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RESUMO

Vaccari, C. B. Estudos fotofisicos e fotobioldgicos da ftalocianina NzPc e de
nanotubos de carbono aplicaveis a processos fotodinamicos. 2011. 62 f.
Dissertacéo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O cancer de pele, no Brasil, é responsavel por 25% de todos os tipos de
cancer. Uma alternativa aos tratamentos usuais € a Terapia Fotodindmica (TFD). Os
processos fotodindmicos em geral dependem da retencdo de um composto
fotossensivel nos tecidos alvos e posterior irradiagdo com luz visivel em
comprimento de onda adequado. Apds ativagcédo, o farmaco tranfere energia para
outras moléculas do meio, podendo gerar espécies como o oxigénio singlete ('0,) ,
radicais livres (‘O,,’OH) e outras espécies reativas de oxigénio (EROs), essas, sdo
responsaveis pelo processo fotooxidativo e indugao da morte celular.

Neste trabalho, o farmaco fotossensivel NzPc (uma ftalocianina) foi estudado
para verificar se suas caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas sdo adequadas a
TFD, e, em seguida, foi associado a nanotubos de carbono de parede multipla
(NTCPM) funcionalizados com o tensoativo Pluronic F-127. Esse sistema de
liberacdo de farmaco desenvolvido, foi caracterizado através de ensaios in vitro nas
linhagens de melanoma de rato B16-F10 e carcinoma humano OSCC .

O sistema NzPc/NTCPM/PF-127 apresentou atividade fotodinamica superior
ao farmaco na forma livre, possibilitando, maior interiorizacdo do farmaco nas

linhagens celulares e maior morte celular apds irradiagao.

Palavras-chave: Ftalocianinas, Terapia Fotodinamica, Nanotubos de Carbono.



ABSTRACT

Vaccari, C. B. Studies of photophysical and photobiological of the NzPc
phthalocyanine and carbon nanotubes used for photodynamic processes.
2011. 62 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Skin cancer in Brazil are responsible for 25% of all cancers. An alternative to the
usual treatments is photodynamic therapy (PDT). Photodynamic processes in
general depend on the retention of a photosensitive compound in target tissues and
subsequent irradiation with visible light at an appropriate wavelength. After activation,
the drug, transfer energy to other molecules of the medium, which can generate
species reactivate such as singlet oxygen ('0,), free radicals (O, ‘OH) and other
reactive oxygen species (ROS), these are responsible for photo-oxidative process
and induction of cell death.

In this work, NzPc photosensitive drug (a phthalocyanine) was studied to see if their
photophysical and photochemical characteristics are suitable for PDT, and then was
associated with multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) functionalized with
surfactant Pluronic F-127. This drug delivery system developed was characterized by
in vitro assay on strains of mouse melanoma B16-F10 and carcinoma human OSCC.
The system presented NzPc/NTCPM/PF-127 photodynamic activity than the drug in
the free form, enabling greater internalization of the drug in cell and increased cell

death after irradiation.

Keywords: Phtalocyanines, Photodynamic Therapy, Carbon nanotubes.
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1 Introducio

1.1 Cancer de pele

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos de doengas que tém em
comum o crescimento desordenado das células. Com a divisdo celular ocorrendo rapidamente
de forma agressiva e incontrolavel, h4 a formagao de tumores (acimulo de células cancerosas)
ou neoplasias malignas. Um tumor benigno ¢ uma massa de células localizadas que se
multiplicam de forma menos agressiva e se assemelham ao seu tecido original, raramente
costituindo risco de vida.

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e serve de barreira contra ataques fisicos,
quimicos e biologicos. Ela ¢ divida em trés camadas histologicas principais: epiderme, derme
e hipoderme (Figura 1). O cancer de pele se inicia na epiderme e pode apresentar neoplasias
de diferentes linhagens, os mais frequentes sdo: carcinoma basocelular, responsavel por 70%
dos diagnosticos de cancer de pele; o carcinoma epidermoéide, com 25% dos casos; e, o
melanoma, detectado em 4% dos pacientes. Felizmente, o carcinoma basocelular mais

frequente ¢ também o menos agressivo.

Pgro . Glﬁn_dl-llﬂ
A Corplsculo sebacea
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Terminag ?a
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Figura 1- Ilustracdo da pele, mostrando as trés camadas principais: epiderme, derme e

hipoderme.(BEAR e CONNORS, 2002)
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O cancer de pele ¢ o mais frequente no Brasil e corresponda a 25% de todos os
tumores registrados no pais, segundo as estimativas 2010 do Instituto Nacional do Cancer

(INCA).

As neoplasias cutaneas estdo relacionadas a alguns fatores de risco: quimico
(arsénico), radiacdo ionizante, processo irritativo cronico (ulcera de Marjolin),
genodermatoses (xeroderma pigmentosum) e, principalmente, a exposi¢do aos raios
ultravioletas do sol. Cancer de pele ¢ mais comum em individuos com mais de 40 anos, sendo
relativamente raro em criangas e negros. Individuos de pele clara, sensivel a acdo dos raios
solares, com doencas cutineas prévias ou que trabalham com exposi¢ao direta ao sol sdo as
principais vitimas do cancer de pele. A maior incidéncia deste tipo de cancer se da na regiao

da cabeca e do pescogo, que sdo justamente os locais de exposi¢do direta aos raios solares.

A cirurgia € o tratamento mais indicado, porém, dependendo da extensdo, o carcinoma
basocelular pode, também, ser tratado através de medicamento tdpico ou radioterapia. No
caso do carcinoma epidermoide, o tratamento usual ¢ feito basicamente através de

procedimento cirrgico e radioterapia.

A cirurgia, apesar de remover a massa tumoral, ¢ um tratamento apenas para tumores
de pequeno e médio porte, mas nem sempre garante que o cancer deixe de se reproduzir e

pode, em alguns casos, desfigurar o paciente.

A radioterapia ¢ o tratamento mais utilizado em cancer de pele, nela a radiagdo
ionizante ¢ a responsavel pela morte das células cancerosas, entretanto, a pele que recebe
radiagdo, pode sofrer efeitos colaterais como coceira, vermelhiddo, irritagdo, queimaduras e

manchas €scuras, tornando-se seca e escamosa.

Na quimioterapia, os farmacos quimioterapicos trabalham prejudicando a mitose
celular, mas esse dano celular também afeta células normais, levando a varios efeitos
colaterais comobaixa contagem de celulas sanguieas, vomito, diarreia, queda de pelos,

fraqueza e desconforto generalizado no paciente.

Uma alternativa de tratamento que visa menos efeitos colaterais ¢ a Terapia
Fotodinamica (TFD) que usa basicamente um farmaco  fotossensibilizador e luz

monocromada para matar as células cancerosas.



1.2 Processos Fotodinamicos

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ designada como terapéutica para o tratamento de
cancer desde o comeco de 1980 (SCHUITMAKER et al., 1996). Comparado aos tratamentos
como cirurgia, radio e quimioterapia, a TFD oferece a vantagem de ser um método eficiente,
ndo-invasivo € que age apenas na destrui¢ao dos tecidos doentes sem danificar os tecidos
saudaveis ao redor da massa tumoral (DOUGHERTY et al., 1998). A terapéutica ja ¢
reconhecida por parte do FDA (U.S. Food and Drug Administration) como uma terapia eficaz
para o tratamento de cancer e¢ outras doengas de pele (OLEINICK e EVANS, 1998)
(BOEHNCKE et al., 2000).

Essa terapia incide na combinacdo de dois agentes terapéuticos: (1) um farmaco
fotossensibilizador e (2) luz monocromatica com comprimento de onda especifico, que agem
na presenca de oxigénio molecular levando a destruicdo do tecido tumoral (MICHELS e
SCHIMIDT-ERFURTH, 2003; MIRONOV et al., 2003; NYMAN e HYNNINEN, 2004)
(Figura 2).

irradiation of tumor
with visible light

destruction
turmor
° ROS production
] 0 ] 0

systemic administration
of photosensitizer

Tumoer

Figura 2- Esquema representando simplificadamente a acdo da TFD

Considerando que o principal agente ativador deste processo fotodindmico ¢ a
utilizacdo do farmaco fotossensibilizador, esta molécula deve possuir caracteristicas fisico-
quimicas, farmacolégicas e fotobioldgicas que a qualifiquem como bom agente
fotossensibilizador para a TFD. (TEDESCO; NUNES; SGUILLA, 2004).

A Terapia Fotodindmica fundamenta-se na utilizagdio de wuma molécula

fotossensibilizadora que:



(1) ndo seja decomposta rapidamente pela luz, evitando assim que a mesma seja
destruida antes de efetuar o dano fotodinamico previsto;

(i1) possua alta afinidade e penetrag¢do no tecido doente alvo;

(iii) e, seja fotodindmicamente eficiente na destruicdo do tecido tumoral sob acdo de
baixos niveis de luz visivel (STERNBERG et al., 1998).

O objetivo essencial da TFD ¢ induzir uma morte celular do tecido neoplasico por um
processo de fotossensibilizacdo do tecido tumoral, minimizando os danos causados aos
tecidos vizinhos e os efeitos colaterais indesejaveis no tratamento.

A atividade fotodindmica do farmaco fotossensibilizador é baseada nas reagdes
fotooxidativas, que induzem multiplas e consecutivas alteragdes bioquimicas e morfologicas
no sistema bioldgico. No diagrama de Jablonski, esquematizado na Figura 3, estdo
representadas, de forma geral, as etapas fotoquimicas e fotofisicas envolvidas no processo de

fotossensibilizagdo da molécula apds absorver energia.
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Figura 3- Diagrama de Jablonski para o processo de fotossensibilizacao

Apbs a absor¢do de luz, o farmaco fotossensibilizador, inicialmente no estado
fundamental (Sy), ¢ ativado para um estado excitado singlete de vida curta (S;), podendo
retornar ao estado Sy por um processo radiativo, emitindo um foton (fluorescéncia) ou por
conversdao interna (como perda de energia na forma de calor, que ¢ um processo nao
radiativo). Ainda no estado excitado S;, o farmaco fotossensibilizador pode, por uma inversao
de spin via cruzamento intersistema, produzir um estado excitado triplete de tempo vida mais

longa (T)).



O farmaco fotossensibilizador no estado excitado triplete tem uma energia mais baixa
do que no estado excitado singlete S;, porém, apresenta um tempo de vida mais longo, o que
aumenta a probabilidade de transferéncia de energia a outras moléculas, como por exemplo, o
oxigénio molecular presente no meio (SOBOLEYV et al., 2004).

A principal func¢ao do estado excitado singlete S; no processo de fotossensibilizagdo ¢
atuar como um bom precursor para o estado excitado triplete T, que o € o estado fotoativo
(MAREE et al., 2001). No estado fotoativo, o faArmaco fotossensibilizador pode transferir sua
energia para o oxigénio molecular presente no meio e gerar espécies citotoxicas conhecidas
como espécies reativas de oxigénio (EROS = 'O,, "0, ,"OH, H,0,). A transferéncia de
energia ocorre por dois mecanismos de rea¢do: mecanismo Tipo I e mecanismo Tipo II.

Reacdes do Tipo I produzem radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio,
como anions superoxidos, radicais hidroxilas, peroxidos de hidrogénio etc, resultantes da
transferéncia de elétrons ou hidrogénios entre a molécula fotossensibilizadora no estado
excitado T, e outras moléculas biologicas (FOOTE, 1991). As espécies reativas de oxigénio
sdo responsaveis pelo dano irreversivel a varias membranas celulares, incluindo a plasmatica,
a mitocondrial, a lisossomal e a nuclear (KONAN e GURNY, 2002).

