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RESUMO

SOARES, Mariana da Volta. Desenvolvimento e Avaliagdo de Nanoparticulas de Poli-e-
caprolactona contendo Zinco(II)ftalocianina para Uso na Terapia Fotodinamica do Cancer. Rio
de Janeiro, 2009. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Sistemas nanoestruturados de liberacio de farmacos tém sido reconhecidos como
veiculos promissores para a administragdo endovenosa de fotossensibilizantes da Terapia
Fotodinamica (TFD) do cancer. Zinco(Il)ftalocianina (ZnPc) ¢ um fotossensibilizante de segunda
geragdo com carater hidrofébico e necessita ser incorporado em um sistema de liberagao
adequado para ser injetado sistemicamente. Nanoparticulas (Nps) poliméricas tém sido utilizadas
para superar os problemas de insolubilidade de farmacos e melhorar a sua biodisponibilidade e
direcionamento para o tumor. Poli-e-caprolactona (PCL) ¢ um polimero sintético muito utilizado
no preparo de Nps porque é biodegradavel e biocompativel. O objetivo desse trabalho foi o
desenvolvimento, a caracteriza¢do e a avaliacio da fototoxicidade de nanoparticulas de poli-e-
caprolactona contendo zinco(Il)ftalocianina para uso na TFD do cancer. As Nps foram
preparadas pelo Método de Difusio do Solvente (MDS) e pelo Método de Emulsio e
Evaporacao do Solvente (MEES). O rendimento do processo foi melhor no MDS (73,8 £ 0,9%)
do que no MEES (44,1 £ 2,1%) e a eficiéncia de encapsulagdo foi satisfatéria para o MDS (68,6
+ 3,7%) e para o MEES (59,1 £ 2,9%). A caracterizagao dos sistemas de liberacio desenvolvidos
mostrou que as particulas apresentaram forma esférica e superficie regular, tamanho nanométrico
e distribuicido monomodal com valores de diametro médio de 332,8 £ 7,7 nm e 231,7 + 13,9 nm
(p < 0,05) para o MDS e MEES, respectivamente. Os valores de potencial zeta calculados foram
de -25,03 £ 2,79 mV e —485 * 154 mV (p < 0,05) para o MDS e para o MEES,
respectivamente. A ZnPc extraida das Nps nao teve suas propriedades espectroscopicas alteradas

apos a encapsulagdo, ja que houve a manutencao das bandas de absor¢io no UV-visivel e de



emissao de fluorescéncia. As analises de calorimetria e de difracdo de raios X sugeriram uma
provavel interagio entre a ZnPc dispersa na forma amorfa e a matriz polimérica de PCL das
nanoparticulas ap6s a nanoencapsulagiao. A liberagio da ZnPc das Nps obtidas pelo MDS foi
rapida com aproximadamente 17% liberada em 12 h e a liberagdao da ZnPc das Nps obtidas pelo
MEES foi sustentada e lenta, com aproximadamente apenas 10% da ZnPc liberada em 48 h. No
ensaio de fototoxicidade, houve uma reducao significativa de 97% (p < 0,05) da viabilidade das
células A549 (cancer de pulmio) apos a incubagao com Nps contendo ZnPc obtidas pelo MEES
e irradiacdo de luz (. = 660 nm) na dose de 100 J/cm®. As Nps contendo ZnPc obtidas pelo
MDS reduziram a viabilidade celular em 19,9% (p < 0,05) nas mesmas condi¢ées. A maior agao
fototoxica observada com as Nps obtidas pelo MEES deve-se, provavelmente, a sua
internalizacio em maior quantidade, que teria sido favorecida pelo tamanho pequeno e pelo
potencial zeta préximo da neutralidade. A analise da morfologia da linhagem celular A549 sugeriu
que a morte celular ocorreu por necrose e apoptose apds a agdao fotodinamica da ZnPc liberada
das Nps de PCL preparadas pelo MEES. Assim, as Nps de PCL obtidas pelo MEES sio sistemas
de liberagao promissores para encapsular ZnPc para uso na TFD do cancer.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, Nanoparticulas, Zinco(II)ftalocianina, Poli-e-caprolactona



ABSTRACT

SOARES, Mariana da Volta. Desenvolvimento e Avaliagio de Nanoparticulas de Poli-e-
caprolactona contendo Zinco(II)ftalocianina para Uso na Terapia Fotodinamica do Cancer. Rio
de Janeiro, 2009. Dissertacaio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Nanostructured drug delivery systems have been recognized as promising vehicles for the
endovenous administration of photosensitizers for cancer photodynamic therapy.
Zinc(II)phtalocyanine (ZnPc) is a second generation photosensitizer with hydrophobic character
and needs to be incorporated in a suitable delivery system to be injected systemically. Polymeric
nanoparticles (Nps) have been used to overcome drugs insolubility problems and improve its
bioavailability and target. Poly-e-caprolactone (PCL) is a synthetic polymer much utilized in the
preparation of Nps because it is biodegradable and biocompatible. The objective of this study
was the development, the characterization and phototoxicity evaluation of poly-e-caprolactone
nanoparticles loading zinc(II)phtalocyanine for use in cancer photodynamic therapy. Nps were
prepared by solvent displacement method (MDS) and emulsion and solvent evaporation method
(MEES). The process yield was better in MDS (73,8 * 0,9%) than in MEES (44,1 * 2,1%) and
the encapsulation efficiency was satisfactory for MDS (68,6 * 3,7%) and for MEES (59,1 *
2,9%). The characterization of the delivery systems developed showed that the particles have
spherical shape and regular surface, nanometric size and monomodal distribution with mean
diameters values of 332,8 + 7,7 nm and 231,7 £ 13,9 nm for MDS and MEES, respectively. The
calculated zeta potential values were —25,03 £ 2,79 mV and —4,85 = 1,54 mV for MDS and for
MEES, respectively. The ZnPc extracted from Nps did not have their spectroscopic properties
altered after encapsulation, since UV-vis absorbance and fluorescence emission bands were
maintained. Calorimetric and X-ray diffraction analysis suggested a probable interaction between

ZnPc dispersed in an amorphous form and the PCL polymeric matrix of Nps after encapsulation.



