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RESUMO

Silva, E. P. O. Estudos fotofisicos e fotobiolégicos de sistemas de liberagao
contendo o farmaco fotossensivel cloro-ftalocianina de aluminio para aplicagao
em terapia fotodinadmica. 2016. 161 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A terapia fotodindmica (TFD) tem se apresentado nos ultimos anos como uma
alternativa para o tratamento de tumores cutdneos, viscerais e sistémicos,
demonstrando resultados promissores, tanto em estudos in vitro como in vivo. Trata-se
de uma técnica simples e n&o invasiva. A terapia consiste na excitacdo de um farmaco
fotossensibilizante por uma fonte de luz visivel que depois de absorvida pela molécula,
leva a produgao espécies reativas de oxigénio (EROs) em presenca do oxigénio
molecular por uma sequencia de reagdes fotoquimicas. Nesse trabalho propde-se a
preparacdo, caracterizacdo e detreminacdo da atividade fotodindmica de uma
nanoemulsao rica em colesterol e de lipossomas ultradeformaveis como novos sistemas
de liberagdo para o farmaco fotossensibilizante cloro aluminio ftalocianina (PcAICI),
comparando com um sistema classico de lipossoma convencional. Como modelo
celular foram utilizadas células de glioblastoma (U87MG) e de melanoma (B16F10). As
formulagdes apresentaram caracteristicas desejaveis como reprodutibilidade, tamanho
de particula, estabilidade curto e em longo prazo e deformidade adequados para a
utilizagdo como meio de veiculagdo da PcAICI. Pela analise dos estudos fotofisicos de
rendimento quantico de fluorescéncia (@), tempo de vida de fluorescéncia (r) e
rendimento quantico de oxigénio singleto (@) da PcAICI em etanol e incorporada nas
formulagdes, pode-se observar que a incorporagcao a um veiculo de liberagao melhorou
as caracteristicas da PcAICl. Nos estudos em células nenhum dos sistemas apresentou
citotoxicidade na auséncia de luz, mas apresentaram um aumento da atividade
fotodindmica da PcAICI de até 80% quando comparadas a PcAICI livre quando
irradiadas. Todas as formulagcbes apresentaram caracteristicas que corrobora com o
emprego como sistemas de liberagdo para o aumento da atividade fotodinamica da

PcAICI podendo serem empregados no tratamento de glioblastoma e de melanoma.

Palavras-chave: Glioblastoma, Melanoma, Lipossoma, LDE, Terapia Fotodinamica.



ABSTRACT

Silva, E. P. O. Photophysical and photobiological studies of drug delivery systems
loaded with chloro-aluminium phthalocyanine for application in photodynamic
therapy. 2016. 161 f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2016.

The Photodynamic therapy (PDT) has been an alternative for the treatment of skin, and
brain tumors, and has shown promising results, both in vitro and in vivo, is a simple and
non-evasive technique. The therapy consists into a light-sensitive drug excitation by a
light visible source that once absorbed by the molecule lead to produce reactive oxygen
species (ROS) in the molecular oxygen presence by a sequence of photochemical
reactions. This work proposes the preparation and characterization of a cholesterol-rich
nanoemulsion and ultradeformable liposomes as new delivery systems for the drug
photosensitizer chloro aluminum phthalocyanine (PcAICI) compared to a classical
system as the conventional liposome and their photodynamic activity in glioblastoma
cells line (U87MG) and melanoma cells line (B16F10). The formulations showed suitable
characteristics such as reproducibility, particle size, short and long-term stability and
deformity for their use as drug delivery for PcAICI. For the photophysical studies:
absorption, fluorescence, fluorescence quantum yield (@¢), fluorescence lifetime (t) and
quantum yield of singlet oxygen (®,) of PcAICI in ethanol and incorporated in the
formulations demonstrated that the incorporation was able to improve its photophysical
characteristics. In in vitro studies, the drug delivery systems showed no cytotoxicity in
the absence of light, but demonstrated increased in PcAICI photodynamic activity up to
80% over the PcAICI free when irradiated. All formulations showed characteristics, which
cooperates with the use of these drug delivery systems for, increased the PcAICI

photodynamic activity for glioblastoma and melanoma treatment.

Keywords: Glioblastoma, Melanoma, Liposome, LDE, Photodynamic therapy.



1.

Introducgao
1.1 Gliomas e a barreira hematoencefalica (BHE)

Gliomas malignos estdo entre os tipos mais comuns de tumores cerebrais,
ocorrendo em 5-7 a cada 100.000 individuos por ano (LARJAVAARA et al., 2007;
SEHMER et al., 2014). Sdo formados por células presentes na glia que auxiliam no
suporte e funcionamento do sistema nervoso central (SNC). Ha trés tipos de células
presentes na glia capazes de desenvolver-se em gliomas: Os astrécitos que irdo
produzir astrocitomas (incluindo glioblastomas), os oligodendrécitos que irdo produzir
oligodendrogliomas e as células epidermais que irdo produzir ependimomas (Figura 1A)
(MORRENS , VAN DEN BROECK e KEMPERMANN, 2012; OHGAKI e KLEIHUES,
2011). Os tumores que exibem uma mistura destas diferentes células sdo chamados
gliomas mistos (OMURO e DEANGELIS, 2013). O tipo mais comum de glioma é
conhecido como glioblastoma multiforme (GBM) o qual ocorre em 60-70% dos casos
(Figura 1B). Este tipo de tumor tem como caracteristicas mais comuns, um crescimento
rapido e agressivo de células tumorais com uma capacidade de se infiltrar no tecido
adjacente saudavel do cérebro de forma difusa, o que dificulta a visualizagdo e
delimitagdes da area tumoral e consequentemente a sua remogao total (BEAUCHESNE
et al., 2016). Esse tipo de patologia é sempre associado a um progndéstico ruim,
podendo acometer qualquer parte do tecido cerebral e da medula espinhal, e a uma
expectativa de vida muito curta entre 12 e 15 meses (ROBERTS et al., 2011,

SCHNEIDER et al., 2016).
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Figura 1- Representacdo esquematica dos diferentes tipos de células gliais no sistema nervoso central
(SNC) e suas interagdes, entre si e com os neurdnios. (A); Glioblastoma multiforme com contraste de
Gadolinium (Gd**) (B). Adaptado de (BAUMANN e PHAM-DINH, 2001; BISWAS, 2012).