Reagdes do Tipo II envolvem a transferéncia de energia entre o estado excitado
triplete T; do farmaco fotossensibilizador e o oxigénio molecular, ocorrendo formacdo do
oxigénio singlete (‘0,), que ¢ a principal espécie citotoxica na TFD. Essa espécie citotoxica
pode reagir com substratos biologicos, como oxidacdo e cicloadicdo em sitios de elevada
densidade eletronica (colesterol, triptofano, guanina, cadeias laterais de aminoacidos contendo
estruturas aromadticas e enxofre, ligacdes duplas de esterdides e lipideos insaturados)
(NYMAN e HYNNINEN, 2004), levando a interrup¢ao de processos biolodgicos.

O farmaco fotossensibilizador quando no estado excitado singlete S; possui
propriedades fluorescentes, podendo também ser usado como sonda de diagnostico para
detectar e localizar a presenga de tumores em estados iniciais de desenvolvimento (WITJES et
al., 1996).

Um outro processo que o farmaco fotossensibilizador pode sofrer ¢ o de
fotobranqueamento, causado por modifica¢des na estrutura molecular da molécula por reagdes
paralelas. No fotobranquemaneto, o produto formado ndo ird mais absorver luz no
comprimento de onda de incidéncia, deixando assim de exercer sua agdo terapéutica

(SIMPLICIO; MAIONCHI e HIOKA, 2002).



1.3 Os Farmacos Fotossensibilizadores

Os farmacos fotossensibilizadores, como descrito anteriormente, sdo os agentes ativos
nos processos fotodinamicos. Essas moléculas apresentam varias propriedades as quais sdo
responsaveis pelo inicio de uma série de reacdes fotofisicas e fotoquimicas desencadeadas
pela absorcao de energia (BATLLE, 1993).

Ha disponivel vérios farmacos fotossensibilizadores, porém um dos mais utilizado e
aprovado clinicamente ¢ um derivado da Hematoporfirina (HpD) conhecido comercialmente
como Photofrin II (BELLNIER et al., 2003; CHALEIX et al., 2003). Entretanto, esses
derivados, chamados de farmacos fotossensibilizadores de primeira geragdo, apresentaram
algumas desvantagens com relagdo ao seu uso no processo terapéutico. Os derivados da HpD
possuem uma baixa seletividade com respeito a incorporagdo e retencao das células tumorais,
causam fotossensibilidade cutdnea por algumas semanas e exibem fraca absor¢do de energia
na regido do vermelho do espectro eletromagnético (proximo a 600 nm), onde usualmente
ocorre a maxima penetragao de luz através dos tecidos (JORI, 1996).

Os problemas encontrados com os compostos derivados da HpD levaram ao
desenvolvimento de novas moléculas, chamadas de farmacos fotossensibilizadores de
segunda e terceira geragdo, como as ftalocianinas (MARTI et al., 2000), clorinas e
bacterioclorinas (GILLIES et al., 1996; ROBERTS, 1988; SPIKES e BOMMER, 1993).

Dentre esses compostos de segunda geragdo, as ftalocianinas recebem destaque frente
aos derivados da HpD por apresentarem diversas vantagens. Elas sdo eficientes geradoras de
oxigénio singlete e possuem um alto coeficiente de absortividade na faixa de 600-800 nm
(dentro da Janela Terapéutica), ou seja, dentro da faixa de comprimentos de onda na qual a
penetracdo da luz no tecido ¢ aumentada e ndo sofre interferéncia de croméforos enddgenos
do proprio sistema bioldgico (WILSON, 1989), como a hemoglobina que absorve a luz em
torno de 500 nm ou o triptofano e outros aminoacidos e proteinas que absorvem na regido de
280 nm.

Muitas ftalocianinas tém um elevado nivel de hidrofobicidade, propriedade que pode
aumentar a afinidade do farmaco fotossensibilizador pelo tecido neoplasico (DOUGHERTY
et al., 1998), mas a baixa solubilidade em dgua limita a manipula¢do, uma vez que impede sua
administracdo via intravenosa classica (meio fisioldgico). Para superar este problema,

substituintes periféricos polares, como carboxilatos, sulfonatos e grupos hidroxilas sdo



frequentemente adicionados ao macrociclo da ftalocianina (PELISSON et al., 2004; ROTTA
et al., 2003; WOHRLE et al., 1999), aumentando sua solubilidade.

Neste estudo, foi usado o farmaco fotossensibilizador [bis (dimetilaminoetanoxi)]
silicone ftalocianina (NzPc) (figura 4), uma fitalocianina com substituintes periféricos. A
NzPc tem como atomo metalico central, o silicio, que apresenta quatro valéncias, sendo
possivel assim a insercdo de ligantes axias. Esses ligantes aumentam o impedimento estérico
das moléculas, diminuindo a agregacdo molecular e aumentando a solubilidade do farmaco
em meio aquoso. A NzPc foi sintetizada pelo grupo do Prof. Dr. Milton Betrami Jr. da

Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP).

Figura 4- Estrutura quimica do farmaco fotossensibilizador [bis (dimetilaminoetanoxi)]

silicone ftalocianina (NzPc)

1.4 Sistemas de liberac¢io de farmacos

A escolha de um sistema de liberacdo que tenha afinidade com os tecidos tumorais
contribui para a eficiéncia farmacocinética e fotodindmica do farmaco quando administrado in
vivo. O material que compde o sistema deve ser quimicamente inerte, livre de impurezas, ter
uma estrutura fisica apropriada e ser rapidamente degradada ou escretada do meio bioldgico .

Atualmente as principais formas farmacéuticas de liberagao controlada e/ou sustentada
podem ser agrupadas em globulos revestidos, matrizes de desintegragdo lenta, bombas

osmoticas (Oros), adesivos transdérmicos, géis, pellets, implantes poliméricos, lipossomas,
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microparticulas (microesferas e microcapsulas), nanoparticulas (nanoesferas e nanocapsulas)
(COUVREUR et al., 1994; CROMMELIN et al., 2002; DAVIS.S.S. et al., 1985) e mais
recentemente nanotubos de carbono (TRZASKOWSKI et al., 2006; VERMA e GARG,
2001).

1.4.1 Nanotubos de Carbono (NTC)

Na década passada a descoberta dos nanotubos de carbono (NTC) por Iijima (1991)
(IIJIMA, 1991) abriu novas fronteiras para o campo da nanotecnologia ¢ nanociéncia. A
estrutura unica, as propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e eletronicas dos NTC foram
inicialmente exploradas pela ciéncia de materiais. Mais tarde esse novo tipo de nanoestruturas
foi combinado com proteinas e produtos naturais, incluindo 4acidos nucléicos e
polissacarideos, iniciando assim os estudos de compatibilidade desse sistema com sistemas
biologicos (KLUMPP, 2006).

Os NTC pertencem a familia dos fulerenos, Cg, classificado como uma das trés formas
alotropicas do carbono além da grafite e do diamante (LACERDA, 2006). Os NTC sao
estruturas cilindricas e ocas formadas por redes de atomos de carbono, sendo que cada
carbono esta ligado a trés outros carbonos em uma forma hexagonal planar, a extremidade do
tubo pode ser aberta ou fechada (MAMALIS et al., 2004).

Os NTC podem ser nanotubos de carbono de parede simples (NTCPS), (figura 5) o
qual contem uma tnica rede de atomos de carbono, podendo ter diametro de 0,4 a 2,4 nm;
nanotubos de carbono de parede dupla (NTCPD), formados por duas paredes de atomos de
carbono concéntricas com didmetros de 1 a 3,5 nm; ou nanotubos de carbono de paredes
multiplas (NTCPM) com vérias paredes cilindricas concéntricas de 4tomos de carbono com
diametros externos de 2 a 100 nm (ROSOLEN, 2006; SALVADOR-MORALES, 2006) e
diametros internos de 1,5 a 15 nm, com uma distancia entre as camadas de 0,3 a 0,4 nm.

Os NTCPM tém uma grande propor¢do entre seu comprimento e seu diametro, eles
podem ser muito longos com até varios micrdmetros e bastantes finos com poucos
nanometros (BIANCO et al., 2005), essa caracteristica confere numa grande area superficial,
que influencia na sua biodisponibilidade. Devido ao grande numero de camadas concéntricas,
a quantidade de defeitos nas paredes dos NTCPM ¢ maior, quando comparado aos outros dois

tipos (FOLDVARI ¢ BAGONLURI, 2008). Assim neste trabalho, ¢ proposto, que a



associacao do farmaco fotossensibilizador NzPc ocorra no interior dos nanocanais bem como

nos defeitos das paredes dos NTCPM.

Figura 5- Estrutura basica de (a) um conjunto de nanotubos de parede simples NTCPS; (b)
nanotubo de carbomo de parede dupla NTCPD; e, (¢) nanotubo de carbono de parede multipla

NTCPM

1.4.2 Sintese dos NTC

De forma geral, até o presente ha trés métodos principais para sintese de NTC:
e Descarga em arco elétrico (Eletric arc discharge — EAD);
e Ablagdo a laser (Laser ablation — LA);
e Deposicao por vapor quimico (Chemical vapour deposition — CVD).
O método EAD foi o primeiro a sintetizar NTC entre eletrodos de carbono dentro de
um gas nobre, como argdnio ou hélio, usando altas temperaturas de 2000-3000°C. O uso de

catalisadores (Fe, Co, Ni, Mg) aumentou o rendimento do processo e favoreceu a formagao de



NTCPS. O método de Ablagdo a laser produz nanotubos bem alinhados, usando temperaturas
mais baixas, entre 1100-1200°C, nessa técnica as condi¢des de crescimento sdo mantidas
constantes resultando em NTC de diametro bastante uniforme, a desvantagem deste método ¢
que ele requer lasers de alto custo. O método CVD ¢ capaz de controlar o crescimento dos
nanotubos sobre um substrato, bem como, produzir uma grande quantidade dos mesmos, o
que o torna interessante para aplicacdo em escala industrial. Nesse processo uma mistura de
gases hidrocarbonetos (acetileno, metano ou etileno) e nitrogénio sdo introduzidos numa
camara de reagdo. A decomposi¢ao dos hidrocarbonetos através da pirdlise forma os NTC em
temperatura entre 700-900°C e em pressdo atmosférica. Catalisadores como Fe, Co e Ni sdo
usados para diminuir a temperatura de pir6lise, tendo essa técnica a importante vantagem de
trabalhar em temperaturas mais baixas comparada com os outros métodos (HIRSCH, 2002;
MAMALIS et al., 2004)

O passo seguinte a producdo dos NTC ¢ a purificagdo do material obtido, uma vez
que, impurezas como carbono amorfo, nanoparticulas metélicas e fulerenos sdo comuns em
nanotubos recém fabricados. Os principais processos de purificacdo disponiveis atualmente
sdo: separacao fisica (filtragdo, centrifugacdo e cromatografia); oxidacdo em fase gasosa
(mistura de ar, O,, Cl, em 300-600°C); e, oxidacdo em fase aquosa (solucdes acidas de HNO;
ou misturas H,SO4/HNO;s; ou H,SO4/KMnQOy4). NTC de alta pureza sdo essenciais para a
aplicagdo ou estudos dos mesmos, sobretudo em meio bioldogico (GEORGAKILAS et al.,
2002; MONTORO e ROSOLEN, 2006).

1.4.3 Funcionalizacao dos NTC

Virias aplicacdes biologicas dos NTC foram propostas nos ultimos anos, o maior
desafio para a introdug@o dos nanotubos no campo na biotecnologia ¢ a insolubilidade e baixa
biocompatibilidade desse novo material em meio bioldgico, contudo a utilizacdo recente da
modificagdo quimica -a funcionalizagdo- dos NTC tém tornado possivel solubilizar e
dispersar esse material em meio aquoso (LACERDA, 2006; LIN, 2004).

