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RESUMO
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A Terapia Fotodinamica (TFD) contra o melanoma cutéaneo tem encontrado varias
limitacdes devido a interferéncia de cromdéforos enddgenos (melanina) na irradiacao
deste tipo de cancér de pele. Agentes fotossensibilizantes que absorverem em
comprimentos de onda superiores a 650 nm evitam a competicdo com a melanina
(absorcdo maxima 530 nm). Neste cenario, surge a ftalocianina de cloroaluminio com
forte absorcdo entre 670-680 nm. Entretanto, esta molécula € lipofilica, o que impede
sua aplicacdo na terapéutica. Para superar este problema, esforcos tém sido
direcionados para o desenvolvimento de sistemas de veiculagdo de farmacos
hidrofobicos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar o
efeito fotodindmico de CIAIPc encapsulada em nanocapsulas e nanoparticulas de
organogel. As nanocapsulas contendo CIAIPc foram obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo por meio de um planejamento fatorial 2° e as nanoparticulas de
organogel contendo CIAIPc foram preparadas pela dispersao a quente do organogel em
solugao aquosa. Ambas as formulagdes coloidais foram caracterizadas com relagéo ao
diametro meédio, indice de polidispersdo (IPd), potencial zeta, eficiéncia de
encapsulacdo (E.E.) e estabilidade fisica. Os ensaios in vitro de toxicidade e
fotocitotoxicidade de CIAIPc nanoencapsulada e/ou livre foram realizados sobre as
linhagens melanociticas WM1552C, WM278, WM1617 e B16-F10. O método de
nanoprecipitacao foi capaz de produzir nanocapsulas em tamanho nanométrico (233,0
nm +2,00), com uma distribuicdo de tamanho homogénea e monodispersa (0,309
+0,0038), bem como potencial zeta significantemente negativo de — 29,6 mV (£3,91). A
formulacdo de nanocapsulas apresentou uma boa E.E. de 63,7% para a CIAIPc. O
contetdo de CIAIPc presente nas formulacbes de nanocapsulas foi determinado pelos
métodos analiticos espectrofotométrico e espectrofluorimétrico validados, os quais
foram capazes de quantificar a CIAIPc com precisdo e exatiddo. O estudo de
estabilidade fisica das formulacbes de nanocdpsulas revelou o carater estavel desta
formulacéo por um periodo de até 12 meses. As nanoparticulas de organogel contendo
CIAIPc apresentaram didametro médio de 282,7 nm (£2,99), IPd de 0,343 (x0,0280) e
potencial de superficie de + 49,3 mV (£1,84). A formulacdo de nanoparticulas de
organogel apresentou uma E.E.de CIAIPc de 60%. O estudo de estabilidade fisica
também revelou um comportamento estavel das nanoparticulas de organogel por um
periodo de 6 meses. Os estudos de toxicidade na auséncia de luz demonstraram o
carater biocompativel das nanocapsulas desenvolvidas e foi possivel comprovar o
excelente efeito fototdéxico da CIAIPc nanoencapsulada sobre todas as linhagens
melanociticas com combinacdo de 0,30 pg.mL™ de CIAIPc nanoencapsulada e doses
de luz de 150 ou 500 mJ.cm™, nestas condicdes a fracdo de morte celular foi superior a
90%. Portanto, estes resultados confirmam o potencial de nanocarreadores contendo
CIAIPc como sistema de veiculagcao de compostos hidrofébicos aplicados a TFD.

Palavras-chave: Nanocapsulas, Nanoparticulas de organogel, Ftalocianina de
cloroaluminio, Terapia Fotodinadmica, Melanoma.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — A pele e o melanoma maligno

A pele € o maior 6rgao do corpo humano e representa, aproximadamente,
16% do total do peso corporal. E constituida essencialmente, por trés camadas
histol6gicas superpostas: epiderme, derme (Figura 1) e hipoderme (WICKETT e
VISSCHER, 20086).

A pele tem a funcdo principal de barreira de defesa, a qual esta
intrinsecamente associada a sua camada mais externa, a epiderme. Tal funcdo tem
sido chamada “la raison d’étre” da epiderme, uma vez que a barreira epidermal &
responsavel por limitar a perda de agua pelo organismo, reduzir a absorcdo de
compostos quimicos e prevenir infeccdes microbianas (Le HIR, 2006; WICKETT e
VISSCHER, 2006).

O tipo de célula predominante na epiderme € o queratinécito, que no seu
passo final de diferenciacdo celular é transformado em corneécito (escamoso). Ha
varias camadas epidermais, entre elas destacam-se a mais externa, chamada
estrato corneo, e a mais interna, a camada basal (germinativa). O estrato cérneo é
formado pelos cornedcitos, 0s quais sao circundados por uma densa porgao proteica
(envelope celular) e regides lipidicas, composi¢cdo primordial na fungcédo de defesa
(barreira) da pele humana (BOUWSTRA e PONEC, 2006).

Estrato cérneo

Estrato granuloso

Estrato espinhoso

Estrato basal

Derme

Figura 1. llustracdo da epiderme mostrando as camadas principais (Adaptada de
WICKETT e VISSCHER, 2006).
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O cancer de pele se inicia na epiderme, a qual € composta essencialmente
por trés tipos de células: escamosas, basais e melanociticas. A neoplasia cutanea
pode ser dividida em dois tipos: o tipo ndo melanocitico derivado de células epiteliais
(carcinomas basocelular e epidermoide ou escamoso) e o tipo melanoma originado
dos melandcitos, células estas responsaveis pela producdo do pigmento conhecido
como melanina (WICKETT e VISSCHER, 2006; MADAN et al., 2010).

