHPP and hex-m-triHPP porphiryns,
respectively. The photodynamic efficacy of the porphyrin-loaded
nanoparticles and their cellular uptake at 37 oC was investigated with LNCaP
prostate tumour cells. After 2 h incubation with porphyrin-loaded
nanoparticles the percents of intracellular uptake were the same for all
porphyrins. The three porphyrins cause cell death and gave the same cell
viability with variations of incubation time (30—120 min), drug concentration
(2.5 to 7.5 pmol L") and incident light dose (33 to 99 J cm™). Confocal laser
scanning microscopy data showed that the porphyrin-loaded nanoparticles,
were localized in the cells, always in the perinuclear region. These results
show that porphyrins with similar structures and equal singlet oxygen
quantum yields and internalized in equal concentrations in the cells, but
different amphiphilicities, have equal photodynamic efficacy.
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1. Introducao

A fototerapia utiliza luz para aplicagdes clinicas e pode ser dividida em
dois grupos: a) aplicacdo direta, quando somente a energia proveniente da luz
€ utilizada no tratamento de enfermidades (ictericia neonatal, por exemplo); b)
terapia fotodindmica (PDT), quando a luz é aplicada em conjunto com um

fotossensibilizador (PS) e na presenca de oxigénio 2.

A terapia fotodinamica € uma modalidade terapéutica usada no

3, 4

tratamento de doencgas neoplasicas e em outras aplicacdes tais como

. - . . . 3.6 7
infeccoes localizadas causadas por microorganismos ™~ e fungos °, tratamento

de ceratose actinica °

, neovascularizacdo de macula degenerada e miopia
patoldgica °. A ativacio fotodindmica também é usada no tratamento de aguas
residuais '°, em herbicidas e inseticidas ativados por luz solar ' e esterilizaco
de sangue °.

O uso de PDT tem aumentado e a principal aplicacdo clinica desta
modalidade é o tratamento de doencas neopldsicas superficiais. '' Foram
aprovados os tratamentos dos seguintes tipos de neoplasias por PDT em vérios
paises: ceratose actinica, carcinoma basocelular, doenca de Bowen, cancer de
cabeca e pescoco, degeneracao macular relacionada com a idade e miopia
patoldgica, es6fago de Barret com alto grau de displasia, cancer cervical,
cancer endobronquial, cancer do esdfago, cancer gastrico, cancer recorrente da

9, 11-14 ~
. Estao em

bexiga e cancer pulmonar de estigio atrasado e avancado
testes clinicos os seguintes tratamentos: cancer de prostata localmente
recorrente, cancer de pulmio avancado devido a obstrucdao endobrdonquica,
estagio I ou II de micoses fungicas, sarcoma de Kaposi cutianeo relacionado a

AIDS, a doencga cutanea mancha de vinho do Porto, tumores no ducto biliar,



vesicula biliar, pancreas, cérebro, aplicacdo de PDT em carcinoma da prostata

. ~ . oo~ 11,13,15,1
recorrente ou persistente apds o fracasso da terapia de radiacio ' '> 1> 10,

Tém sido destacadas varias vantagens de PDT comparado com as

. . . A 15, 17
terapias convencionais para o tratamento de cancer

. As vantagens gerais
podem ser resumidas em °: a) plataforma tecnolégica com amplo espectro de
aplicacdo, b) a PDT é minimamente invasiva, c) baixa toxicidade, d)
mecanismos de multiplos efeitos biologicos, €) a repeticdo pode ser realizada
sem a indugdo de resisténcia significante ou hipersensibilidade, f) tecnologia
de baixo custo e altamente portdtil. As vantagens para os tumores sélidos

15 PR ..
: a) efeito rdpido em um unico tratamento, b) o

podem ser resumidas em
tratamento pode ser preventivo, paliativo ou curativo. Para a degeneracdo
macular relacionada a idade a vantagem da PDT € que ela reduz ou paralisa a
progressdo da doenca . Para infeccdo localizada, o tratamento é eficaz para
um amplo espectro de microorganismos, incluindo cepas resistentes a
antibiGticos . Apesar destas vantagens sobre os tratamentos convencionais, a
PDT tem sido aplicada em poucas clinicas '', indicando que esta modalidade

A . . ~ . ~ . 1 P . ~
terapéutica ainda nio ganhou a aceitacdo clinica geral '/, porém, a aceitacio
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esta aumentando lentamente .

Este avanco lento da PDT pode estar relacionada com algumas
limitacdes desta modalidade. As limitacOes gerais sdao 517 3) a penetracdo da
luz no tecido é pequena (alguns milimetros), limitando a PDT ao tratamento
superficial de neoplasias e lesdes. A superacao desta limitacdo ird depender do
avancgo tecnoldgico da fibra Otica para chegar a lugares mais profundos dos
tecidos '’; b) a técnica é complexa para aperfeicoar, devido a miltiplos fatores
A limitacio para a aplicacio em tumor sélido estd relacionada com ':

dependéncia da PDT com o oxigénio e a dificuldade de se encontrar um



tratamento adequado para tumores com grandes massas. A limitagdo para
degeneracdo macular estd relacionada com o dano colateral gerada pela

15
. Duas outras

aplicacdo incorreta da luz em alguma 4&rea sensivel
desvantagens relacionam-se com a dificuldade de preparar formulacdes que
permitam a administracdo sist€émica, devido as propriedades hidrofébicas da
maioria dos fotossensibilizadores (PSs), e também a acumulagio seletiva do
PS em tecidos doentes ndo é suficiente para o uso clinico '’. Estas
desvantagens podem ser superadas se o PS for anfifilico, isto €, reunir na
mesma molécula propriedades hidrofilicas e lipofilicas. A hidrofilicidade €
importante porque permite que o PS viaje no sistema sanguineo sem
agregacdao ou degradacdo. A lipofilicidade se relaciona com a habilidade do
PS entrar ou se ligar ao tumor ou a sua vasculatura. A lipofilicidade ¢é
importante porque os tumores tém receptores para substincias lipofilicas '*
Estas desvantagens também podem ser superadas utilizando-se PSs adsorvidos
ou ligados covalentemente as nanoparticulas (NPs). Elas oferecem as
vantagens da hidrofilicidade e o tamanho adequado para viajar no sistema
sanguineo e se ligar ao tumor. A acumulacdo seletiva pode ser aumentada
usando modificacdo da superficie para que se ligue a nanoparticulas (NP)
anticorpos monoclonais especificos ou moléculas que buscam o tumor '
Outra forma de diminuir a hidrofobicidade do PS € inserir no seu macrociclo
biomoléculas, tais como aminodcidos ou outras moléculas contendo o grupo

. y 18, 19
amino, peptideos e acucares

. Estas biomoléculas podem aumentar a
solubilidade dos PSs, reduzir agregacdo no meio bioldgico, aumentar a
afinidade do PS com as membranas, aumentar absor¢do pelas células, gerar

uma localizacdo subcelular seletiva e aumentar a atividade fotodinamica.



Também tem sido relatado na literatura vantagens da PDT na relacdo
custo-eficicia para algumas neoplasias, quando se compara com OS
tratamentos convencionais. Estas vantagens foram observadas comparando-se
PDT com quimioterapia paliativa, cirurgia paliativa extensiva ou nenhum
tratamento para o cancer avancado de cabeca e pescog¢o utilizando-se Foscan®
2% Foi observado que PDT aumenta a expectativa de vida quando comparado
com a cirurgia para pacientes com esdfago de Barret com algo grau de

displasia *'.

Além disso, PDT pode ser combinado com cirurgia > *. O tumor pode
ser operado até o tamanho tratavel por PDT, ou a PDT pode ser aplicada para
remover possiveis restos microscopicos do tumor apds a cirurgia. Ele também
pode ser combinado com quimioterapia, radiacdo ou hipertermia. Pode ser
usado como paliativo, onde o objetivo € reduzir o tamanho do tumor e entdao
aliviar os sintomas e aumentar a expectativa de vida de pacientes terminais .
Os fotossensibilizadores utilizados clinicamente no tratamento de varios tipos
de neoplasias estdo listados na tabela " ', Na tabela 2 estdo listados os
fotossensibilizadores que estio em testes clinicos '™, A estrutura de alguns

fotossensibilizadores usados clinicamente € mostrada na figura 1.



Tabela 1- Tipo de cancer, fotossensibilizador aprovado, pais de aprovacao e fabricante

11-13,

Tipo de cancer Droga Substancia/Mistura Grupo quimico Pais Fabricante
Cancer de cabeca e pescogo Foscan® Termoporfina clorina Islandia, Noruega, US Biolitec Pharm Ltd
Cancer do Esofago Photofrin® HpD purificada porfirina Canad4, Dinamarca, Axcan Pharm Inc
Finldndia, Franca,
Holanda,Irlanda, Japao, UK,
uUsS
Céancer endobronquial Photofrin® HpD purificada porfirina Alemanha, Canada, Axcan Pharm Inc
Dinamarca, Finlandia,
Francga, Holanda,Irlanda,
Japao, UK, US
Cancer géstrico Photofrin® HpD purificada porfirina Japao Axcan Pharm Inc
Cancer recorrente da bexiga Photofrin® HpD purificada porfirina Canada Axcan Pharm Inc
Carcinoma baso celular Metvix® ALA porfirina US, EU PhotoCure ASA
Carcinoma baso celular Photogem® HpD purificada porfirina Russia Moscow Research
Carcinoma baso celular Photolon® Clolrina e6-PVP Clorina Bielo Russia, Russia Belmed Preparatory
Ceratose actinica Levulan® ALA porfirina US, EU DUSA
Ceratose actinica Metvix® ALA porfirina US, EU PhotoCure ASA
Degeneragio macular relacionada  Visudyne® Verteporfina porfirina Canad4,EU, Japido, US Novartis Pharmaceuticals
com a idade, miopia patolégica
Displasia cervical Photofrin® HpD purificada porfirina Japdo Axcan Pharm Inc
Esofago de Barret com alto grau de Photofrin® HpD purificada porfirina Eua, Canad4, UK Axcan Pharm Inc
displasia
Esofago de Barret com alto grau de PhotoBarr® HpD purificada porfirina EU Axcan Pharm Inc
displasia
Virios tipos, vide texto. Photosens® Ftalocianina Ftalocianina Russia General Physics Institute
Pulmio Laserphyrin®  Taloporfina clorina us Light Sciences

ALA, acido 5-aminolevulinico, EU, Unido Européia, UK, Reino Unido, US, Estados Unidos da América



Tabela 2— Tipo de cincer, fotossensibilizador sendo testado em ensaios clinicos, paios do ensaio e solicitante

Tipo de cancer Droga Substancia/Mistura grupo quimico Pais Solicitante
Cancer recorrente de prostata, Antrin (Lu-Tex) ® Texafirina Texafirina [N Pharmacylics
neoplasia cervical intra-epitelial
Ceratose actinica, doenca de Pc4® Ftalocianina Ftalocianina UusS Case Comprehensive Cancer Center
Bowens, cancer de pele, micose
fingica
Colangiocarcinoma Photosan® HpD purificada Porfirina UsS Technische Universitidt Miinchen
Colangiocarcinoma Photofrin® HpD purificada Porfirina [N University Hospital, Angers e Jonsson
Comprehensive Cancer Center, e
University College London Hospitals

Colangiocarcinoma WST-11® Pd-bacteriopheophorbide  Bacterioclorina ~ US Steba Biotech S.A.
Duto biliar, vesicula biliar, pAncreas Photofrin® HpD purificada Porfirina US Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
Estéagio III ou IV de melanoma Verteporfin® Verteporfina Porfirina US QTL Inc
Hiperplasia prostatica benigna Litx® Talaporfina Clorina UsS Light Sciences
Mancha de vinho do porto BPD-MA® Benzoporfirina Porfirina usS Novartis Pharmaceuticals

(Visudyne)
Prostata Tookad (WST-9)  Pd-bacteriopheophorbide  Bacterioclorina ~ US Steba France

®
Pulméo Photochlor® HPPH Clorina US Roswell Park Cancer Institute
Sarcoma de Kaposi cutaneo SnET2® Benzoclorina Clorina US Clinical Solutions
relacionado com AIDS
Tumor maligno intra-cranial Photosan® HpD purificada Porfirina [N National Twain University Hospital
Tumor do cérebro e do sistema Verteporfin® Verteporfina Porfirina usS Medical College of Wisconsin
nervoso central
Tumor do cérebro e do sistema Photofrin® HpD purificada Porfirina [N Case Comprehensive Cancer Center

nervoso central

HPPH, 2-(1-hexiloxetil)-2-devinil pirofeoforbide-a
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1.1. Breve historico da Terapia Fotodinamica

Virios artigos e revisdes abordam a histéria da PDT '* ***®. Foram
utilizadas estas publicacdes além das referéncias citadas nesta se¢do para
preparar este resumo historico.

Luz sozinha ou combinada com compostos quimicos tem sido usada ha
tempos para induzir efeitos terapéuticos. Psoralenos e luz foram usados desde
a antiguidade pelos indianos, egipcios e chineses para tratamento de vitiligo,
assim como luz foi usada para o tratamento de psoriase. Outros fatos
importantes da antiga histéria que contribuiram para a PDT foram: em 1841 a
hematoporfirina (Hp) foi sintetizada por Scherer ** e em 1867 a fluorescéncia
de Hp foi descoberta por Thudichum *°. Considera-se que a fototerapia teve
inicio em 1890 com Niels Finsen, que tratou tuberculose cutanea (lupus
vulgaris) de modo direto com luz *'. Apesar do premio Nobel para Finsen em
1903 a fototerapia foi pouco desenvolvida nos anos subseqiientes. Em 1900
Oscar Rab, que era estudante de medicina e trabalhava com o Prof. Herman
von Tappeiner (Universidade de Munique, Alemanha) descobriu que a solu¢ao
de vermelho de acridina sob o efeito de luz provocava um efeito letal sobre a
Infusoria, uma espécie de paramécio *>. Em 1903 von Tappeiner e Jesionek
publicaram os primeiros resultados clinicos do tratamento de carcinoma
basocelular com eosina aplicada topicamente e luz ». von Tappeiner e
Jodlbauer demonstraram o requerimento de oxigénio nas reacgOes de
fotossensibilizacdo **. E em 1907 eles definiram a acdo da luz, oxigénio e
fotossensibilizador como agdo fotodindmica e introduziram o termo

“photodynamic therapy” ».