The release of ZnPc from Nps obtained by MDS was fast with nearly 17% of ZnPc released after
12 h and the release of ZnPc from Nps obtained by MEES was sustained and slow with
approximately only 10% of the ZnPc released after 48 h. Phototoxicity assay showed a
significantly decrease of 97% (p < 0,05) of A549 cells (lung cancer) viability after incubation with
ZnPc loaded nanoparticles prepared by MEES and irradiation (A = 660 nm) with a light dose of
100 J/cm® ZnPc loaded Nps prepared by MDS decreased 19,9% (p < 0,05) of cells viability in
the same conditions. The highest phototoxic action observed with Nps prepared by MEES is
probably due to your greater internalization, which would have been favored by the small size
and zeta potential near neutrality. The A549 cell line morphological analysis has suggested that
cellular death has occurred by necrosis and apoptosis after photodynamic action of ZnPc released
from Nps prepared by MEES. Therefore, PCL Nps obtained by MEES are promising delivery
systems to encapsulate ZnPc for cancer photodynamic therapy use.

Keywords: Photodynamic Therapy, Nanoparticles, Zinc(II)phtalocyanine, Poly-e-caprolactone
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo e a pesquisa com énfase
no desenvolvimento de tratamentos mais seletivos para esta doenga tem sido considerada muito
relevante SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999).

A terapia fotodinamica (TFD) e o emprego de sistemas nanoestruturados como veiculos
para a liberacio dos agentes fotossensibilizantes dessa terapia tornaram-se abordagens
promissoras para um tratamento mais seletivo do cancer (BECHET ef /., 2008).

Atualmente, a TFD é uma modalidade de tratamento bem estabelecida (BECHET e al.,
2008). O mecanismo envolvido nesta terapia ¢ a ativagao de um fotossensibilizante por luz visivel
na presenca de oxigénio molecular, o que resulta em um efeito citotéxico (SIBATA et al., 2000).
A seletividade deste tratamento esta relacionada com o fato de os componentes da terapia serem
toxicos apenas quando combinados, de forma que somente as células que forem expostas ao
fotossensibilizante e a luz, simultaneamente, serdo danificadas (SHARMAN, ALLEN & VAN
LIER, 1999).

As ftalocianinas sio os fotossensibilizantes de segunda gera¢do mais promissores para a
utilizacao na TFD (NUNES, SGUILLA & TEDESCO, 2004). A zinco(II)ftalocianina (ZnPc) ¢
uma ftalocianina que apresenta propriedades favoraveis para ser utilizada nesta terapia. No
entanto, a ZnPc ¢é extremamente hidrofébica e necessita ser incorporada em um sistema de
liberagao adequado para a administragao endovenosa 7 vivo (SONCIN ez al., 1995).

Sistemas nanoestruturados de liberacio de fiarmacos, conhecidos também como
nanocarreadores, tém sido reconhecidos como potenciais veiculos de fotossensibilizantes para
uso na TFD (BECHET e al, 2008; CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008). As
nanoparticulas poliméricas sao sistemas nanoestruturados que tém se destacado como veiculos
ideais para serem utilizados na TFD, entre outros motivos, devido ao seu tamanho nanométrico,

que possibilita a administragdo endovenosa dos fotossensibilizantes, e a capacidade de carregar
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substancias hidrofébicas, como é o caso da maioria dos fotossensibilizantes (CHATTERJEE,
FONG & ZHANG, 2008).

As nanoparticulas sio sistemas poliméricos e podem ser preparadas a partir de polimeros
naturais ou sintéticos. A poli-e-caprolactona (PCL) é um polimero sintético, biodegradavel,
biocompativel e barato, e tem sido utilizada na encapsulacio de diversos tipos de farmacos
(SINHA et al., 2004).

Existem diversos métodos de preparo de nanoparticulas bem descritos na literatura e, de
acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser encapsulado, pode-se escolher o
método mais adequado (REIS ez 4/, 2006). Os métodos mais utilizados para a encapsulagao de
farmacos hidrofébicos sio o método de difusio do solvente (MDS) ou nanoprecipitacio e o
método de emulsdo e evaporagao do solvente (MEES).

Apbs o preparo das nanoparticulas, é importante a caracterizagao desse sistema. As
caracteristicas de um sistema nanoestruturado consideradas mais importantes sio o tamanho, o
potencial zeta e a eficiéncia de encapsulacio (HANS & LOWMAN, 2002), mas estudos de
liberacdo #n witro, avaliacio da toxicidade em cultura de células e avaliacio da interacdo entre
farmaco e polimero siao relevantes para um maior conhecimento do sistema polimérico
desenvolvido.

A combinagio de um fotossensibilizante e um sistema de liberagdo adequados pode
melhorar a eficicia do tratamento da TFD (SONCIN ez 4/, 1995). As nanoparticulas, por
exemplo, sio capazes de carrear fotossensibilizantes hidrofébicos pelos vasos sanguineos e
possibilitam o seu acimulo no tumor (PARK ez a/., 2008), melhorando a seletividade da terapia.

Portanto, a utilizagdo de nanoparticulas biodegradaveis é promissora para o futuro da
TFD (BECHET ez al, 2008) e o desenvolvimento de um sistema de liberacio, como as
nanoparticulas de PCL, para a incorporagao da ZnPc, seria uma solugao simples e viavel para a
administracao endovenosa da ZnPc e posterior liberagcao deste fotossensibilizante para uso na

TFD.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo e configura-se como
um grande problema de satde publica. As maiores taxas de incidéncia de cancer sao encontradas
nos paises desenvolvidos (Estados Unidos, Italia, Australia, Alemanha, Canada e Franga). Nos
paises em desenvolvimento, as taxas mais elevadas encontram-se nos paises africanos e no leste
asiatico (Instituto Nacional de Cancer).

Segundo a Organizagio Mundial de Saude (OMS), o cancer foi responsavel por 7,9
milhées de mortes em 2007 e estima-se que ocorrerao 12 milhdes de obitos por cancer em 2030.
Os maiores {ndices de ébito ocorreram nos casos de cancer de pulmao, estomago, figado, célon e
mama. O cancer de pulmao é o mais comum de todos os tumores malignhos e permanece como
uma doenca altamente letal. No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer estima 27 mil novos casos
de cancer de pulmao em 2009.