A causa principal dos canceres cutaneos esta associada a exposi¢do cronica
a radiacao solar UVB e UVA desde a infancia e a fatores hereditarios. Além disso,
devido a deplecdo da camada de oz6nio, 0 aumento da exposi¢do a radiacdo UVB
tem elevado a preocupacdo com a futura incidéncia mundial do cancer de pele
(SLAPER et al., 1998; CHO e CHIANG, 2010; MADAN et al., 2010).

Para ambos 0s sexos, 0 cancer de pele é o mais incidente em todo o mundo,
e tem se tornado um grande problema de saude publica, uma vez que desde a
década de 1940 a incidéncia global da neoplasia cutanea teve um aumento de mais
de 600% (ODASHIRO et al., 2005; ZAIDI et al., 2008).

Em 2010, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que o cancer de pele
do tipo ndo melanocitico seja o mais incidente na populagéo brasileira, com cerca de
115 mil novos casos/ano. Por outro lado, o melanoma de pele € menos frequente do
que os carcinomas basocelulares e escamosos, porém sua letalidade € mais
elevada, com previsao no Brasil de 6000 novos casos de melanoma cutaneo para o
ano de 2010, ao passo que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que
ocorreram anualmente 132 mil novos casos de melanoma maligno em todo mundo.
Um fato tem preocupado as autoridades de saude publica: um expressivo
crescimento na incidéncia do melanoma de pele no mundo inteiro, sobretudo em
populacdo de cor de pele tipo branca. Na Franca e nos Estados Unidos, no periodo
entre 1975-2005, a incidéncia do melanoma maligno cutaneo triplicou (REMONTET
et al., 2003; GOLDBERG et al., 2007; JEMAL et al., 2008; INCA, 2009; MUHRER,
2009; CHO e CHIANG, 2010).

O estabelecimento do melanoma maligno é um processo que envolve varios
estagios (Figura 2) (ZAIDI et al., 2008). O modelo descrito por Meier et al. (1998)

para a progressdo do melanoma segundo suas caracteristicas clinicas e
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histopatolégicas propde o estabelecimento de cinco estagios principais: (1) nevo
comum congénito ou adquirido: melandcitos estruturalmente normais; (2) nevo
displasico: melanécitos com atipia estrutural e arquitetural; (3) melanoma em fase de
crescimento radial (radial growth phase, RGP): confinado a epiderme, crescendo
lateralmente; (4) melanoma primario em fase de crescimento vertical (vertical growth
phase, VGP): inicio da invasdo da derme e aquisicdo de competéncia para a
metéstase e (5) melanoma metastético (Figura 2). Contudo, dados clinicos sugerem
gue nem todos os melanomas surgem de forma tdo gradual e esta neoplasia
cutdnea metastatica pode surgir em pacientes sem melanoma primario
diagnosticado (ZAIDI et al., 2008).

O diagndstico precoce do melanoma é fundamental para atingir a cura. No
entanto, apesar dos significantes progressos cientificos no entendimento da biologia
e genética do melanoma, nenhum tratamento efetivo contra esse tipo de cancer esta
disponivel atualmente (VILLANUEVA e HERLYN, 2008; ZAIDI et al.,, 2008;
MUHRER, 2009).

Fase de Fasede
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Radial Vertical
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Figura 2. Esquema mostrando os cinco estagios principais do desenvolvimento do
melanoma cutaneo humano (Adaptada de ZAIDI et al., 2008).
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1.2 — Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (TFD) surge como um tratamento promissor para
diversas patologias dermatoldgicas, sobretudo as neoplasias cutaneas (BROWN et
al., 2004; BUGGIANI et al., 2008; MacCORMACK, 2008).

A TFD é um tratamento clinico baseado na administracdo de uma molécula
fotossensibilizante por via sistémica ou tdpica ao paciente. Em seguida, apés um
periodo de tempo adequado, a regido lesionada é seletivamente irradiada com uma
fonte de luz com um comprimento de onda capaz de excitar a molécula fotoativa, a
qual, na presenca do oxigénio tecidual, resulta na produgéo de espécies citotdxicas
e, consequentemente, na morte celular (ROBERTSON et al., 2009; RAI et al., 2010).

Os processos de absorcdo da luz e transferéncia de energia sdo os dois
aspectos mais importantes que regem a TFD (Figura 3).

Um composto fotossensibilizante em seu estado normal é caracterizado por
elétrons emparelhados com spins contrarios em orbital molecular de baixo nivel de
energia, configuracdo conhecida como estado singlete, e a configuracdo dos
elétrons em orbital energeticamente inferior chamada de estado fundamental (PS°).
Entretanto, seguida a absor¢cdo de luz na forma de fétons, um destes elétrons da
molécula fotoativa é impulsionado para um orbital de maior nivel energético,
atingindo o primeiro estado singlete excitado (*PS*), mas sem mudanca de seu spin.
Logo apds um curto periodo de tempo (nanosegundos), a molécula excitada retorna
ao seu estado fundamental emitindo fétons (emisséo de fluorescéncia) ou por meio
de conversdo interna em calor. Além disso, 0 agente fotossensibilizante no estado
singlete excitado pode sofrer também um processo conhecido como cruzamento
intersistemas, invertendo o spin do elétron excitado, o que propicia a formacdo do
estado triplete excitado (°PS*), estado este distinguido por elétrons
desemparelhados e com o mesmo spin, bem como por tempo de vida longo dos
estados excitados (microsegundos). O composto fotoativo no seu estado triplete
excitado retorna ao seu estado fundamental emitindo um quantum de radiacdo
eletromagnética e este processo € conhecido como fosforescéncia (Figura 3)
(CASTANO et al., 2004; PLAETEZER et al., 2009; ROBERTSON et al., 2009).
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Os compostos fotossensibilizantes no estado triplete excitado podem induzir
reacOes fotoquimicas em moléculas proximas. Tais reacdes sdo conhecidas como
Reacdes do Tipo | e Tipo Il (Figura 3) (KONAN et al., 2002).