Hausmann em 1911 publicou a destrui¢do de células vermelhas de

sangue e paramécio por acdo de Hp e luz. Descreveu também os efeitos
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colaterais de Hp e luz na pele. Em 1912 Fischer descreveu a quimica das
porfirinas com énfase sobre porfirias *°. Em 1913 Myer-Betz realizou o
primeiro experimento da acdo de um fotossensibilizador em humanos. Fez-se
de cobaia, injetando 200 mg de Hp em si mesmo (a dose de Photofrin® ¢ de 2
mg por kg) e notou dor prolongada e inchaco nas dreas exposta a luz *’. Em
1924 Policard publicou o primeiro trabalho na literatura utilizando a emissao
de fluorescéncia de Hp para localiza-la em um sarcoma experimental em ratos,
iluminado com luz ultravioleta **. Somente em 1942 houve uma nova
publicacdo, quando Auler e Banzer mostraram a localizacdo e a fluorescéncia
de Hp administrada exogeneamente em tumores malignos de humanos *°. Em
1948 os resultados deste trabalho inspiraram Figge e Weiland a investigar a
possibilidade da aplicacao da fluorescéncia no diagndstico e tratamento de
tumores. Eles injetaram Hp, cuproporfirina e hematoporfirina de zinco em 240
ratos com tumor induzido e transplantado e 50 camundongos normais. A
localizag@o foi dependente do tumor e da porfirina. Em 1955, Rassmussan-
Taxdal e colaboradores mostraram que foi observada a emissdo de
fluorescéncia de Hp em sete dos oito tumores malignos de humanos mas em
nenhuma das trés lesdes benignas. Além disto, com doses mais elevadas, foi
possivel detectar um cancer superficial na mama e de um carcinoma do c6lon
na parede intestinal. Os autores concluiram que a emissdo de fluorescéncia de

Hp é importante para o diagnéstico de tumor em tecidos doentes *.

Considera-se que a era atual (ou moderna) da PDT inicia-se a partir dos
trabalhos do grupo de Schwartz em 1955 *' ¢ dos trabalhos de Lipson e Baldes
em 1960 **. A dose necessdria de Hp para detectar tumores era muito grande,
levando a uma foto-toxicidade prejudicial ao paciente. Em 1955 Schwartz e

colaboradores demonstraram que Hp era uma mistura de porfirinas, cada uma
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com diferentes propriedades. Apds uma purificacdo parcial, a mistura liquida
produzia uma fluorescéncia pequena, sendo indtil para a deteccdo de tumores.
Porém, o residuo tinha grande afinidade para o tecido tumoral. Entre véarias
tentativas de purificagdo, a Hp foi tratada com &cidos acético e sulfurico,
filtrada, neutralizada e dissolvendo o precipitado com acetato de soédio e
obtendo uma mistura de porfirinas chamada por eles de derivado

hematoporfirinico (‘“hematoporphyrin derivative’”) (HpD) *.

Lipson, da
Clinica Mayo, foi convencido por Schwartz a abandonar os seus trabalhos
com Hp e concentri-los com HpD *. Em 1960 Lipson e Baldes usando
tumores induzidos em animais experimentais mostraram que HpD foi mais
eficaz na localizagdo do tumor e também na diferenciacdo com os tecidos

. L, . L. . 42
normais. Além disso, a dose necessaria de Hp era muito menor .

Até 1972 HpD era utilizado exclusivamente em fotodiagnose (PD) de
tumores em tecidos doentes. Somente em 1972, quase 70 anos apds o trabalho
de von Tappeiner e Jesionek em 1903, Diamond e colaboradores publicaram
um trabalho mostrando que a combinag¢do de PD e PDT de HpD poderia ser
explorada para produzir um eficaz tratamento para cancer *. Foi utilizado
glioma de rato, in vivo e in vitro (usando cultura de células de glioma). Os
autores concluiram que PDT oferece uma nova possibilidade para o
tratamento de tumores cerebrais e outras neoplasias resistentes as formas de
tratamento convencionais. O artigo destes autores é considerado um marco

para PDT *°.

Outros marcos importantissimos para o desenvolvimento de PDT sao
relatados neste pardgrafo. Em 1975, Dougherty e colaboradores no Roswell
Park Cancer Institute em Buffalo, relataram o primeiro caso de sucesso na

completa cura de tumor em animais experimentais, apds a administracao de
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HpD e a ativagio com luz vermelha **. Em 1976, Kelly e Sneell obtiveram
sucesso tratando cinco pacientes com cancer de bexiga com HpD e PDT .
Em 1978, Dougherty relatou o tratamento com PDT e HpD de 25 pacientes
com 113 tumores primdrios ou secundarios. Noventa e oito lesdes regrediram
completamente, 13 apresentaram uma regressao parcial e apenas duas lesoes
foram resistentes ao tratamento. Os tumores primarios que regrediram foram o
carcinoma espinocelular (CEC), carcinoma basal (BCC) e melanomas
malignos. As lesdes metdasticas foram de tumores primarios de mama, célon e
endométrio. Os resultados indicaram que PDT pode ser utilizada com sucesso

= . 45
em varios tumores malignos .

Em 1983, Dougherty mostrou que quando Hp € convertida a HpD por
acetilacdo  produz porfirinas, tais como protoporfirina (PP) e
hidroxietilvinildeuteroporfirina *. Em 1984, Dougherty e colaboradores,
propuseram que o composto ativo de HpD é composto por duas unidades de
porfirinas ligadas por uma unidade de éter *’. Estudos analiticos posteriores
realizados por Kessel e colaboradores, sugeriram que o componente ativo de
HpD compreende uma mistura de anéis porfirinicos, entre 5 e 8, ligados por
ligagdes de éter e éster **. Em 1985, Dougherty obteve concessdo da patente
do primeiro fotossensibilizador comercial >, denominado Photofrin ®
(porfimer sodium), que é uma mistura de porfirinas, comercializado
atualmente pela empresa Axcan Pharma, Montreal, Canadd. A primeira
licenca para uso clinico do Photofrin ® foi concedida pelo Canadd em 1993

para o tratamento de esdfago.

Nos dltimos 30 anos PDT tem sido empregada com sucesso em varios

tipos de tumores, que foram relatados na introdugao.
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1.2. Mecanismo de acao do fotossensibilizador

No tratamento clinico da neoplasia inicialmente hd a administragdao
local ou sist€mica da droga (PS) no paciente. Para que haja a biodistribuicdo
do PS aguarda-se um intervalo de tempo (minutos ou dias). A ativacdo do PS
por luz visivel ou no infravermelho préximo ird excitar a molécula do PS para

. 1 * 1,4,12 ~ s . . . 1.4, 11
o estado singleto ('PS") "™ °. Sdo possiveis dois mecanismos " :

Mecanismo tipo I
PS + hv »'PS"— *PS" + transferéncia de H ou e »PSH ou PS™ + *0,—°0,

ou HO, + PS

Substrato

Fotoprodutos

oA
L4
H =
E
&
|
+
~

T,
1 {3, 8
=5 B P+ B
s, HP + B

Figura 2: Diagrama de Jablonski para mecanismo do tipo I

Mecanismo tipo II (também apresentado na figura abaixo)

PS + hv —» 'PS"— *PS" +°0,— '0, + PS
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=3 Substrato
5 :2‘ Fotoprodutos >
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Figura 3: Diagrama de Jablonski para mecanismo do tipo II

Outros processos que podem ocorrer:
Fluorescéncia de °PS:

PS" — PS + hv

Fosforescéncia de PS "

PS" — PS + hv

Fosforescéncia de 'O,

'0,—> %0, +hv

Fotobranqueamento de PS e °PS’

PS + 'O, — produtos do fotobranqueamento de PS

’PS” — produtos do fotobranqueamento de *PS”

O oxigénio singleto e os radicais gerados nos dois mecanismos irdo
danificar as células tumorais. O resultado da PDT depende destes dois
mecanismos € a contribuicdo relativa de ambos depende do PS, substrato,
concentracio de oxigénio e da ligacdo de PS com o substrato ' *
Entretanto, considerdveis evidéncias indicam que o oxigénio singleto € a
principal espécie reativa em PDT * '*°%°!,

O PS acumula-se preferencialmente no tecido neopldsico do que no

tecido normal, mas o mecanismo envolvendo esta distribui¢do preferencial
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~ 7 . 2
ndo é totalmente entendido % °

. A maior acumulagdo nos tecidos tumorais €
porque estes tecidos possuem alta concentracdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), que formam ligacdes com o PS . No entanto, as células
neopldsicas nem sempre sdo os alvos diretos do PS; elas podem ser
indiretamente destruidas devido a danificagdo de outras células, tais como as
células endoteliais vasculares ''. O tipo de morte celular depende do PS:
quando ele se localiza na mitocondria ou que é produzido na mitocondria
tende a induzir apoptose (morte geneticamente programada), enquanto PS

localizado na membrana plasmadtica tende a causar necrose (geralmente ocorre

por lesdes fisicas) durante a irradiacao.

1.3 As propriedades de um fotossensibilizador ideal

Um PS 6timo para a PDT deve apresentar as seguintes propriedades " '>

50,
a) Preferencialmente ser uma substincia simples e ndo uma mistura.
Existem muitas varidveis a serem consideradas na aplicagdo da PDT,

como o intervalo de tempo entre a ingestdo da droga e a irradiacdo, o

comprimento de onda utilizado, a dosimetria, a anfifilicidade e a localizacdo

do PS. Se o PS for uma substincia simples e estavel, € ndo uma mistura de
diferentes compostos, a interpretacdo da relacdo dose-resposta no sistema in
vivo serd facilitada.

b) Parametros fotofisicos

Ter uma alta absorcdao na regido do visivel ou do infravermelho
proximo (600 a 850 nm), para que a luz possa penetrar com maior

profundidade nos tecidos. Também deve ter um alto rendimento quantico de
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formacdo do oxigénio singleto, de formacao do tripleto, e uma alta energia do
estado tripleto.

¢) Citotoxicidade e estabilidade

Deve ser estdvel na presenca de luz (fotobranqueamento) e ter uma
minima citotoxicidade na auséncia de luz.

d) Seletividade, anfifilicidade, solubilidade e eliminacdo do organismo

O esqueleto de um PS é hidrofébico. A introducdo de substituintes
polares no esqueleto € desejavel porque confere ao PS a anfifilicidade, uma
maior seletividade e uma maior solubilidade no meio biolégico. E desejavel
também que o PS seja eliminado mais rapidamente do organismo para
eliminar o efeito do PS na fotossensibilidade dos tecidos, principalmente da

pele.

1.4 Classificacao dos fotossensibilizadores

Existem maneiras diferentes de classificar os PS '*: a geracio, a pureza
sintética, alvo ou estrutura quimica.

Os PSs de primeira geracao incluem a hematoporfirina e seu derivado
purificado o Photofrin®. Nos ultimos anos tém sido realizadas muitas
pesquisas com o objetivo de sintetizar novos fotossensibilizadores que
apresentam propriedades melhores do que o Photofrin®. Um dos motivos €
que este PS tem uma pequena absorcdo, tem um periodo muito longo de
permanéncia no corpo do paciente, resultando em uma fotossensibilidade na

o 1,4, 12
pele por vérias semanas

. Apesar destas limitagdes, Photofrin® tem sido
utilizado extensivamente nas clinicas, conforme pode ser visto na tabela 1, e €
utilizado como PS de referéncia para testar a eficicia de novos PSs. Os PSs de
segunda geracdo sdo compostos quimicamente sintetizados e puros, muitos

dos quais se originam na modificacdo estrutural do anel tetrapirrdlico das
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.. 4
porfirinas **

. Os principais grupos dos PSs da segunda geracdo sdo:
porfirinas, clorinas, bacterioclorinas, texafirinas, ftalocianinas, porficenos e
fenotiazinas (que foram os primeiros PSs de primeira geracdo) '* . PSs de
terceira geracdo contém PSs de primeira e segunda geracdo associados a
varias substancias (biolégicas, anticorpos, por exemplo) ou encapsulados em
NPs. Teoricamente os PSs de terceira geragdo seriam melhores do que os de
segunda e estes melhores do que os de primeira. Os PSs de terceira geracao
nao foram aprovados, ndo estdo em uso clinico e portanto nao € possivel
avaliar esta suposicao.

A classificacdo pela pureza quimica pressupde que PSs que sado
compostos de misturas de vérios componentes sdo inferiores aos PSs puros ',
Os seguintes exemplos podem ser usados na classificagcdo pelo alvo: clorina e6
é levado aos lisossomas por endocitose ** *’, ftalocianinas acumulam-se nas
mitocondrias *°, derivados de benzoporfirinas acumulam-se no complexo de
Golgi >, ALA liga-se s membranas celulares, lisossomas e mitocondrias ®. O
alvo pode ser alterado quando os PSs sdo associados a carregadores, tais como
NPs °®. A maior parte dos PSs sdo tetrapirroles ciclicos e sdo derivados de
porfirinas, clorinas e bacterioclorinas '>. A classificacdo pode ser feita por
estas estruturas quimicas (porfirina, clorina, etc), modificadas ou ndao pela

insercao de substituintes ou metais.

1.4.1 A pré6 droga ALA

A pr6 droga ALA € uma molécula pequena (figura 4), solivel em dgua é
um dos PS mais estudados e a sua aplicacdo gera in vivo a sintese de
protoporfirina IX, o qual € convertido a heme. ALA pode ser aplicada
topicamente ou injetada diretamente na lesdo ou administrada oralmente ou

sistemicamente. Quando administrada sistemicamente pode causar problemas
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gastrintestinais. A iluminac¢do é feita 18 horas apds a administracio topica e
pode ser feita em 410 nm, 510 nm e 635 nm. A producéo de 'O, é elevada em
410 nm e o tratamento € rapido neste comprimento de onda. O tratamento
cutineo é doloroso porém eficaz '>. Na maioria dos pacientes toda a ceratose
actinica e o carcinoma baso- celular pode ser eliminada sem a internacdo do
paciente. Tumor baso-celular mais nodular requer mais do uma sessao para a
eliminacdo. ALA-PDT tem sido utilizado com sucesso para tumor de pesco¢o
e cabeca, esdfago de Barret, tumor da bexiga e cAncer de préstata '*. A tabela 1
mostra os produtos comerciais de ALA autorizados para uso clinico. Acido
metil aminolevulonico (M-ALA) também é uma pré-droga, é o ALA metilado,
tem uma maior lipofilicidade e maior penetracdo no tecido (2 mm de
penetragio, comparado a 1 mm de ALA) '*. Estudos clinicos mostram que esta

droga é eficiente para o tratamento de cancer superficial de pele .