O cancer, também denominado neoplasia maligha e tumor maligno, ¢ uma doenga
caracterizada pela multiplicagao e propagacao descontroladas de formas anormais das proprias
células corporais (RANG ez al, 2004). A formag¢ao de um tumor se inicia com uma unica célula
neoplasica rodeada de células normais. Essa célula neoplasica se multiplicara numa taxa mais
rapida do que as células normais e, uma vez formada a massa tumoral, o tecido sadio nio sera
mais capaz de competir pelos nutrientes provenientes da corrente sanguinea. Assim, as células
tumorais irdo deslocar as células normais até atingirem o tamanho maximo limitado pela difusao
de nutrientes. As células do tumor continuarido se dividindo, mas as células periféricas terdo
melhor acesso aos nutrientes e as células no interior do tumor irdo formar um nucleo necrético.
Quando a taxa de proliferagao se igualar a taxa de morte celular, o tumor estara no seu tamanho

maximo até que novos vasos sanguineos se formem para fornecer nutrientes necessarios para a
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expansao do tumor (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004). Esse processo esta

ilustrado na Figura 1.

Celulas sadias.

Mutagdo erm uma dnica célula.

Multiplicagfo de células neoplasicas & mais
rapida e desloca as células narmais.

Células normais sdo eliminadas e a fungdo do
drgdo @ comprometida.

Células neoplasicas continuam se multiplicando
e marrendo até que novos vasos sanguineos
sejam formados.

Figura 1. Desenvolvimento do tumor (Adaptado de BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004).

A transformac¢do de uma célula normal em uma célula neoplasica resulta da interagao
entre os fatores genéticos do individuo e fatores externos, que podem ser divididos em fisicos,
quimicos ou biologicos. Entre eles, estio a exposi¢ao excessiva a radiagao solar e as radiagdes
lonizantes; o tabagismo e o consumo excessivo de alcool; as infec¢bes virais e bacteriana. Além
disso, as falhas do sistema imunolégico, a idade avangada e o estresse sdo fatores que também
podem estar relacionados com o desenvolvimento do cancer (OMS).

As células malignas diferem das células normais pelas suas propriedades de proliferacao
descontrolada, perda da diferenciagao celular e da funcio, poder de invasio e capacidade de
realizar metastases (RANG ez a/., 2004). As mutacSes genéticas que levam ao desenvolvimento da
neoplasia ocorrem principalmente nos proto-oncogenes e nos genes supressores de tumor. Em
células normais, os proto-oncogenes atuam em diferentes niveis da proliferagao celular, mas
podem promover o crescimento tumoral quando mutados. Da mesma forma, uma mutagao nos

genes supressores de tumores como pRb e p53 resulta na disfuncdo das proteinas que
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normalmente inibem a progressio do ciclo celular, facilitando o crescimento celular anormal

(VERMEULEN, BOCKSTAELE & BERNEMAN, 2003).

2.1.1 Tratamento Classico do Cincer

IS

O tratamento classico do cancer envolve diversas terapias como a quimioterapia,

cirurgia e a radioterapia. Os objetivos da quimioterapia e da radioterapia sio impedir a

IS

proliferacao celular e promover a destruicao das células tumorais, que sao mais susceptiveis
morte por possuirem uma maior velocidade de crescimento do que as células sadias
(BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004). A cirurgia, por sua vez, ¢ utilizada para a
retirada mecanica de tecidos neoplasicos localizados.

A quimioterapia é um tratamento a base de farmacos citotoxicos e sua eficacia ¢ limitada
pela alta toxicidade e baixa seletividade para as células tumorais desses agentes antineoplasicos
(JAIN & JAIN, 2008) e, ainda, pela dificuldade de se atingir a concentragao terapéutica necessaria
do farmaco no sitio do tumor pelo periodo de tempo desejado sem que o farmaco cause efeitos
adversos em outros 6rgaos (CHAWLA & AMIJI, 2002). A radioterapia, por sua vez, induz a
morte celular por acdo de radia¢des ionizantes, que podem ser eletromagnética, raios X ou gama,
e particulada, particulas « e 3, prétons e néutrons. A radiagao elimina o tecido neoplasico, mas
também atinge os tecidos normais causando reagao inflamatéria local.

Essas terapias tradicionais envolvem propriedades citotoxicas indiscriminadas e, portanto,
resultam em efeitos adversos causados pela perda da funcio das células normais (SHARMAN,
ALLEN & VAN LIER, 1999). Os principais efeitos adversos relacionados a quimioterapia sao:
perda do apetite, émese, tlceras, dores abdominais, diarréia e queda de cabelo.

O desenvolvimento de novos tratamentos que apresentem maior seletividade para o
tecido neoplasico é muito importante para a melhoria da terapia do cancer SHARMAN, ALLEN

& VAN LIER, 1999). Pesquisas clinicas mostraram que pacientes estao abertos a novas opgoes
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terapéuticas e o principal objetivo dessas novas terapias ¢ aumentar o tempo e a qualidade de vida
dos pacientes com cancer. Em todos os casos, a eficicia do tratamento esta diretamente
relacionada com a habilidade do tratamento de alcangar e eliminar as células neoplasicas afetando

o minimo possivel as células sadias (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004).

2.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma modalidade terapéutica relativamente nova para o
tratamento de doencas neoplasicas e nao-neoplasicas (SIBATA ez al, 2000). Ela tem sido
considerada promissora para o tratamento do cancer desde a década de 1980, o que pode ser
atribuido ao seu conceito basico: trata-se de um método de tratamento clinico em que as células e
os tecidos neoplasicos sao destruidos por uma combinac¢io de luz e fotossensibilizante na
presenca de oxigénio molecular tecidual (SCHUITMAKER e/ 4/, 1996; CHATTERJEE, FONG
& ZHANG, 2008).