Na reacao fotoquimica do Tipo | ocorre transferéncia de elétrons ou protons
ao oxigénio ou outras moléculas adjacentes produzindo anions ou cations radicais,
respectivamente. E provavel que estes radicais reajam com o oxigénio molecular
para produzir espécies reativas de oxigénio (ERO), resultando frequentemente na
formacdo de ions superoxido devido a transferéncia de um elétron da molécula
fotoativa para o oxigénio molecular. Na reacdo do Tipo Il a molécula
fotossensibilizante no seu estado triplete excitado transfere sua energia, € nao
elétrons, diretamente ao oxigénio molecular para formar o primeiro estado excitado
do oxigénio, mais conhecido como oxigénio singlete (*0O,) (MACHADO, 2000;
KUBLER, 2005; FICHEUX, 2009; PLAETEZER et al., 2009). Ambas as reacées
fotoquimicas podem ocorrer simultaneamente e a propor¢cdo entre estas reacdes
depende do agente fotoativo usado, bem como das concentracdes de substrato e
oxigénio (ROBERTSON et al., 2009; PLAETEZER et al., 2009).

1PS* Cruzamento Reagdo Tipol ™
Al intersistemas (ERO)
. N - / _ SUDSUR0S oy ity
| oxidados
TAbSOFGHG :Fluorescéncia / \
| / Reagao Tipoll =
: " Fosforescéncia (10,)
POl ¥

Figura 3. Diagrama de Jablonski para o processo de fotoativacdo. E - energia; PS -
molécula fotossensibilizante; PS” - PS estado fundamental; 'PS* - PS estado
singlete excitado; ®PS* - PS estado triplete excitado (Adaptada de KONAN et al.,
2002).

Siqueira-Moura, M. P.



Introducdo 6

De forma geral, os mecanismos de acdo farmacodinamica de uma molécula
fotossensibilizante sdo provenientes das reacdes fotoquimicas Tipos | e Il e sédo o
resultado de uma combinacdo de fenémenos fisicos (interagdo da luz com a
molécula), fenbmenos quimicos (producdo de espécies reativas, ERO) e fenbmenos
biolégicos (destruicdo do tumor) (FICHEUX, 2009).

O efeito final da aplicacéo terapéutica da TFD contra o cancer € o fotodano
das células neoplasicas e destruicdo dos tecidos tumorais. A concentracao,
propriedades fisico-quimicas e localiza¢éo subcelular do farmaco fotossensibilizante,
além da concentracao de oxigénio, comprimento de onda apropriado, intensidade de
irradiacdo e propriedades especificas da célula podem afetar o modo e extenséo da
morte celular (CASTANO et al., 2005a; PLAETEZER et al., 2009).

O fotodano celular é causado, principalmente, pelas ERO e oxigénio singlete;
0s ions superdxido ndo sdo muito reativos em sistemas bioldgicos, mas podem
reagir entre si, produzindo peréxido de hidrogénio (H.O.) e oxigénio. O perdxido de
hidrogénio € capaz de atravessar facilmente as membranas biolégicas e ndo esta
restrito a um Unico compartimento nas células, o que o torna uma espécie relevante
em produzir danos celulares. fons superoxido sdo também importantes na producéo
de radical hidroxila altamente reativo (HO®), o qual pode atacar e oxidar varias
moléculas intracelulares e, da mesma forma que o peroxido de hidrogénio, os
radicais hidroxila se difundem facilmente através das membranas causando danos
generalizados (CASTANO et al., 2004; PLAETEZER et al., 2009).

O oxigénio singlete é também uma molécula altamente reativa e causa danos
em varios alvos bioldégicos como membranas celular ou lisossomal, mitocéndrias,
proteinas e acidos nucleicos, o que proporciona excelente efeito citotoxico. Contudo,
devido a alta reatividade e curto tempo de meia-vida do oxigénio singlete e radical
hidroxila, somente moléculas e estruturas que estao proximas a area de localizacédo
da molécula fotoativa sdo diretamente afetadas pela TFD. Portanto, tal fotoativacao
€ capaz de promover a destruicao irreversivel dos tecidos tumorais por meio de trés
formas principais (KONAN et al., 2002; PLAETEZER et al., 2003; CASTANO et al.,
2005a; CASTANO et al., 2005b; KESSEL, 2006; FICHEUX, 2009):

| — Producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e oxigénio singlete

causando diretamente a morte das células tumorais;
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Il — Efeito antivascular, o qual pode causar trombose e hemorragia dos vasos
tumorais levando a morte das células neoplasicas por privacdo de oxigénio e
nutrientes;

[l — Ativacdo da resposta imune contra as células tumorais por meio do
processo de inflamacdo aguda e liberacdo de citocinas no tumor, resultando
num influxo de macroéfagos e leucécitos que podem contribuir para a destruicdo
tumoral, bem como estimular o sistema imune a reconhecer e eliminar as células

neoplasicas.

Na TFD, apos o fotodano induzido pelas espécies citotdxicas, pode ocorrer
reparo por meio dos mecanismos de sobrevivéncia celular ou morte das células via
apoptose e/ou necrose (Figura 4) (PLAETEZER et al., 2003).