8]
MGH
NHz O

Figura 4: Estrutura quimica de ALA

1.4.2 Porfirinas, clorinas e bacterioclorinas
Porfirinas, clorinas e bacterioclorinas (Figura 5) sdo formados por

quatro subunidades de pirrol unidas por 4 pontes de metila.
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Figura 5: Estrutura da macrociclos tetrapirrdlicos. Porfirina (A), clorina

(B) e bacterioclorina (C)

Estas trés classes de substancias sdo aromaticas e obedecem a regra de
Hiickel pois possuem 4n +2 elétrons n delocalizados no macrociclo. A figura

6 indica a nomenclatura da [UPAC-IUB.

Figura 6: Nomenclatura [IUPAC-IUB para o anel pirrdlico

As posicdes 1,4, 6,9, 11, 14,16 e 19 sdao também chamadas de posicoes

o e as posigcoes 5, 10, 15 e 20 de posi¢des meso.

Tém sido sintetizadas porfirinas anfifilicas contendo substituintes
hidrofilicos, tais como hidroxilas ®, acicar *, polietilenoglicol (PEG) ® com o

objetivo de aumentar a incorporagdo das porfirinas em células, aumentar a sua
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solubilidade, aumentar o rendimento quintico de oxigénio singleto ou
aumentar a sua eficdcia para uso em PDT. Em um trabalho foi analisada a
relacdo entre a estrutura e a atividade de 24 glicoconjugados de porfirinas,
zinco porfirinas e clorinas em células HeLa . Uma das conclusdes foi que o
glicoconjugado na posicdo meso é muito mais fotoativo do que na posi¢ao
para ®. Utilizando microscopia confocal a laser, os autores mostraram que 0s
fotossensibilizadores substituidos na posicio meso ndao foram facilmente
desativados do estado excitado no microambiente celular. Foi também
observado que a fototoxicidade aumentou na ordem: zinco porfirina <
porfirina < clorina . No entanto, foi também observado que a incorporacio
de flior no anel de porfirina influencia as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas dos compostos. Sem a presenca de fldor foi observado que
a entrada do PS nas células e a atividade fotodindmica aumentaram com a
presenca de um grupo fenil na posicdo meta em comparagdo com a posi¢ao
para. Com a presenca de flior ocorre o inverso ®. Em um trabalho com
clorinas, foi observada que a incorporacio de substituintes em
dihidroxiclorinas assimétricas reduziu a agregacdo, aumentou a internalizacao
dos PSs nas células de Jurkat, influenciou a localizag¢do subcelular e aumentou
a velocidade da morte por necrose apOs a radiacdo. Estes efeitos foram

correlacionados com o aumento de anfifilicidade da molécula do PS .

A tabela 1 indica que até abril de 2010, a porfirina comercial de
segunda geragcdo aprovada para uso clinico foi o Visudyne ®, que € uma
verteporfina. Também indica que foram aprovadas para uso clinico trés
clorinas de segunda geracdo: Foscan ®, Photolon ® e Laserphyrin ®. E
existem trés novas clorinas em testes clinicos: Litx ® que € uma taloporfina,

SnET2 que € uma benzoclorina e Photochlor ® que ¢ um HPPH.
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H4 na literatura poucos trabalhos com as bacterioclorinas, quando se
compara com outras substincias que apresentam atividade fotodinamica.
Tookad ® (WSTO09), um PS em teste clinico, atua ocluindo as artérias que
alimentam e as veias de drenagem de tumores, levando a hipoxia, necrose e

69, 70 ‘-
. Isto € incomum porque os PSs de uso

erradicacdo de tumores solidos
clinico atuam nas células do tumor . A fototoxicidade de Tookad ® na pele é
de apenas algumas horas, porque a concentra¢do no sangue € desprezivel em 2
horas apés a infusdo, o que é como vantagem em relacdo a outros PSs '’
WST11®, atualmente em testes clinicos, conforme mostrado na tabela 2, € um
derivado solivel em dgua obtido do pigmento fotossintético Bacterioclorofila
a (Bchl). Foi observado que WST11® gera em 4gua o radical hidroxila (OH")
e superéxido (O,™) e ndo foi detectado oxigénio singleto . Isto é novidade
porque tem sido considerado que o oxigénio singleto é a principal espécie

. 4. 12 1
reativa em PDT * 1%3%51,

1.4.3 Texafirinas

Existem poucos trabalhos na literatura sobre esta classe de substancias.
Sdo macrociclos aromadticos sintetizados pela primeira vez em 1988 " e sdo
soliveis em 4gua. Pela tabela 2, motexafin lutécio (Lu-Tex ®) esti em teste
clinico, € altamente fluorescente e absorve em 732 nm. Motexafin gadolineo
(Gd-Tex ®) também estd em teste clinico . Este composto € utilizado em

conjunto com outras técnicas para o tratamento de cancer e nio se inclui PDT
74
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Figura 7: Texafirinato de gadolinio (IIT) ligado ao acetato

1.4.4 Ftalocianinas

A ftalocianina € uma classe de composto relacionada a porfirina, a
diferenca € que esta molécula contém 4 dtomos de nitrogénio (na porfirina sao

4 atomos de C) unindo as subunidades pirrélicas (Figura 8)

S e N
\ NH N=—
N\ /N

Figura 8: Estrutura bdsica da ftalocianina

As metaloftalocianinas (Zn, Si e Al) ttm uma elevada producio de

oxigénio singleto. A banda de absorcdo utilizada em PDT tem o maximo
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geralmente em 670 nm e sdo ativadas clinicamente utilizando-se uma

-2 12

densidade de energia de 100 J cm™ °. Como as ftalocianinas sdao altamente

hidrofébicas, elas t€ém sido encapsuladas com lipossomas ou sdo preparadas

ligando-se substituintes nas posicdes alfa ou beta '* >

, ou substituintes ligados
diretamente 2 estrutura do anel " para aumentar a sua anfifilicidade e diminuir
a agregacdo em solucdo aquosa. Os PSs resultantes das ftalocianinas
acumulam-se na mitocOndria e aparentemente a morte celular ocorre por

12 . . .
. Os Ps podem ser usados topicamente ou sistemicamente, O

apoptose
tratamento em geral se inicia uma hora apds a aplicacdo e dependendo da
formulacdo a droga pode sofrer autobranqueamento no corpo em

12 *17s 7 pe
. Pc4 contem silicio como atomo central e esta

aproximadamente 24 horas
em testes clinicos para ceratose actinica, doenca de Bowens, cancer de pele e
micose fungica, conforme indicado na tabela 1. Tem uma toxicidade muito

12 s
. Photosens ® € uma

pequena e tem aplicagdo tdpica ou intravenosa
ftalocianina sulfonada, € comercialmente produzida e licenciada para
aplicacdo clinica na Russia e pode ser usada com aplicacdo intravenosa,
injecdo direta na les@o e na forma de aerossol. Tém sido usada com sucesso no
tratamento para a fase inicial e no cancer recorrente de labio, faringe, laringe e
lesdes da lingua. Também tem sido bem sucedida no tratamento de neoplasia

12275 Qulftalan zinc ® é uma

do pulmdo e tumor recorrente do esdfago
ftalocianina soldvel, estd em testes clinicos (inicio de 2008) na China e a sua

estrutura anfifilica promove a sua absor¢io seletiva por células tumorais .
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1.4.5 Porficenos

Porficeno € um isdmero estrutural da porfirina (Figura 9). Comparado
com as porfirinas, porficenos possuem uma menor simetria molecular e

. ~ o~ . 77
portanto uma maior absor¢do na regido acima de 630 nm "'.

Figura 9: Estrutura de porficeno

O espectro dos porficenos possui duas bandas que sdo imediatamente
observadas: a banda de Soret e a banda Q, sendo que esta ultima apresenta
duas transi¢oes eletronicas Q; e Q, do estado fundamental para o estado
excitado singleto S; e S,. A transi¢do Q, apresenta estrutura vibracional que
resulta em uma terceira banda. Além disso, a banda de Soret pode ser dividida
em dois termos (B; e B;) que correspondem a duas transi¢des eletronicas do
estado fundamental para o estado singleto excitado S; e S,. Porficenos
também sdo compostos muito fluorescentes, com @ préximo a 0,3, um
indicativo da alta taxa de decaimento radioativo. Alem disso, sdo
caracterizados por ser muito eficiente nos processos de conversao interna, um

. ~ z s 78
processo que ainda ndo € totalmente compreendido .
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1.4.6 Terapia fotodinamica antimicrobial (PACT)

PACT utiliza uma substincia quimica especifica (PS) para atacar o
micrébio, e este PS exibe uma alta atividade fotodindmica quando iluminada
7 A oxidacdo da biomolécula ndo é especifica, a morte celular pode ser
resultante da danificacdo da parede celular da bactéria, ribossomos, DNA e ou
enzimas . Este ataque em muitas funcdes celulares dificulta a criacio de uma
resisténcia por parte do micrébio. Portanto, PACT € excelente para superar a
rdpida resisténcia que os microorganismos adquirem dos antibi6ticos * .
PACT € uma terapia fotodindmica para infec¢des localizadas e também tem
denominagdes especificas: PDI (inativagdo fotodinamica), quando as células a
serem mortas sao microorganismos patogénicos; PAD (desinfeccdao foto-

ativada), quando os microorganismos a serem erradicados pertencem ao

. 6
organismo bucal ".

Em geral, PS neutro, catidbnico ou anidnico pode -eficientemente
danificar bactérias Gram-positivas. Porém, somente PS catidnico foram habeis
em danificar bactérias Gram-negativas. Esta diferenca de sensibilidade esta
relacionada com as diferentes membranas celulares **. Bactéria Gram-positiva
tem uma membrana citoplasmdtica circundada por uma parede celular
relativamente porosa, composta pelos dcidos teichuronico e lipoteichoico, que
permite o PS atravessar a membrana. O envelope celular de bactéria Gram-
negativa consiste de uma membrana citoplasmdtica interna € uma externa.
Estas duas membranas sdo separadas por um periplasma contendo
peptioglycan. A membrana externa, que € negativa forma uma barreira fisica e
funcional entre a célula e seu ambiente, resistindo 2 entrada de PS anidnicos **

%84 A parede celular de fungos tem uma camada relativamente compacta de
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beta-glucano e quitina, que conduz a uma barreira de permeabilidade

intermedidria entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas °.

Como PSs catidnicos sdo mais eficientes para uso em PACT eles sdo
preferencialmente utilizados. Por exemplo, sdo utilizados os corantes da classe
das fenotiazianas, tais como, azul de toluidina, azul de metileno tem sido
utilizados na PACT de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e células de
fungos *°. Sdo também utilizados porfirinas catidnicas *> *’, ftalocianinas
catidnicas *> ¥, fulerenos catidnicos *° e PS ndo catidnicos, tal como clorina
(e6) ligada covalentemente a uma molécula de polimero contendo grupos

192 5u polietilenamina **. A figura 10 mostra a

amino, tais como polilisina
férmula estrutural de 6 compostos que possuem grupos catidnicos ou basicos e

. .. ... 6
que altamente ativos como PSs antimicrobiais ".
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Fulereno catiénico *° Clorina e-6 conjugada de polietilenamina

(PEI-ce6) ”

Figura 10: Estruturas de representativos PSs utilizados em PACT.

1.5 Sistemas carreadores de farmacos e PDT

A hidrofobicidade € uma propriedade da maioria dos
fotossensibilizadores € € um dos fatores importantes para a afinidade do PS
para tecidos neoplasicos. No entanto, a hidrofobicidade diminui a solubilidade
das moléculas do PS no meio fisiol6gico e a administragdo in vivo do PS deve
ser feita por meio de sistemas de distribui¢do (ou carreador). Estes sistemas
podem ser os lipossomas °* micelas poliméricas *°, emulsdo Cremophor *°,
microesferas e nanoparticulas . As formulacdes lipossomais podem melhorar
significativamente a eficicia dos fotossensibilizadores, mas geralmente sio
incapazes de estabelecer elevadas razdes do PS no tecido do tumor/PS no
tecido normal. Micelas poliméricas mostram aumento da fototoxicidade in

vitro comparado como emulsdes Cremophor, mas experimentos in vivo tém
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mostrado pequena regressdo do tumor e aumento do actimulo da micela em
tecidos normais *> **. As NPs tém despertado grande interesse por que: a)
apresenta um transporte eficiente de drogas hidrofébicas, b) a sua grande area
superficial pode ser modificada pela adicdo de grupos funcionais com o
objetivo de adicionar propriedades bioquimicas a NP, ¢) o seu grande volume
permite uma boa distribui¢ao dos PSs, d) € internalizada eficientemente pelas
células, e) € possivel a liberacdo controlada da droga, f) existem intmeras
estratégias de preparagdo disponiveis '’. Outras vantagens das NPs quando
comparadas com outros sistemas de distribui¢do sdo: (1) armazenamento por
um periodo de tempo longo, porque as suas propriedades fisico-quimicas
permanecem inalteradas em um grande intervalo de tempo (2) a administracao
pode ocorrer de diferentes formas (oral, intravenosa, ou subcutinea),
dependendo da sua composicado (3) podem ser produzidas em escala industrial
' A maior desvantagem das nanoparticulas é sua propensio a ser
internalizada pelos macréfagos apdés a administracdo intravenosa e sua
acumulacido no baco e no figado. Esta dificuldade pode ser contornada pela
adicdo de grupos funcionais na NP, tal como o revestimento com
polietilenoglicol (PEG) que aumentard o tempo circulagdo sanguinea da NP,

permitindo uma acumulacao do PS em maior quantidade no tecido neoplésico
17

Tem sido amplamente demonstrado que a eficiéncia dos PS em induzir
citotoxicidade depende da natureza do polimero. Acido poli(lactico-co-
glicolico) (PLGA) tem mostrado varias vantagens comparados com outros
polimeros biodegraddveis que sdo rotineiramente usados nos sistemas

80
carreadores de PSs ™.
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PLGA € um polimero biodegradivel e biocompativel que tem
despertado um grande interesse na formulacdo de particulas, que € aprovado

81, 82, 83

pelo FDA para o uso em humanos . Pela variagdo da taxa de acido

glicolico/latico das moléculas de PLGA € possivel controlar a taxa de

~ 82,83
degradacao :

O encapsulacdo de drogas na matriz de PLGA causa liberacdo numa
taxa relativamente baixa através do tempo, a liberacdo controlada permite
administragdes menos freqiientes, permitindo um maior bem estar do paciente.
Para drogas anticancerigenas, inje¢do intratumoral € preferivel por reduzir a
toxicidade sistémica, manter a concentra¢ao de droga constante na regidao alvo

.. z s 1
e prolongar a atividade farmacoldgica ®'.