Os NTC sdo insoluveis em praticamente todos os tipos de solventes, essa
insolubilidade é devida a fortes interagdes de Van Der Waals entre os tubos, mantendo-os
agrupados com interagdo mutua, dificultando assim sua manipulacdo e caracterizagao
analitica e biologica (LACERDA, 2006; MARTIN e KOHLI, 2003; TAGMATARCHIS e
PRATO, 2004).
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A funcionalizagao dos NTC pode ser feita por dois métodos basicos: a funcionalizagao
covalente e a funcionaliza¢dao nao-covalente.

Na funcionalizagao covalente, os NTC se tornam soluveis devido as modificagdes
quimicas em sua estrutura organica. Essas modificagdes podem ser feitas nas paredes laterais
e/ou nas extremidades dos tubos. Grupos funcionais sdo ligados aos nanotubos por tratamento
oxidativo, usando acidos fortes e reacdes organicas de adicdo e/ou substituicdo
(RAMANATHAN, 2005).

A funcionalizagdo ndo-covalente utiliza tensoativos como SDS (dodecilsufato de
s6dio), SDSA (dodecilsulfonato de sédio), SDBS (dodecilbenzenosulfonato de sédio),
polimeros ou biopolimeros em procedimentos de impacto fisico como ultrassonicacao,
centrifugacdo e filtragdo. Esses métodos preservam a estrutura quimica dos nanotubos, ndo
modificando as caracteristicas mecéanica e eletronica da superficie aromatica, além de
fornecerem a energia suficiente para superar as forcas de Van Der Waals existentes entre os
NTC, diminuindo assim sua agregacdo. A dispersdo em tensoativos nao idnicos ¢
proporcional ao tamanho da cadeia alquilica, assim, quanto maior o peso molecular do
tensoativo, melhor ¢ a dispersdo dos NTC. Tensoativos sdo rotineiramente incorporados as
formulagdes farmacéuticas para melhorar os sistemas de liberagao, dessa forma nesse estudo
usaremos o co-polimero ndo i6nico Pluronic F-127 (figura 6), disponivel comercialmente,
como agente dispersante dos NTC (PETROV, 2003).

O Pluronic F-127 (PF-127) (PEOgy-PPO¢7-PEOg9 — M.M. = 12.600) ¢ o mais
amplamente estudado devido a suas longas cadeias carbonicas laterais e apropriada relagao
entre n/m (99/67 = 1,47). Esta composi¢ao quimica do PF-127 assegura uma boa solubilidade
em agua através do grande conteudo de PEO e alta capacidade de interagdo hidrofébica dos
longos blocos de PPO formando uma ampla rede polimérica capaz de modular a liberagao

(sustentada e/ou controlada) de farmacos (YUEN et al., 2008).

H{0-CH,-CH,),{0-CH-CH,) ,{0-CH,-CH,),OH

|
CH,

Figura 6- Estrutura quimica do co-polimero ndo idnico Pluronic F-127 usado como agente

dispersante dos NTC, M.M. = 12.600

Uma das propriedades mais relevantes dos NTC ¢ sua grande area superficial, essa
caracteristica influéncia diretamente na sua biodisponibilidade em sistemas biologicos. Com o
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aumento da sua solubilidade, apds a funcionalizagdo com surfactante, a interagdo dos NTC
com o meio celular se torna maior. O carater hidrofobico das paredes e a grande area
superficial dos NTC fazem com que esse possa aproximar-se € transpor as paredes proteicas
das células (GOGOTSI et al., 2002), e assim, os NTC tornam-se potenciais carreadores de

moléculas.

2 Objetivos

Com base nos principios apresentados, os objetivos deste trabalho sdo:

» caracterizar as propriedades fotofisicas e fotoquimicas do farmaco [bis
(dimetilaminoetanoxi)] silicone ftalocianina (NzPc);

* funcionalizar os NTCPM com o co-polimero Pluronic F-127 (NTCPM/PF-127);

* viabilizar a biocompatibilidade dos NTCPM em sistema biologico, utilizando a
linhagem B16-F10 de melanoma de rato;

* associar o farmaco NzPc aos NTCPM funcionalizados (NTCPM/PF-127/NzPc);

* realizar estudos de up-take celular in vitro a partir do farmaco NzPc na forma livre e
dos NTCPM/PF-127/NzPc com as linhagens B16-F10 de melanoma de rato e carcinoma
humano OSCC;

» realizar estudos fotobiologicos in vitro a partir da NzPc livre e dos NTCPM/PF-

127/NzPc com as linhagens B16-F10 de melanoma de rato e carcinoma humano OSCC.

3 Materiais e Métodos

3.1 Caracterizacao das propriedades fotoquimicas e fotofisicas da NzPc

3.1.1 Estudos da NzPc no estado estacionario

Todos os experimentos de caracterizacdo fotoquimica e fotofisica, no estado
estacionario, foram realizados com uma solugdo de NzPc Sumol/L em meio tamponado
(tampao Hank’s pH 7.4) com 1% de Pluronic F-127 , que ¢ a concentracdo ideal para os
estudos bioldgicos, que sera demonstrado no item 4.3.

As medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro de absorcdo

UV/visivel, modelo Lambda 20 Perkin Elmer, da Hitachi na faixa entre 300 e 800 nm.
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As medidas de emissao de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro
F4500 da Hitachi, na faixa entre 650 ¢ 800 nm, fendas de 5,0/5,0, com excitagdo fixa em
613 nm.

3.2 Estudos da NzPc resolvida no tempo
3.2.1 Determinacio do rendimento quantico de fluorescéncia (®y)

O rendimento quantico de fluorescéncia (®r) foi determinado para o farmaco
fotossensibilizador NzPc¢ utilizando uma solu¢dao de zinco ftalocianina (ZnPc) em meio
organico (etanol) como padrdo, com uma absorbancia constante na faixa de 0,04, de modo a
minimizar o efeito filtro (BONNETT et al., 1999) (LAKOWICZ, 1999).

O método relativo descrito por (EATON, 1988) utiliza a area dos espectros corrigidos
de emissao de fluorescéncia do padrdao de ZnPc (®f = 0,28, Aexe= 614 nm) na faixa de 650 —
850 nm e da amostra NzPc para o calculo do rendimento quéintico de fluorescéncia. Os
calculos foram realizados com base na seguinte equagdo descrita por Demas e Crosby

(DEMAS;CROSBY, 1971):
®p =[(AJ/Ap):(DO,/DO,):(n,"/n )] D, 1)

Os subscritos x e p sdo referentes a amostra e ao padrio, respectivamente; A € a area
do espectro de emissdao de fluorescéncia corrigido, determinado diretamente a partir do
software do equipamento; DO ¢ a densidade Optica no comprimento de onda de excitacdo; n é

o indice de refragdo do meio; e, @, 0 rendimento quantico de fluorescéncia.

3.2.2 Medidas de fluorescéncia resolvida no tempo: determinacdo do tempo de vida

singlete-singlete (1)

O tempo de vida de fluorescéncia do farmaco fotossensibilizador foi obtido pela
técnica de contagem multipla de fotons. Em celas de quartzo de 1 cm, foram adicionadas
aliquotas de 3,0 mL de solu¢des etandlicas contendo os fArmacos fotossensibilizadores ZnPc
(padrao) e a NzPc. O comprimento de onda de excitagdo e de emissdo utilizados foram

determinados pelos estudos de absorbancia e fluorescéncia no estado fotoestacionario.
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A fluorescéncia resolvida no tempo foi realizada utilizando-se como fonte de
excitacdo um diodo laser que irradia em estado solido (Nd:YVO, - Millenia Xs - Spectra
Physics) passando depois por um cristal dobrador de frequéncia e o feixe final, com poténcia
maxima de 10 W e comprimento de onda 532 nm. Este equipamento produz uma irradiacao
laser de titanio-safira (Tsunami - Spectra Physics). O cristal de titanio-safira gera pulsos de
laser (com largura de 5 ps) em uma banda que vai de 840 at¢ 1080 nm, com frequéncia
maxima de repeti¢do dos pulsos igual a 82 MHz, com agita¢do e temperatura continua.

As curvas de decaimento de fluorescéncia foram analisadas utilizando-se o software
operacional do proprio equipamento. Os ajustes foram validados através do valor minimo na
fungio chi-quadrado (y?). Este estudo foi realizado com o auxilio do Laboratério de Biofisica
Molecular da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto —Universidade de

Sdo Paulo (FFCLRP/USP), o qual ¢ coordenado pelo Prof. Dr. Amando Siuiti Ito.

3.2.3 Estudos dos estados tripletes por fotélise por pulso de laser

O método de fotdlise por pulso de laser consiste na excitagdo de uma amostra por um
pulso de luz de alta intensidade (laser). Essa alta intensidade de luz promove uma grande
populacdo de moléculas do estado fundamental para os estados excitados singletes superiores.
Apos um segundo disparo de laser, as moléculas que se encontram no estado excitado singlete
sofrem o cruzamento intersistema para um estado excitado triplete. Intermediarios (ou
espécies transientes), de vida curta, sdo formados. Esses intermedidrios podem ser radicais
perdxido de hidrogénio (H,0,) e/ou radical superdxido (O;’) e/ou hidroxila (OH).

O estudo determina a cinética de decaimento do transiente (tempo de vida do
transiente) e o monitoramento da mudanca da absor¢dao ou da emissao da amostra ¢ feito em
um periodo de tempo de micro ou milesegundos, comecando imediatamente apds o segundo
pulso do laser.

Para o farmaco fotossensibilizador estudado, utilizou-se como fonte de excitac¢do, o
terceiro harmoénico do laser Nd-YAG (355 nm) modelo SURELITE I-10 do Continuum
(Figura 7). A energia média utilizada foi da ordem de 30 mJ/cm?, através de uma fenda de 5,0
mm de diametro. A uma distancia de 10,0 cm da fenda do laser, foi posicionado um suporte
termostatizavel para celas com agitagao magnética (Hellmam CUV-O-Stir). A intensidade de
luz foi determinada antes e ap6s o conjunto de pulsos por um “Power Meter” (Field Master da

Coherent), usando uma cabeca de detecgdo LM-30 V, posicionada 5,0 cm a partir do suporte
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para celas. Os sinais dos transientes gerados foram detectados por uma fotomultiplicadora
R928P, Hamamatsu, transferidos para um osciloscopio digital TDS 340 A, Tektronix com o

software Gem, Edinburgh Analytical Instruments.

Harmdnico (& = 355 nm)
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Figura 7- Representacdo esquematica do sistema laser Nd-YAG utilizado em fotdlise por

pulso de laser (PRIMO, F. L., 2006)

Como resposta do sistema de laser computadorizado, foi obtido um grafico de
decaimento experimental, ou seja, da variagdo da densidade Optica em funcdo do tempo, bem
como a curva tedrica que melhor simula o decaimento observado.

O espectro de absor¢ao do transiente foi registrado ponto a ponto, em intervalos de
10,0 nm na faixa de comprimento de onda de 310 a 800 nm, com 3 “tiros” de laser para cada
ponto com excitacdo do laser em 355 nm e 650 nm. As solucdes das amostras foram trocadas
a cada 30 nm para se evitar a degradacao e fotobranqueamento.