A TFD apresenta algumas vantagens quando comparada com as terapias convencionais
utilizadas para o tratamento do cancer:

- especificidade pelo tumor, permitindo o tratamento de tumores especificos e localizados, o que
nao ocorre na quimioterapia;

- regeneracao do tecido normal apos o tratamento, diferentemente da cirurgia;

- repeti¢ao da terapia, sem efeito toxico cumulativo, o que ocorre na radioterapia;

- relagdo custo-beneficio favoravel,

- altas taxas de cura;

- indugdo de imunizagao, evitando os efeitos imunossupressores;

- ¢ uma terapia ambulatorial, diferentemente da radioterapia e da quimioterapia, que podem durar
semanas ou meses, ¢ da cirurgia, que pode requerer hospitaliza¢io prolongada (MILLER ez 4/,

2007, CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008).
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2.2.1 Historico

O uso da luz como terapia na medicina teve sua origem nas antigas civilizacdes da Grécia,
Egito e India, que utilizavam a luz para tratar diversas doengas, incluindo psorfase e vitiligo. A
fototerapia desapareceu por muitos anos e so foi redescoberta pela civilizagao ocidental no inicio
do século XX por Niels Finsen, Oscar Raab e Herman von Tappeiner (DANIELL & HILL,
1991; STABLES & ASH, 1995; DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003).

A aplicagdo terapéutica da TFD em pacientes com cancer ocorreu muito tempo depois.
Em 1976, Kelly ¢# a/. iniciaram os primeiros estudos clinicos em pacientes com cancer de bexiga,
que foram tratados com hematoporfirina, apés Dougherty e# /. descobrirem a habilidade desse
fotossensibilizante de localizar o tumor e as suas propriedades fototoxicas nas células tumorais.
Esta descoberta levou ao desenvolvimento da TFD, uma ferramenta promissora para o
tratamento moderno do cancer (DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003; TRIESSCHEIJN ez

al., 2006). Na Figura 2, estdo descritos os principais eventos do desenvolvimento da TFD.

Richard Lipson e Baldes
descreveram o acumulo
de DHP e o seu uso na

fotodeteccéo de tumores

Niels Finsen ganhou o
Prémio Nobel pelo seu

Dougherty realizou
o primeiro estudo
clinico controlado
em humanos

trabalho em fototerapia

Friedrich Meyer-Betz
realizou o 10 estudo com
TFD com porfirinas em
humanos; ele usou a
hematoporifirna nas suas
proprias méos

Oscar Raab mostrou os efeitos
citotoxicos da combinagédo de
acridina com luz em
Paramecium caudatum

von Tappeiner € A.
Jodbauer introduzi-
ram o termo
“fotodinamica”

1907 1955 1960

1901 1911 1913

W. Hausmann descreveu os
efeitos fotossensiveis e

fototoxicos da hematoporfirina
na pele de camundongos

Niels Finsen usou luz
para tratar variola e
tuberculose cutanea

fototoxicidade da

Samuel Schwartz desenvolveu
um derivado de hematoporfirina
(DHP) pela acetilagéo e redugao
da hematoporfirina: DHP era
duas vezes mais fototéxico do
que a hematoporfirina

Herman von Tappeiner
e A. Jesionek usaram
eosina topica e luz
branca para tratar
tumores na pele

1972

|. Diamond mostrou a

hematoporfirina em
gliomas in vivo e in vitro

Thomas Dougherty
tratou com sucesso
pacientes com
cancer de pele

1976

O primeiro farmaco para
TFD foi aprovado no
Canada

J. F. Kely usou DHP para
tratar cancer de bexiga em
humanos e também observou
a regresséo do tumor

Figura 2. Linha do tempo da histéria da terapia fotodinamica (Adaptado de DOLMANS, FUKUMURA &

JAIN, 2003).
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Atualmente, a TFD tem se mostrado eficaz no tratamento de diversos tipos de
neoplasias, como de bexiga, pulmao, cabe¢a e pescogo, esdéfago e nos casos de esoéfago de Barrett.
Além disso, a TFD vem sendo considerada o tratamento ideal para o cancer de pele
(SCHUITMAKER ¢z al, 1996; TRIESSCHEIJN ¢t al, 2006; CHATTERJEE, FONG &
ZHANG, 2008).

Outras indicagoes da TFD sao, por exemplo, para tratamentos nos olhos (degeneragao
macular), na pele (queratose actinica, psorifase), em inflamag¢des localizadas (artrite reumatoide), e
em infecgoes localizadas (periodontite) (CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008).

No Brasil, estio sendo realizadas pesquisas experimentais e estudos clinicos de TFD. A
experiéncia clinica da TFD em Sio Paulo envolve a colaboragao do Instituto de Fisica de Sao
Carlos da Universidade de Sio Paulo, do Hospital Amaral Carvalho em Jau, e da Escola de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirao Preto (Figura 3).

Os fotossensibilizantes usados sao o Photogem® (derivado da hematoporfirina da Russia),
para os casos de inje¢do sistémica, ¢ o acido aminolevulinico (ALA), para as aplica¢bes topicas.
Diversos tipos de cancer sao tratados, entre eles, cancer da cavidade oral, carcinoma de

nasofaringe, cancer de pele e de mama e cancer de esofago e de bexiga (BAGNATO ez al., 2005).

Figura 3. TFD no Hospital do Cincer Amaral Carvalho, Jad, Sao Paulo (Adaptado de BAGNATO e7 4/,
2005).
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2.2.2 Mecanismo de Agao

A TFD envolve dois componentes individualmente nao-téxicos que ao serem
combinados induzem efeitos no tecido de uma maneira oxigénio-dependente; ou seja, a
combinagdo da luz visivel com um fotossensibilizante, na presenca de oxigénio molecular, produz
agentes citotoxicos letais que podem inativar as células tumorais (SHARMAN, ALLEN & VAN
LIER, 1999; DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003).