2. Objetivos e justificativa
O objetivo geral deste trabalho foi comparar in vitro a eficacia
fotodinamica de trés porfirinas, que diferem em anfifilicidade, em causar
morte celular em células humanas de cancer de préstata, LNCaP. As
porfirinas utilizadas foram a 5-hexil-10,20-bi(3-hidroxifenil)porfirina
(Hex-m-bisHPP) e 5-hexil-10,15,20-tri(3-hidroxifenil)porfirina (Hex-m-
triHPP) e 5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)porfirina (m-THPP) (figura 11).
Os objetivos especificos estdo relacionados com as caracteristicas
destas porfirinas e do sistema carreador. Os objetivos especificos foram
subdivididos em:
a) Encapsulacdo das trés porfirinas em poli(lactidio-co-glicolidio) (PLGA)
(50:50).
b) Preparacdo das nanoparticulas com tamanho e potencial zeta muito

proximos.
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c) Internalizacio das trés porfirinas na mesma concentracao nas células.

d) Determinacdo da dependéncia da fototoxicidade das porfirinas em
relacdo ao tempo de incubagdo, concentracdo das porfirinas e dose de
luz.

e) Analise da distribui¢do das trés porfirinas nas NPs.

f) Analise da distribui¢do das porfirinas nas células

3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes e equipamento

As porfirinas 5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)porfirina (m-THPP), 5-
hexil-10,20-bi(3-hidroxifenil)porfirina (Hex-m-bisHPP) e 5-hexil-10,15,20-
tri(3-hidroxifenil)porfirina (Hex-m-triHPP) cujas estruturas se encontram na
figura 11 foram cedidas pelo grupo do Prof® Mathias Senge, da Escola de
Quimica do Trinity College Dublin.

HO ! HO l
%\/ HO’—%\/
O OH O OH

Chemical Formula: C44H;,N,O, Chemical Formula: C3gH;4N4O, Chemical Formula: C44H;gN,O3
Exact Mass: 678.227 Exact Mass: 578.268 Exact Mass: 670.294

Figura 11: 5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)porfirina, 5-hexil-10,20-bi(3-
hidroxifenil)porfirina e 5-hexil-10,15,20-tri(3-hidroxifenil)porfirina
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Células LNCaP foram fornecidas pelo Hemocentro da Universidade
Estadual de Campinas (Campinas, SP. Brasil). O poli-lactidio-co-glicolidio
(PLGA 50:50, massa molar média por peso, Mw, 50-70 kDa), o 4lcool
polivinilico (PVA, massa molar média por peso, Mw, 13-23 kDA, 87-89%
hidrolisado), foram comprados da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Cloroférmio, diclorometano e etanol foram comprados da empresa
Merck (Whitehouse Station, NJ, USA). O meio de cultura RPMI 1600 (tabela
3), o soro fetal bovino, o tampao fosfato (PBS) estéril pH 7,4 e a tripsina
foram comprados da empresa Vitrocell e Embriolife (Campinas, SP, Brazil).
Faloidina 635 (Alexa Fluor® 635) e ProLong® Gold com 4,6 diamidino-2-
fenilindol (DAPI) foi comprado da empresa Invitrogen (Sdao Paulo, SP,
Brasil). Annexin V-FITC foi comprado do Laboratério de Biologia Molecular
da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, SP, Brasil), D-trealose da VETEC
(Duque de Caxias, RJ, Brasil). A dgua usada nos experimentos foram
primeiro bi-destilada e entdo desionizada (Millipore). Todos os outros

reagentes utilizados foram de grau analitico e usados sem purificacao.

Tabela 3: Constituicdo do meio de cultura RPMI 1600

constituinte g/mL constituinte g/mL
L-arginina (base livre) 0,200 biotina 0,002
L-arginina (anidra) 0,050 D-pantoténico 0,00025
L-aspatrtico, ac. 0,020 colina, cloreto de 0,003
L-cistina . 2HCl 0,0652 fdlico, ac. 0,001

L-glutamico, ac. 0,020 mioinositol 0,035
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L-glutamina 0,300 niacinamida 0,001
glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina (base livre) 0,015 piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 tiamina HCl 0,001
L-leucina 0,050 vitamina B12 0,000005
L-lisina . HCI 0,040 nitrato de calcio x H,O 0,100
L-metionina 0,015 cloreto de potéssio 0,400
L-fenilalanina 0,015 cloreto de sédio 6,000
sulfato de  magnésio
L-prolina 0,020 anidro 0,04884
fosfato de sodio dibésico
L-serina 0,030 anidro 0,800
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 glutamina, reduzida 0,001
L-tirosina . 2Na 0,02883 vermelho fenol, Na 0,0053

L-valina 0,020

Espectros na regido UV/Visivel

foram obtidos

utilizando-se

espectrofotometro UV-Visivel Hewlett Packard ® 8452A - diode array. O

tamanho das esferas e do potencial zeta foram medidos no equipamento
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Zetasizer 3000 HAS da Malvern Instruments, no laboratério da Prof*. Maria
Elisabete Darbello Zaniquelli do Departamento de Fisico-quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto da USP. O
microscépio confocal Zeis LSM 510, equipado com um laser de Ar (Aex. = 543
nm) (Carl Zeiss Microimaging, Inc., Thornwood, NY, USA), do laboratério da
Prof* Sara Teresinha Olalla Saad do Hemocentro da Unicamp foi utilizado
para se observar a distribuicdo das porfirinas nas nanoparticulas e das
nanoparticulas nas células. A emissdo de fluorescéncia das porfirinas a partir
de 610 nm foram selecionadas utilizando um filtro RP 590. Para a irradiacao
das células foi utilizado um laser de 645 nm (criptonio) (M. A. C. Morgon,
Curitiba, Brasil) com comprimento de onda de 645 nm e poténcia de 30
mW/cm® (a distancia de 2 cm do alvo), conforme mostrado na figura 12. A

poténcia sofre uma redugdo de 5,75 % por centimetro linear.

/ laser

— < 35cm

v luz

%ﬁ Placade

Elisa

Figura 12: Laser de comprimento de onda de 645 nm utilizado nos

experimentos

Também foram utilizados a balanca analitica Metter AE200, a
microbalanca Perkin Elmer AD-6 Autobalance, o dispersor Turrax ® T 18

(IKA), o liofilizador Freezone ® 4.5 da LabConco, o microscépio eletronico



35

de varredura JSM 6360 LV (JEOL), o microscépio eletronico de transmissao

Philips CM 200.

3.2. Determinacao do comprimento de onda de emissao e
excitacao
Para determinacdo do comprimento de onda de emissdo e excitagdo

solubilizou-se as porfirinas em cloroférmio.

3.3. Calculos de propriedades das porfirinas

O céilculo de pKa foi feito utilizando o  programa:
http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html, e o volume utilizando o
programa: http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties . Os valores da
solubilidade (S) e do coeficiente da particao (P) foram obtidos no endereco:
http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html. O momento de dipolo foi
calculado usando o programa AM1 (Autin Model 1).

3.4. Preparacao das particulas de PLGA utilizando-se o

planejamento fatorial fracionario 23!

A utilizacdo de planejamento fatorial na preparacdo de particulas é
importante porque o nimero de experimentos necessdrios para se obter uma
preparacdo desejada € menor. Por exemplo, se formos fazer um planejamento
fatorial com 3 fatores (velocidade de agitacdo, numero de lavagens e relagdo:
massa de porfirina/massa PLGA) e dois niveis (menor e maior intensidade dos
fatores) precisamos realizar oito (2% experimentos. O numero de
experimentos pode ser diminuido se for feito um planejamento fraciondrio 2*"'

que exige 4 ensaios, conforme € mostrado na tabela 4.
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Tabela 4: Fatores, niveis e matriz do planejamento fatorial 2°"' para a

preparacgdo de particulas de PLGA encapsuladas com as porfirinas

Fatores Niveis Fatores
Ensaio
Estudados + - A B | C**
Velocidade de 1 - - +
A 18000 | 22000
agitacio/ RPM 2 + , i,
B |[Etapas de lavagem 3 6 3 - + ,
C* 1’nporﬁrina/rnPLGA/qo 036 6 4 + + +

* As massas foram respectivamente 0,3 mg € 3 mg para 0,6% e 6% de
porfirina/PLGA.
*% Os sinais atribuidos ao fator C foram obtidos através do produto das

colunas A e B.

O célculo dos efeitos de cada fator sobre o diametro da esfera foi
realizado utilizando-se o software Chemomatrix desenvolvido pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Roy E. Bruns (IQ-UNICAMP). Os sinais (+) e (-) foram
usados para identificar os niveis superiores e inferiores, respectivamente, de
cada fator estudado.

As particulas foram preparadas pelo método de emulsdo/evaporacio *°.
Tipicamente, PLGA (50 mg) e cada uma das porfirinas (0,3 ou 3,0 mg) foram
dissolvidas conjuntamente em 10 mL de diclorometano. Esta solucdo foi
adicionada gota a gota através de seringa a uma solucdo aquosa contendo 45
mL de dlcool polivinilico (PVA) (1% m:v), na taxa de 0,5 mL/s. Durante e
apos a adicdo a emulsdo formada foi agitada continuamente em um béquer

com didmetro interno de 5,6 cm, por 20 minutos a 10 °C a velocidade de

18.000 ou 22.000 RPM, utilizando-se um dispersor com haste modelo S18N-
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19G (D = 1,9 cm). A distancia entre a parte final da haste em relagcdo ao
fundo do béquer foi 0,6 cm e em relagdo ao menisco da fase aquosa foi de 1,4
cm. A emulsdo resultante foi mantida sob agitacio magnética por 24 horas.
para evaporacdo do diclorometano. As esferas obtidas foram lavadas com
agua deionizada e centrifugadas por 3 ou 6 vezes a 20.000G por 20 minutos a
10°C, sendo o sobrenadante descartado a fim de eliminar o excesso de PVA
presente em solucdo, bem como, a porfirina ndo encapsulada. As esferas
foram posteriormente liofilizadas por 48 horas usando trealose como

crioprotetor na propor¢do 1:2 (massa de trealose:massa de PLGA).

34.1. Preparacao das nanoparticulas de PLGA utilizando-

se o planejamento fatorial fracionario 22

Foram necessdarias vérias alteragdes na preparag¢ao das particulas porque
o didmetro das mesmas obtidas no planejamento fatorial 2°"' foi na ordem de
micrometros. Foi utilizado o mesmo método de emulsdo/evaporagio * . Mas
nesta nova preparacdo a fase orginica foi composta por uma solugcdo de
cloroférmio contendo 5 % de etanol ao invés de diclorometano, na fase aquosa
foi adicionado etanol, o numero de lavagens foi fixada em trés e a velocidade
foi fixada em 18.000 RPM. O planejamento fatorial completo 2° utilizado é

mostrado na tabela 5.
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Tabela 5: Fatores, niveis e matriz do planejamento fatorial 2° para a

preparacao de particulas de PLGA encapsuladas com as porfirinas

Niveis

Fatores Estudados Ensaios
- + A B
A%* mporfirina/ mPLGA/ % 1 1 - -
% etanol na fase 2 + i}

B 15 30

aquosa 3 - +
4 + +

* As massas foram respectivamente 0,5 mg e 1 mg para 1% e 2% de

porfirina/PLGA.

3.5. Analise da morfologia das particulas por Microscopia

Eletronica de Varredura

Uma massa de 1,0 mg do liofilizado foi dispersa em 1,0 mL de 4gua
deionizada, sendo sonicada por 1 minuto. Posteriormente, uma gota da
dispersdo foi aplicada sobre o stub do microscépio eletronico de varredura
(MEV). O excesso de liquido foi removido com um papel de filtro. Apos
secagem da gota, o stub foi revestido com ouro, usando-se um metalizador
MED 20 Coating System (Bal-Tec) operado nas seguintes condicdes: 30 mA
de corrente e 50 mTorr de pressdo por 160 minutos, € o material foi observado

no MEV.

3.6. Determinacao do tamanho das particulas
O tamanho das particulas foi determinado através de espalhamento de

luz dindmica usando o equipamento Zetasizer 3000 HAS da Malvern
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Instruments no laboratério da Profa. Dra. Maria Elisabete Darbello Zaniquelli

(USP-Ribeirao).

3.7. Determinacio da porcentagem de encapsulacio e de

recuperacao das particulas

Uma massa conhecida (aproximadamente 1 mg) de particulas
liofilizadas na auséncia de trealose foi dissolvida em 1,0 mL de CHCl;, sendo
uma aliquota desta solucdo diluida 10 vezes para andlise no espectrofotdmetro
no comprimento de onda de emissdo da porfirina. Utilizando-se o método de
adicdo de padrdo obteve-se uma curva analitica das medidas de absorbancia
em fungdo da concentragio das porfirinas (0 — 10 pmol L™). Através da curva
analitica e do conhecimento da massa da particula liofilizada, das massas de
PLGA e porfirina utilizadas no preparo das particulas, foi possivel a
determinacao da massa do fotossensibilizador presente na massa de particula
recuperada e da porcentagem de encapsulacdo da porfirina nas esferas de

PLGA, conforme equag¢des abaixo:

% Particularecuperada=

massa de particularecuperada 100 (1)
massa de PLGA utilizada+ massa de porfirinautilizada

% Porfirina presentenas massa de Porfirina wntida naparticulaliofilizadh 100 (2)
particulasliofiliadas massa de particula lofilizada
% Porfirina(tedrica)  massade Porfirina utilizadano preparodas particulas 00 (3)

presentenas particulas massade Porfirinautilizada + massa de PLGA utilizada

% Porfirina presentenas parttulas lioflizadas <100 (4)

% de Porfirina encapulado = - —
% Porfirina (tedria) present nas pariculas
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3.8. Medida do potencial zeta

As medidas de potencial zeta foram feitas pela determinacdo pela
mobilidade eletroforética das particulas a 25°C, utilizando-se o equipamento
Zetasizer 3000 com uma célula capilar de quartzo contendo um par de
eletrodos de palddio. Estas medidas foram realizadas no laboratério da Profa.
Dra. Maria Elisabete Darbello Zaniquelli (USP-Ribeirdo). Uma massa
conhecida (aproximadamente 1,0 mg) de particulas liofilizadas foi dispersa em
10 mL de 4gua deionizada, e entdo sonicada por 10 minutos. Foram feitas

duas replicatas de 10 medidas cada.