Como opcao mais utilizada de tratamento, adota-se resseccgdo cirurgica,
seguida por tratamento com radiacdo e quimioterapia com Temozolamida, que
combinadas conferem um periodo médio de sobrevivéncia do paciente de até 14,6
meses (STUPP , MASON e VAN DEN BEUF, 2005; ZHANG et al., 2016). Contudo, as
células do glioma tem apresentado resisténcia a radiagcao e a quimioterapia com base
nos protocolos difundidos utilizados frequentemente (JOHANSSON et al., 2010). Além
disso, a natureza das células tumorais do GBM e a existéncia de barreiras fisiologicas,
especialmente a barreira hematoencefalica (BHE), o GBM continua sem cura. A falta da
capacidade de permeacdo de farmacos na BHE faz com que o tratamento
quimioterapico do glioblastoma seja limitado (LI et al., 2014c).

A barreira hematoencefalica (BHE) € uma barreira celular que separa o sangue
do tecido cerebral que regula a composicdo ibnica de forma adequada para a

sinalizacdo sinaptica, previne a entrada de macromoléculas e protege o sistema



nervoso central de neurotoxinas assegurando a nutricdo cerebral (VAN TELLINGEN et
al.,, 2015). A BHE é formada por células endoteliais que se organizam de forma
alinhada e paralela aos capilares sanguineos e por uma fina lamina basal (VIEIRA e
SOUZA, 2013). Essa barreira possui jungdes oclusivas que impedem cerca de 98% de
todas as pequenas moléculas terapéuticas e quase todas as proteinas, peptideos,
oligonucleotideos de chegarem ao sistema nervoso central (GANTA et al., 2010).

A BHE age como uma barreira fisica devido a presenca das jungdes entre as
células endoteliais adjacentes, o que forga a maioria do transporte de substancias do
sangue para o tecido cerebral ser pela via transcelular do que pela via paracelular por
meio das junc¢des (Figura 2) (ABBOTT , RONNBACK e HANSSON, 2006).

Pequenas moléculas lipossoluveis sdo transportadas livremente por difusdo
simples pela membrana plasmatica, como por exemplo: gases, farmacos barbituricos e
etanol (ABBOTT et al., 2010). A presenca de receptores de membrana capazes de
transportar moléculas especifica regulam a via transcelular, o que proporciona um
transporte seletivo, permitindo ou facilitando a entrada de moléculas importantes para a
nutricdo e excluindo ou expulsando moléculas capazes de causar dano ao tecido
cerebral (GANTA et al., 2010). Grandes moléculas de carater hidrofilico, como é o caso
dos peptideos e proteinas, geralmente ndo conseguem passar pela BHE, a ndo ser que
possam ser transportadas por transcitose de maneira especifica por reconhecimento de
um receptor ou por maneira inespecifica pelo processo de adsor¢cao (ABBOTT et al.,

2010; GOMES , DAS NEVES e SARMENTO, 2014).
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Figura 2 - Vias de permeacao pela barreira hematoencefalica (BHE). Adaptado de (ABBOTT |,
RONNBACK e HANSSON, 2006).

Na ultima década, varias técnicas tém sido abordadas como alternativas para o
tratamento do glioblastoma, visando o aumento da seletividade do tecido alvo e o
aumento da permeabilidade da BHE com utilizagdo de novas técnicas juntamente com

a nanotecnologia (BECHET et al., 2014).

1.2 A pele e 0 melanoma

A pele é o maior érgao do corpo humano cobrindo uma area de 1 a2 m? e
representa, aproximadamente, 16% do total do peso corporal. Sua espessura pode
variar de 1,5 mm a 4 mm. E um tecido complexo formado por varias camadas: a

hipoderme (a camada mais interna), a derme (a camada intermediaria) e a epiderme (a



camada mais superficial), que trabalham de forma harmoénica, garantindo assim suas
fungbes (RABELLO, 2011).

A pele age como primeira linha de defesa do corpo contra agressdes do
ambiente externo, possuindo caracteristicas fisicas e quimicas promovendo uma
protecao biolégica. Essa protegdo esta intrinsecamente associada a sua camada mais

externa, a epiderme (Figura 3) (KASEMSARN , BOSCO e NIXON, 2016).
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Figura 3 - Estrutura da Epiderme. Adaptada de (NATARAJAN et al., 2014).

A epiderme é constituida por quatro camadas distintas (estrato coérneo, estrato
granuloso, estrato espinhoso e estrato basal), que sdo formadas por meio da
estratificagcdo dos queratinécitos que passam do estrato basal em sentido ao estrato

coérneo durante o seu processo de maturagao, até serem eliminadas (NAGARATNAM;



NAGARATNAM e CHEUK, 2016; NATARAJAN et al., 2014). O estrato corneo é
formado pelos cornedcitos, os quais sao circundados por uma densa porgao proteica
(envelope celular) e regides lipidicas, composi¢do primordial na fungdo de defesa
(barreira) da pele humana que impede a entrada de agentes externos, dificultando a
utilizagao dessa via para fins terapéuticos (JUNGERSTED et al., 2010).

O cancer de pele tem origem na epiderme, composto por células da pele
(escamosas, basais e melanociticas) que sofreram alteragbes e multiplicaram-se de
maneira desordenada e anormal dando origem as neoplasias cutaneas. As neoplasias
cutdneas podem ser classificadas em dois tipos distintos de acordo com a sua origem
celular: o tipo ndo melanocitico, derivado de células epiteliais capazes de formar
carcinomas basocelulares e epidermoide ou escamosos, e o tipo melanoma formado a
partir dos melandécitos (JEE et al., 2015; PERRY et al., 2016; VISCONTI et al., 2015).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que o cancer de pele do tipo nédo
melanocitico seja o mais incidente na populagdo brasileira, com cerca de 175.760
casos novos a cada ano, sendo 80.850 em homens e 94.910 em mulheres, que
corresponde a 29% do total estimado para o ano de 2016. Por outro lado, o melanoma
de pele é menos frequente do que os carcinomas basocelulares e escamosos, porém
sua letalidade é mais elevada, com previsdo no Brasil de 5.670 novos casos de
melanoma cutaneo para o ano de 2016, sendo 3.000 homens e 2.670 mulheres (INCA,
2016; REDMAN , GIBNEY e ATKINS, 2016; VISCONTI et al., 2015).