A apoptose €& conhecida como morte celular “programada ou ativa” e €
controlada por fatores intra e extracelulares, resultando em uma sequéncia de
mudancas morfoldgica, bioquimica e energética. A necrose, por outro lado, é uma
forma violenta e rapida de degeneracao celular, a qual afeta uma grande extensao
de células, sendo caracterizada por turgescéncia citoplasmatica, destruicdo de
organelas e ruptura da membrana plasmatica, levando a liberacdo do conteudo
intracelular e inflamacgao (PLAETEZER et al., 2003; CASTANO et al., 2005a).

Os principais fatores que determinam o tipo de morte celular apés aplicacao da
TFD sdo o tipo de célula, tipo de agente fotossensibilizante e sua localizac&o
subcelular e dose de luz aplicada durante o tratamento (MOOR, 2000).

A literatura cientifica relata que farmacos fotossensibilizantes hidrofébicos
localizam-se na membrana mitocondrial e que a localizagdo subcelular da molécula
fotoativa é primordial no processo fotodinamico, pois ela determina o sitio do dano
primario. Assim, compostos fotossensibilizantes localizados na mitocéndria induzem
rapidamente a apoptose, ao contradrio daqueles encontrados na membrana
lisossomal ou plasmatica e este fato é explicado pelo aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial com rapida liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma e
posterior ativacdo da cascata apoptética. De uma forma geral, acredita-se também
que doses mais baixas de irradiagao resultam em mortes por apoptose e, por outro
lado, elevadas doses de luz induzem morte celular via necrose (MOOR, 2000;

Siqueira-Moura, M. P.



Introducdo 8

OLEINICK et al., 2002; PLAETEZER et al., 2003; CASTANO et al., 2005a; KESSEL,
2006).
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Figura 4. Representacdo esquematica do principio de tratamento fotodinamico.
PSext — agente fotossensibilizante (PS) no espaco extracelular; PSiyy — PS no
citoplasma; *PS*, — PS fotoativado; R1 — reacdo fotoquimica Tipo I; R2 — reacéo
fotoquimica Tipo Il (Adaptada de PLAETEZER et al., 2003).

1.2.1 — Agentes Fotossensibilizantes

Fundamentalmente, os agentes fotossensibilizantes sédo definidos como
moléculas que produzem oxigénio singlete apds estimulo luminoso (ALLISON et al.,
2008).

A primeira geracdo de farmacos fotossensibilizantes foi constituida por
compostos derivados de hematoporfirina (Hp). Contudo, estas primeiras moléculas
demonstraram varias limitagbes, como baixa penetracdo tecidual da luz nos
comprimentos de onda de absorcdo desses derivados da Hp. Esta e outras
limitagGes impulsionaram a pesquisa de novos compostos, chamados de moléculas
fotossensibilizantes de segunda geracdo, como ftalocianinas, naftalocianinas,
clorinas e bacterioclorinas (PASZKO et al., 2011).
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As caracteristicas ideais de um agente fotossensibilizante sdo (CASTANO et
al., 2004; BECHET et al., 2008):

v' Composicao estavel e fotoestavel;

v Sintese relativamente facil e capaz de produzir em grande escala;

v' Baixo nivel de toxicidade quando nao exposto a luz;

v" Absorver a luz entre os comprimentos de onda (A) de 600 a 800 nm, uma vez
gue as bandas de absorcdo em comprimentos de ondas inferiores ( < 600 nm)
tém menor penetragéo tecidual e bandas de absor¢cdo em comprimentos de
ondas mais elevados (> 800 nm) n&o tém energia suficiente para excitar uma
molécula ao seu estado triplete;

v' Ter um perfil farmacocinético de eliminacao rapido do organismo evitando a

fotossensibilidade tardia.

Entre tais compostos de segunda geracéo, as ftalocianinas recebem destaque
por apresentarem um forte coeficiente de absortividade molar na faixa espectral
conhecida como “Janela Fototerapéutica”, entre 600 e 800 nm, uma vez que nesta
faixa a penetracdo da luz no tecido (tumor) € elevada pela menor interferéncia de
cromoforos endogenos do sistema biolégico (hemoglobina, melanina) (SHARMAN et
al., 1999).

1.2.1.1 — Ftalocianinas

As ftalocianinas mimetizam as porfirinas em seu macrociclo central, o qual
consiste de uma unidade ciclica tetrapirrélica (Figura 5). Entretanto, nas
ftalocianinas, as subunidades pirrélicas sdo unidas por atomos de hidrogénio,
enquanto nas porfirinas as subunidades sdo unidas via ponte de metileno. A
conjugacdo do macrociclo da ftalocianina € estendida por anéis benzénicos sobre
quatro unidades pirrélicas, resultando em uma forte banda de absor¢édo na regido do
vermelho do espectro visivel (650-680 nm), que é a regido do espectro mais Gtil no
tratamento de tumores (NUNES et al., 2004; IDOWU e NYOKONG, 2007).

Siqueira-Moura, M. P.
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Metaloftalocianinas sdo moléculas fotossensibilizantes (Figura 5) aplicadas a
TFD que possuem um metal no centro de seu macrociclo, resultando em complexos
com eficiente efeito fotossensibilizante. A complexacdo das ftalocianinas com ions
metélicos, como Zn** e AI**, da origem a complexos com tempo de vida longo dos
estados excitados singlete e triplete, os quais sdo produzidos com bons rendimentos
guanticos e, consequentemente, excelentes atividades fotoquimica e fotodindmica
(NUNES et al., 2004; NYOKONG, 2007).

/7 \
R !N r I\\l R
i |
Naw N =N

R

Figura 5. Estrutura de uma ftalocianina, onde M é o metal central (Zn, Al) e R
representa possiveis substituintes (SOzH, S,, F, COOH) (Extraida de NUNES et al.,
2004).