3.9. Estudo de liberacao in situ das porfirinas encapsuladas

Uma massa de particulas de PLGA contendo 3 pg de porfirina
encapsulada foram ressuspendidas em 2,0 mL de isobutanol a 27°C em uma
cubeta de quartzo. A escolha deste solvente foi porque ele dissolve somente as
porfirinas. Foram obtidos espectros de absor¢cdo usando a técnica de
espectroscopia de refletincia difusa (ERD) que permite a eliminacdo da
influéncia da luz espalhada pelas particulas no espectro de absorbancia da
porfirina, ndo precisando separar as particulas do meio de liberacdo. Os
espectros foram obtidos em intervalos pré-determinados utilizando-se um
padrao solido de politetrafluoretileno na fenda de saida. O espectro obtido do
padrao solido e do isobutanol puro foi usado como branco. Para quantificar as
porfirinas liberadas foram feitas curvas analiticas das mesmas em funcio da

concentracao.
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3.10. Determinacao da distribuicao das porfirinas nas
nanoesferas de PLGA através de microscopia eletronica de

varredura a laser confocal

Uma massa conhecida (aproximadamente 1 mg) das particulas foi
ressuspendidas em 1 mL de 4dgua e sonicada por 1 minuto e 50 uL da
suspensdo foi espalhada através da técnica do esfregaco sobre uma lamina de
vidro, que foi deixada em repouso a temperatura ambiente para secagem.
Ap6s, foi fixada a laminula sobre a lamina e as esferas foram visualizadas
usando o microscopio Zeiss Confocal LSM 510 equipado com laser do
aparelho (A.x = 543 nm) e laser argénio-criptonio (A.x = 488 nm) (Carl Zeiss
Microimaging, Inc., Thornwood, NY, USA). A emissdo de fluorescéncia das
porfirinas foi acima de 605 nm de modo que se usou o filtro BP605 (Carl

Zeiss Microimaging, Inc.).

3.11. Cultivo de células LNCaP

Foi necessdrio fazer um treinamento para o cultivo das células de cancer
prostata humano (LNCaP). Este treinamento foi iniciado no laboratério da
Prof* Sara Teresinha Olalla Saad, (Hemocentro, UNICAMP) e posteriormente
complementado no laboratdrio do Prof® Anibal Vercesi (FCM, UNICAMP).

Os protocolos para o cultivo das células estdo relacionados nos itens
3.11.1 a 3.11.4. O meio de cultura A tem a seguinte composi¢cdo: 50 mL de
soro fetal bovino, 450 mL de RPMI 1640, 100 UI/ mL penicilina, 100 mg/mL

estreptomicina e 100 ug/mL de sulfato de gentamicina.
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3.11.1. Descongelamento de células

As células LNCaP contidas nos criotubos foram retiradas do nitrogénio
liquido (-150°C) e degeladas a 37°C. As células foram colocadas em um tubo
falcon com 5 a 8 mL de meio A, centrifugadas por 3 minutos a 1250 g e o
sobrenadante foi aspirado e eliminado. Ao tubo falcon foi adicionado mais 7
mL do meio A e com uma micropipeta o liquido contendo as células foi
aspirado e novamente reposto no tubo falcon vérias vezes para desfazer os
agregados de células. Exceto a centrifugacdo, todas as demais operagdes

foram realizadas na camara de fluxo laminar.

3.11.2. Cultivo de células

Na capela de fluxo laminar pipetou-se as células recém descongeladas
do tubo falcon para uma garrafa esterilizada de 75 mL. As células LNCaP
crescem por adesdo ao fundo do frasco e portanto esta garrafa é para células
aderentes. A garrafa tinha aproximadamente 10 mL de meio A e as células
foram pipetadas evitando-se a formacdo de bolhas. Estas sdo evitadas
inclinando-se a garrafa e liberando-as em um canto da garrafa. Posteriormente
as células foram dispersas balancando suavemente a mistura para os lados. A
garrafa de cultura foi colocada na estufa por 48 h, com um fluxo de 5 % de
CO, a 37°C. A tampa da garrafa de cultura foi parcialmente aberta para

permitir o contato do ambiente celular com o géds carbdnico.

3.11.3. Tripsinizacao
O meio de cultura foi trocado vérias vezes durante o crescimento das
células. O meio era trocado sempre que ele ficava com uma coloragdo

amarelada. A troca sempre era feita na capela de fluxo laminar e apds o
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crescimento das células, que pode ser acompanhado olhando-se o fundo da
garrafa, ou através de microscopio invertido, o meio de cultura era descartado
e as células foram lavadas 3 vezes com tampao PBS para retirada do soro fetal
bovino, que ¢é responsdvel pela inativacdo da tripsina. Adicionou-se
aproximadamente 1,5 mL de tripsina e nesta operacdao foram dadas leves
batidas na garrafa de cultura para soltar as c€lulas. Esta operacao foi rapida (2
a 3 minutos) para evitar a morte das células. A tripsina foi inativada
utilizando-se o dobro do volume do meio A do que foi usado com a tripsina,
uma vez que a tripsina danifica as células quando fica muito tempo em contato

com estas.

A tripsinizacdo € feita para que as células que estdo aderidas no fundo
da garrafa de cultivo sejam soltas para poderem ser contadas para futuro

experimento ou para congelamento.

3.11.4. Contagem de células
As células recém tripsinizadas contendo meio A s3o centrifugadas a
125g por 3 minutos, e entdo solubilizadas com 1-3 mL de meio A. 20 uL da
solucdo com células foram colocadas na camara de Neubauer, sem deixar
espagos vazios ou vazamentos. As células da camara L e central (figura 13)
foram contadas utilizando-se um microscopio Leica Stereo-Microscopio MZ
12,5 (Leica Microsystems). Para encontrar o nimero de células dividiu-se o

valor da contagem encontrado por 5, e multiplica-se por 10000 (equacao 5):

7 celulas = 224! descelulas x 1000 (5)
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Figura 13: Camara de Neubauer

3.11.5. Congelamento de células

ApOs o tripsinizagdo, colocou-se a mistura contendo as células em um
tubo falcon esterilizado, centrifugou-se por 3 minutos a 1250 g e a fase liquida
foi retirada. Adicionou-se ao tubo falcon dimetilsulféxido (DMSO) e soro
fetal bovino. Para cada criofrasco contendo as células a serem congeladas a
propor¢do foi 900 puL. de soro e 100 uL. de DMSO. Este meio foi misturado
com uma micropipeta até os agregados visiveis serem desfeitos. Os
criofrascos foram colocados no freezer a — 80°C por 24 horas e depois no

nitrogénio liquido.

3.12. Determinacao da localizacao das porfirinas nas células

LNCap

As células LNCaP foram cultivadas em concentragdo de 3 x 10° cel mL°
" em placas contendo laminula por 48h usando RPMI 1640. Apés este periodo,
o meio de cultura foi substituido por uma suspensado de particulas contendo as
porfirinas em RPMI 1640. As células foram incubadas por 2 horas, lavando-se
0s po¢os em seguida 2 vezes com tampao fosfato (PBS). Em seguida, foram

adicionados nos pocos 400 uLL de uma solucao de paraformaldeido em PBS



45

(4%) para fixacdo das células, aguardando-se 20 minutos, e realizando-se
entdo 3 lavagens com PBS e a retirada da laminula. Sob a laminula foi
adicionada uma solucdo de permeabilizacdo 0,2% (m:v) de Triton X100® em
TBS , que foi deixada em contato com as células por 5 minutos, para se
bloquear o efeito de permeabilizagdo usando uma solucdo 3% (m:v) de
albumina bovina em tampao PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida 100 pL. de uma solucdo de faloidina 635 foi adicionada sobre a
laminula e mantida em contato com as células por 30 minutos ao abrigo da luz
para marcacdo do citoesqueleto - F-actina. Em seguida, as laminulas foram
lavadas com PBS para eliminar a faloidina 635 residual e 100 pL. de uma
solu¢do de montagem ProLong® Gold contendo 4°,6 diamidino-2-fenilindol
(DAPI) para marcacdo nuclear foi posta em contato com a laminula a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras entdo foram
visualizadas no microscopio confocal Zeiss LSM 510 usando lentes objetivas

de imersdo em 4gua.

3.13. Determinacao da Viabilidade celular por MTT (Brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) '

Em uma placa de Elisa com 48 pogos, incubou-se as células por 48
horas. Retirou-se 0 meio RPMI 1600 suplementado e adicionou-se na placa
200 uL de solu¢do de MTT 5 mg/mL em PBS. Apds 30 minutos de incubagao,
removeu-se o sobrenadante e dissolveu-se os cristais de formazan em 400 pL
de DMSO. Obtém-se entdo os espectros de absor¢cdo dessa solugdo. A curva
padrao foi obtida com concentragio de 500 a 400000 células/mL. O

experimento foi feito em quadriplicata.
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3.14. Foto-oxidacao de células humanas de cancer de prostata da
linhagem LNCaP utilizando as porfirinas encapsuladas

3.14.1. Efeito do tempo de internalizacao.

Células LNCaP foram cultivadas, conforme descrito no item 3.11.2.
Aliquotas das suspensdes de células (concentracdo de 3 x 10° cel mL™") foram
cultivadas em placas de cultura de 48 pocos de 13x13 mm por 48 horas na
estufa de CO,. As culturas foram incubadas em tempos variados (30, 60, 90 e
120 minutos) com as suspensdes das particulas (5 pumol L™). Apéds este
periodo, trocou-se 0 meio para retirar as nanoesferas contendo porfirinas nao
internalizadas, e realizou-se a foto-oxidacdo das células, irradiando-se as

placas 40 minutos usando laser de 645 nm a 3,5 cm de distancia.

O meio foi retirado e a placa foi lavada com tampao fosfato para
eliminar o residuo de soro fetal bovino. Foram adicionados 200 puL de uma
solucdo 5 mg mL" de mTT e deixado em repouso por 30 minutos. Em seguida
foram lavadas com solugdo de PBS, e foi adicionado 400 uL. de DMSO,

realizando-se leitura da absorbancia em 570 nm.

3.14.2. Efeito da concentracao.

Células LNCaP foram cultivadas, conforme descrito no item 3.11.2.
Aliquotas das suspensdes de células (concentragdo de 3 x 10° cel mL™") foram
cultivadas em placas de cultura de 48 pocos de 13x13 mm por 48 horas na
estufa de CO,. As culturas foram incubadas por 90 minutos com as suspensoes
das nanoparticulas nas concentra¢des de 2,5; 5,0 e 7,5 pmol L ApOs este

periodo, trocou-se o meio para retirar as particulas contendo porfirinas nao
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internalizadas, e realizou-se a foto-oxidacdo das células, irradiando-se as

placas 40 minutos usando laser de 645 nm a 3,5 cm de distancia.

O meio foi retirado e a placa foi lavada com tampao fosfato para
eliminar o residuo de soro fetal bovino. Foram adicionados 200 puL de uma
solucdo 5 mg mL" de mTT e deixado em repouso por 30 minutos. Em seguida
foram lavadas com solucdo de PBS, e foi adicionado 400 uL. de DMSO,

realizando-se leitura da absorbancia em 570 nm.

3.14.3. Efeito do tempo de irradiacao.

Células LNCaP foram cultivadas, conforme descrito no item 3.11.2.
Aliquotas das suspensdes de células (concentragio de 3 x 10° cel mL™") foram
cultivadas em placas de cultura de 48 pocos de 13x13 mm por 48 horas na
estufa de CO,. As culturas foram incubadas por 120 minutos com as
suspensdes das particulas na concentracio de 7,5 umol L™. Apés este periodo,
trocou-se 0 meio para retirar as nanoesferas contendo porfirinas nao
internalizadas, e realizou-se a foto-oxidacdo das células, irradiando-se as

placas por 20, 40 e 60 minutos usando laser de 645 nm a 3,5 cm de distancia.

O meio foi retirado e a placa foi lavada com tampdo fosfato para
eliminar o residuo de soro fetal bovino. Foram adicionados 200 puL. de uma
solucdo 5 mg mL" de mTT e deixado em repouso por 30 minutos. Em seguida
foram lavadas com solugdo de PBS, e foi adicionado 400 uLL. de DMSO,

realizando-se leitura da absorbancia em 570 nm.
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3.15. Quantificacao da  internalizacao das  porfirinas

encapsuladas nas células LNCap

Células LNCaP foram cultivadas, conforme descrito no item 3.11.2.
Aliquotas das suspensdes de células (concentracio de 3 x 10° cel mL™") foram
cultivadas em placas de cultura de 48 pogos de 13x13 mm por 48 horas na
estufa de CO,. Apo6s este periodo, o meio de cultura foi substituido por uma
suspensdo de particulas em RPMI 1640 (7,5 umol L™), e foram incubadas por
120 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas por 3 vezes usando o
meio de cultura a fim de eliminar o fotossensibilizador livre ou encapsulado
que nao havia sido internalizado nas células. Em seguida as células aderidas
ao frasco foram soltas através de uma solucdo 0,25% m/v de tripsina e 0,02%
m/v de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), € o pellet obtido por

centrifugacdo (500 x g) foi ressuspendido em uma solug¢do de 0,2 mol/L. de

NaOH contendo Triton X100 ® 0,5 %.

As porfirinas foram quantificadas através de espectro de absor¢ao,

usando-se uma curva analitica.

3.16. Estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando-se o teste de analise de variancia
(Anova, fator tinico) '® seguido pelo teste de Tukey para comparacdes
multiplas.

Os cdlculos foram realizados utilizando-se o programa Office Excel,
colocando-se todos os resultados do experimentos cada um em sua respectiva
coluna, e entdo se selecionando o teste Anova. Se o resultado de valor-P
obtido pelo programa Anova fosse maior que o intervalo de confianca

selecionado (95%), os dados seriam equivalentes. Porém se o valor-P fosse
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menor que o intervalo de confianca selecionado, seria utilizada a formula

abaixo (equacao 6):

OMR

(6)

dms =q *

Onde o q € o valor critico de faixa de distribui¢cdo estudada para uma
familia com confianca de 95%, QMR (quadrado médio do residuo da analise
de variancia) corresponderd ao valor de MQ (quadrado médio) dentro do
grupo obtido pelo teste ANOVA, r € o numero de repeticoes de cada
tratamento. dms (diferenca minima significativa) serd entdo comparado com a
diferenca entre as médias das medidas a serem analisadas, e o resultado obtido
sendo menor que o valor de dms, os dados estudados sdao considerados

equivalentes.