O espectro de absor¢ao do transiente gerado pela fotolise por pulso de laser nao
fornece um valor absoluto para a absorbancia, obtem-se a diferenca da absor¢do do firmaco
fotossensibilizador no estado fundamental (chamado genericamente de precursor) para o
transiente formado. O espectro de absorcdo do transiente ¢ dependente da concentragdo do
farmaco fotossensibilizador no estado fundamental, assim uma valor negativo de absorbancia

indica a formag¢ao de um intermediario com uma absortividade menor que a do precursor.
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3.2.4 Determinacio do rendimento quantico de producio de oxigénio singlete

Para a detec¢do de oxigénio singlete, o sinal de emissdo de fosforescéncia deste foi
identificado em 1270 nm, utilizando-se um detector de germanio da North Coast Scientific
Corporation, modelo 823A. Para eliminar qualquer emissdao abaixo de 900 nm, a emissao de
fosforescéncia do oxigénio singlete foi detectada em angulo reto com o feixe de excitagdo,
utilizando-se um filtro de silicio na entrada do detector de analise.

Os sinais dos transientes gerados e do oxigénio singlete foram detectados por um
osciloscopio digital (Tektronix modelo TDS 340A), transferido para um computador
compativel e, entdo, processado e analisado utilizando o software operacional do proprio
instrumento.

Utilizou-se o método direto (BAUTISTA-SANCHEZ et al., 2005) para determinagao
do tempo de vida (ta) e o rendimento quantico de produgdo do oxigénio singlete (®,) gerado
pelo farmaco fotossensibilizador NzPc. O valor @, foi obtido relativamente ao feoforbide-a
em etanol (@, = 0,59), que ¢ usado como composto padrdo devido sua capacidade de
transferir energia eficientemente para o oxigénio molecular (*O,) formando oxigénio singlete
'0, (DEROSA ¢ CRUTCHLEY, 2002).

A relacdo entre a intensidade de fosforescéncia do oxigénio singlete produzido pelo
composto de referéncia e pelo fAirmaco fotossensibilizador ¢ dada pela equacdo 2 (SPILLER,

1998).

(I)A = (I / Iref) . (I)Aref' (TAref/ TA) (2)

Onde I e L. sdo as intensidades de fosforescéncia da amostra e do composto de
referéncia, respectivamente; Ta € Tarer S0 0s tempos de vida do oxigénio singlete da amostra e
do composto de referéncia, respectivamente; e, @ ¢ Darer € 0 rendimento quantico de oxigénio
singlete da amostra e do composto de referéncia, respectivamente.

As solugdes, padrao e NzPc foram saturadas com O, durante 30 minutos em cubetas
de quartzo com os quatro lados transparentes . Para a cinética foi usado a janela de tempo de

1 us para todas as solugdes.

16



3.3 Cultura de linhagens celulares tumorogénicas

3.3.1 Linhagem de carcinoma humano OSCC

A linhagem de carcinoma humano OSCC foi cultivada em atmosfera timida com 5%
CO;, a 37°C, em meio de cultura Dubleco Eagle’s Minimum Essential Médium (DMEM-Gibco
Vida Tecnologias, Eragny, Franca) contendo 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina (Gibco), 2.5 ug/mL de anfotericina (Gibco), 200 pmol/L de glutamina (Gibco)
constituindo uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e outros
componentes essenciais para o crescimento celular, agindo como uma solucdo nutritiva
(HASINA et al., 2003; PEREIRA et al., 2009). Esse meio ¢ destinado a cultura de células

humanas e de outros animais.

Ao final da adi¢do de todos os componentes, esse meio foi filtrado, utilizando-se uma
membrana de 0,22 um em capela de fluxo e posteriormente distribuido em garrafas de vidro
estéreis, contendo cada uma 90,0 mL de DMEM, sendo que, antes da sua utilizacdo, o meio
de cultura foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL).

A solugdo de soro fetal bovino foi pré-aquecida a 56°C, para inativagdo das enzimas.
Em seguida, estocou-se em frascos de 150 mL e conservou-se no freezer a -20°C. O soro fetal
bovino apresenta em sua composicao bésica a albumina, insulina, hormdnios e varios outras
substancias indispensaveis ao crescimento celular.

As células foram cultivadas até atingirem a fase logaritmica de crescimento (1,5 x 10°
células/mL ,confluéncia), retiradas das garrafas de cultura (Corning Incorporated, estéril, 25
cm®) com solugdo de tripsina (0,05%), EDTA (0,53 mmol/L) (Invitrogen) em tampao PBS 1X
(NaCl 140 mmol/L, KCl 3 mmol/L, Na,HPO4 4,3 mmol/L, KH,PO4 1,4 mmol/L) e entdo
submetidas a centrifugacdo em 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido com 2 mL de meio de cultura, as células foram, entdo, distribuidas em duas
novas garrafas de 75 cm” estéreis. O meio foi trocado de duas a trés vezes por semana para a
manutencao das condi¢des bioldgicas na cultura celular. Sempre que a garrafa encontrava-se no
estado de confluéncia celular ou preparava-se uma nova subcultura ou a congelava.

No processo de congelamento as células foram lavadas com o tampao Hank’s 10X,
retiradas da garrafas com solugdo de tripsina e posteriormente adicionadas a tubos criogénicos
contendo uma solu¢do de SFB e DMSO (dimetil-sulfoxido) (80/20) em uma propor¢do final de

1:1 v/v.
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Todos os ensaios de citotoxicidade foram realizados com n = 3, sendo cada n referente a

uma placa de 96 pogos.

3.3.2 Linhagem de melanona de rato B16-F10

A linhagem melanocitica B16-F10 proveniente de camundongos C57BL — 6J altamente
tumorogénica e com capacidade metastatica (FIDLER, 1973) foi cultivada em atmosfera
umida com 5% CO, a 37°C, em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen), pH 6.9,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab), L-glutamina
2 mmol/L, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, HEPES 10 mmol/L, penicilina G (10.000 U/mL),
estreptomicina (10.000 pg/mL) e anfotericina (25 pg/mL) (Invitrogen). As células foram
cultivadas até atingirem a fase logaritmica de crescimento (1,5 x 10° células/mL ,confluéncia),
retiradas das garrafas de cultura (Corning Incorporated, estéril, 25 cm®) com solugdoo de
tripsina (0,05%), EDTA (0,53 mmol/L) (Invitrogen) em tampao PBS 1X (NaCl 140 mmol/L,
KCl 3 mmol/L, Na,HPOs 4,3 mmol/L, KH,POs; 1,4 mmol/L) e entdo submetidas a
centrifugagdo em 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido com 2 mL de meio de cultura, as células foram, entdo, distribuidas em duas
novas garrafas de 75 cm? estéreis. O meio foi trocado de duas a trés vezes por semana para a
manutencao das condigdes bioldgicas na cultura celular.

Sempre que a garrafa encontrava-se no estado de confluéncia celular ou preparava-se
uma nova subcultura ou a congelava. No processo de congelamento as células foram lavadas
com tampao Hank’s 10X, retiradas da garrafas com solugdo de tripsina e posteriormente
adicionadas a tubos criogénicos contendo uma solu¢do de SBF ¢ DMSO (dimetil-sulfoxido)
(80/20) em uma proporgao final de 1:1 v/v.

Todos os ensaios de citotoxicidade foram realizados com n = 3, sendo cada n referente a

uma placa de 96 pocos.

3.4 Teste de azul de trypan e cAmara de Neubauer

O azul de trypan ¢ uma molécula de grande peso molecular que, em solugdo aquosa
(tampao PBS) tem a coloragdo azul, em meio biologico ela apresenta grande afinidade pela
parede citoplasmatica. Quando uma cultura celular na presenca de azul de trypan ¢ observada

através do microscopio, pode-se diferenciar as células que tém a membrana celular intacta, das
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células mortas. As células vivas em perfeito estado devem ser observadas de forma incolor,
enquanto as cé€lulas com rompimento de membrana devem apresentar a cor azul. Para a
contagem do numero de células vivas, usa-se a cdmara de Neubauer acoplada ao micoscopio.

A camara de Neubauer (Figura 8a), em seu interior, possui o desenho de uma grade
composta por 4 quadrantes localizados em cada extremidade (Figura 8b), sendo que cada
quadrante possui 0,1 mm® de volume, essa medida padronizada possibilita a quantificacdo da
suspensdo celular. E feita a média aritmética do numero de células dos 4 quadrantes e em
seguida multiplicada pela dilui¢do inicial e por 1 x 10*mL que é a ordem de grandeza da

camara.

Figura 8- (a) Camara de Neubauer e (b) esquema dos quadrantes localizados no interior da

camara de Neubauer

n° de células/mL = n° total de células X fator de diluicao X 10* 3)

n° de quadrantes contados

Usando a camara de Neubauer, para que se alcance a precisdo da contagem de células, a
diluigdo total deve permitir uma contagem de 20 a 200 células totais, entre vivas € mortas, por
quadrante (GARETH, 1996).

A partir dessa quantificagdo, pode-se plaquear as células em placa de pogos multiplos
com um numero desejavel de células por poco, sendo 20.000 células por pogo em placas de 96

pocos e 100.000 células por poco em placas de 24 pocos.
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3.5 Teste de viabilidade celular MTT

Para um resultado confidvel, simples e reprodutivel, usa-se o método MTT. Este
ensaio determina espectrofotometricamente o numero total de células, com a fungdo da
atividade mitocondrial intacta (células vivas).

O componente chave ¢ o corante (3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-brometo difenil
tetrazolium) ou MTT. Solugdes de MTT sdo de cor amarelada, quando dissolvidas em meio
de cultura sem indicador vermelho de fenol ou em solug¢des tampao.

A dehidrogenase mitocondrial das células vivas atuam sobre o anel tetrazolium do
MTT, produzindo cristais de formazam de cor purpura, os quais sdo insoluveis em solugdo
aquosa. Ap0s retirada a solugdo aquosa do pogo, com uma seringa, os cristais sdo dissolvidos
com a adi¢do de isopropanol acidificado. O produto obtido ¢ monitorado
espectrofotometricamente em 560 ¢ 690 nm através de um sistema SAFIRE II (TECAN) de
analise de multiplaca. O aumento ou a diminui¢do do nimero de células nos pogos, resulta em
uma mudanca concomitante na concentracdo do formazan, assim em relacdo ao controle,
obtem-se o grau de citotoxicidade (MOSMANN, 1983; VISTICA et al., 1991).

Esse ensaio de citotoxicidade in vitro é bem estabelecido para o uso com placas de
pocos multiplos. Para melhores resultados, devem ser empregadas as células na sua fase
logaritmica de crescimento e o numero final de células ndo deve exceder 1,0x10° células/mL.
Cada ensaio deve incluir um controle (branco), contendo meio de cultura completo nas
células.

Inicialmente, as células foram removidas da incubadora, sendo levadas a capela de
fluxo laminar e distribuidas nas placas de pogos multiplos. A estas células foi adicionado a
solugdo de MTT 1,0 mg/mL, a cultura foi re-encubada por 4 horas. Apos o periodo de
incubagao, as células foram removidas da estufa de CO, e os cristais de formazam resultantes
solubilizados em solucao de isopropanol foram avaliados por espectroscopia. A viabilidade

celular foi expressa em porcentagem relativa as células controle.
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3.6 Citotoxicidade do Pluronic F-127 sobre a linhagem de B16-F10 MTT

O Pluronic F-127 ¢ um tensoativo s6lido de peso molecular 12.600 (Sigma). Sua
citotoxicidade foi estabelecida in vitro através do ensaio colorimétrico de viabilidade celular-
MTT.

As células B16-F10 foram plaqueadas em 3 placas de 96 pogos (n = 3). Em cada pocgo,
apods contagem na camara de Neubauer, foram plaqueadas 20.000 células.

A linhagem foi incubada por 3 horas em solugdes de tampao Hank’s com 1%, 3%,
5%, 7% e 10% de Pluronic F-127 em meio de cultura RPMI com 3% de SFB.

Usou-se a concentracdo de 3% de SFB para a incubag¢do porque o SFB ¢é rico em
albumina, que tem um grande nimero de sitios de ligacdes em sua estrutura, os quais
poderiam se ligar a substancia incubada, interferindo na interiorizacdo da mesma na célula.