O tratamento consiste na administragao do fotossensibilizante e, apoés um intervalo de
tempo suficiente para o seu acimulo no tecido tumoral, irradia-se o tumor para a formagao do
fotossensibilizante no estado excitado (BECHET ez 4/, 2008). O fotossensibilizante pode ser
administrado por diversas vias, como por exemplo, injecio endovenosa ou aplica¢do topica na
pele (DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003). A luz visivel é aplicada em um comprimento
de onda especifico, que coincide com o comprimento de onda de absor¢io maxima do
fotossensibilizante (CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008), o qual é ativado e transfere
energia da luz para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas do oxigénio que destroem as

células tumorais (Figura 4).

aplicagio
local

Etapas da TFD

| Aplicagdo

celula Il Acumule

cancerosa Il Ativagao
IV Apoptose

' A
aplicagio
sistémica

Figura 4. Principais etapas da terapia fotodinamica (Adaptado de CHATTERJEE, FONG & ZHANG,
2008).
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Essas reacoes ocorrem no local imediato em que o fotossensibilizante absorve luz e,
portanto, as respostas biologicas ao fotossensibilizante sao ativadas apenas nas areas particulares
do tecido que foi exposto a luz (DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003). Isso confere maior
seletividade ao tecido neoplasico, uma vez que apenas essas células que sio expostas ao
fotossensibilizante, a luz e ao oxigénio serao também expostas ao efeito citotoxico. A seletividade
da TFD ¢ produzida tanto pelo direcionamento preferencial do fotossensibilizante para o tecido
tumoral como pela habilidade de se ativar o fotossensibilizante apenas no tecido tumoral pela
restricio da iluminagdo para aquela regiao especifica. Dessa forma, a TFD permite a destruigao
seletiva dos tumores enquanto mantém intacto o tecido normal (SHARMAN, ALLEN & VAN

LIER, 1999).

2.2.2.1 Mecanismos Fotofisico e Fotoquimico

O processo fotodinamico inicia-se quando o fotossensibilizante absorve um féton e softre
decaimentos simultaneos ou sequenciais que resultam em reagoes de transferéncia de energia
intramolecular. As principais classes de reagdes sao a foto-oxidagao por radicais (Tipo I), a foto-
oxidagao por oxigeénio singlete (Tipo II) e a fotorreacao sem envolvimento do oxigénio (Tipo I1I)
(SIBATA et al., 2000).

Diversos autores revisaram e descreveram os mecanismos envolvidos na terapia
fotodinamica (SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999; SIBATA e al., 2000; DOLMANS,
FUKUMURA & JAIN, 2003; CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008). As principais reacoes

estao representadas na Figura 5 e descritas a seguir.
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Figura 5. Mecanismos da terapia fotodinamica.

hv — absorcio de luz

So — estado singlete fundamental

Si — estado singlete excitado

T\ — segundo estado triplete excitado

T1 — primeiro estado triplete excitado

K¢ — constante de velocidade de fluorescéncia

K, — constante de velocidade de fosforescéncia

ic — conversio intersistema

cis — cruzamento intersistema

ks e k — constantes de decaimento nio radioativo

R*, X*, R** — produtos de reacio quimica (radicais livres)
H20;, Oz, HO" — espécies reativas de oxigénio

10, — oxigénio no estado excitado singlete

30, — oxigénio no estado fundamental (estado triplete)

Apbs a absor¢ao de um foéton de luz, o fotossensibilizante no estado fundamental (S,) é
ativado para um estado singlete excitado (S,). Moléculas nesse estado decaem rapidamente de
volta ao estado fundamental (S)) com a emissao de luz (fluorescéncia) (K; ou calor (K)), ou
podem ir ao estado triplete por cruzamento intersistema (cis).

O fotossensibilizante no estado triplete excitado (T,) pode decair para o estado
fundamental por fosforescéncia (K,) ou reagir de trés formas:

Reagao de Tipo I: o fotossensibilizante no estado triplete excitado (T)) reage diretamente com o
substrato (*O,) e transfere o 4tomo de hidrogénio ou elétrons para gerar radicais livres (R', X,
R™). Essas espécies de radicais livres sio geralmente altamente reativas e podem rapidamente
interagir com o oxigénio molecular para gerar espécies reativas do oxigénio, como anions
superéxidos ou radicais hidroxila, causando dano biolégico irreparavel.

Reagao de Tipo II: o fotossensibilizante no estado triplete excitado (T)) transfere energia

diretamente para o oxigénio molecular (O,) para formar oxigénio singlete ('O,). O oxigénio
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singlete ¢ extremamente reativo e pode interagir com um largo nimero de substratos biologicos,
induzindo dano oxidativo e morte celular.

Reagao de Tipo III: o fotossensibilizante no estado triplete (T,) excitado absorve luz e gera radicais
livres.

E geralmente aceito que os mecanismos de tipo IT predominam durante a TFD e que o
oxigénio singlete é o principal agente citotoxico responsavel pelos efeitos biologicos que
ocorrem. O oxigénio singlete ¢ altamente reativo, mas apresenta um tempo de vida curto, menor
do que 3,5 us, e pode se difundir apenas por 0,01 a 0,02 pm durante esse periodo (HATZ,
LAMBERT & OGILBY, 2007). Dessa forma, a extensio do dano ¢ limitada ao local de
concentra¢ao do fotossensibilizante, que, portanto, deve estar localizado perto do alvo no
momento da iluminacio (TRIESSCHEIJN ez 4/, 2006; CHATTERJEE, FONG & ZHANG,

2008).

2.2.3 Resposta Biologica

A TFD induz a produgao de agentes citotoxicos que rapidamente destroem as células
neoplasicas; esta resposta ¢ afetada 7z vivo pela complexidade dos sistemas biologicos. Diversos
alvos celulares podem ser afetados durante a TFD, incluindo mitocondria, lisossomos,
membranas plasmaticas, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e nicleo. A morte celular
pode ocorrer por necrose ou apoptose (SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999,
BUYTAERT, DEWAELE & AGOSTINIS, 2007).