O tratamento do melanoma é limitado apesar dos avangos nas areas de
imunoterapia e terapia direcionada. O tratamento primario é a ressecgao cirurgica, para
tumores menores que 2 mm com ou sem o acometimento de linfonodos pela metastase,

seguido por radioterapia e para casos onde o0 melanoma ja esta em um quadro



avangado é utilizado o Interferon alfa-2b (ALGAZI , SOON e DAUD, 2010). Entretanto, o
efeito do tratamento com Interferon é limitado e sua indicagdo ainda é controversa.
Outra linha de tratamento € a administracido oral de Temozolamida, mas seu efeito
geralmente é inferior a 15% (GARBE et al., 2011).

Apesar dos significantes progressos cientificos no entendimento da biologia e
genética do melanoma, nenhum tratamento efetivo contra esse tipo de cancer esta
disponivel atualmente (ALGAZI , SOON e DAUD, 2010). Novos tratamentos vém sendo
pesquisados em busca de uma melhor resposta frente ao melanoma. Uma alternativa
gue vem mostrando resultados promissores € a administragcao topica visando aumentar
a seletividade e a concentracdo dos farmacos obtendo assim uma melhor resposta.

A via topica de administragdo de formulagdes farmacéuticas oferece varias
vantagens sobre as demais vias de administracao, dentre elas: evitar o metabolismo de
primeira passagem, liberacdo sustentada e controlada por um longo periodo de tempo,
reducdo dos efeitos associados com toxicidade, aumento da aceitagcdo do paciente,
acesso direto ao local onde a patologia se instala além de ser uma via conveniente e
que nao causa dor (KERN e WEISER, 2015; THOMPSON e BROOKS, 2015).

Formulacbes farmacéuticas em contato com a superficie da pele podem
permea-la por diferentes mecanismos: diretamente pelo estrato cérneo, pelas vias
paracelular e transcelular, onde a formulagao interage ou se difunde por meio do estrato
cérneo, ou pela via apéndices da pele (foliculos de pele, ductos sudoriparos e glandulas
sebaceas) (Figura 4). A contribuicdo da permeacao de formulagdes farmacéuticas pela
via apéndices da pele é minima, chegando a aproximadamente 0,1%, com isso, as
principais vias de permeacgao sao as paracelular e a transcelular (CHEN et al., 2015b;

DESAI , PATLOLLA e SINGH, 2010; KERN e WEISER, 2015; VISCONTI et al., 2015).
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Figura 4 - Mecanismos de permeacao da pele. (1) via paracelular; (2) Interacdo com os lipidios da pele;
(3) via Transcelular; (4) via foliculos de pelo e poros glandulares. Adaptado de (AGRAWAL; GUPTA e
VYAS, 2016).

A passagem de farmacos por meio da pele ndo depende sé de sua natureza
quimica, mas também da composicdo da formulagdo onde s&o incorporadas. A
veiculagao de produtos farmacéuticos em formulagées magistrais visa reduzir a agao da
barreira cutanea, favorecendo a permeacao do ativo medicamentoso por meio da pele.

Trabalhos como o de REDMAN , GIBNEY e ATKINS (2016) e SIQUEIRA-

MOURA et al., (2013), descrevem o uso de formulacdes tdpicas para o tratamento de

melanomas, e obtiveram resultados promissores no tratamento de cancer de pele.



1.4 Terapia Fotodinamica (TFD)

A Terapia Fotodinamica (TFD) vem sendo apresentada como uma alternativa
para o tratamento de muitas patologias como: doengas de pele, infecgbdes localizadas,
degeneragcdo macular relacionada a idade, sobretudo neoplasias, com resultados
promissores obtidos em estudos in vitro e in vivo contra gliomas e melanoma (CENGEL,
2012; KARRER et al., 2013; SAINI e POH, 2013). E uma técnica simples, ndo invasiva
e nao requer tecnologia de alto custo 0 que € conveniente para uso em paises em
desenvolvimento (AKILOV et al., 2007).

O procedimento consiste na administracdo de um farmaco fotossensibilizante
por via sistémica ou tépica ao paciente. Em seguida, apdés um periodo de tempo
adequado, o tecido cancerigeno alvo € irradiado por uma fonte de luz visivel em
comprimento de onda adequado capaz de excitar a molécula do farmaco
fotossensibilizante, a qual, resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em presenca do oxigénio molecular tecidual (BAPTISTA e WAINWRIGHT,
2011; CAMUR , AHSEN e DURMUS, 2011).

A maioria dos dados disponiveis sobre a TFD sugere um mecanismo comum de
acao. Quando o farmaco fotossensibilizante utilizado absorve luz (irradiagdo), uma série
de processos fotofisicos e fotoquimicos tém inicio. Uma vez que a molécula do farmaco
fotossensibilizante alcanca um estado eletronicamente excitado, existem diversos
mecanismos de desativacdo para que a mesma retorne ao seu estado eletrénico de
menor energia, que se denomina estado fundamental. Tais processos de desativagao

sdo apresentados no Diagrama de Jablonski (Figura 5)
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Figura 5 - Digrama de Jablonski para o processo de fotossensibilizagdo, onde A = absorgdo de luz de
comprimento de onda adequado, S, = estado fundamental, S; = primeiro estado excitado singleto, Sn =
estados excitados singleto superiores, IC = conversao interna, F = Fluorescéncia, T4= primeiro estado
excitado tripleto, T,, = estados excitados tripleto superiores, O, = oxigénio molecular, 102 = oxigénio
singleto, EROs = espécies reativas de oxigénio, ERNs = espécies reativas de nitrogénio. Fonte: Autor.
Apds a absorcdo de um foton de luz, o farmaco fotossensibilizante passa a
popular um estado excitado singleto mais energético (S,), de onde pode retornar ao seu
estado fundamental (Sp) por meio do processo de relaxagao fisica conhecido como
conversao interna ou por meio do processo radioativo de emisséo de fluorescéncia. As
propriedades fluorescentes dos farmacos fotossensibilizantes sdo Uuteis para a
visualizacao, localizagao e delineagcédo de lesdes malignas (RANYUK et al., 2013;
YAMADA et al., 2013). Por outro lado, o farmaco fotossensibilizante pode dar origem ao
estado excitado tripleto, um estado de energia ligeiramente mais baixa que o estado
excitado singleto e com tempo de vida mais longo (us-ms), por meio de converséao de
spin eletrénico, no processo chamado cruzamento intersistema (RONZANI et al., 2013).