Uma das vantagens para o emprego das ftalocianinas na TFD relaciona-se a
sua seletividade pelos tecidos tumorais, baixa toxicidade e eficiéncia na producédo de
oxigénio singlete. Entre as ftalocianinas metalicas, a Ftalocianina de Cloroaluminio
(CIAIPc) apresenta a propriedade fotofisica mais favoravel para aplicacdo na TFD,
ou seja, longo tempo de vida dos estados excitados (singlete e triplete), os quais sédo
produzidos com bons rendimentos quanticos (ROSENTHAL e BEN-HUR, 1989).

Além de todas estas vantagens, as ftalocianinas absorvem em comprimento
de onda superior a 650 nm, portanto podem ser aplicadas na terapéutica contra as
neoplasias cutaneas pigmentadas; como as lesdes do tipo melanoma, uma vez que
a competicdo com o pigmento melanina, de absor¢do maxima em 530 nm, € minima
(CARTOZE, 2009; MAMOON et al., 2009). Entretanto, o principal fator que limita a
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utilizacdo da CIAIPc na TFD é sua consideravel hidrofobicidade e consequente
impossibilidade de administracdo direta por dissolucdo em meio fisiolégico. Para
superar este problema, esforcos significantes tém sido direcionados para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos usando varias tecnologias,
dentre elas a nanotecnologia (KONAN et al.,, 2002; CHATTERJEE et al., 2008;
CHEN et al., 2011; PASZKO et al., 2011).

1.3 — Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia aplicada a area farmacéutica prop6e desenvolver
formulacbes a base de nanocarreadores biocompativeis e biodegradaveis. A
caracteristica mais importante desses nanocarreadores € sua habilidade em
aprimorar a interacao e liberacao do principio ativo no seu sitio alvo (célula, 6rgao ou
microrganismo), provendo o maximo de eficacia terapéutica. Além disso, estes
carreadores coloidais podem apresentar as seguintes vantagens: prolongar a
permanéncia do farmaco na corrente sanguinea (comum aumento da meia-vida
plasmatica), proteger o principio ativo da degradacdo quimica ou enzimatica apos
administracdo, diminuir os efeitos colaterais e aumentar a biodisponibilidade. Além
de todas estas vantagens, os nanocarreadores séo capazes de veicular (encapsular)
moléculas lipofilicas, o que possibilita a sua utilizacdo na terapéutica (BECHET et
al., 2008; HAMIDI et al., 2008; CHEN et al., 2011; PASZKO et al., 2011).

Na literatura cientifica, os principais carreadores coloidais de farmacos sao
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis (nanoesferas e nanocapsulas),
nanoemulsdo, micelas poliméricas, lipossomas, dendrimeros, nanoparticulas
magnéticas e, mais recentemente, nanoparticulas de géis (KONAN et al., 2002;
CHATTERJEE et al., 2008; HAMIDI et al., 2008; KIRILOV et al., 2008; SOUSSAN et
al., 2009; CHEN et al., 2011).
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1.3.1 — Nanocapsulas

O termo nanoparticulas € tipicamente usado para definir sistemas coloidais de
veiculacdo de farmacos cujo diametro varia entre 1 e 1000 nm (RAO e GECKELER,
2011).

Nanoparticula polimérica € uma expressao coletiva usada para designar tanto
nanoesfera quanto nanocapsula, as quais diferem entre si segundo a composicao e
organizacdo estrutural. As nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica
compacta, enquanto as nanocapsulas (NC) sdo constituidas por um nucleo liquido
(geralmente oleoso) envolvido por uma membrana polimérica caracterizando um
sistema nanovesicular do tipo reservatério (Figura 6) (QUINTANAR-GUERRERO et
al, 1998; SCHAFFAZICK et al., 2003; LETCHFORD e BURT, 2007; ANTON et al.,
2008).

Os farmacos veiculados através de NC podem estar localizados no nucleo
oleoso e/ou adsorvido a parede polimérica externa. A NC é uma forma galénica de
grande interesse devido a sua cavidade central oleosa, a qual permite altas taxas de
encapsulacdo de substancias hidrofobicas. As vantagens das NC com relacdo as
nanoesferas é seu baixo contetdo de polimero e maior capacidade de encapsulagédo
de farmacos lipofilicos (LIMAYEM BLOUZA et al., 2006). A veiculagdo do principio
ativo no interior de NC permite mudar o perfil farmacocinético (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo) e farmacodinamico (acéo terapéutica) destes
compostos encapsulados, com consequente melhoria de sua acao,
biodisponibilidade e/ou redugcdo da toxicidade (MOSQUEIRA et al., 2000;
COUVREUR et al., 2002; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Atualmente, € possivel distinguir dois tipos principais de nanoparticulas
poliméricas: convencionais e de longa circulagdo (chamados de furtivos ou
“Stealth”). As convencionais séo caracterizadas por uma superficie hidrofébica e,
quando introduzidas no organismo, sao rapidamente capturadas pelo sistema
fagocitario mononuclear (macrofagos), o que reduz sua permanéncia na corrente
sanguinea, aumentando a presenga desses nanocarreadores em 0rgdos como

figado, baco e pulm&o. J& os sistemas do tipo furtivos tém sua superficie modificada
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pela introducéo de moléculas hidrofilicas (polietilenoglicol - PEG, polissorbatos, etc),
as quais diminuem a hidrofobicidade das particulas, o que aumenta sua
permanéncia no sangue favorecendo a biodistribuicdo para tecidos além do sistema
reticulo endotelial (REDHEAD et al., 2001; AVGOUSTAKIS et al., 2003; OWENS Il e
PEPPAS, 2006).

polimero

surfactantes ftalocianina

Nucleo oleoso

Figura 6. Representacdo de uma nanocapsula contendo ftalocianina no nucleo
oleoso (Extraida de PRIMO et al., 2008).