A eficacia da TFD no tratamento do cancer, ou seja, a extensio do fotodano e da
citotoxicidade, é multifatorial e depende do tipo de fotossensibilizante, da concentracao do
farmaco e da sua localizagdo intra- e extracelular, da dose de luz exposta, do tempo entre a
administragdo do farmaco e a exposi¢ao a luz e da disponibilidade de oxigénio (DOLMANS,

FUKUMURA & JAIN, 2003; TRIESSCHEIJN e al., 2000).
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HEsses fatores podem modular trés processos independentes, mas possivelmente
relacionados, que contribuem para a eficiéncia da destruicio do tumor pela TFD: morte celular
tumoral direta por necrose ou apoptose; destruicao da vasculatura no tumor e ativagdo da
resposta imune contra as células tumorais remanescentes (DOLMANS, FUKUMURA & JAIN,
2003; CASTANO, DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005b; CASTANO, MROZ & HAMBLIN,
2006; TRIESSCHEIJN ef al., 2006; BUYTAERT, DEWAELE & AGOSTINIS, 2007).

Na Figura 6, estdo apresentados esses mecanismos. Inicialmente, a combinagiao de
fotossensibilizante e luz gera as espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singlete (‘O,),
responsaveis pela morte celular direta das células tumorais, que pode ocorrer por necrose ou
apoptose. Esse comportamento ¢é diferente da maioria dos agentes citotoxicos convencionais, que
normalmente causam apenas a morte celular apoptética (CASTANO, MROZ & HAMBLIN,
20006). O colapso da microvascultura também é observado logo apds a TFD. A destruiciao da
vasculatura associada ao tumor faz com que haja a privagio local de oxigénio e nutrientes,
resultando em hipdxia severa e persistente, que culmina com o infarto do tumor. Além disso, a
TFD ¢ capaz de ativar a resposta imune contra as células tumorais. Essa resposta envolve a
atividade antitumoral das células inflamatérias induzidas pela TFD e a geracao de uma resposta

imunolégica antitumoral prolongada (CASTANO, DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005b).

Estado singlete
excitado

Necrose e apoptose

Estado 4w das células tumorais
E\triplete 1 '._’" =
— ‘ 4
ISP

N N
Irradiacdo de luz vermelha

Estado
fundamental
PS: fotossensibilizante
PS*; fotossensibilizante
excitado
'0,: oxigénio singlete Destruigio da 8 2.,
%0,: oxigénio triplete microvasculatura o o.gf — Neutrifilo

Figura 6. Mecanismos de a¢do da TFD nos tumores (Adaptado de CASTANO, MROZ & HAMBLIN,
2000).
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A importancia relativa de cada um desses processos para a resposta geral do tumor ainda
esta por ser definida. No entanto, ja é estabelecido que a combina¢iao desses componentes ¢é

necessaria para a cura do tumor (DOLMANS, FUKUMURA & JAIN, 2003; CASTANO,

DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005b).

2.2.4 Fotossensibilizantes

Fotossensibilizantes sio compostos que absorvem energia da luz em comprimentos de
onda especificos e utilizam esta energia para induzir rea¢des em outras moléculas que nao
absorvem energia (SIBATA ez al., 2000).

A principal caracteristica de qualquer fotossensibilizante ¢ a sua habilidade de se acumular
preferencialmente em tecido tumoral e gerar agentes citotoxicos para induzir o efeito biolégico
desejado (SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999). No entanto, existem diversas
propriedades que um fotossensibilizante ideal deve apresentar, as quais podem ser divididas em:

- fisico-quimicas: alta pureza quimica, ou seja, auséncia de toxicidade e de formagao de subprodutos
toxicos; alto coeficiente de extingdo molar no visivel; baixa tendéncia a agregacio no meio
aquoso;

- fotofisicas: longo tempo de meia-vida no estado triplete; alto rendimento de geragdo de oxigénio
singlete e espécies reativas de oxigénio e/ou transferéncia de elétron para moléculas de substrato;
- farmacoldgicas: direcionamento seletivo e eficiente para o tecido tumoral; elimina¢do rapida do
organismo e baixa toxicidade sistémica;

- fototerapéuticas: destruicio preferencial e eficiente de células tumorais; auséncia de efeitos
adversos, devido ao minimo acimulo na pele, evitando a fotossensibilidade cutanea; minima
toxicidade no escuro e citotoxicidade apenas na presenca de luz; auséncia de potencial
mutagénico ou carcinogénico (JORI, 1996; SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999;

ALLISON ¢ al., 2004).
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Os fotossensibilizantes podem ser classificados em familias, de acordo com a sua

estrutura quimica, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacio dos fotossensibilizantes.

Familias de Fotossensibilizantes

. . Derivados da hematoportfirina, derivados da benzopotfirina
Derivados da Potrfirina: P ¢ P >

texafirinas
Derivados da Clorofila: Clorinas, pupurinas, bacterioclorinas
Corantes: Ftalocianinas, naftalocianinas

As porfirinas sao conhecidas como a primeira geragdao de fotossensibilizantes e é baseada
na hematoporfirina e nos seus derivados; apds a purificagao e manipulagio, os derivados de
hematoporfirina sio transformados em produtos comerciais chamados de Photofrin®,
Photosan®, Photocan” (ALLISON e al., 2004).

O Photofrin® foi o primeiro fotossensibilizante aprovado para uso na TFD do cancer
(Canada, 1993). Atualmente, ja foi aprovado por varias agéncias de saude e ¢ utilizado no
tratamento de diversos tipos de cancer em muitos paises. No entanto, apresenta algumas
limita¢Ges, como a baixa absor¢ao no comprimento de onda maximo de 630 nm e, com isso, ha a
necessidade de doses altas de luz; a baixa seletividade pelas células neoplasicas; e a sensibilizag¢ao
da pele do paciente por 4 a 12 semanas (TRIESSCHEIJN ez a/., 2000).

Embora essas desvantagens nio tenham interrompido o uso do Photoftin®, a pesquisa
para a obtencdo e utilizagdo de novos fotossensibilizantes na TFD continua sendo de grande
importancia (SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999). Os problemas encontrados com a
familia das porfirinas levaram ao desenvolvimento da segunda geracio de moléculas
fotossensibilizantes, como os derivados da porfirina, as clorinas, as ftalocianinas e as
naftalocianinas. Esses compostos apresentam a vantagem de serem puros, geradores efetivos de

oxigénio singlete e apresentarem alta absorcao na faixa de 650 a 800 nm, que é a faixa de

comprimento de onda em que hd maxima transmitancia de luz pelos tecidos e, portanto, a mais
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utilizada no tratamento de tumores. Além disso, apresentam alta seletividade para tecidos
tumorais e rapida eliminagdo do organismo, o que minimiza os efeitos adversos
(SCHUITMAKER ¢ al, 1996; KONAN, GURNY & ALLEMAN, 2002; CHATTERJEE,
FONG & ZHANG, 2008).