Apo6s 3h de incubagdo, as células foram retiradas da incubadora, levadas a capela de
fluxo laminar, lavadas com tampao Hank’s e entdo adicionou-se o meio de cultura RPMI com
10% de SFB.

No dia seguinte, a essas células, adicionou-se a solugio de MTT 1,0 mgmL" ¢ a
cultura foi entdo re-incubada por 4 horas seguindo o protocolo apresentado no item 3.5.

Todos os estudos biologicos in vitro foram realizados em triplicata (n = 3); os valores
apresentados sdo as médias dos valores de cada n. O teste de validagao utilizado foi o One-

Way ANOVA e Tukey com p < 0,05.

3.7 Caracterizacao dos NTCPM -Funcionalizacio com Pluronic F-127

Os nanotubos de carbono foram sintetizados pelo grupo de pesquisa do Prof Dr. José
Mauricio Rosolen do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras
de Ribeirao Preto-USP, colaborador deste projeto de pesquisa.

O Prof. Dr. José Mauricio Rosolen disponibilizou 4 tipos de NTC diferentes, apds
alguns testes preliminares de citotoxicidade e solubilidade, foi selecionado os NTC do tipo
parede multipla (NTCPM) para esse estudo.

Alguns testes preliminares de citotoxicidade na linhagem B16-F10 foram realizados
com os NTCPM, seguindo o protocolo celular de cultivo, incuba¢do com as amostras e
quantificagdo por MTT, esses testes confirmaram alguns resultados encontrados na literatura:

a alta citotoxicidade dos NTC (SON, 2006) (LIU et al., 2009). Para minimizar esse efeito
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citotoxico, os NTC passaram por tratamento oxidativo com dacidos fortes (H,SO4/HNO3)
(RAMANATHAN, 2005) eliminando impurezas como carbono amorfo, nanoparticulas
metalicas e fulerenos.

No tratamento oxidativo os NTCPM foram lavados, em funil a vacuo, 3 vezes com
uma mistura de acidos H,SO4 ¢ HNOs ; 3 vezes com agua ultra pura e secos em dissecardor
por 48 horas.

Ap0s o tratamento oxidativo, os NTCPM foram funcionalizados em solugdo 1% de
Pluronic F-127, segundo método descrito por Monteiro-Riviere et al. (MONTEIRO-
RIVIERE, 2005b). Durante 2 horas trés diferentes concentragdbes de NTCPM
(0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL) foram ultra-sonicadas, ultrasom Branson modelo 2210, em solucao de
PF-127 a 1%, em seguida essas dispersdes foram mantidas em repouso por 30 minutos, e,

entdo, avaliadas pela observagdo macroscopica.

3.8 Citotoxicidade NTCPM/PF-127 sobre a linhagem B16-F10

A citotoxicidade dos NTC ¢ um parametro muito estudado (HELLAND et al., 2007;
MULLER et al., 2008a; MULLER et al., 2008b; SHVEDOVA et al., 2003) ¢ um dos mais
importantes na sua caracterizacdo em meio biologico. Nesse experimento varias faixas de
concentragdo de NTCPM foram avaliadas sobre a linhagem B16-F10.

A citotoxicidade dos NTCPM funcionalizados com Pluronic F-127 (NTCPM/PF-127)
foi avaliada pelo ensaio de MTT ja descrito no item 3.5.

As células B16-F10 foram plaqueadas em 3 placas de 96 pogos (n = 3). Em cada pocgo,
apods contagem na camara de Neubauer, foram plaqueadas 20.000 células.

Solugdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL de NTCPM/F-127 em
tampao Hank’s foram incubadas na linhagem de B16-F10 por 3 horas, em meio de cultura a
3% de SFB e ap0ds 24 horas incubadas com solugdo de MTT.

Todos os estudos bioldgicos in vitro foram realizados em triplicata (n = 3); os valores
apresentados sao as médias dos valores de cada n. O teste de validagdo utilizado foi o One-

Way ANOVA e Tukey com p < 0,05.
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3.9 Citotoxicidade NzPc em solu¢io de Pluronic F-127 sobre a linhagem B16-F10

A citotoxicidade da NzPc em solugdo PF-127 a 1% foi avaliada pelo metodo de MTT
ja descrito no item 3.5.

As células B16-F10 foram plaqueadas em 3 placas de 96 pogos (n = 3). Em cada poco,
ap6s contagem na camara de Neubauer, foram plaqueadas 20.000 células.

Solugdes de 2, 3, 4, 5, 7, 10 e 14 ug/mL de NzPc/PF-127 em tampao Hank’s foram
incubadas em linhagem de B16-F10 por 3 horas, em meio de cultura a 3% de SFB e apos 24
horas incubadas com solu¢do de MTT.

Todos os estudos biologicos in vitro foram realizados em triplicata (n = 3); os valores

apresentados sdo as médias dos valores de cada n. O teste de validacdo utilizado foi o One-

Way ANOVA e Tukey com p <0,05.

3.10 Associacao da NzPc aos NTCPM/PF-127

Estabelicidas as concentra¢des nao citotdoxicas do farmaco fotossensibilizador NzPc e
dos NTCPM funcionalizados com PF-127, apresentadas nos itens 4.7 e 4.8, foi realizada a
associacao nao covalente (LIU et al., 2005) da NzPc com os NTCPM/F-127 utilizando a
técnica de Freeze-Dry (Figura 9).

O farmaco fotossensibilizador foi adicionado a solucdo de NTCPM/PF-127 em
tampao Hank’s e permaneceram sob agitacdo durante 24 horas, com temperatura controlada.
Em seguida a solugdo foi congelada em freezer -70°C por 4 horas e, entdo, liofilizada por 6

horas.
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Figura 9- Esquema representando o processo de associagdo do farmaco NzPc e dos
NTCPM/PF-127 nas concentragdes nao citotoxicas pré-estabelecidas. A técnica é chamada de

Freeze- Dry pois a solugdo apos ser congelada ¢ liofilizada

Espectros de infravermelho da NzPc, dos NTCPM/PF-127 e do novo sistema
carreador produzido foram realizados e comparados.

A associac¢do do farmaco as NTC so foi conseguida com sucesso apos a realizacdo de
outros dois experimentos que ndo obtiveram éxito. A proposta inicial deste trabalho era
associar o fAirmaco no interior dos NTC, de forma que esses, canalizassem o farmaco para o
interior das células quando em meio biologico. Partindo desse principio e de alguns resultados
encontrados em literatura (GOGOTSI et al., 2002) o primeiro experimento realizado para a
associacao foi utilizando uma autoclave. Com o aumento da pressao sobre uma solugdo de
farmaco e NTCPM/PF-127, e a propriedade de capilaridade dos NTC o farmaco poderia
alojar-se dentro dos canais dos NTC. Entretanto as autoclaves disponiveis no laboratério de
Fotobiologia sdo automaticas e as fungdes pressdo e temperatura nao sio ajustaveis
separadamentente. Com pressdes em torno de 5 psi a autoclave atinge 88°C, a essa
temperatura ocorre uma degradagdo térmica do fairmaco. Em estudo realizado separadamente
observou-se através da emissdo de fluorescéncia que a estabilidade térmica da NzPc ocorre
até 72°C.

O segundo experimento alavancou a proposta do método de Frezeer-Dry. Uma
solucdo da NzPc e dos NTCPM/PF-127 ficou em agitacdo por 24 horas, com temperatura
controlada. Com a agitacdo, as moléculas do fairmaco colidem com os NTC e podem alojar-se
tanto no seu interior como nos defeitos das paredes multiplas, ocorrendo a associagdo.

Entretanto apds 5 dias observou-se que a solucdo nao apresentava as mesmas caracteristicas,
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parte dos NTCPM haviam precipitado e o fArmaco solubilizado no sobrenadante comecava a

se degradar.

3.11 Uptake celular - Quantificacio da NzPc intracelular por espectrofotometria de

fluorescéncia

O estudo de uptake celular ¢ fundamental para a analise da eficiéncia fotodindmica do
farmaco e do sistema de liberacdo desenvolvido. Nesse estudo, quantifica-se o quanto de
farmaco incubado realmente interiorizou-se nas células, pois, é o fAirmaco intracelular que,
ap6s irradiado, ird realizar o dano fotodinamico.

Seguindo o protocolo de incubacdo das linhagens B16-F10 e OSCC, o farmaco NzPc
na forma livre em tampdao Hank’s 1% PF-127 e o sistema de liberacdo desenvolvido
NzPc/NTCPM/PF-127 foram incubados, separadamente, por 3 horas nas concentragdes nao
citotoxicas (2 pg/mL da NzPc e 5 pg/mL dos NTCPM/PF-127/NzPc) em cada uma das
culturas celulares.

Ap6s 3 horas de incubagdo as células foram lavadas 3 vezes com tampao Hank’s para
garantir a eliminagdo de farmaco e NTCPM que ndo interiorizaram nas células. A
quantifica¢do do fArmaco interiorizado foi feita através da sua propriedade de fluorescéncia. A
lise celular foi realizada com ultrasom, durante 5 minutos as placas com as culturas celulares
foram sonicadas com poténcia de 70 W, em seguida foram analizadas em microscopio,
evidenciando a lise celular completa.

Para a quantificagdo do fArmaco NzPc no estudo de uptake celular, foi feito uma curva
analitica de concentracdo do farmaco versos a area do espectro de fluorescéncia. Sucessivas
dilui¢des de uma solucdo de NzPc em tampao Hank’s 1% PF-127 foram realizadas, e para
cada diluicdo tirou-se um espectro de emissao fluorescéncia, com excitacdo fixa em 613 nm e

fendas de 5,0/5,0 nm.

3.12 Fototoxicidade em linhagem B16-F10 e OSCC

Nos experimentos de fototoxicidade, as culturas celulares foram preparadas seguindo
os protocolos apresentados nos itens 3.3.1 ¢ 3.3.2.
As células B16-F10 e OSCC foram plaqueadas em 3 placas de 24 pocos (n = 3). Em

cada pogo, apés contagem na camara de Neubauer, foram plaqueadas 100.000 células.
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O primeiro ensaio de fototoxicidade foi realizado com o farmaco fotossensibilizador.
Na concentragdo nao citotoxica (2 wmol/L) o farmaco NzPc na forma livre, em tampao
Hank’s, foi incubado por 3 horas nas linhagens de B16-F10 e OSCC, em triplicata, para
avaliacdo do efeito dose-dependente. Apos o periodo de incubagdo as células foram tratadas
com luz visivel. O laser continuo utilizado foi o sistema Eagle da Quantum Tech operado em
650 nm com poténcia maxima de 1W. O ensaio de MTT foi realizado 24 horas apds a
irradiagdo. Foi utilizado como controle, cé¢lulas incubadas com o farmaco fotossensibilizador
na concentragdo nao citotoxica na auséncia de irradiacgao.

O segundo ensaio de fototoxicidade foi realizado com o sistema carreador
desenvolvido, NTCPM/PF-127/NzPc. Na concentragdo ndo citotoxica (5 pg/mL de NTCPM)
o sistema foi incubado por 3 horas nas linhagens de B16-F10 e OSCC, em triplicata, para
avaliacdao do efeito dose-dependente. Apos o periodo de incubagdo as células foram tratadas

com luz visivel e apds 24 horas realizado o ensaio de MTT.

4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo das propriedades fotoquimicas e fotofisicas da NzPc no estado

estacionario

Uma das caracteristicas basicas de uma molécula a ser utilizada como farmaco
fotossensibilizador em TFD esta relacionada diretamente com sua absor¢ao na chamada
“janela terapéutica”, faixa de comprimento de onda situada entre 600 e 800 nm, regido de
maxima penetragao da luz nos tecidos.