4. Resultados e discussao

4.1. Espectros de absorc¢ao dos fotossensibilizadores

Absorbancia
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Figura 14: Espectros eletronicos de absor¢cdo das porfirinas. m-THPP

(A), Hex-m-bisHPP (B) e Hex-m-triHPP(C) em diclorometano
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Tabela 6: Valores de ¢ para as porfirinas m-THPP, hex-m-bisHPP e hex-m-

triHPP
m-THPP hex-m-bisHPP hex-m-triHPP
A (nm) € A (nm) € A (nm) €

419 329000 414 269600 418 268300
515 14500 511 11900 516 11200
550 5600 545 3600 550 4600
592 5200 585 3800 591 3400
648 3200 642 2100 648 2800

As porfirinas apresentam cinco bandas caracteristicas na regido visivel.

A mais intensa entre 415 a 420 nm est4 relacionada a transi¢do do orbital ay,

para o orbital degenerado e,. As outras 4 bandas sdo menos intensas e estdo

localizadas entre 520 a 645 nm. A simetria das porfirinas é do tipo D,h '”.

Nos experimentos de foto-oxidacdo as trés porfirinas foram excitadas no

comprimento de onda de 645 nm.

4.2. Propriedades das porfirinas

Os resultados obtidos sao mostrados na tabela 7:



Tabela 7: Propriedades das porfirinas
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Propriedade m-THPP Hex-m-bisHPP Hex-m-triHPP
Momento dipolar '™ 0D 0,25D 1,23D

b em etanol '® 0,69 £0,07 0,63 +0,06 0,68 + 0,07
LogS 59+14  -58+13 6,4 +1,6
LogP 78+13 84+14 94+ 14

pKa 8,0 8,0 8,0

Volume 594,2 535,9 6154

A porfirina Hex-m-triHPP tem o maior momento dipolar e também ¢é

anfifilica devido ao grupo 3-hidroxi-fenila na posicdo 15, que confere a

molécula a assimetria € 0 momento dipolar diferente de zero. A porfirina m-

THPP € simétrica e a polaridade dos grupos 3-hidroxi-fenila se cancelam,

fazendo com que a molécula ndo seja anfifilica. O alcano hexila ligado na

posicdo 5 do anel porfirinico € apolar, mas a molécula Hex-m-bisHPP ¢é

assimétrica e com um momento dipolar de 0,25 D. A figura 15 indica a

estrutura tridimensional de Hex-m-triHPP e € mostrado que os grupos fenilas

estdo perpendiculares ao anel porfirinico € o grupo —OH se alterna acima e

. 102
abaixo do plano '*.

Figura 15: Estrutura tridimensional da porfirina Hex-m-triHPP
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O rendimento quéntico do oxigénio singleto ' das trés porfirinas sio
iguais. Esta caracteristica e as diferentes anfifilicidades foram decisivas na
escolha destas trés porfirinas para esta dissertagdo de mestrado.

Observa-se que, como esperado, a solubilidade em dgua de todas as
porfirinas € bastante pequena. O esqueleto organico das porfirinas € o
responsavel por esse comportamento, conferindo hidrofobicidade as
porfirinas. O coeficiente de parti¢do entre a fase do solvente orgéanico e a 4gua
(em geral, octanol-dgua) ¢ um fator que pode ser usado para predizer a
habilidade da molécula ou droga de difundir em biomembranas, ja que ele é
constituido pela soma dos valores dos fragmentos dos componentes
moleculares. Como os valores de P normalmente variam em algumas ordens
de magnitude, é comum se expressa-lo na forma logaritmica, como log P. Nao
foi possivel a determinacdo experimental de log P devido a baixissima
solubilidade das porfirinas em dgua, o que resultaria em grande erro

. 1
experimental '

Os valores mostrados na tabela para log P e log S
representam a média e o desvio dos valores calculados por nove e quatro
programas, respectivamente. Como cada programa nao calcula o desvio, entdo
¢ mostrado o desvio relativo dos valores calculados pelos programas e nao do
valor de log P (ou log S). A tendéncia em log P para cada programa € a mesma
(resultado ndo mostrado) e entdo o valor médio de log P pode ser considerado
uma tendéncia representativa da lipoficilidade. Portanto, pode ser observado
que a lipoficilidade segue a seqiiéncia: Hex-m-triHPP > Hex-m-bisHPP > m-
THPP. O pKa (constante de equilibrio de acidez) mostrou que seus valores
para as 3 porfirinas sdo iguais, de modo que ndo ha diferenca entre a acidez
destas. O volume calculado mostrou que o volume de hex-m-bisHPP é menor

do que o volume das outras porfirinas e isto € esperado devido a auséncia de

uma fenila nesta molécula em comparacao com Hex-m-triHPP; o volume das
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duas outras porfirinas sd3o muito proximos entre si porque a diferenca entre

elas € a presenca de uma hexila ou auséncia de uma fenila.

4.3. Planejamento fatorial fracionario 231 aplicado a preparacao

das nanoparticulas de PLGA

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica util, onde ¢
possivel a observacdo dos efeitos de varidveis e interacOes entre elas,
realizando-se uma menor quantidade de experimentos e obtendo-se

. - . . . 115
informacoes mais conclusivas sobre os dados obtidos .

No planejamento fatorial fraciondrio 2*', foram estudados a velocidade
de agitacdo, o numero de lavagens e a massa de porfirina utilizada, de modo a
se definir quais as melhores condi¢des para a reducdo do tamanho da

nanoesferas (tabela 8).

As esferas obtidas ndo se encontraram, de modo geral, na faixa de
tamanho desejado (em torno de 200 nm), como pode ser observado pela média
de tamanho das nanoesferas obtidos pelo programa ImageTool (tabela 9) a

partir das micrografias (figuras 16 a 18).
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Tabela 8: Fatores utilizados em cada ensaio no planejamento fatorial 2>

Fatores
Ensaios:  Velocidade agitacao Etapas de Massa porfirina
(RPM) lavagem (mg)/50 mg PLGA
1 18000 3 3
2 22000 3 0,3
3 18000 6 0,3
4 22000 6 3

Tabela 9: Tamanho das esferas obtidos pelas micrografias através do software
ImageTool

ensaio Hex-m-bisHPP (nm) Hex-m-triHPP (nm) m-THPP (nm)

1 563 £308 141 £45 1140 + 790
2 463 + 278 230+ 111 849 +4
3 299 + 279 205 £ 139 185 + 138

4 730 £ 141 1860 + 171 215 £ 107
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Figura 16: Microscopias de varredura dos ensaios 1 a 4 da 5-hexil-10,20-bi(3-
hidroxifenil)porfirina (Hex-m-bisHPP). As escalas ndo sdo iguais em todas as

figuras.
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Figura 17: Microscopias de varredura dos ensaios 1 a 4 da 5-hexil-10,15,20-
tri(3-hidroxifenil)porfirina (Hex-m-triHPP). As escalas ndo sdo iguais em

todas as figuras.

Figura 18: Microscopias de varredura dos ensaios 1 a 4 da 5,10,15,20-tetra(3-
hidroxifenil)porfirina (m-THPP). As escalas ndo sdo iguais em todas as

figuras.
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Pode ser observado pela tabela 8 que os desvios do tamanho sdo altos,
devido a distribui¢do de tamanho ser bastante variada.

Quanto maior a velocidade de agitagdo, maior serd a dispersao da fase
organica e menor o tamanho das goticulas e esperam-se esferas com diametros

. ~ 114
menores apds a evaporacdo do solvente

. Isto € o resultado que se observa
com as porfirinas Hex-m-bisHPP e m-THPP para trés etapas de lavagem
(ensaios 1 e 2). Porém, isto ndo € observado nos ensaios 3 e 4. Provavelmente,
isto pode ser devido ao efeito do aumento da temperatura, observada a 22.000
rpm, no tamanho das esferas hd um aumento de temperatura que ocorre em
solucdo a 22.000 rpm. Observa-se também que hd uma tendéncia no aumento
do tamanho em fun¢ao do aumento do nimero de lavagens. Provavelmente as
esferas de menor didmetro devem ter sido descartadas. Com rela¢do a massa
de porfirina, observa-se uma tendéncia geral de diminuicao das esferas quando
a propor¢do entre a massa do PLGA e a massa de porfirina € 0,6. A partir dos
resultados acima, concluiu-se que a melhor preparagdo € feita em 18000 rpm,

com 3 lavagens e uma massa menor do que 3 mg de porfirina, conforme se

observa na tabela 9.

4.4 Planejamento fatorial fracionario 2* aplicado ao preparo

das nanoparticulas de PLGA

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial 2°", realizou-se
um segundo planejamento fatorial. Utilizou-se o cloroférmio como solvente
organico, mantendo-se constante o etanol (5 %) na fase organica e variando-se
a porcentagem de etanol na fase aquosa (15 e 30 %), agitando-se por 18000
rpm e lavando-se 3 vezes. A presenca de 5 % de etanol na fase organica
favorece a diminuicdo do tamanho das particulas '*°. Variou-se a massa entre

0,5 mg e 1 mg de porfirina, j4 que na preparacio 2 foi observado efeito de
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massa no tamanho das particulas. A partir dos resultados deste planejamento,
foi entdo escolhida a melhor preparacio para se realizar o ensaio de
porcentagem de encapsulacdo de porfirina, € os posteriores ensaios com as
células. Essa escolha foi baseada nas caracteristicas de tamanho de particula e

potencial zeta.

4.4.1. Tamanho das particulas e potencial Zeta obtidos no

planejamento fatorial 2%
Através de experimento de espalhamento de luz dindmico, realizado em
duplicata (média de 10 leituras para cada replicata), realizada no aparelho

Zetasizer, foram obtidos os valores de tamanho de esferas (tabela 10).

Tabela 10: Tamanho das esferas para as diferentes preparagdes utilizando o

equipamento Zetasizer

[porfirina] Diametro Potencial Zeta
Polidispersivi
ensaio / mg % alcool / (nm) dade / mV

Hex-m-bisHPP 1 0,5 15 235+6 0,529 22 +1

2 0,5 30 147 £ 20 0,220 -16,9 £0,7

3 1 15 222 £24 0,216 21,6 £ 0,4

4 1 30 148 £ 11 0,500 -16,8 £0,5
Hex-m-triHPP 1 0,5 15 216 +£27 0,437 -20,7+£0,3

2 0,5 30 219 £43 0,304 -17+£2

3 1 15 233+9 0,132 -19,3+0,6

4 1 30 167 +£42 0.750 -18,7+0,1
m-THPP 1 0,5 15 345 £22 0,825 29+2

2 0,5 30 249 £ 15 0,525 23+1

3 1 15 222 +£7 0,174 -19,3+0,3

4 1 30 202 +23 0,348 20+ 2
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Conforme pode ser observado a % de etanol na fase aquosa causa uma
diminuicao do tamanho das esferas. O tamanho das particulas é dependente da

"2 Na presenca de PLA foi

tensdo interfacial e da viscosidade do solvente
observado que a viscosidade da fase aquosa na presenca de etanol foi 43-45%
maior do que na auséncia de etanol "1 Portanto, muito provavelmente, este
aumento na viscosidade da solu¢iao aquosa diminuiu a coalescéncia das esferas
durante o preparo da emulsdo, evitando a agregacio das mesmas e
favorecendo a obten¢do de particulas de menor diametro. Pode ser observado
pela tabela 9 que as massas utilizadas ndo tiveram efeito sobre o tamanho das
nanoesferas.

Pode-se confirmar o efeito do dlcool no tamanho de esferas através dos

célculos obtidos pelo software Chemomatrix para o planejamento fatorial 2

(tabela 11).

Tabela 11: Efeito da % 4lcool na fase aquosa no tamanho de esferas através

dos célculos obtidos pelo software Chemomatrix para o planejamento fatorial

22

Porfirina Efeito da % etanol
Hex-m-bisHPP -81.00
Hex-m-triHPP -31.50

m-THPP -116.50
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Os valores negativos obtidos através do software Chemomatrix
confirmam que quanto maior a porcentagem de etanol, menor o tamanho da
esfera.

As forgas de interacdo eletrostéticas repulsivas entre as superficies das
particulas ou dos coldides de uma forma geral contribuem para que nao haja
agregacdo e portanto para a estabilidade de uma suspensdo. Em geral,
materiais microscopicos ou particulas adquirem uma carga elétrica superficial
quando em contato com liquidos. A origem desta carga superficial pode ser
devido a dissociacdo de grupos i6nicos de moléculas na superficie ou por
adsorcdo de fons superficie. Esta carga superficial atrai fons de carga oposta
(contra-ions) presentes no liquido, formando uma camada elétrica denominada
de Stern. Estes contra-ions por sua vez atraem fons de carga oposta, que no
entanto sdao repelidos pelos ions mais proximos a carga superficial. O
resultado final é uma camada difusa de contra-ions cuja concentracdo vai
diminuindo quanto maior for a distancia da carga superficial das particulas.
No entanto, os ions de carga de mesmo sinal (co-ions) que os da carga
superficial sdo repelidos pela superficie e entdo na camada difusa ha uma
pequena concentracdo de co-ions bem proxima da particula carregada. A
concentracdo dos co-ions tende a aumentar com distdncia da particula
carregada, devido a diminuicdo do efeito repulsivo. H4 entdo a formacao de
uma dupla camada elétrica, constituido por uma interna onde os ions sdo
fortemente ligados a superficie e uma regido externa onde o equilibrio entre
forgas eletrostaticas € movimento térmico ird determinar a distribuicao dos
fons. Se um campo elétrico for aplicado a uma suspensdo, as particulas e os
ions da camada interna se movem como um todo dnico e o potencial elétrico
criado entre os contra-ions e co-ions pode ser medido na superficie de

cisalhamento (superficie imagindria constituida pelos contra-ions ligados a



62

superficie da particula, bem como por algumas moléculas do solvente também
ligadas a superficie). Este potencial elétrico é chamado de potencial zeta e

pode ser utilizado para prever estabilidade de uma suspensio ''® (figura 19).
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Figura 19: Potencial zeta de uma particula.