O Photosense” é um fotossensibilizante de segunda geragio aprovado para uso na TFD
na Russia e na India. Trata-se de uma mistura de derivados da aluminio-ftalocianina sulfonada
com atividade promissora no tratamento de diversos tipos de cancer (SHARMAN, ALLEN &
VAN LIER, 1999; ALLISON ez al., 2004).

Os principais fotossensibilizantes ja aprovados para o uso na TFD estio apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2. Tipos de cancer e firmacos aprovados (2003) (Adaptado de DOLMANS, FUKUMURA &
JAIN, 2003).

Doenga Farmaco Paises

Eso6fago de Barrett Photofrin® Unido Européia, EUA

Carcinoma de célula basal Metvix"” Unido Européia

Canada, Dinamarca, Finlandia, Franca,
Irlanda, Japao, Reino Unido, EUA

Cincer gastrico Photofrin® Japao

Cancer de bexiga Photofrin® Canada

Cancer endobronquial Photofrin®
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2.2.4.1 As ftalocianinas

Entre os fotossensibilizantes de segunda geracao mais promissores, estdao as ftalocianinas
(NUNES, SGUILLA & TEDESCO, 2004). As ftalocianinas apresentam propriedades como alta
seletividade para os tecidos tumorais, alta eficiéncia citotoxica devido a fotogeragao de oxigénio
singlete (SIBATA e al., 2004) e alto coeficiente de absor¢ao na faixa de 650 a 850 nm em energias
em torno de 100 J/cm’, com étima penetragio da luz no tecido (ALLISON e a/., 2004; NUNES,
SGUILLA & TEDESCO, 2004), resultando em elevada resposta fototerapica.

A estrutura molecular das ftalocianinas ¢ semelhante a das porfirinas: apresenta um
macrociclo tetrapirrélico com atomos de nitrogénio ligando as subunidades pirrélicas no lugar
das pontes de metileno presentes nas porfirinas. A periferia do macrociclo ¢é estendida por anéis
benzénicos que aumentam a absor¢io em comprimentos de onda na regidao do vermelho do
espectro visivel, de modo que a sua absor¢ao maxima ocorre em comprimentos de onda maiores
do que o das porfirinas SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999).

O estudo das ftalocianinas como agentes fotossensibilizantes para a TFD tem sido
favorecido devido as suas propriedades fotofisicas, quimicas e espectrais, além de propriedades
como a solubilidade, que pode ser alterada pela adi¢io de substituintes no macrociclo
(SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999; YSLAS, DURANTINI & RIVAROLA, 2007).

As propriedades fotofisicas das ftalocianinas sio extremamente dependentes do ion
metalico central (NUNES, SGUILLA & TEDESCO, 2004). A complexacao das ftalocianinas
com metais como o aluminio, o zinco e o silicio, que sao inseridos no anel central do macrociclo,
parece melhorar a atividade desses fotossensibilizantes (SCHUITMAKER e al, 1996). As
ftalocianinas complexadas com metal que apresentam as propriedades fotofisicas mais favoraveis
para a aplicagao na TFD, sao os complexos de Zn(II) e AI(II): zinco (II) ftalocianina (ZnPc) e

cloroaluminioftalocianina (AIPHCI) (NUNES, SGUILLA & TEDESCO, 2004).
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A ZnPc (Figura 7) ¢ facil de ser obtida, apresenta estabilidade fisica e quimica, produz
oxigénio singlete com alto rendimento, que confere elevada citotoxicidade a molécula, e apresenta
alta absorcao na faixa de comprimento de onda correspondente a regido do espectro
eletromagnético que representa a janela Otima para a transmitancia de luz pelos tecidos
(SAVOLAINEN et al., 2008), tornando-a um fotossensibilizante promissor com forte atividade

fotoquimica e fotodinamica para aplicagao na TFD do cancer.

Figura 7. Estrutura molecular da zinco (II) ftalocianina (ZnPc).

No entanto, assim como a maioria dos fotossensibilizantes de segunda geragao, a ZnPc é
hidrofébica, altamente insolivel em agua e em solventes fisiologicamente compativeis. A
lipofilicidade dos fotossensibilizantes torna dificil o desenvolvimento de formulagdes em
solventes compativeis, especialmente para a administragdo endovenosa e, por isso, o principal
problema da TFD esta relacionado com a liberagio desses fotossensibilizantes lipofilicos nas
células tumorais (ZEISSER-LABOUEBE e/ al., 2006). Assim, para ser administrada por meio de
uma inje¢do sistémica 2 vivs, a ZnPc precisa ser incorporada em um sistema de liberagao
adequado (SONCIN e al., 1995).

Diversos sistemas para a encapsulagio da ZnPc ja foram propostos, como as emulsdes

oleosas, as vesiculas de LDL, os lipossomos, os anticorpos monoclonais com ZnPc complexada,
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as micelas poliméricas e as microparticulas poliméricas (KONAN, GURNY & ALLEMAN,
2002). Entretanto, esses sistemas apresentam desvantagens, como baixa estabilidade e eficiéncia
de encapsulagiao no caso dos lipossomos (SOPPIMATH et al., 2001), possibilidade de reagoes de
hipersensibilidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade quando se utiliza emulsdes oleosas como
Cremophor EL (6leo de ricino polioxietilado) (FENG & HUANG, 2001) e possibilidade de
obstruir pequenos capilares no caso de administracao endovenosa de microparticulas (HANS &
LOWMAN, 2002).