A acdo fotodinamica €& dependente do processo de cruzamento intersistema. Os

farmacos fotossensibilizantes mais eficientes para a TFD tém um alto rendimento
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quantico do estado excitado tripleto e tempos de vida tripleto longos. Por meio deste
processo, o farmaco fotossensibilizante passa a popular os estados excitados tripleto
de maior energia (T,). A partir de seu estado excitado tripleto mais energético, o
farmaco fotossensibilizante pode perder energia, decaindo para seu estado excitado de
menor energia (T4) por meio do processo de conversido interna. Nesse estado, o
farmaco fotossensibilizante pode absorver mais um féton e retornar para seu estado
excitado de maior energia (T,) ou retornar ao seu estado fundamental pelo processo de
conversao interna ou por meio do processo radiativo como emissao de fosforescéncia
(ROBERTSON , EVANS e ABRAHAMSE, 2009).

O farmaco fotossensibilizante a partir do mais baixo estado excitado tripleto (T+)
pode ainda sofrer reacbes fotoquimicas do Tipo | (transferéncia de elétrons ou
abstracdo de atomo de Hidrogénio) ou do Tipo Il (transferéncia de energia). Como
mencionado anteriormente, a maioria dos dados sobre TFD sugerem um mecanismo
comum de acao, onde o farmaco fotossensibilizante no estado excitado tripleto na
presenca do oxigénio molecular presente no meio, induz a produgdo de espécies
reativas de oxigénio ('O, O,", OH’, denominados EROs) e/ou espécies reativas de
Nitrogénio (NO*, NOy*, ONOO*, denominados ERNs) que atacam centros especificos
dentro dos sistemas celulares, levando a necrose ou apoptose celular (CHEN et al.,
2016; KALUDERCIC e GIORGIO, 2016; KALYANARAMAN , HARDY e ZIELONKA,
2016).

O mecanismo Tipo | envolve a abstragdao de um atomo de hidrogénio ou
reacoes de transferéncia de elétrons entre o farmaco fotossensibilizante no estado
excitado tripleto e diferentes macromoléculas biologicas, levando a formacao de

radicais livres e/ou ions radicais (BOLFARINI et al., 2014). Poucos materiais bioldgicos
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apresentam facilidade de fotoredugcdo (por exemplo, quinonas e citoquinas) em
processos nos quais temos a oxidagao do farmaco fotossensibilizante a cation radical-n

e o substrato é reduzido (DURANTINI et al., 2016). A espécie reduzida pode transferir
um elétron ao oxigénio molecular presente no meio formando espécies reativas de
oxigénio como peroxidos, anion superéxido, etc. Este tipo de fotossensibilizacdo é
conhecido como sendo do Tipo I.

Outro caminho possivel para o farmaco fotossensibilizante em seu estado
excitado tripleto € o de transferéncia de energia para o oxigénio molecular com
formacdo do oxigénio singleto ('0,). O oxigénio singleto é uma espécie altamente
reativa que oxida varios substratos biolégicos. Acredita-se que o oxigénio singleto seja
o principal mediador dos danos fotodinamicos nos sistemas bioloégicos, pois reage
rapida e indiscriminadamente com os mais variados materiais biologicos eletrofilicos,
como lipidios insaturados, proteinas, acidos nucleicos, etc. Sendo apontado como o
principal responsavel pela inativagdo da célula tumoral (CLEMENT et al., 2016). Este
tipo de fotossensibilizagdo é conhecido como fotossensibilizagao do Tipo Il.

Nos ultimos anos, o interesse nos processos de fotossensibilizagdo tem
aumentado principalmente devido aos efeitos fotodindmicos mediados por farmacos
observados em sistemas bioldgicos. O 'O, gerado pela reacdo do Tipo Il é
extremamente importante para o sucesso da TFD. Acredita-se que ele € um
intermediario chave em muitos processos oxidativos fotoinduzidos em sistemas
quimicos ou biolégicos, sendo considerado a principal espécie citotoxica, responsavel
pela inativagdo da célula, embora recentemente tenha sido mostrado que os

mecanismos Tipo | e Tipo I, provavelmente agem em harmonia na maioria dos casos e
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a razao entre eles € influénciada pelas caracteristicas do farmaco fotossensibilizante,
dos substratos intracelulares e pela concentracédo de oxigénio do meio (CLEMENT et
al., 2016). Assim, ambos os mecanismos levam a danos oxidativos similares e reagdes
em cadeia de radicais livres, induzindo morte celular e destruicdo tumoral.

Os produtos das reacbes ocorridas pelos mecanismos Tipo | e Tipo Il séo
altamente reativos, com tempo de vida médio de 10 a 50 ps. Portanto, os danos
causados por essas espécies sdo dependentes de sua difusdo no ambiente onde séo
formadas, podendo chegar até a 0,1 ym de distancia (CAMUR , AHSEN e DURMUS,
2011; ZEBALLOS et al., 2012). Esse comportamento combinado com o uso de um
farmaco fotossensibilizante de retencao preferencial pelos tecidos de interesse € a base

da seletividade da TFD (RONZANI et al., 2013).