As nanoparticulas tém recebido consideravel atengdo como sistemas de
administracdo de medicamentos devido aos seguintes beneficios (TEIXEIRA et al.,
2005):

= Veiculagdo de principio ativo lipofilico (insolavel nos fluidos organicos);

= Protecdo contra degradacdo (seja enzimatica ou hidrolitica) do conteudo
encapsulado;

= Liberacao controlada e/ou sustentada de farmacos encapsulados;

= QOtimizagédo da dose administrada com consequente diminui¢cdo da toxicidade

e reacao adversa inerente a substancia;
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= Direcionamento a sitios especificos (tecidos, células, microorganismos).

Os principais polimeros utilizados para a producdo de nanoparticulas sao poli-
caprolactona (PCL), poli-4cido lactico (PLA), poli-acido glicélico (PGA) e seu
copolimero poli-lactico-co-glicdlico (PLGA). Tais polimeros sédo conhecidos pela sua
biocompatiblidade e biodegradabilidade através de vias metabdlicas classicas (JAIN,
2000; PILLAlI e PANCHAGNULA, 2001; HANS e LOWMAN, 2002; SANTOS et al.,
2005). As nanoparticulas poliméricas tém sido investigadas como sistemas
carreadores de agentes antitumorais, antibioticos, anti-inflamatorios, analgésicos,
horménios entre outros (COUVREUR et al., 2002; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Até o presente momento, sdo descritos na literatura trés métodos para
obtencdo de NC (RAO e GECKELER, 2011): polimerizag&o in situ de mondmeros
dispersos (AL KHOURI et al., 1986), deposicao interfacial de polimero pré-formado
(FESSI et al., 1989) e a técnica de emulsificacdo-difusdo (QUINTANAR-GUERRERO
et al, 1998).

Entre todos estes, o método de deposicao interfacial do polimero pré-formado
€ 0 mais simples, apresentando a vantagem de resultar em dispersdes coloidais
homogéneas, nas quais o tamanho médio das NC varia entre 20 e 500 nm. Esta
técnica esta fundamentada no deslocamento de um solvente miscivel em dgua com
formacao espontanea da suspenséao coloidal. A deposi¢do do polimero acontece no
momento em que o0 solvente rapidamente se difunde para a fase aquosa.
Considerando que a cavidade central € formada por um 6leo (n&o toxico), altas taxas
de encapsulacdo de farmacos hidrofébicos em NC tém sido relatadas (MORA-
HUERTAS et al.,, 2010). Contudo, este método ndo é adequado para encapsular
substancias hidrofilicas (PINTO REIS et al., 2006).

As principais metodologias utilizadas para a caracterizacao fisico-quimica de
NC poliméricas s@o a avaliagcdo morfoldgica, distribuicdo de tamanho e potencial de
superficie de particulas, pH das suspensdes coloidais, doseamento e determinacdo
da taxa de encapsulacdo do farmaco, cinética de liberacdo in vitro do farmaco a
partir da formulacéo e estudo de estabilidade das NC (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Recentemente, Santos et al. (2006) avaliaram a atividade antitumoral in vivo
de NC de PLGA contendo &cido usnico frente ao Sarcoma 180 em camundongos.
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Os resultados mostraram uma inibicdo do crescimento do tumor por volta de 70% no
grupo de animais que foram tratados com NC contendo acido Usnico, enquanto no
grupo tratado com o &cido Usnico livre a inibicdo foi de apenas 40%, ambos
comparados com o grupo controle. Na avaliacdo de sobrevida dos animais, 0 grupo
tratado com a formulacéo coloidal teve uma taxa de sobrevida 33% maior do que o
grupo tratado com o &cido livre. Estes resultados mostram que a hanoencapsulacao

do &cido usnico foi capaz de manter e melhorar a atividade antitumoral do composto.

1.3.2 — Nanoparticulas de organogel

As nanoparticulas de géis sdo um novo tipo de dispersdo coloidal que,
recentemente, tém atraido consideravel atencdo como um promissor sistema de
liberacdo nanoparticulado de farmacos, devido ao potencial Unico de combinar as
caracteristicas dos géis com as das nanoparticulas (KIRILOV, 2007; HAMIDI et al.,
2008; KIRILOV et al., 2008; BOUDIER et al, 2010). Primeiramente, para
compreender as nanoparticulas de organogel (NPOG) € necessario entender a
forma galénica base desta preparacéo, o gel.

Ha cerca de 70 anos, Dr. Jordan Lloyd declarou que “o gel; € mais facil
reconhecé-lo do que defini-lo”. Apds esta declaracdo, varios conceitos foram
elaborados para melhor esclarecer esta forma farmacéutica. Comumente, o gel &
definido como um sistema coloidal constituido por componentes soélido (agente
gelificante) e liquido (Agua ou liquido organico), no qual a fase soélida esta presente
na forma de uma rede ramificada de agregados que imobiliza a fase liquida
impedindo que esta flua. De acordo com a composicéo da fase dispersante dos géis,
eles sdo classificados em hidrogel ou organogel, este dltimo também conhecido
como lipogel ou oleogel. Os géis podem ser ainda classificados em gel fisico, o qual
€ constituido por interacbes ndo covalentes fracas e reversiveis e gel quimico,
formado por ligagdes quimicas covalentes e irreversiveis (TERECH e WEISS, 1997;
ABDALLAH e WEISS, 2000a; HOFFMAN, 2002; MURDAN, 2005; MAITY, 2007;
SHAPIRO, 2011).
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Os organogéis sao formas farmacéuticas semissolidas cuja fase dispersante é
um ligquido organico, por exemplo, um 6leo, imobilizado por uma rede tridimensional
formada pelo agente gelificante. Os agentes gelificantes para liquidos organicos
podem ser moléculas poliméricas ou de baixo peso molecular, e sédo classificados
em cinco categorias: acidos graxos, esteroides e seus derivados, derivados de
antracenos, ciclo(dipeptideos) e sorbitol (KANG et al., 2005; MURDAN, 2005;
MAITY, 2007; VINTILOIU e LEROUX, 2008).