Pela tabela 10 observa-se que todos os potenciais zeta sdo negativos,
devido a dissociacdo parcial dos grupos carboxilicos localizados nas
extremidades do PLGA '*’. Observa-se também que ha uma tendéncia geral,
para cada porfirina, do potencial zeta ser menos negativo conforme se diminui
o tamanho da esfera. Isto ocorre porque as menores esferas tém maiores dreas
especificas. Isto favorece a acumulacio de uma quantidade maior de

moléculas de PVA na interface entre a face organica e aquosa resultando em
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um aumento do PVA residual na superficie das esferas com menores

12
tamanhos '%

, € quanto maior for a quantidade de PVA residual menos
negativo serd o potencial zeta '*°. O valor da carga negativa depende do
método de preparacdo, da quantidade de PVA, do tamanho da particula, do
solvente orginico usado na preparacio '**'**. A tabela 12 mostra os valores
obtidos pelo software Chemomatrix para o efeito da massa e da percentagem

de etanol no potencial zeta.

Tabela 12: Influéncia dos fatores estudados no planejamento fatorial 2> no

potencial zeta

Efeito da % Efeito da massa da

Porfirina etanol porfirina AB
Hex-m-bisHPP 5.80 0.20 -0.20
Hex-m-triHPP 2.00 0.00 -1.00

m-THPP 5.50 0.50 -0.50

Comparando-se o efeito da % etanol com o efeito da massa da porfirina
observa-se que o aumento da % de etanol na fase aquosa para as porfirinas
Hex-m-bisHPP e Hex-m-triHPP € o fator que mais influencia para a reducao
do valor do potencial zeta, enquanto a massa de porfirina é o fator que mais
influencia na reducdo do potencial zeta para m-THPP. Além disso, foi
possivel observar que a interacdo entre os fatores causa uma diminui¢do no
valor do potencial zeta.

Pela tabela 10 nota-se que em geral as particulas sdo menores quando se

usou 30 % de etanol na fase aquosa. No entanto, o tamanho das nanoesferas
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sdo i1guais e o potencial zeta sdo mais proximos quando se utilizou 15 % de
etanol na fase aquosa e 1,0 mg de massa da porfirina (valores destacados em
cinza na tabela). Estes resultados correspondem ao ensaio 3 do planejamento
2°. As preparagdes do ensaio 3 foram utilizada nos experimentos in vitro com
células, e o tamanho médio pela tabela 9 esta proximo a 200 nm.

Resumindo os resultados até o momento, as trés porfirinas utilizadas
nos experimentos de viabilidade celular tm o mesmo rendimento quéntico de
oxigénio singleto, apresentam diferentes anfifilicidades, as nanoparticulas que
encapsulam as trés porfirinas t€m o mesmo tamanho € o mesmo potencial
zeta.

Na figura 20 € mostrado algumas micrografias eletronicas de varredura
e de transmissdo, respectivamente, obtidas no planejamento 2°. Pode ser
observado através do MEV que as particulas sao esféricas e com uma pequena

distribui¢do de tamanho.
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Figura 20: Micrografia eletronica de varredura de nanoesferas de PLGA
preparadas com 0,5 mg porfirina e 30 % etanol. (A) m-THPP, (B) hex-m-bis-
HPP, (c¢) hex-m-tris-HPP.
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4.5. Porcentagem de encapsulacio das porfirinas nas
nanoesferas preparadas a partir de 15 % de etanol na fase

aquosa e 1 mg de porfirina

Através de curvas analiticas construidas por adicdo de padrio (figura
21), foi possivel obter as concentragdes das porfirinas encapsuladas nas
particulas liofilizadas sem a presenca de trealose, e através das equagdes 1, 2,

3e4(3.7.), se calculou a porcentagem de encapsulacdo (tabela 13):

1.6
hex-m-bisHPP

hex-m-trisHPP g
mTHPP o

1.4 1

Absorbancia

0 2 4 6 8 10

Concentragéo (@mol L")

Figura 21: Curvas analiticas construidas para as porfirinas m-THPP, Hex-m-

bisHPP e Hex-m-triHPP. As concentracdes da porfirinas variaram entre 0,20

umol L' ¢ 2,0 pmol L™



67

Tabela 13: Porcentagem de encapsulacdo e de recuperacdo das porfirinas m-

THPP, Hex-m-bisHPP e Hex-m-triHPP. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

Porfirinas Encapsulacao Recuperagao
% mg porfirina/mg esferas %

m-THPP 93+2 54+1 15,8

Hex-m-bisHPP 97 +2 62+1 22,6

Hex-m-triHPP 69+1 61+1 13,6

Como se pode observar, todas as porfirinas foram recuperadas em uma
taxa acima de 50%, sendo que a m-THPP foi a porfirina com menor
porcentagem recuperagdo, € o Hex-m-bisHPP e o m-THPP tiveram
porcentagens de recuperacdo praticamente iguais.

Pode ser observado também que todas as porfirinas foram encapsuladas
com concentragdes médias maiores do que 50%, sendo que a Hex-m-triHPP
foi a porfirina com menor porcentagem média de encapsulacdo, e o Hex-m-
bisHPP e o m-THPP tiveram porcentagem de encapsulacdo praticamente
iguais.

O sucesso na encapsulacao de substincias em nanoesferas depende de
varios fatores: a) baixa solubilidade da substincia a ser encapsulada na fase
aquosa, b) uma alta taxa de precipitagdo/solidificacdo do polimero na fase
organica que por sua vez € dependente de sua alta solubilidade na fase aquosa,
c) da alta pressdao de vapor do solvente, d) da alta solubilidade da droga no

117

polimero Todos estes fatores foram atendidos na formulagdo das

nanoesferas, resultando em uma elevada percentagem de encapsulagdo.
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4.6. Liberacao das porfirinas encapsuladas sem a separacao das

particulas do meio de liberacao

A liberacdo de drogas encapsuladas sem a separacdo das particulas do
meio de liberacdo foi desenvolvida na tese de doutorado de André Romero da
Silva ''? e os resultados da liberacao de cloro(5,10,15,20-tetrafenilporfirinato)
de indio(IIT) encapsulado em microesferas e nanoesferas de PLGA sem a
necessidade de separar as esferas do meio de liberacao usando espectroscopia
de refletancia difusa foram publicados em 2010 '"’. Para se obter o perfil de
liberacdo das porfirinas sem a separacido das particulas do meio de liberagcdo
realizou-se preliminarmente uma andlise da solubilidade das mesmas em
solucdo aquosa contendo tampao PBS pH 7,4 e Tween 20 (figura 22), e
também em solucdo aquosa contendo 4gua, etanol e soro fetal bovino (figura

23).
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Figura 22: Solubilidade das porfirinas em diferentes concentragdes de Tween

20.
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Figura 23: Solubilidade das porfirinas em diferentes concentracdes de etanol

em solucdo aquosa.

Pela figura 22 observa-se que a fluorescéncia da porfirina m-THPP
ficou constante apos a adi¢do de 1 % de Tween 20 na agua. Isto indica que
acima de 1 % a porfirina m-THPP esté totalmente solubilizada nesta solugdo.
No entanto, a fluorescéncia de hex-m-triHPP nao ficou constante e a
fluorescéncia de hex-m-bisHPP € muito pequena. Estes dois resultados
indicam que a solucdo aquosa contendo tampao PBS pH 7,4 e Tween 20 ndo é
adequada para se analisar o perfil de liberacdo das porfirinas estudadas. Pela
figura 23, € observado que as trés porfirinas sdo soluveis na solu¢cdo aquosa
contendo 40 % de etanol e soro fetal bovino. O estudo da liberacdao das
porfirinas foi feito neste meio alcodlico, utilizando o acessorio de
espectroscopia de refletancia difusa (ERD) que permite a eliminacdo da
influéncia da luz espalhada pelas particulas no espectro de absor¢do da
porfirina, ndo precisando separar as particulas do meio de liberacdo. No

entanto, era necessdrio agitar a solu¢do na cubeta de quartzo pois os valores da
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absorbancia da solucdo em repouso eram diferentes dos valores da
absorbancia sob agitacdo. Isto se tornou um inconveniente experimental
porque os experimentos de liberacdao devem ser conduzidos por muitas horas.
Realizaram-se entdo os experimentos de liberacdo em isobutanol porque
este solvente solubiliza as porfirinas mas ndo solubiliza o PLGA. A partir da
curva analitica previamente construida e do conhecimento de massa inicial de
porfirina encapsulada, foram obtidos os perfis da liberacdo das porfirinas

encapsuladas em PLGA (figura 24).
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Figura 24: Perfil de liberacdo em isobutanol das porfirinas encapsuladas em

PLGA.

O perfil de liberagdo da figura 24 indica que ha uma fase inicial rapida
(< 5 horas) e uma fase lenta (> 5 horas). Este perfil € consistente com o0s

resultados observados na literatura para as primeiras horas iniciais. Os

130
ou de

modelos apresentados na literatura indicam a existéncia duas fases
A 131 . . ~ . . .
trés fases *' associadas com a liberacdo das drogas in vitro. Os dois modelos

sd0 muito proximos € em ambos modelos a primeira fase € rapida e estd
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relacionada com dissolucao da droga na superficie das particulas seguido por
um processo controlado por difusdo da droga para o meio liquido. No modelo
com duas fases, a segunda fase € lenta e esta relacionada com a liberagdo da
droga internalizada dentro da particula e é dependente da erosdo da particula
causado pela degradacdo do polimero. A erosdo tem sido observada
principalmente em meio aquoso. No modelo com trés fases, observada em
PLGA, a segunda fase ocorre devido a dissolu¢do da droga causado por um
processo de degradacdo e induzido por relaxagdo e a terceira fase € a liberacao
difusional. As imagens das micrografias eletronicas de varredura de
cloro(5,10,15,20-tetrafenilporfirinato) de  indio(IIl)  encapsulada em
microparticulas de PLGA, antes e apOs 1384 horas dispersas em isobutanol a
27 °C, mostraram que a superficie das microparticulas ndo foram degradadas

129
1

por acdo do isobutanol . Portanto, os resultados da figura 20 indicam que a

primeira fase rdpida se da entre O e 5 horas e se deve principalmente a difusdo

, - 132, 133, 134
da droga presente na superficie das nanoesferas

, € a segunda fase é
devido a liberacdo das porfirinas internalizadas dentro das nanoesferas mas

sem ocorrer a erosao das mesmas.

4.7. Distribuicao qualitativa das porfirinas nas esferas de
PLGA utilizando a microscopia eletronica de varredura a laser

confocal

Ap06s o conhecimento do perfil de liberacdo das porfirinas encapsuladas
no PLGA, foi necessario analisar a distribui¢do qualitativa das mesmas nas
esferas. Para isto utilizou-se a microscopia eletronica de varredura a laser

confocal. No entanto esta técnica nao permite visualizar nanoesferas. Entao as
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imagens mostradas na figura 25 referem-se as particulas de maior didmetro.
As imagens mostram que as porfirinas estdo distribuidas homogeneamente
dentro das esferas por que a emissao de fluorescéncia dos cortes gradualmente
aumenta e depois diminui, indicando que as porfirinas nao estdo distribuidas
preferencialmente em regides superficiais ou no interior das esferas. As
imagens dos cortes também indicam que nao ocorreu a formagao de cristais de

porfirinas dentro das esferas.
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Figura 25: Imagens de microscopia confocal das porfirinas encapsuladas em

7z

esferas. A esquerda é mostrada a fluorescéncia das porfirinas, no centro €

mostrada a visualizacdo das esferas sem a excitacdo das porfirinas e a direita €
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mostrada a soma das duas primeiras micrografias. Embaixo das trés
micrografias s3o mostrados os cortes usando um aumento gradual na
profundidade de 0,1 um. (A) m-THPP, (B) hex-m-triHPP e (C) hex-m-
bisHPP. Nas imagens dos cortes ha um fundo de cor vermelha, que € um

efeito do ajuste de cor do confocal.

4.8. Internalizacao celular das porfirinas

A internalizacdo celular das porfirinas encapsuladas por PLGA nas
células de prostata humana LNCaP foi analisada qualitativamente por
microscopia confocal (figuras 26 a 29), onde ocorrem as seguintes emissoes
de fluorescencia: da faloidina (azul nas imagens) que indica o citoesqueleto,
da DAPI (verde nas imagens) que indica o nucleo e das porfirinas (vermelho).
A figura 26 corresponde as células incubadas sem a presenca de porfirinas
(controle). As imagens a esquerda das figuras 27 a 29 mostram células com
porfirinas encapsuladas. As imagens a direita das figuras 27 a 29 mostram que
as porfirinas estdo localizadas internamente nas células em regides
perinucleares. Em duas horas de incubacdo as imagens indicam que a
distribuicdo ndo € homogénea, indicando que provavelmente hd uma sub-
localizacdo das porfirinas. Nao se observa fluorescéncia das porfirinas no
ntcleo, o que é importante porque a presenca de fotossensibilizador no nicleo
pode causar danos significativos no DNA e aumentar o risco de
fotocarcinogenese das células sobreviventes .

As imagens a direita mostram os cortes de uma unica célula. Secdes
Oticas transversais foram obtidas com um corte gradual de 0,48 um a partir do
topo da célula. As imagens confirmam a presenca das porfirinas internalizadas
nas células. Porém, as diferentes intensidades de fluorescéncia confirmam que

as porfirinas ndo estdo distribuidas homogeneamente nas células.
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Figura 26: Células sem incubacio de porfirina encapsulada em esferas.

Figura 27: Células incubadas com nanoesferas contendo m-THPP e seu corte.

Figura 28: Células incubadas com nanoesferas contendo Hex-m-bisHPP e seu

corte.
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Figura 29: Células incubadas com nanoesferas contendo Hex-m-triHPP e seu

corte.

4.9. Atividade fotodinimica das porfirinas encapsuladas em

PLGA

Como a porcentagem de m-THPP encapsulada nas nanoesferas foi
menor, a massa pesada das nanoesferas contendo esta porfirina foi maior para
que a concentragdo extracelular da mesma fosse sempre igual a das duas

outras porfirinas.

4.9.1. Determinacao da viabilidade celular por MTT

A determinagdo da viabilidade celular via MTT tem a vantagem sobre o
método da contagem das células, porque o primeiro € um método instrumental
e mais rapido. Por este método foi observada uma correlagdo linear entre a
absorbancia e o numero de células por mL entre 0,1 e 4 X 10° células por mL,

como pode ser observado pela figura 30.
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Figura 30: Curva padrdao de nimero de células por absorbancia de ensaio de

MTT, com leituras no comprimento de onda de 570 nm.