As propriedades fotofisicas no estado estacionario do farmaco NzPc livre, foram
obtidas utilizando-se a concentragdo de Sumol/L em meio tamponado (LO et al., 2003). Seu
espectro de absor¢do possui banda Soret centrada em 370 nm e um conjunto de bandas Q em
683 nm, Figura 10.

O coeficiénte de absortividade molar (¢) foi calculado através da Lei de Lambert-Beer
(equacdo 4), usando solugdes diluidas consecutivamente a partir da solugdo de Sumol/L de
NzPc. A absorbancia foi medida no comprimento de onda méximo de absor¢do, 683 nm, e o

valor encontrado para o € foi de 7,3 x 10,

A683=8XCXb (4)
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Onde Aggs € a absor¢ao da NzPc em 683 nm; € € o coeficiénte de absortividade molar
da NzPc; ¢ ¢ a concentracdo do analito (NzPc); e, b o comprimento do caminho 6ptico em cm.
A emissdo de fluorescéncia foi medida entre 650 e 800 nm, fendas de 5,0/5,0 nm, com

excita¢ao fixa em 613 nm e emissdo maxima em 690 nm figura 11.
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comprimento de onda nm

Figura 10- Espectro de absor¢do da NzPc livre em tampao Hank’s na concentragdo de

5 umol/L, banda Soret centrada em 370 nm e um conjunto de bandas Q em 683 nm
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Figura 11- Espectro de fluorescéncia da NzPc livre em tampao Hank’s na concentracdo de

5 umol/L, excita¢do fixa em 613 nm e emissdo maxima em 690 nm
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4.2 Caracterizacio das propriedades fotoquimicas e fotofisicas da NzPc no tempo

4.2.1 Determinacio do rendimento quantico de fluorescéncia (®y)

Para a determinacdo do rendimento quantico de fluorescéncia, a ZnPc (Zinco-
Ftalocianina) em EtOH (etanol) foi adotada como padrdo, uma vez que tal composto
apresenta suas propriedades bem caracterizadas na literatura (NUNES, 2004).

Fixando a absorbancia em 613 nm a DO padrdo ZnPc ¢ de 413,3 ¢ a DO da NzPc ¢ de
399,6. O indice de refragdo do meio, etanol, ¢ de 1,359 e o rendimento quantico de
flourescéncia do padrdo @, ¢ 0,28, a area do espectro foi calculada pelo software. Com a
equacdo 1 apresentada no item 3.2.1 o rendimento quéntico de fluorescéncia do farmaco NzPc

foi calculado e esta apresentado na tabela a seguir.

Tabela 1- Rendimento quéntico de fluorescéncia do padrao ZnPc e da NzPc em etanol

Famaco
Rendimento quantico @y
fotossensibilizador
ZnPc 0,28
NzPc 0,30

Pode-se observar que o rendimento quantico de fluorescéncia da NzPc em relacao a
ZnPc ¢ muito proximo. Compostos altamente fluorescentes usualmente sdo pouco eficientes
para a TFD, pois um baixo rendimento quantico de fluorescéncia pode implicar em um alto
rendimento quantico de producdo do estado excitado triplete, de onde se originam os
processos de fotossensibilizagdo celular.

Os baixos valores de @ encontrados indicam que pode estar ocorrendo competi¢des
entre os processos radiativos de fluorescéncia, de desativagdo por conversdo interna e
principalmente cruzamento intersistema entre o estado excitado singlete S; e o estado
excitado triplete T;.

Como a NzPc apresenta uma baixa velocidade de conversao interna podemos supor
que o baixo rendimento quantico de fluorescéncia apresentado pode ser um indicativo de uma
maior taxa de cruzamento intersistema e consequentemente de uma maior formacgdo dos
estados excitados triplete, o que levaria a uma melhora na atividade fotodindmica deste

farmaco fotossensibilizador devido a maior probabilidade de transferéncia de energia através
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dos processos de fotossensibilizagdo Tipo I (formacao de espécies reativas de oxigénio, os

EROS) e Tipo II (formagio de oxigénio singlete, 'O,).

4.2.2 Medidas de fluorescéncia resolvidas no tempo: determina¢ao do tempo de vida

singlete-singlete (1)

O tempo de vida singlete de uma substancia fluorescente representa o tempo médio
que essa molécula permanece no estado excitado S; antes de retornar ao estado fundamental
So (DEPAOLLI, 2002). Um espectro de emissdao de fluorescéncia resolvida no tempo fornece
informacdes sobre o comportamento das moléculas, a frequéncia de colisdes com agentes
supressores, como o oxigénio e a velocidade de transferéncia de energia, envolvendo reacdes
dos estados excitados.

Um dos métodos utilizados para medir os decaimentos de fluorescéncia ¢ a contagem
simples de fotons (PHILLIPS, 1984). Esse método ¢ baseado no principio de que as
moléculas sdo excitadas por um flash de luz e passam para um maior nivel de energia
decaindo rapidamente para um estado metaestavel de energia que ¢ o mais baixo estado
excitado singlete. O estado metaestavel caracteriza uma inversao de populagdo, pois concentra

mais moléculas no estado excitado do que no estado fundamental.

Singlete
e =
3
Sy § . (;' ¢ Metaestavel
Conversao
Interna Fluorescencia
Ahsorgéo
So ¥

Figura 12- Diagrama de energia, moléculas no estado fundamental, Sy, sdo excitadas para
estados de maior energia, singlete, decaindo rapidamente para o estado metaestavel de menor
energia do estado singlete, S;. O processo radiativo ¢ entdo detectado em fun¢do do tempo de

decaimento dos fotons emitidos

29



O sistema consegue detectar o numero de fotons que passam do estado excitado para o
estado fundamental pelo processo radiativo por unidade de tempo, sendo que o tempo de
chegada reflete o decaimento resolvido no tempo. A distribui¢do dos tempos de chegada de
cada foton € representada por um histograma que traduz a curva de decaimento (Figura 13). A

tabela 2 mostra os tempos de vida de fluorescéncia do singlete.

Contagens

100 P Jpnp—— cteme emosipmem soe seme s mssmmpmusmnemas ameen s oo oo seme e s mupen

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (ns)

Figura 13- Curva de decaimento e ajuste exponencial para a NzPc (5,0 umol/L) ( m ) e

decaimento da lampada ( m ). O inserto abaixo representa a residuo médio

Tabela 2- Tempo de vida de fluorescéncia do singlete (t1;) e amplitude relativa (A) para o

farmaco fotossensibilizador

Farmaco T,(ns) Aq (%)
fotossensibilizador
ZnPc 4,00 100,0
NzPc 6,16 100,0
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A NzPc apresentou uma cinética tipicamente monoexponencial, indicando uma tnica
populagdo do farmaco no estado singlete, este comportamento também ¢ observado para a

NzPC e outros farmacos fotossensiveis adequados a TFD (SIBATA et al., 2004).

4.2.3 Estado excitado triplete por fotdlise de pulso por laser

Seguindo a caracterizacdo fotoquimica ¢ fotofisica da NzPc, foram realizados
experimentos para determinar o estado excitado triplete em meio organico. Estas medidas
compreendem a formacao da espécie transiente triplete a partir de excitacdo laser em 355 nm
e posteriormente aquisi¢ao e tratamento do decaimento exponencial para estudo da cinética do
estado excitado.

Para identificagdo do transiente triplete tipico desta classe de compostos, utilizou-se
como referéncia a ZnPc em etanol espectroscopico (GROFCSIK, 2004).

As amostras foram preparadas de modo que sua concentragdo molar tenha uma
absorbancia minima de 0,3 no comprimento de onda de excitacao.

Os decaimentos para os transientes obtidos estdo apresentados na figura 14 a seguir.

0.10 1

0.08 .

0.06 -

Delta D.O

0.04r 1

0.02 .

0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo, ns

Figura 14- Sinal de decaimento do transiente, variacdo da densidade Optica em fun¢do do
tempo, obtido através da técnica de fotolise por pulso de laser. NzPc (—) e padrdao ZnPC (—),

apods a excitagdo em 355nm
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O célculo de ajuste realizado pelo software do equipamento apresentou um
decaimento ajustado por uma funcdo bi-exponencial para NzPc, pressupondo populacdes
distintas no estado excitado triplete com tempos de vida de desativagdo diferentes. O tempo
de vida encontrado para o padrao ZnPc teve um ajuste mono exponencial (OLIVEIRA, D. M.,

20006). Os valores estio na tabela 3 abaixo.

Tabela 3- Tempo de vida dos estados excitados triplete dos farmacos fotossensibilizadores
ZnPc e NzPc medidos no comprimento de onda de absor¢do maxima triplete de 480 nm. Os

transientes foram obtidos por fotolise por pulso de laser apds excitagdo em 355 nm em meio

aerado
Farmaco Tempo de vida A (%) Tempo de vida A (%)
fotossensibilizador T1(us) T2 (us)
ZnPc 0,25 100,0 e e
NzPc 0,15 25,32 2,0 74,68

Com base nestes resultados tem-se que o farmaco NzPc apresenta uma espécie de
desativagdo rapida de 0,15 ps, e uma outra espécie de tempo de vida mais longa de 2,0 us. A
vantagem de duas populacdes ¢ que o farmaco pode transferir energia mais eficientemente
para o oxigénio molecular, levando a uma maior produgdo de oxigénio singlete.

A eficiéncia fotodindmica do farmaco fotossensibilizador ¢ extremamente dependente
do rendimento quantico e do tempo de vida do estado excitado triplete (FOOTE, 1991).
Portanto quanto maior o tempo de vida do estado excitado triplete do farmaco, maior ¢ a
probabilidade do farmaco transferir energia para o oxigénio molecular do meio e,

consequentemente, haver uma maior produ¢do de oxigénio singlete.
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Figura 15- Espectro de absor¢do dos transientes da NzPc (laranja) e da ZnPc (preto) com
comprimento de onda de absor¢do maxima triplete centrada em 480 nm. O

fotobranqueamento do estado fundamental esta centrado em 350 nm e 680 nm

O espectro de absor¢do do estado excitado triplete mostra a absor¢do maxima do
transiente triplete em 480 nm (regido visivel do espectro eletromagnético) ¢ a regido onde
ocorre o fotobranqueamento no estado fundamental, que ¢ a regido que o farmaco
fotossensibilizador perde absor¢do por causa da radiagdo visivel (BONNETT et al., 1999).

Comparando o espectro de absor¢cdo da NzPc (Figura 15) no estado excitado triplete
com o espectro de absor¢do na NzPc (Figura 10) apresentado no item 4.1, observa-se que o
fotobranqueamento ocorre justamente nas bandas Soret ¢ Q, confirmando a baixa taxa de

absorc¢ao de fotons pela espécie transiente nesses comprimentos de onda.

4.2.4 Determinacio do rendimento quantico de producio de oxigénio singlete

A partir da determinagdo deste rendimento quantico podemos analisar a produgdo da
principal espécie reativa responsavel pela destruicdo celular, o oxigénio singlete. Esta espécie
reativa em conjunto com outras espécies radicalares sdo responsdveis por uma série de
processos foto-oxidativos que ocorrem diretamente em substratos celulares e outros sitios
endogenos, conduzindo a morte celular através de fendmenos apoptdticos e/ou necroticos.

O rendimento quantico de oxigénio singlete (®,) foi determinado para o farmaco

fotossensibilizador NzPc em ambiente saturado com Oy grau espectroscopico. Foi usado
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como padrao uma solucdo etandlica de Feoforbide-a 10,0 umol/L, uma substancia que possue
elevado potencial de producdo da espécie radicalar (@, = 0,59 em etanol), conforme descrito
por DeRosa (DEROSA ¢ CRUTCHLEY, 2002).