Os agentes gelificantes de baixo peso molecular (AGBPM) sdo moléculas
relativamente pequenas (~ 3000 Da), tendo como principal representante 0s
derivados de &cidos graxos. Os geéis formados com AGBPM possuem a vantagem
de apresentar uma grande flexibilidade de seu uso associada a capacidade de
gelificar mesmo em baixa concentracdo do agente gelificante, tipicamente > 2%
(m/m) (ABDALLAH e WEISS, 2000a; KANG et al., 2005; MAITY, 2007).

O é&cido 12-hidroxiestearico (HSA) é o mais conhecido entre os AGBPM e
bastante utilizado em prepara¢cdes cosméticas sendo obtido a partir do 6leo de ricino
hidrogenado (Figura 7). As moléculas de HSA organizam-se no liquido orgéanico
através de ligacdes ndo covalentes, as quais formam fibras rigidas em uma rede
tridimensional. Tais associacdes sdo estabelecidas por meio de ligagbes de
hidrogénio entre os grupamentos hidroxilas presentes no C;, da molécula e também
pela sequéncia de ligagcbes de hidrogénio formadas entre 0s grupamentos
carboxilicos presentes nas extremidades das fibras de HSA. Além disso, as forcas
de interacdo do tipo van der Waals entre as cadeias carbdnicas da molécula de HSA
contribuem para a rigidez das fibras (Figura 7) (TERECH e WEISS, 1997; KIRILOV,
2007; ROGERS et al., 2009).
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Figura 7. Estrutura quimica do acido 12-hidroxiestearico (HSA) e organizacao
tridimensional das moléculas de HSA (Adaptada de TERECH e WEISS, 1997 e
KIRILOV, 2007).

Os organogéis obtidos com AGBPM sao normalmente preparados pelo
aguecimento do agente gelificante no liquido organico com posterior resfriamento da
solugdo abaixo da temperatura de transicdo de gelificacdo (Tgel), sendo esta
definida como a temperatura abaixo da qual o fluxo do liquido ndo é possivel durante
longos periodos (TERECH e WEISS, 1997; MURDAN, 2005; MAITY, 2007; KIRILOV
et al., 2008). Em solucdo, a reorganizacdo dos AGBPM através de ligacbes nédo
covalentes origina as estruturas fibrosas responsaveis pelo fenébmeno de gelificacdo.
As forgas de interagao intermolecular, tais como pontes de hidrogénio, for¢as de van
der Waals e, atracOes eletrostaticas sdo responsaveis por estabilizar a estrutura do
organogel preparado com AGBPM (ABDALLAH e WEISS, 2000a; ABDALLAH e
WEISS, 2000b; ROGERS et al., 2009).

Os organogéis possuem uma variedade de aplicacbes em formulacdes

cosmeéticas e de medicamentos e moldes em engenharia tecidual e preparacdo de
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nanomateriais (LI et al.,, 2009). Entretanto, apesar da grande variedade de
organogeéis, estes sistemas tém sido relativamente pouco explorados como sistema
de liberagdo de medicamentos (KANG et al., 2005; MURDAN, 2005; VINTILOIU e
LEROUX, 2008). Na éarea farmacéutica, a aplicacdo mais importante desses géis
esta voltada para formulacbes contendo farmacos lipofilicos para administracao
topica (dérmica) ou transdérmica, mas 0s organogéis também tém sido avaliados em
administrac&o oral, retal e parenteral (MURDAN, 2005; PENZES et al., 2005; LIM et
al., 2008; IWANAGA et al., 2010).

O maior desafio no desenvolvimento de formulacfes para aplicacédo topica ou
transdérmica esta intimamente relacionado com a propriedade de barreira da pele
humana, uma vez que a composicao lipoproteica do estrato cérneo é responsavel
por limitar a absorcédo de principios ativos, dificultando qualquer acdo farmacoldgica
em camadas mais profundas da epiderme ou derme. Nesta perspectiva, 0s
organogéis despontam como potenciais sistemas de liberacdo de farmacos para
aplicacdo dérmica ou transdérmica, pois 0os componentes tipicos desses géis, como
fosfolipidios, tensoativos e acidos graxos sdo bons promotores de permeacéo devido
a capacidade de penetrar na dupla camada lipidica do estrato cOrneo, com
consequente formacdo de defeitos (espacos), o que facilta a permeacdo de
farmacos (WILLIAMS e BARRY, 2004; MURDAN, 2005; VINTILOIU e LEROUX,
2008).

Uma abordagem importante na concepcéo de novos sistemas de liberacéo de
farmacos utilizando organogéis tem sido a obtencdo de NPOG (Figura 8) (KIRILOV
et al., 2008; BOUDIER et al., 2010), o que propicia, por exemplo, a encapsulagéo de
farmacos hidrofébicos e, no caso de uma aplicacao topica ou transdérmica, uma
melhor interacdo das particulas carreadoras com o proprio estrato corneo e foliculos
pilosos, visto que a escala nanométrica (< 1 um) confere a formulacdo a capacidade
de penetrar através dos espacos intercelulares e via aparelho pilo-sebaceo (ALLEC
et al., 1997; HAMIDI et al., 2008).