4.9.2. Viabilidade celular em func¢iao do tempo de incubacao

das porfirinas

A figura 31 mostra os resultados do experimento da viabilidade celular
das células LNCaP em fun¢do do tempo de incubacdo. Na legenda as

condic¢des experimentais sdo indicadas.
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Figura 31: de viabilidade celular versus tempo de incubacao para as porfirinas
(5 umol L") encapsuladas em PLGA 50:50 na auséncia e presenca de luz (luz
na legenda da figura). As células LNCaP foram irradiadas por 40 minutos, o
que representou dose de luz de 66 J cm™. Cada valor é a média (+ dp) de

quatro medidas. Cel representa as células.

Pela figura pode ser observado que as trés porfirinas nao sao citotoxicas
porque a % de viabilidade celular na auséncia de luz foi constante e proxima
de 100 % entre 30 e 120 minutos. A andlise estatistica aplicada para a mesma
porfirina indicou que a viabilidade celular € igual com um grau de confianca
de 95 % para os seguintes tempos de incubacdo: m-THPP nos tempos de
incubagdo de 60 e 90 minutos; hex-m-bisHPP nos tempos 30 e 60 minutos e
hex-m-triHPP nos tempo de 90 e 120 minutos. A andlise estatistica aplicada

para as diferentes porfirinas indicou que: Para trinta minutos apenas a hex-m-
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bisHPP reduziu a viabilidade celular, quando comparada com o controle sem
luz. Estatisticamente ndo houve reducdo da viabilidade celular para as outras
duas porfirinas em 30 minutos. Estatisticamente foi observada a equivaléncia
para as trés porfirinas no tempo de incubacdo de 60, 90 minutos e 120
minutos. Portanto, ndo houve diferenga na eficicia fotodinamica entre as trés
porfirinas quando o tempo de incubagdo variou entre 60 a 120 minutos. Os
resultados também indicam que ha uma tendéncia geral da porcentagem da
viabilidade celular variar em funcdo de tempos mais longos, pois
estatisticamente os valores sdo diferentes entre 30 e 120 minutos, em um grau
de confianca de 95 %. Estes resultados sdo consistentes com outros trabalhos

. 135, 137
publicados "~ 7.

4.9.3. Viabilidade celular em funcao da concentracao das

porfirinas

A figura 32 mostra os resultados do experimento da viabilidade celular
das células LNCaP em fun¢do do tempo de incubacdo. Na legenda as

condic¢des experimentais sdo indicadas.
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Figura 32: Porcentagem de viabilidade celular versus concentragdo de
porfirinas encapsuladas em PLGA na auséncia e presenca de luz (luz na
legenda da figura). As células LNCaP foram incubadas por 90 minutos com as
porfirinas encapsuladas e foram irradiadas por 40 minutos, o que representou

uma dose de luz de 66 J cm™. Cada barra é a média (+ dp) de quatro medidas.

A anilise estatistica aplicada para a mesma porfirina indicou que para
m-THPP a viabilidade celular € igual com um grau de confianca de 95 % para
as concentragdes 2,5 e 5,0 umol L' e para as outras duas porfirinas a
viabilidade celular é diferente para as trés concentracdes. A andlise estatistica
aplicada para as diferentes porfirinas indicou que houve diferenca na
viabilidade celular em 7,5 umol L' entre o hex-m-tri-HPP e o m-THPP. No

entanto esta diferenca é insignificante. Portanto, ndo houve diferenca na
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eficicia fotodindmica entre as trés porfirinas quando a concentracdo variou
entre 2,5 a 7,5 umol L' para um tempo de incubacio de 90 minutos. Estes

~ : - 136, 137
resultados sdo consistentes com outros trabalhos publicados ™ .

4.9.4. Viabilidade celular em funciao da dose de luz aplicada nas

células

A figura 33 mostra os resultados do experimento da viabilidade celular
das células LNCaP em funcdo da dose aplicada. Na legenda as condi¢Oes

experimentais sdo indicadas.

100 N cel

[ cel + mTHPP

[ cel + mTHPP + luz

80 I cel + bis-m-hexHPP + luz
[cel + tri-m-hexHPP + luz

60

40

Viabilidade celular/%

20 1

R 33 66 99
Dose/(J cm?)

Figura 33: Porcentagem de viabilidade celular em funcdo da dose de luz
incidente sobre células LNCaP contendo porfirinas encapsuladas em PLGA.
As células foram incubadas por 120 minutos e a concentracdo das porfirinas
extracelular foi 7,5 umol L. As doses de 33, 66 € 99 J cm™ correspondem a

20, 40, 60 minutos de aplicagdo de luz, respectivamente. O controle (0 J cm™)
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corresponde as células ou células + porfirinas encapsuladas no escuro por 120
minutos. Na figura o controle contém as células e células + m-THPP. O
resultado do controle para as outras duas porfirinas foram estatisticamente
equivalentes ao mostrado para o m-THPP e por isto foram omitidos. Cada

valor é a média (+ dp) de quatro medidas. Cel representa células na figura.

Pode ser observado que a porcentagem de viabilidade celular para cada
porfirina € dose dependente da luz incidente aplicada nas células LNCaP
contendo as porfirinas internalizadas. Estatisticamente, em um grau de
confianga de 95 %, ndo ha diferenca entre as porfirinas para a dose de 33 e 99
J cm™ e entre hex-m-bisHPP e hex-m-triHPP para a dose de 66 J cm™. Mas a
diferenca entre m-THPP e hem-m-bisHPP também ndo é grande para esta
dose. Portanto, pode ser considerado que ndao houve diferenca na eficacia

fotodinamica entre as trés porfirinas quando houve variacdo na dose de luz.

4.9.5. Quantificacdo das porfirinas internalizadas nas

células LNCaP

Na tabela 14 s3o indicadas a porcentagem e o nimero de moles das
porfirinas internalizadas nas células LNCaP. As células foram incubadas por
120 minutos com as porfirinas encapsuladas nas nanoesferas. A concentracao

inicial extracelular das porfirinas foi 7,5 pmol L
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Tabela 14: Porfirinas internalizadas nas células LnCAP

porfirina Porcentagem (%) mol (107)
m-THPP 415 1,5+£0,2
Hex-m-bisHPP 45+5 1,7+£0,2
Hex-m-triHPP 41 +£2 1,6 £0,1

Observa-se pela tabela 14 que as trés porfirinas estdo quantitativamente

igualmente internalizadas nas células.

4.9.6. Analise da atividade fotodinamica das trés porfirinas

As trés porfirinas ttm o mesmo tamanho, o mesmo potencial zeta, o
mesmo rendimento quantico de oxigé€nio singleto, estdo internalizadas na
mesma quantidade nas células LNCaP, diferem em anfifilicidade e a efic4cia

fotodinamica é a mesma para as trés porfirinas.

H4 a igualdade na quantidade das trés porfirinas internalizadas porque o
potencial zeta e o tamanho das NPs de PLGA sdo iguais (tabela 9). A
igualdade na quantidade das trés porfirinas internalizadas provavelmente
também é devido ao processo de internalizagdo e entrega das porfirinas dentro
das células pelas NPs de PLGA, conforme proposto por Panyam e
colaboradores em seu trabalho de internalizagdo de drogas encapsulas por
PLGA '*. A hipétese destes pesquisadores é que apds a internalizagio
intracelular por endocitose ndo especifica, as NPs sdo transportadas por

endossomas primarios ou novos endossomas, a partir do qual eles podem ser
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distribuidos para endossomas de reciclagem (que pode levar os NPs fora das
células) ou para endossomas secundarios. Se as NPs localizadas nos
endossomas secundarios forem transportadas para o compartimento endo-
lisossomal, a entrega da droga pode ocorrer neste compartimento acidico e a
droga pode ser degradada rapidamente. A hipotese € que no pH éacido do
endossomas secunddarios a superficie de carga das NPs muda de negativa para
positiva, gerando uma interacdo local NP-membrana levando ao escape das
NPs para o citoplasma. As drogas seriam entdao entregues no citoplasma e nao
se degradariam. H4 também a suposicdo de uma fragcdo de NPs é também
transportada para o compartimento endo-lisossomal. Entdo aplicando a
hipétese destes autores para os nossos resultados, o mecanismo de liberagcdao
pela PLGA impediria a degradagdo das trés porfirinas e consequentemente a

quantidade das mesmas dentro das células seriam iguais.

A importancia do tamanho também € mostrada no artigo de Vargas e
colaboradores '*°. As NPs de PLGA (50:50) de menor tamanho, contendo
meso-tetra(p-hidroxifenil)porfirina foram mais eficientes para danificar in vivo
a membrana corioalantéide de embrido de galinha. O tamanho das NPs variou
entre 117 a 593 nm e o tamanho € importante porque pode influenciar a
distribui¢do e o estado de agregacdao do PS dentro do NP e a velocidade de
liberacio do PS '®. Estes resultados sio concordantes com um trabalho
anterior de Vargas e colaboradores °' que avaliaram o efeito do tamanho das
NPs de PLGA (50:50) contendo meso-tetra(carboxifenil)porfirina também in
vivo na membrana corioalantéide de embrido de galinha. O tamanho destas
NPs variou entre 121 até 343 nm. Os resultados destes autores enfatizam

como foi importante em nosso trabalho utilizar NPs de mesmo tamanho.
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Diferenca entre os nossos resultados e o de outros autores pode ser
explicada pelo sistema de entrega da droga. Por exemplo, Rancan e
colaboradores ® analisaram a influéncia da substituicio em dihidroxiclorinas
assimétricas sobre a internalizacdo, localizacdo subcelular e eficédcia
fotodinamica em células de Jurkat. Eles usaram as seguintes clorinas (Figura
33):  2,3-dihidroxi-5,10,15,20-tetrafenilclorina (1), hexil-2,3-dihidro-2,3-
dihidroxi-10,15,20-tris(3-metoxifenil)clorina  (2a), 5-hexil-12,13-dihidro-
12,13-dihidroxi-10,15,20-tris(3-metoxifenil)clorina  (2b), 2,3-dihidro-2,3-
dihidroxi-5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenilclorina) (3) e  2,3-dihidro-2,3-
dihidroxi-5,10,15,20-tetra(3-metoxifenilclorina) (4). A clorina 3 é a mais
anfifilica, as clorinas 1 e 4 sdo menos hidrofilicas e menos anfifilicas do que 3
e a clorina 2 tem maior lipofilicidade do que 4. As células de Jurkat foram
incubadas por 72 h com 3,6 uM das clorinas dissolvidas em 0,5 % de etanol

ou DMSO ou em 10 % de liposoma.
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Figura 34: Estrutura das clorinas utilizadas no trabalho de Rancan e

colaboradores

As concentracdes das clorinas internalizadas nas células de Jurkat sdo

mostradas na tabela 15:

Tabela 15: Concentragdo das clorinas internalizadas apoOs incubacdo das
células de Jurkat por 72 horas. S é o solvente (etanol ou DMSO) e L € o
liposoma. A concentragdo intracelular foi calculada pelos autoresconsiderando
um raio médio celular de 6 um. A morte celular foi medida 24 h apds a

aplicacdo da luz %,

Clorina S/(mol L'l) % morte celular (S) L/(mol L'l) % morte celular (L)

3 1,3x107 100 7,07x107 88,9
1 7,05x10* 100 1,97x10™ 99,2
4 3,05x10™ 100 2,05x10™ 100
2 8,39x107 472 8,63%x107 64,4
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A tabela 15 mostra que a quantidade da droga internalizada depende do
meio utilizado para a entrega da droga. Exceto para a clorina 4, as
concentragcdes mais altas das clorinas livres em relacdo as clorinas
encapsuladas estdo relacionadas com a sua habilidade e tendéncia para
difundir passivamente pela membrana do plasma ®*. A clorina livre mais
anfifilica (3) teve a melhor internalizagdo. Isto é esperado porque a membrana
celular € anfifilica e por este motivo as drogas anfifilicas devem passar mais
facilmente pela membrana. As clorinas 1 e 4, menos anfifilicas foram
internalizadas em menor concentracdo. A clorina 2 pode ter sofrido agregacao
no solvente organico o que explicaria a sua menor internalizagio ®. Exceto
para a porfirina 2, em geral observa-se que as clorinas entregues via lipossoma
foram internalizados em menor concentragdo. Isto ocorre porque os compostos
entregues por lipossomas incluem processos tais como adsor¢do e endocitose,
os quais levam a baixas concentragOes intracelulares relativas as doses
lipossomais aplicadas '**. Em nosso trabalho a internalizagio nio dependeu da
anfifilicidade porque as porfirinas foram encapsuladas em NPs de PLGA de
mesmo tamanho e de mesmo potencial zeta. A atividade fotodinamica das
clorinas do trabalho de Rancam e colaboradores ®® nio pode ser comparada
entre si € com 0s nossos resultados porque as concentracdes das clorinas
dentro das células sdo diferentes e porque as percentagens de morte celular sao
100 %, exceto para a clorina 2.

Os nossos resultados mostraram que porfirinas com estruturas
semelhantes e diferentes anfifilicidades, internalizadas nas células na mesma
concentracao e com mesmo rendimento quantico de oxigénio singleto, tém in
vitro a mesma eficicia fotodindmica. Este resultado é novo e ndo foi

publicado na literatura até o momento da defesa desta dissertacdo de mestrado.
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5. Conclusoes

Foi possivel encapsular as trés porfirinas em NPs de PLGA (50:50) com
0 mesmo tamanho e mesmo potencial zeta. As porcentagens de encapsulacado e
recuperacao estdo acima de 50 %, indicando que a encapsulacdo foi eficaz.
Como o tamanho e o potencial zeta foram os mesmos, as NPs entraram nas
células nas mesmas concentracoes. Como a entrada na célula depende da
anfifilicidade, esta dependéncia foi suprimida com a encapsulacdo. Entdo foi
possivel internalizar as trés porfirinas nas mesmas concentracoes e desta
forma pode-se analisar exclusivamente o efeito da anfifilicidade na
fototoxicidade. O resultado obtido foi importante porque mostrou que uma vez
dentro das células em mesmas concentracoes, nao ha diferenca na
fototoxicidade devido a anfifilicidade. Os resultados também mostraram que
ha uma dose-dependéncia do tempo de incubagdo, da concentragdo e dose de
luz na fototoxicidade. A coeréncia dos resultados também mostrou que nas
mesmas condicoes de tempo de incubacdo, concentracdo e dose de luz, a
fototoxicidade das trés porfirinas foi igual. Os resultados indicaram que as trés
porfirinas estdo distribuidas homogeneamente nas NPs, tanto na superficie
quanto dentro das esferas. Finalmente, as trés porfirinas estdo localizadas no

citosol e na regido perinuclear.
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