A partir dos ajustes exponenciais para cada decaimento de fosforéscencia, foi possivel
determinar por extrapolacdo a intensidade maxima de emissdo para cada amostra.

Os valores de rendimento quantico de oxigénio singlete produzido estdo apresentados

na tabela 4 a seguir.

Tabela 4- Rendimento quantico de oxigénio singlete (®,) do Feoforbide-a ¢ do fdrmaco

fotossensibilizador NzPc ambos em etanol

Composto D,
Feoforbide-a 0,59
NzPc 0,73

As interagOes intermoleculares entre os anéis da ftalocianina levam a uma diminui¢ao
da atividade fotodindmica devido ao aumento na probabilidade de decaimento ndo radiativo
do estado excitado. Entretanto, os substituintes nas posi¢des axiais previnem a associagdo ou
agregacao dos anéis do macrociclo, resultando em um alto rendimento quantico de oxigénio

singlete (MAREE et al., 2001).

4.3 Citotoxicidade do Pluronic F-127 sobre a linhagem de B16-F10

Ap0s a caracterizagdo do farmaco iniciou-se os ensaios de citotoxicidade de todos os
componentes do sitemas proposto, estabelecendo, entdo, as concentragdes ndo citotoxicas para
a formulac¢ao final.

Baseado no tabalho de (MONTEIRO-RIVIERE, 2005) varias concentragdoes de
Pluronic F-127 foram incubadas em linhagem B16-F10 como descrito no item 3.4. Os
resultados estdo representados na figura 16 e mostram as porcentagens de células vivas apos
serem incubadas por 3h com o surfactante. Estabeleceu-se entdo que a concentragdo de 1% de

Pluronic F-127 em tampao Hank’s é a menos citotoxica para linhagem B16-F10.
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Figura 16- Porcentagem de células vivas apos 3h de incubagdo com solu¢des de Pluronic
F-127 em tampao Hank’s em diferentes concentragdes. A andlise de significancia estatistica
entre o controle e os outros grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste
de Tukey para comparagcdao multipla. Os valores obtidos apresentam as médias de + SEM

(n=3). Todos os valores de p em relagdo ao controle sdo de *p < 0,05

4.4 Caracterizacio dos NTCPM -Funcionaliza¢do com Pluronic F-127

Os NTCPM foram funcionalizados ndo covalentemente com solugdo de tampao
Hank’s 1% Pluronic F-127. Concentragdes diferentes de NTCPM (0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL e
1,5 mg/mL) foram adicionadas as solucdes tampao Hank’s 1% Pluronic e ultra-sonicadas por
2 horas, sua avaliacao foi feita macroscopicamente apos 30 minutos de repouso (Figura 17).

Através da observagdo macroscopica a solucdo de 0,5 mg/mL apresentou-se
homogénea e melhor dispersa, enquanto que as solugdes de 1,0 e 1,5 mg/mL apresentaram-se
mais agregadas ¢ com corpo de fundo. A solucdo de 0,5 mg/mL foi entdo avaliada pela
técnica de microscopica eletronica de varredura com canhdo de emissao de elétrons por efeito
de campo (MEV-FEQG) figura 18. Observa-se pela figura 18 a grande propor¢do entre o
didmetro e o comprimento dos NTCPM, caracterizando sua grande d&rea superficial

(ARNOLD et al., 2005).
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Figura 17- Solugdes de NTCPM/PF-127 apds 2 horas de ultra-sonicacdo e 30 minutos de
repouso em 3 diferentes concentragdes, 1: 0,5 mg/mL; 2: 1,0 mg/mL e 3: 1,5 mg/mL.

Observa-se que apenas a solugdo 1 encontra-se totalmente dispersa e homogénea
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0,5 mg/mL. As imagens foram ampliadas em 50.000, 65.000, 100.000 ¢ 150.000 vezes

respectivamente. Pode-se observar sua estrutura cilindica com poucos namonetros de

didmetro em relacdo ao seu extenso comprimento, dispostos na forma de rede entrelagada

4.5 Citotoxicidade NTCPM/PF-127 sobre a linhagem B16-F10

Com os NTCPM funcionalizados com o surfactante PF-127, o ensaio de
citotoxicidade foi realizado com a linhagem B16-F10 e quantificado pelo teste de MTT. Os
NTCPM/PF-127 foram incubados por 3 horas com as concentragdes de 5; 10; 20; 30; 40; 50;
60; 70; 80; 90 e 100 png/mL em placa de 96 pogos, a figura 19 mostra os resultados.

A concentragdo de Spug/mL de NTCPM/PF-127 é a menos citotoxica para linhagem
B16-F10, ndo apresentando diferenca estatistica com relagdo ao controle e com uma

viabilidade celular de 80%.
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Figura 19- Porcentagem de células vivas ap6s incubar por 3h com varias concentragdes do
sistema NTCPM/PF-127. A analise de significancia estatistica entre o controle e os outros
grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagdo
multipla. Os valores obtidos apresentam as médias de + SEM (n=3). Todos os valores de p em

relacdo ao controle sdo de *p < 0,05

4.6 Citotoxicidade NzPc em solu¢do de Pluronic F-127 sobre a linhagem B16-F10

O ensaio de citotoxicidade do farmaco fotossensibilizador NzPc foi realizado com
linhagem B16-F10 e quantificado pelo teste de MTT. A NzPc foi incubada por 3 horas nas
concentragdes de 2; 3; 4; 5; 7; 10 e 14 ug/mL em tampao Hank’s com 1% PF-127, em placa
de 96 pogos, a figura 20 mostra os resultados.

A concentracdo de 2 pg/mL € a menos citotoxica para linhagem B16-F10, ndo
apresentando diferenca estatistica com relagdo ao controle e com uma viabilidade celular de

91%.
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Figura 20- Porcentagem de células vivas apos incubar por 3h com varias concentracdes da
NzPc livre em solu¢do. A andlise de significancia estatistica entre o controle e os outros
grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagao
multipla. Os valores obtidos apresentam as médias de = SEM (n=3). Todos os valores de p em

relacdo ao controle sdo de *p < 0,05

4.7 Associacao da NzPc aos NTCPM/PF-127 (NTCPM/F-127/NzPc¢)

Existem trés formas possiveis de interacdo entre NTC e moléculas
farmacoldgicamente ativas: a primeira consiste em associar o firmaco de forma que ele fique
preso a rede dos NTC e aos defeitos nas suas paredes; a segunda ¢ a formagao de uma ligagao
covalente entre o famaco e as paredes do NTC; e a terceira envolve o uso de NTC como
nanocanais (FOLDVARI e BAGONLURI, 2008b). Os trés exemplos estao representados na

figura 21 abaixo.

Figura 21- Representagdo esquemadtica de (A) moléculas de farmaco associadas a rede de
NTC; (B) moléculas de farmaco ligadas covalentemente as paredes do NTC; e, (C) moléculas
de farmaco dentro dos nanocanais dos NTC

39



O farmaco fotossensibilizador foi adicionado a solucdo de NTCPM/PF-127 nas
concentragdes nao citotoxicas pré-estabelecidas de 2 pmol/L de NzPc e Sug/mL de
NTCPM/PF-127, essa solugdo ficou sob agitagdo durante 24 horas, em seguida foi congelada
por 4 horas em freezer -70°C e entdo liofilizada por 6 horas.

O método Frezzer-Dry obteve exito pois garante que apds a agitacao da solucdo por 24
horas, o farmaco NzPc ¢ os NTCPM/PF-127 continuem associados (NzPc/NTCPM/PF-127)
de forma ndo covalente. Apos a liofilizagdo, o sistema na forma solida, pode ser armazenado e
apenas ser solubilizado em tampdo quando necessario. Abaixo temos os espectros de
infrevermelho do NTCPM/PF-127 (figura 22), do farmaco NzPc (figura 23) e da associagdo
NTCPM/PF-127/NzPc (figura 24).

Alguns picos caracteristicos do NTCPM, 3629 e 3565 cm™ indicando O-H de 4cido
carboxilico; 1650 cm™” de C-C conjugado; e, alguns picos da NzPc, 1061 cm™ de C-O
primério e 1115 cm™ do C-I, aparecem, sem alteragio, no espectro referente ao sistema
carreador desenvolvido (NzPc/NTCPM/PF-127). Conclui-se que o farmaco encontra-se
disperso e preso a malha e aos defeitos das paredes dos NTCPM como uma mistura fisica,
sem a formacao de ligacdo entre as duas espécies.

A associagdo do farmaco com os NTCPM sem a formacdo de ligacdo quimica ¢ de
extrema importancia, pois uma ligagao quimica poderia modificar as propriedas quimicas e
fisicas tanto do farmaco fotossensibilizador como dos NTCPM. Uma modificagdo nas
propriedades quimicas da NzPc poderia interferir diretamente nas suas caracteristicas
espectroscopicas e consequentemente na sua eficacia fotodindmica. Dessa a forma a
associacao nao covalente pelo método Frezzer-Dry ¢ a melhor op¢do para este sistema de
liberacdo desenvolvido, preservando as caracterisicas individuais dos componentes e

contribuindo com essas para melhoria da efeito fotodindmico.
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Figura 22- Infravermelho do NTCPM/PF-127, observa-se picos caracteristicos como 3629,

2919, 1653 ¢ 1559 cm’!
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Figura 23- Infravermelho da NzPc, observa-se alguns picos caracteristicos como 1061, 1115,

2890 ¢ 1343 cm™
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Figura 24- Infravermelho do NTCPM/PF-127/NzPc, observa-se alguns picos caracteristicos

tanto dos NTCPM como da NzPc, caracterizando uma mistura fisica sem a formacao de

ligacdo quimica
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4.8 Uptake celular - Quantificacio da NzPc intracelular por espectrofotometria de

fluorescéncia

Para quantificagdo do farmaco NzPc, foi feita uma curva analitica de concentra¢do do
farmaco versos a area do espectro de emissdo de fluorescéncia. A curva analitica e os

espectros de emissdo de fluorescéncia estdo apresentados na figura 25.
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Figura 25- Curva analitica de concentracdo do fairmaco NzPc versos a area do espectro de
emissdo de fluorescéncia. Equacgdo da reta: y = 0,1865 + 73,273; R? = 0,9904. Ao lado, os

espectros de emissdo de fluorescéncia da NzPc em tampao Hank’s 1% PF-127

Observa-se pela figura 17 as suspensdoes de NTC em tampdo Hank’s 1% PF-127,
apesar de homogeneas, sdo turvas e pretas. Dessa forma, torna-se dificil realizar medidas de
fluorescéncia do farmaco quando associado aos NTC, uma vez que esses impedem a
passagem do feixe luz pela suspensao.

Uma alternativa foi realizar um estudo, dentro da faixa de concentragdo nao citotoxica
da NzPc e dos NTCPM, para determinar qual a influéncia na diminui¢@o da fluorescéncia da

NzPc na presenga dos NTCPM.
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Uma solucdo de 5 mL de tampao Hank’s 1% PF-127 na concentragdo de 2 pg/mL da
NzPc¢ (concentracdo ndo citotoxica) foi preparada. Sucessivas adigdes de NTCPM foram
feitas a solugdo da NzPc, usando a solugdo estoque de NTCPM de 0,5 mg/mL funcionalizados
em 1% PF-127, essas adigdes atingiram uma concentracdo de 5 pg/mL de NTCPM
(concentragdo nao citotoxica).

A partir dos resultados da diminui¢do da fluorescéncia do farmaco NzPc, devido a
dificuldade na passagem de luz pela suspensio de NTCPM, foi desenvolvido
matematicamente um fator de corregdo. Esse fator, correlaciona o quanto de NTCPM diminui
a verdadeira emissao de fluorescéncia da NzPc.