As dispersdes aquosas de NPOG sao preparadas em duas etapas
consecutivas. Inicialmente, o Oleo contendo o agente gelificante é aquecido
formando uma mistura homogénea. Esta mistura é resfriada a temperatura ambiente

com consequente formacéo do organogel. Numa segunda etapa, o organogel obtido
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na etapa inicial é disperso em meio aquoso por acdo de ultrasom induzido pela
presenca do agente estabilizante na fase aquosa. Em seguida, as nanogoticulas de
Oleo sdo gelificadas pelo resfriamento da formulacdo abaixo da temperatura de
gelificacéo. A Tgel depende do tipo de agente gelificante e da concentracéo utilizada

para produzir o organogel (KIRILOV, 2007).

Goticula de dleo +

agente gelificante NPOG
@9 G
@ 375 @ o o
. B & o _ Resfriamento
® 2@ © 9
© $@ I
T° > T°gel T° < T°gel

Polimero [~V VR

Figura 8. Representacao esquematica de uma nanoparticula de organogel (NPOG).
A imagem a esquerda da figura representa a goticula oleosa fluida (acima da
temperatura de gelificacdo, > Tgel) e a imagem a direita a nanoparticula gelificada
(abaixo da temperatura de gelificacdo, < Tgel) (Adaptada de KIRILOV, 2007 e
KIRILOV et al., 2009).

Recentemente, Kirilov et al. (2008) obtiveram nanoparticulas por meio de uma
dispersdo aquosa a base de NPOG constituido de 6leo de éter dicaprilico e do
agente gelificante HSA, bem como brometo de cetiltrimetilaménio como agente
estabilizante presente na fase aquosa. As nanoparticulas de O6leo gelificado
apresentaram um diametro médio de 260 nm e indice de polidispersividade em torno
de 0,2; o que demonstra a capacidade do novo método em preparar formulacdes na

escala nanométrica e com distribuicdo de tamanho uniforme. Além disso, o potencial
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de superficie (zeta) desse nanocarreador foi de + 30 mV, um forte indicativo de uma
boa estabilidade da formulacdo de acordo com a literatura, a qual estabelece que
altos valores de potencial zeta (> |30] mV), negativo ou positivo, sdo capazes de

evitar a agregacao devido a repulséo eletrostatica entre as particulas.
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6 — CONCLUSOES

v' Neste trabalho, ambos o0s métodos utilizados na preparagdo dos
nanocarreadores produziram formulacbes com as caracteristicas desejadas
para uma futura aplicacdo na terapia fotodinamica, ou seja, carreadores em
escala nanométrica, bem como formula¢cdes com distribuicdo de tamanho
homogéneo e monodispersas. No desenvolvimento da formulagdo de
nanocéapsulas por meio do planejamento fatorial 22 foi possivel determinar a
forte influéncia da concentracéo do tensoativo lipofilico (1,75%) e do Oleo de
soja sobre os parametros diametro médio, IPd e potencial zeta das CIAIPc-
NC. Além disso, as concentracdes dos agentes estabilizante e gelificante
afetaram diretamente também o tamanho, IPd e carga superficial das CIAIPc-
NPOG. As concentracfes de 0,30% de PEI e 6% de HSA demonstraram uma
boa interacdo proporcionando a preparacdo de nanogoticulas coloidais de

distribuicdo homogénea e carregadas positivamente;

v' O estudo da estabilidade fisica das formulacdes coloidais confirmou que
nanocapsulas carreadas com CIAIPc e produzidas com 1,75% de
fosfatidilcolina de soja, 1,25% de poloxamer 188 e 6leo de soja apresentaram
miminas varia¢cdes da formulacdo em um periodo minimo de 12 meses. As
nanoparticulas gelificadas contendo CIAIPc com concentracdo minima de
0,30% de PEI e 6% de HSA também foram estaveis por um periodo minimo

de 6 meses;

v' Os métodos analiticos espectrofluorimétrico e espectrofotométrico sao
capazes de determinar com precisdo e exatiddo a CIAIPc encapsulada em
nanocarreadores, assim como sdo adequados para aplicacdo na rotina de
analises de qualidade de medicamentos (SIQUEIRA-MOURA et al., 2010);

v' A eficiéncia de encapsulacdo da CIAIPc em nanocapsulas constatou que a
solubilidade do composto fotossensibilizante na fase oleosa governa esse
parametro na formulacdo de nanoparticulas de organogel. Além da
solubilidade da CIAIPc no liquido orgénico, a eficiéncia de encapsulagao foi
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dependente da interacdo entre o PElI e HSA e consequente estabilizacdo das
goticulas gelificadas e, em ambos os nanocarreadores, o conteudo total de

ClAIPc foi bastante satisfatoério;

v" CIAIPc-NC foi efetiva em promover uma significativa morte celular em todas
as linhagens melanociticas estudadas (WM1552C, WM278, WM1617 e B16-
F10). A sensibilidade das células de melanoma humano ao fotodano foi
dependente do estagio de progressao tumoral, sendo constatado que as
células de melanoma primario sdo mais sensiveis ao efeito fotodinamico
comparadas as células de crescimento intermediario e metastaticas. Por outro
lado, as células de melanoma metastatico e pigmentada sdo mais resistentes
ao efeito fotocitotoxico da formulagdo de CIAIPc-NC. Enfim, o potencial da
formulacdo de nanocapsulas contendo CIAIPc como sistema de veiculacéo de
compostos fotossensibilizantes aplicados a TFD foi confirmado pela maior
inducdo de morte celular em B16-F10, sendo esta cerca de seis vezes maior
do que a morte alcancada com a CIAIPc livre.
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