1.4.1 Farmacos fotossensibilizantes

A excitacdo do farmaco fotossensibilizante depende do comprimento de onda
no qual a luz é absorvida, esse fendmeno é geralmente muito seletivo e a eficiéncia da
absorcao difere entre as classes de farmacos fotossensibilizantes. Os sistemas
bioldgicos apresentam substéncias capazes de absorver luz, tais como a melanina e a
hemoglobina, que absorvem a luz na regido do espectro azul e verde (MILANIC et al.,
2011). Assim, para a eficiéncia da TFD sob o aspecto fotofisico, o farmaco
fotossensibilizante deve ser fotoquimicamente ativo e com alta eficiéncia de absorcao
na porcdo do espectro denominada “janela terapéutica”, que compreende a faixa do
vermelho ao infravermelho préximo (600 nm — 800 nm), podendo penetrar até 1 cm no

tecido (FARAHI et al., 2010; XU et al., 2009).
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Um dos farmacos fotossensibilizantes mais utilizado e aprovado clinicamente é
um derivado da Hematoporfirina (HpD) conhecido comercialmente como Photofrin |l
(Figura 6) (KULBACKA, 2015; NWOGU et al.,, 2016; PENJWEINI et al., 2015;
SCHAFFER et al, 2013). Entretanto, esses derivados, chamados de
fotossensibilizantes de primeira geragao, apresentaram algumas desvantagens com
relacdo ao seu uso em TFD, como baixa seletividade ao tecido tumoral e baixa

absorgéo de luz na regido do vermelho (NAYAK et al., 2016)

Figura 6 - Estrutura molecular do medicamento Photofrin®. Fonte: Autor.

Os problemas encontrados com os compostos derivados da Hematoporfirina
levaram ao desenvolvimento de novas moléculas, chamadas de farmacos
fotossensibilizantes de segunda e terceira geragdo, como as ftalocianinas, clorinas e
bacterioclorinas (MACHADO et al., 2010; RANYUK et al., 2013; XU et al., 2009).

Contudo, esses compostos apresentam caracteristicas indesejadas, como baixa
absorcao na regido acima de 600 nm, retengdo no organismo por longos periodos de

tempo (por volta de 4 semanas) e pouca especificidade ao tecido alvo, acumulando-se



15

em tecidos normais, principalmente o epitelial (MACHADO et al., 2010; RANYUK et al.,
2013). Sendo assim, novos farmacos fotossensibilizantes para a TFD tém sido
pesquisados em estudos clinicos no decorrer dos anos (CEYLAN et al., 2015; DE

PAULA et al., 2015; PEREZ et al., 2014; SILVA et al., 2015; ZEBALLOS et al., 2012).

1.4.2 Ftalocianinas

Como farmacos fotossensibilizantes de segunda geragdo, as ftalocianinas
possuem propriedades fotofisicas vantajosas e diversos estudos mostram seu potencial
para a TFD (CAMUR , AHSEN e DURMUS, 2011; LONGO et al., 2013; MACHADO et
al., 2010). As ftalocianinas sao pigmentos tetraazoindolicas analogas as porfirinas com
forte absor¢cdo na regidao do vermelho do espectro eletromagnético (670 nm 780 nm),
cuja estrutura molecular pode ser modificada inserindo-se ligantes periféricos e/ou
axiais, bem como metais entre quatro nitrogénios centrais (Figura 7), com extensa
aplicagdo, industrial, tecnolégica e meédica (CAMUR , AHSEN e DURMUS, 2011;

KULBACKA, 2015; ZEBALLOS et al., 2012).

M = Al, Ge, Si, Sn, Zn

Figura 7: Estrutura molecular das ftalocianinas. Fonte: Autor.
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Entretanto, por apresentarem baixa solubilidade em agua o seu uso em TFD é
limitado, uma vez que impede a administragcdo da mesma pela via intravenosa (meio
fisiolégico). Uma maneira de contornar esse problema é a inser¢cao de substituintes
periféricos ou axiais polares em sua estrutura como: grupos aminos, carboxilatos,
sulfonatos e grupos hidroxilas (CAMUR , AHSEN e DURMUS, 2011). Estudos tém
mostrado que tais ligantes podem melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco fotossensibilizante e consequentemente influéncia seu comportamento
farmacocinético e farmacodindmico. Além disso, esses grupos proporcionam um
aumento no carater hidrofilico da molécula aumentando sua solubilidade em meio
aquoso, além de impedir de forma estérica a formacédo de agregados que inibem a
atividade fotodinamica do farmaco fotossensibilizante (JAYME , CALORI e TEDESCO,
2016)

Como as ftalocianinas dos complexos Al(lll), Ge(lV), Si(lV), Sn(lV) e Zn(ll)
possuem ions diamagnéticos espera-se um aumento significante do tempo de meia-
vida de seu estado tripleto excitado, aumentando a producdo de 'O,, tornando-as boas
candidatas a farmacos fotossensibilizantes (OGUNSIPE e NYOKONG, 2005).

As ftalocianinas vém sendo utilizadas na TFD para o tratamento dos mais
diversos tipos de cancer, obtendo resultados promissores como tratamento
complementar em quadros de melanoma e glioblastoma (CAKIR et al., 2015; DIXIT et
al., 2015; EL-KHATIB et al., 2015; OGBODU et al., 2015).

A eficiéncia da TFD depende da capacidade do farmaco fotossensibilizante de
se acumular seletivamente nos tecidos tumorais, o que é claramente influénciada pelas
propriedades fisico-quimicas e pelo modo de liberagdo do farmaco, sendo que sua

incorporacdo em membranas biolégicas € bastante favorecida quando se utiliza um
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sistema de liberagdo adequado utilizando varias tecnologias, dentre elas a
nanotecnologia (ANDRADE et al., 2015; ARIAS et al., 2011; BARBUGLI et al., 2010;

TIBBITT , DAHLMAN e LANGER, 2016)

1.5 Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia farmacéutica propde o desenvolvimento, caracterizagdo e
aplicacao de sistemas de liberagao controlada de farmacos em escala nanométrica ou
micrométrica, frequentemente descritas como “Drug Delivery Systems” (DDS), que
proporcionam caracteristicas vantajosas ao farmaco quando comparados a sua
administracdo convencional.

Os estudos de BOVIS et al., (2012) mostraram que a nanotecnologia tem um
importante papel na terapia fotodinamica. Eles estudaram a incorporagcdo e a
administracdo endovenosa do farmaco fotossensibilizante m-tetrahidroxi-fenilclorina
(mTHPC) em lipossomas para o tratamento de fibrosarcoma em ratos. Eles observaram
uma maior biodisponibilidade e seletividade do mTHPC ao tumor se comparado a sua
formulagdo comercial (Foscan®), aumentando assim sua eficiéncia na terapia
fotodinamica do fibrosarcoma.