O estudo para a constru¢do do fator de corre¢do da emissdo de fluorescéncia do
farmaco NzPc quando na presenca de NTCPM foi realizado com uma solu¢do de 5 mL de
tampao Hank’s 1% PF-127 da NzPc. As adi¢des de solugdo de NTCPM/PF-127 aumentaram
o volume da solucdo de 5 mL da NzPc em 100 pL. Um estudo paralelo foi realizado e
verificou-se que a adi¢do de 100 uL de tampao Hank’s 1% PF-127 em 5 mL de solugdo de
NzPc (2 pg/mL) ndo modificou a fluorescéncia da solucdo.

A cada adigdo de NTCPM a solugdo da NzPc, espectros de fluorescéncia foram
retirados (Figura 26). Observou-se no fim das adigdes que a solugdo final (2 pg/mL de NzPc e
5 ng/mL de NTCPM) apresentava uma fluorescéncia menor que a solugdo inicial (2 pg/mL de
NzPc sem NTCPM). Essa diminuigdo da fluorescéncia ¢ devido a dificuldade da luz
atravessar a solucao na presencdo dos NTCPM. Comparando a area dos espectro da solugao
inicial com a 4rea do espectro da solucdo final, tem-se uma diminuicao de + 126 cm’.

Calculando a concentragdo real da solucdo inicial da NzPc usando a equa¢do de reta
da curva analitica, obtivemos o valor de 1,9 pg/mL. A solucdo final continua tendo 1,9 pg/mL
da NzPc mas, na presenca dos NTCPM, o valor da area do espectro de fluorescéncia indica,
através da equacdo de reta da curva analitica, a concentrag¢ao de 0,68 pg/mL. Dessa forma, um
fator matematico de correcdo foi construido, ¢ serd sempre aplicado sobre o valor de
concentracdo da NzPc quando em presenca de NTCPM. O fator de corre¢dao tem o valor de

2,77.
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Figura 26- Espectros de fluorescéncia das adigdes de NTCPM a solucao de 2 pg/mL da NzPc
em Hank’s 1% PF-127. A presenga dos NTCPM diminui a intensidade de fluorescéncia do
farmaco NzPc pois dificultam a passagem da luz pela solugdo. A partir da diferenga entre a
area do primeiro e do ultimo espectro foi criado um fator de corre¢do da concentragdao da

NzPc quando em presenga dos NTCPM

O estudo de uptake celular foi realizado com duas linhagens, B16-F10 e OSCC.
Durante 3 horas, 2 pg/mL da NzPc em Hank’s 1% PF-127 e o sistema NTCPM/PF-127/NzPc
foram incubado nas duas linhagens, ap6s a tempo de incubagdo as células foram lavadas 3
vezes com tampao Hank’s, lisadas por sonicagdo, transferidas para cubetas e a emissdo de
fluorescéncia foi detectada em 690 nm com fendas de 5 nm e excitacdo em 613 nm.

A quantidade inicial de NzPc, tanto na forma livre como associada aos NTCPM,
incubada foi de 2 pg/mL, representando 100% de uptake celular. A Tabela 5 resume os
valores das médias das areas dos espectros de emissdo de fluorescéncia das amostras
incubadas por 3 horas; a quantidade em ng/mL de farmaco interiorizado; a concentragdo real
do farmaco interiorizado usando o fator de corre¢do e a porcentagem de incorporacdo do

farmaco. O estudo foi realizado com n = 3.
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Tabela 5- Valores das médias das areas dos espectros de emissdo de fluorescéncia das
amostras, incubadas por 3 horas nas linhagens B16-F10 e OSCC; quantidade em ng/mL de
farmaco interiorizado; a concentracdo real do farmaco interiorizado usando o fator de

correcdo e a porcentagem de incorporagdo do farmaco

Amostra (linhagem) Médias das [NzPc]ng/mL Fator de Concentragio % de
areas dos do farmaco correcio real do incorporacgio
espectros de interiorizado farmaco do farmaco
fluorescéncia, interiorizado
cm’ em ng/mL

NzPc (B16-F10) 97,074 127,8 127,8 6,39

NzPc (OSCC) 101,35 150,5 150,5 7,53

NTCPM/PF- 85,69 66,6 2,77 184,5 9,23
127/NzPc (B16-F10)

NTCPM/PF- 93,4 107,9 2,77 2989 14,9

127/NzPc¢ (OSCC)

A porcentagem de NzPc intracelular na presenca do NTCPM ¢ consideravelmente
maior que a porcentagem de NzPc intacelular sem os NTCPM nas duas linhagens estudadas.
Pode-se concluir que os NTCPM contribuem acentuadamente para uma maior interiorizagao
do farmaco nas células estudadas (BIANCO et al., 2005; CHEN et al., 2006; KAM, 2005).

Observa-se também, que a porcentagem de NzPc intracelular na linhagem de
carcinoma humano OSCC ¢ maior quando comparada a linhagem melanocitica de rato B16-
F10, e, chega a quase 15% quando o farmaco esta associado aos NTCPM. A interagdo dos
NTCPM com a linhagem de carcinoma humano OSCC aparentemente ¢ maior que a interacao
com a linhagem melanocitica de rato B16-F10 (MONTEIRO-RIVIERE, 2005), fato esse que

pode contribuir para estudos in vivo de tratamentos cutaneos em humanos.

4.9 Fototoxicidade em linhagem B16-F10 e OSCC

A TFD ¢ baseada na interacdo do farmaco fotossensibilizador com luz visivel no
tecido alvo. Realizamos experimentos de fototoxicidade para o fairmaco na forma livre,
solubilizado em tampao Hank’s, e incorporado ao sistema de NTCPM.

A linhagem B16-F10 ¢ uma linhagem melanocitica proviniente de ratos, melanomas
ndo apresentam bons resultados quando tratados com TFD. A melanina absorve a luz

irradiada, diminuindo assim, o efeito fotodindmico do farmaco fotossensibilizador. Assim,
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apesar da linhagem B16-F10 ser de facil cultivo e manuseio, nos experimentos de
fototoxicidade, além dessa linhagem, a linhagem de carcinoma humano OSCC também foi
usada para avaliar e comparar o efeito dose resposta.

As duas linhagens foram incubadas nas concentragdes ndo citotoxicas do farmaco
(2 pg/mL) e do sistema NTCPM/PF-127/NzPc (2 pg/mL de NzPc e 5 ug/mL de NTCPM) por
3 horas, e, entdo iradiadas com diferentes doses de energia, os resultados estdo nas figuras 27,
28,29 e 30.

Os experimentos in vitro do farmaco NzPc na forma livre demonstram uma
substancial fototoxicidade em 10 J/cm?, com uma pequena, porém, melhor morte celular na
linhagem de OSCC (96% de células mortas) em relagdo a linhagem de B16-F10 (95% de
c¢lulas mortas), esses resultados sao compativeis com outros farmacos fotossensibilizadores
ja estudados (BACHOR et al., 1991). A analise de significancia estatistica entre o controle e
os outros grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
comparagdo multipla. Os valores obtidos, para cada dose de energia, apresentam as médias de
+ SEM (n=3). Todos esses valores de p, de cada dose em relagao ao controle, sao de p< 0,001,

valores de alta significincia estastistica.

NzPc Livre B16F10
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CT 05 10 50 100
Dose de energia Jiem?

Figura 27 - Porcentagem de células vivas da linhagem B16-F10 ap6s 3 horas de incubagao
com solu¢do de NzPc na forma livre na concentracdo de 2pg/mL e posterior irradiagdo com
diferentes doses de energia. A analise de significancia estatistica entre o controle e os outros
grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagdo
multipla. Os valores obtidos apresentam as médias de + SEM (n=3). Todos os valores de p em

relacdo ao controle sdo de p< 0,001, valores de alta significancia
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Figura 28- Porcentagem de células vivas da linhagem OSCC apds 3 horas de incubagdo com
solucdo de NzPc na forma livre na concentracdo de 2 pg/mL e posterior irradiagdo com
diferentes doses de energia. A andlise de significancia estatistica entre o controle € os outros
grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagao
multipla. Os valores obtidos apresentam as médias de + SEM (n = 3). Todos os valores de p

em relacdo ao controle sdo de p< 0,001, valores de alta significancia

Os experimentos in vitro de fototoxicidade do sitema desenvolvido NTCPM/PF-
127/NzPc, também demonstraram uma substancial fototoxicidade em 10 J/cmz, com uma
melhor morte celular na linhagem de OSCC (98% de células mortas) em relagdo a linhagem
de B16-F10 (96% de células mortas). A andlise de significancia estatistica entre o controle e
os outros grupos foi determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
comparac¢ao multipla. Os valores obtidos, para cada dose de energia, apresentam as médias de
+ SEM (n=3). Todos esses valores de p, de cada dose em relagdo ao controle, sdo de p< 0,001,

valores de alta significancia estastistica.
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Figura 29 - Porcentagem de células vivas da linhagem B16-F10 ap6s 3 horas de incubagao
com o sistema associado de NTCPM/NzPc e posterior irradiacdo com diferentes doses de
energia. A andlise de significancia estatistica entre o controle e os outros grupos foi
determinada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagao multipla.
Os valores obtidos apresentam as médias de £ SEM (n = 3). Todos os valores de p em relagao

ao controle sdo de p< 0,001, valores de alta significancia
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Figura 30 - Porcentagem de células vivas da linhagem OSCC apds 3 horas de incubag@o com
o sistema associado de NTCPM/NzPc e posterior irradiagdo com diferentes doses de energia.
A andlise de significancia estatistica entre o controle e os outros grupos foi determinada por
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparagdo multipla. Os valores obtidos
apresentam as médias de = SEM (n = 3). Todos os valores de p em relagdo ao controle sdo de

p< 0,001, valores de alta significancia
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Com esses resultados observa-se que o sistema de liberacao de farmaco desenvolvido
NTCPM/PF-127/NzPc realmente melhora a eficiéncia fotodindmica do farmaco NzPc, tanto
na linhagem B16-F10 como na linhagem OSCC, com maior eficiéncia na linhagem de
carcinoma humano. Os resultados da fototoxicidade estdo de acordo com os resultados de
uptake celular, os quais mostraram que a presenga dos NTCPM aumentou a interiorizagao do

farmaco nas células, e, assim, houve um maior dano fotodinanico no tecido alvo.
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5 Conclusoes

O farmaco fotossensibilizador NzPc apresenta parametros fotofisicos, fotoquimicos
adequados e aplicaveis a TFD. Quando comparado a um farmaco fotossensibilizador classico,
a ZnPc, o farmaco NzPc teve seus pardmetros espectroscopicos maximizados, isso ocorreu
devido a presenca dos grupos axiais na molécula.

A funcionalizagdo dos NTCPM com o surfactante Pluronic F-127, apds o tratamento
oxidativo, proporcionou uma melhor dispersio dos NTCPM em tampdo, contribuindo
também para a diminui¢ao da citotoxicidade.

Os estudos de up-take celular confirmam que a presenca dos NTCPM aumentam a
interiorizacdo do farmaco nas linhagens, e que, na linhagem celular humana a interiorizagdo ¢
maior quando comparada a linhagem celular de rato, fato que pode contribuir para os estudos
in vivo de tratamentos cutaneos.

O farmaco NzPc associado a NTCPM funcionalizados com Pluronic F-127,
apresentou um dano fotodindmico mais acentuado quando comparado a sua forma livre. O
aumento da sua potencialidade terapeutica se d4 pela maior concentracdo intracelular, do
mesmo, nas linhagens, mas com maior eficiéncia na linhagem de carcinoma humano OSCC

do que na linhagem melanocitica de rato B16-F10.
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