Os sistemas de liberagdo nanoestruturados apresentam caracteristicas
favoraveis, tais como: protecdo do farmaco no sistema biolégico contra possiveis
instabilidades no organismo; aumento da biocompatibilidade do farmaco; incorporagéo
de farmacos hidrofilicos e lipofilicos; direcionamento do farmaco a alvos especificos;
aumento da transcitose do farmaco por meio das barreiras epiteliais e endoteliais;
incorporagédo de dois ou mais farmacos para terapias combinadas; diminuicdo da dose

terapéutica e do numero de administracbes e aumento da aceitagdo da terapia pelo
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paciente (CALIXTO et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2013; GARG et al., 2015;
PIMENTEL et al., 2007).

A importancia dos sistemas de liberacao reside no fato de que raramente um
farmaco, veiculado em solugdo aquosa ou numa forma convencional em meio organico,
consegue atingir um alvo especifico no organismo em concentragdes adequadas para
provocar o efeito terapéutico esperado, ou sem causar efeitos citotoxicos indesejaveis.
Este fato pode ser facilmente entendido quando verificamos que entre o local de
administracdo do farmaco e o 6rgéo ou tecido alvo, se interpdem uma série de
obstaculos de naturezas diversas (anatébmicos, quimicos e biolégicos), que devem ser
vencidos para que se obtenha o efeito desejado.

O farmaco para desenvolver seu efeito farmacologico, deve passar por varias
barreiras biolégicas além de estar sujeito a eliminagdo por uma variedade de processos.
Além disso, os farmacos fotossensibilizantes lipofilicos (hidrofébicos) requerem
sistemas de liberagao biologicamente compativeis para sua administragcédo intravenosa.
Essas limitagbes tém motivado o desenvolvimento de diferentes estratégias com o
objetivo de aperfeigoar a agao de varios tipos de farmacos.

Muitas alternativas tém surgido de diferentes areas da ciéncia, as quais tém
contribuido para contornar estes obstaculos por meio do desenvolvimento de novas
formulagdes, com caracteristicas que tém permitido transportar substancias
farmacologicamente ativas para sitios especificos do organismo e/ou modular a
velocidade de liberagcdo em funcédo do tempo. Estes sistemas podem modificar o perfil
de biodisponibilidade do farmaco sem alterar a estrutura quimica da molécula
transportada. (ALLEN e CULLIS, 2013; ANSELMO e MITRAGOTRI, 2016; GARG et al.,

2015; TIBBITT , DAHLMAN e LANGER, 2016) Varios sistemas de liberagdo tém sido
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propostos como excelentes veiculos para compostos fototdxicos instaveis em meio
biolégico (ALANAZI et al., 2015; AMAR-LEWIS et al., 2014; DESAI , PATLOLLA e
SINGH, 2010) Dentre estes sistemas merecem destaque: os lipossomas, os eritrécitos
resselados isolados do sangue, as nanoparticulas biodegradaveis, as microesferas
protéicas e poliméricas entre outros sistemas (GANTA et al., 2010; JIN et al., 2012;
ZHU e LIAO, 2015).

Neste contexto, surgem dentre os varios sistemas carregadores disponiveis,
os sistemas lipossomais, que permitem solubilizar farmacos hidrofébicos em agua,
mantendo suas caracteristicas fisico-quimicas e, além disso, promovem uma
distribuicdo seletiva nos tecidos (ALOMRANI et al., 2014; BARBUGLI et al., 2010;

CHEN et al., 2015a).

1.5.1 Lipossomas

Os lipossomas tém sido largamente estudados na medicina e em campos
relacionados como sistemas de liberacdo de agentes terapéuticos in vivo ou mesmo
como modelos para membranas biolégicas (CHEN et al., 2015a; LONGO et al., 2013;
MALAM , LOIZIDOU e SEIFALIAN, 2009). Geralmente, sdo formados a partir de
fosfolipidios, que por sua vez, apresentam alta afinidade por bicamadas celulares. Uma
das grandes vantagens do uso dos lipossomas como sistemas modelo de membranas
biolégicas e como sistemas carregadores de drogas, derivam do fato de que estes
podem ser preparados a partir de constituintes naturais (AGRAWAL; GUPTA e VYAS,
2016).

Com a utilizagdo de lipossomas como sistemas de liberagdo de farmacos

anticancer, € possivel uma melhor liberagcado dos farmacos aos sitios alvo, acentuando e
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mantendo seus efeitos clinicos, reduzindo assim a sua toxicidade e em ultima analise é
possivel ainda protegé-las do metabolismo e respostas imunes (BARBUGLI et al.,
2010).

Lipossomas convencionais (LC) sdo particulas coloidais formadas por uma ou
mais bicamadas de fosfolipidios com ou sem aditivos. H4 uma grande variedade de
lipidios e aditivos que podem ser utilizados na preparacao dos lipossomas. Os
fosfolipidios podem espontaneamente agregar-se em uma estrutura vesicular apés
contato com um ambiente aquoso, isso ocorre devido ao seu caracter anfifilico na
presenca de um solvente polar ou hidrofilico. Possuem uma parte de sua molécula com
carater hidrofilico (cabega) que se orientam para fase aquosa e as caudas lipofilicas
orientacdo para o outro na presenga de agua (Figura 8). Essa caracteristica faz com
que o lipossoma seja capaz de encapsular ambos os compostos lipofilicos (dentro da
bicamada lipidica) e hidrofilicos (nucleo aquoso), além de possuirem uma elevada

afinidade para bicamadas de células (ZHU e LIAO, 2015).
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Figura 8 - No topo a esquerda uma molécula de fosfatidilcolina. Na presenga de agua sao formadas as
bicamadas de fosfolipidios, que ao formar uma vesicula, apresenta um nucleo aquoso. Substancias
lipossoluveis podem ser armazenados na fase lipidica exterior e substancias sollveis em agua na interior
fase aquosa. Adaptado de (SEN e MANDAL, 2013).

Os sistemas lipossomais sao caracterizados por propriedades tais como o
tamanho e carga superficial das particulas, o numero de lamelas (camadas) a
composigao lipidica e modificagdo da superficie (com polimeros, anticorpos) Todos
estes fatores influénciam a sua estabilidade tanto em estudos in vitro como em estudos
in vivo (SERCOMBE et al., 2015).

Ao incorporar farmacos fotossensibilizantes em sistemas lipossomais suas
caracteristicas fotofisico-quimicas sofrem alteracdes. Por exemplo, a incorporacao de
cloro-aluminio ftalocianina em nanoparticulas feitas com poli(metil vinil éter-alt-acido
maleico) aumentou em 10 vezes a capacidade da ftalocianina de produzir oxigénio

singleto comparada a forma livre, melhorando assim sua atividade fotodinamica

(MUEHLMANN et al., 2014).
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A atividade fotodinamica in vitro do aluminio ftalocianina tetrasulfonada
incorporada em lipossoma (Lip-AlPcS4) e em lipossoma conjugado com a glicoproteina
transferina (Tf-Lip-AlIPcS4) em cancer de bexiga, foi estudado por DERYCKE et al.,
(2004). Eles observaram que a formulagdo Tf-Lip- AIPcS4 acumulou-se em maior
quantidade no tecido tumoral em comparacao ao tecido normal, concluindo que essa
formulagcdo pode ser um promissor sistema de liberacdo para AlPcS4 em células
tumorais de bexiga.

A localizagao do farmaco fotossensibilizante no interior da célula determina a
eficiéncia terapéutica da terapia fotodinamica. KIM , SANTOS e PARK (2014)
desenvolveram um sistema lipossomal fusogénico incorporado com a ftalocianina de
zinco especifico para a membrana plasmatica. Eles observaram que ao irradiar células
de carcinoma de colon murinho com laser, obtiveram uma maior ruptura da membrana
plasmatica quando comparada com a formulagdo nao fusogénica localizada de forma

difusa no citoplasma.

1.5.2 Lipossomas Ultradeformaveis

Lipossomas podem ser classificados de acordo com os componentes de que
sao formados. Os LCs sao formados geralmente por fosfolipidios, com ou sem a adigao
de colesterol. Em 1992, CEVC e BLUME (1992) introduziram os lipossomas
ultradeformaveis, usualmente chamados de Transfersomas® (IDEA AG, Munique,
Alemanha).

Lipossomas ultradeformaveis (UDL) sdo vesiculas formadas por fosfolipidios e
tensoativos, tais como surfactantes ou co-solventes que sdo capazes de enfraquecer as

bicamadas lipidicas, diminuindo a tens&o superficial, o que permite ao lipossoma mudar
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a sua forma e, por conseguinte, levar a um aumento da deformabilidade das bicamadas
que Ihes permite por si s6 passar entre as células (ASCENSO et al., 2015) (Figura 9).
Em virtude de sua natureza elastica e deformagéo, seu emprego como sistema de
liberagao transdérmica vem sendo recentemente estudado (CADDEO et al., 2015; LI et
al., 2014c; RANGSIMAWONG et al., 2014; SAUVAGEOQOT et al., 2009; TYAGI et al.,

2015).

@ — rosfatidilcolina © — Tensoativo

@ Mobilidade Tensoativos

Figura 9- Esquema representativo de lipossoma ultraderfomavel. Adaptado de (ROMERO e MORILLA,
2013).

A eficacia dos UDLs tanto para sistemas de liberacdo dérmica e transdérmica
tem mostrado resultados promissores encapsulando farmacos de diversos tamanhos
moleculares e lipofilicidade diferentes, como por exemplo: lidocaina, tetracaina,
hidrocortisona, dexametasona, o diclofenaco, o tamoxifeno, a testosterona (DUANGJIT

et al., 2012; GHARIB et al., 2015; MAESTRELLI et al., 2010; SRISUK et al., 2012).
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A permeacgdo cutanea do acido 5-aminolevunilico incorporado em UDLs com
diferentes cargas superficiais foi estudada por OH et al., (2011). Eles observaram em
estudos ex-vivo que o acido 5-aminolevunilico incorporado em lipossomas
ultradeformaveis catibnicos mostrou-se estavel e capaz de permear até as camadas
mais profundas da pele tendo um maior tempo de retencdo na camada epidérmica
(camada responsavel pela conversao do acido 5-aminolevunilico em protoporfirina 9).
Em estudos in vivo a permeacgdo do acido $5-aminolevunilico incorporado em UDLs foi
aumentada em até 15 vezes em relacdo a sua forma livre mostrando que o acido 5-
aminolevunilico incorporado em UDLs pode ser promissor sistema de liberagdo para
farmacos fotossensiveis para administragcao topica (FANG et al., 2008).

DRAGICEVIC-CURIC et al.,, (2008) e DRAGICEVIC-CURIC et al., (2010)
estudaram a atividade fotodindmica de UDLs contendo o farmaco fotossensibilizador m-
tetrahidroxi-fenilclorina (UDL-mTHPC) em céancer coloretal e cancer epidemoide. Em
estudos in vitro foi observado uma maior atividade fotodindmica em ambas as células
cancerigenas nas formulagdes de UDLs contendo o mTHPC em relagdo a sua forma
livre. Quando irradiadas com laser diiodo em 652 nm, 20 J/cm? e 2 yM de mTHPC a
viabilidade celular foi de apenas 16%. Esses resultados sao reforcados com os
encontrados nos estudos in vivo, onde a UDL-mTHPC foi capaz de reduzir o
crescimento do tumor de forma significativa em relagcéo a sua forma livre.

A incorporacao das ftalocianinas de zinco e da aluminio tetrasulfonada em
UDLs, demonstrou o melhoramento de caracteristicas como: aumento da
permeabilidade no estrato corneo, baixa toxicidade em células ndo tumorais e uma
maior producdo de oxigénio singleto, potencializando assim sua atividade fotodinamica

(KASSAB , ABD EL FADEEL e FADEL, 2013; MONTANARI et al., 2007).
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A utilizagao tépica de lipossomas possui varias aplicacdées médicas devido as
suas propriedades diferenciadas que podem ser moduladas mudando a sua
composicdo e estrutura. Além disso, os lipossomas também proporcionam uma
abordagem promissora com o objetivo de aumentar a eficiéncia, reduzir a toxicidade e

aumentar a seletividade de farmacos com aplicagao tépica.

1.6 Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)

Outro tipo de sistema de liberagao de farmacos amplamente estudado sdo os
de origem natural como as lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A proliferagao de
células tumorais nos organismos vivos € um processo de divisao rapida e desordenada,
0 que exige grandes quantidades de colesterol para a sintese de membranas, sendo
que para satisfazer sua demanda de colesterol, as células tumorais aumentam a
sintese do colesterol endogeno e/ou a endocitose de LDL (SHAKEEL et al., 2015).
Deste modo, muitos tipos de células tumorais expressam um numero maior de
receptores de LDL (rLDL) que as correspondentes células normais (DIAS et al., 2007).
Tais receptores reconhecem especificamente as particulas de LDL e promovem sua
internalizagdo nas células por meio de endocitose via vesiculas que sdao degradadas
pelos lisossomos (DIAS et al., 2007). Baseado nestas informag¢des € comum que ocorra
uma maior e mais seletiva incorporagao dos farmacos antitumorais quando associados
a LDL (BARBUGLI et al., 2010). Isto aumentaria o efeito nas células tumorais ao passo
que reduziria os efeitos toxicos sobre as células normais. Assim, diversos
pesquisadores propuseram a LDL como um sistema util de liberagdo discriminatoria

para farmacos citotoxicos nas células tumorais, com base na maior incorporagao da
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LDL por estes tecidos (BARBUGLI et al., 2010; DIAS et al., 2007; MALAM , LOIZIDOU e
SEIFALIAN, 2009).

Embora a LDL tenha sido um sucesso nos testes experimentais para uso
como sistema de liberagdo de farmacos, as dificuldades no isolamento da LDL do
plasma e no manuseio da preparagdo sao desvantagens sérias para seu usO no
tratamento clinico rotineiro. Além disso, devido a sua estrutura lipidica, a LDL tem uma
capacidade maior de incorporar farmacos lipofilicos (ALANAZI et al., 2015). Foi relatada
por Maranhdo e corroboradores a sintese de uma nova familia de nanoparticulas
biomiméticas com a por¢ao lipidica da LDL: as nanoemulsdes lipidicas sem proteina,
denominadas LDE, que podem mimetizar o metabolismo de lipoproteinas plasmaticas
“in vivo” (MARANHAO et al., 2008).

Maranh&o e corroboradores mostraram em ratos e em humanos que a LDE
tem um comportamento cinético plasmatico semelhante aquele da LDL natural e que a
emulsdo é provavelmente incorporada pelos receptores B e E que promovem a
internalizagdo da LDL na célula (MARANHAO et al., 2008). A LDE é destituida de apo
B, mas adquire apo E das lipoproteinas circulantes apdés a injecdo no sangue
(FEITOSA-FILHO et al., 2009). A introdu¢cdo de colesterol na LDE favorece a
incorporagéo de apo E sobre a superficie das particulas de microemulséo, deste modo
facilitando o caminho endocitético (CONTENTE et al., 2014; POZZI et al., 2015). Devido
ao fato dos receptores de LDL (rLDL) também reconhecerem a apo E, a LDE ¢é deste
modo incorporada pelos tecidos vivos via caminho endocitético mediado por receptores

como a LDL natural (MATTAR et al., 2015; POZZI et al., 2015).
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O complexo LDE-farmaco deve, entdo, apresentar um acumulo seletivo nas
células tumorais seguindo um processo endocitético mediado por receptores, idéntico
ao apresentado pela LDL natural (DIAS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008).

A LDE é uma particula homogénea, esférica e estavel e de aproximadamente
400A° de diametro (Figura 10) (TEIXEIRA et al., 2008). O colesterol esterificado se
localiza no interior da particula de forma similar a LDL natural e os fosfolipidios formam
a monocamada superficial. O colesterol ndo esterificado se encontra localizado

primeiramente na superficie destes sistemas modelo.

Fosfolipidios

Colesterol

Esteres
de

Triglicerideos colesterol

Figura 10 - Figura representativa de particula de LDE. Adaptado de (MILIOTI et al., 2008).

Assim, como nos lipossomos, a LDE é capaz de incorporar tanto substancias
hidrofébicas em suas cadeias hidrocarbénicas como substancias hidrofilicas nas

estruturas polares dos fosfolipidios e do colesterol. Devido ao fato de nenhum dos
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componentes da LDE ser imunolégico e a emulsdo ser meramente um analogo
estrutural de uma lipoproteina existente no plasma sanguineo, € improvavel que sua

administragao sistémica possa causar qualquer dano aos organismos Vivos.



94

5. Conclusao

As formulacbes apresentaram caracteristicas desejaveis como
reprodutibilidade, tamanho de particula, estabilidade em curto e longo prazo e
deformidade adequados para a utilizagdo como meio de veiculacdo da PcAICI. Obteve-
se uma formulagdo com propriedades fisico-quimicas de acordo com o exigido pelos
principios da tecnologia farmacéutica e conforme proposto nos objetivos do projeto de
tese, possuindo propriedades nanotecnoldgicas, alta compatibilidade biolégica e

eficiéncia adequada de incorporagao de farmaco.

Pela analise dos estudos fotofisicos de rendimento quantico de fluorescéncia
(Df), tempo de vida de fluorescéncia (1) e rendimento quantico de oxigénio singleto (D,)
da PcAICI em etanol e incorporada nas formulagcbes, pode-se observar que a
incorporacdo a um veiculo de liberacdo melhorou as caracteristicas da PcAICI que
propicia sua utilizagdo em ensaios in vitro e testes fotobioldgicos.

A presenca dos tensoativos nas formulagcbées de lipossoma ultradeformaveis
alteraram as caracteristicas fotofisicas e fotobioldgicas da PcAICI melhorando suas
propriedades em comparacao a formulagao de lipossoma convencional.

Os experimentos com cultura de célula nos forneceram dados com relagao a
toxicidade das formulagbes em estudo, e nenhum dos sistemas apresentou
citotoxicidade na auséncia de luz, sendo esta uma caracteristica importante, ja que os
sistemas s6 podem apresentar acdo na presenca da luz. Contudo, as formulagdes
apresentaram um aumento da atividade fotodinamica da PcAICI em relagcao a PcAICI
livre, o que corrobora com o emprego de sistemas de liberagdo para o aumento da

atividade fotodinamica da PcAICI.
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