Um sistema de liberaciao que tem sido muito pesquisado atualmente sao as nanoparticulas
poliméricas, cujas principais vantagens sao a alta eficiéncia de encapsulagao, a possibilidade de se
controlar a liberagdo do farmaco e a variedade de materiais e métodos disponiveis para o seu
preparo  (KONAN, GURNY & ALLEMAN, 2002). A ZnPc ja foi encapsulada em
nanoparticulas de acido poli-(D,I. latico-co-glicélico) (PLGA) (RICCI JUNIOR &
MARCHETTI, 2006a, 2006b), mas ainda niao foram desenvolvidas nanoparticulas de PCL
contendo a ZnPc.

O desenvolvimento de sistemas de liberacao de fotossensibilizante adequados ¢ critico
para o aumento da aplicagao e da aceitabilidade da TFD, ja que os sistemas de liberagdo parecem
ter papel importante na modulacio da eficiéncia e da seletividade pelo tumor dos
fotossensibilizantes (ZEISSER—LABOUEBE et al., 2006). Dessa forma, a eficacia do tratamento
da TFD pode ser aperfeicoado pela combinacio de um fotossensibilizante e um sistema de
liberagao adequados (SONCIN e7 a/., 1995). Uma alternativa simples, inteligente e viavel para a
incorporacao da ZnPc em sistemas de liberacio hidrofébicos ¢ a sua encapsulagio em
nanoparticulas. O uso de diferentes polimeros e condi¢cdes de preparo pode contribuir para a

obtenc¢iao de um sistema de liberagao ideal e mais apropriado para uma futura aplicagao clinica.
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2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO NANOESTRUTURADOS

Nos ultimos anos, alguns estudos mostraram que uma abordagem eficaz para otimizar a
acdo farmacolégica dos farmacos é associar a molécula ativa com um sistema de liberagao
nanoestruturado (PINON-SEGUNDO e# 4/, 2005). A nanotecnologia tem sido aplicada no
desenvolvimento desses novos sistemas de liberagao, que muitas vezes sio veiculos de farmacos
para aplicacbes no tratamento do cancer. Entre esses veiculos, estdio as nanoparticulas
poliméricas, os dendrimeros, os lipossomos, as nanoparticulas magnéticas, as nanoparticulas
baseadas em acidos nucléicos e as nanoparticulas virais (ALEXIS ez a/., 2008).

Esses novos sistemas de liberagao tém o potencial de aperfeicoar o indice terapéutico de
diversos farmacos ja disponiveis aumentando a sua eficacia, diminuindo a sua toxicidade e
atingindo niveis terapéuticos estacionarios por um periodo prolongado. Além disso, os
nanocarreadores podem aumentar a solubilidade e a estabilidade do farmaco, permitindo o
desenvolvimento de novas entidades quimicas potencialmente efetivas que nao haviam
ultrapassado as fases pré-clinica e clinica por causa de suas propriedades farmacocinética e
bioquimica. Finalmente, esses sistemas também podem facilitar o desenvolvimento de sistemas
de liberacao multifuncionais com aplicagoes terapéutica e diagnodstica simultaneas (ALEXIS ez al.,
2008).

Para a TFD, o sistema de liberagdo do farmaco ¢é o principal desafio. Como a maioria dos
fotossensibilizantes é caracterizada pela alta lipofilicidade, diversas estratégias de encapsulagao
tem sido estudadas para proteger esse componente hidrofébico do meio aquoso
(CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008). O sistema de liberacao ideal deve permitir o
acumulo seletivo de fotossensibilizante no tecido tumoral e a liberacio de concentracoes
terapéuticas do fotossensibilizante ao sitio alvo com baixo ou nenhum acimulo nas células
normais. O carreador também deve incorporar o fotossensibilizante sem que ocorra perda ou

alteracdo da sua atividade, permitindo a sua administra¢ao na forma monomérica e reduzindo a
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agregacao que ¢ possivel de ocorrer devido a hidrofobicidade do fotossensibilizante. Além disso,
devido aos tratamentos com doses repetidas, o sistema também deve ser biodegradavel e nao
apresentar imunogenicidade (KONAN, GURNY & ALLEMAN, 2002; CHATTERJEE, FONG

& ZHANG, 2008).

2.3.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como sistemas coloidais ou como
carreadores solidos de farmacos, que apresentam diametro inferior a 1 um e sdo preparados a
partir de polimeros naturais ou sintéticos (BRIGGER, DUBERNET & COUVREUR, 2002;
REIS et al., 20006).

Recentemente, as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis se tornaram uma importante
area de pesquisa por serem um potencial sistema de liberagao de farmacos, devido a sua aplicagao
na liberagao controlada de farmacos, sejam hidrofilicos ou hidrofébicos, a sua habilidade de
atingir 6rgaos ou tecidos especificos e, além disso, por atuarem como carreadores de DNA,
vacinas, proteinas e peptideos (SOPPIMATH ez a/., 2001; HANS & LOWMAN, 2002).

De acordo com o processo utilizado na preparacio das nanoparticulas, obtém-se
nanoesferas ou nanocapsulas (Figura 8). As nanoesferas sdo sistemas cuja estrutura é a matriz
polimérica onde o farmaco esta disperso homogeneamente, podendo estar adsorvido na
superficie ou encapsulado na nanoparticula. J4 as nanocapsulas sao sistemas reservatérios em que
o farmaco pode estar adsorvido na superficie da particula ou confinado numa cavidade aquosa ou
oleosa, que é envolvida por uma parede polimérica externa que forma a capsula (SOPPIMATH ez

al., 2001; BRIGGER, DUBERNET & COUVREUR, 2002; NAGARWAL e al., 2009).



45

Farmaco
adsnnrldn

bdatriz polimérica

Farmaco

encapsulado \\‘

NANOESFERA NANOCAPSULA

Figura 8. Diferentes tipos de nanoparticulas (Adaptado de NAGARWAL ez al., 2009).

A nanoencapsulagdo tornou-se uma estratégia adequada para aumentar a
biocompatibilidade e a dispersio de compostos lipofilicos insoluveis em agua, ja que fornece
sistemas com o interior lipofilico, para permitir a solubilizacgio dos compostos, e com uma
camada superficial hidrofilica, que garante a sua dispersao em meio aquoso (DEDA ez al., 2009).

Além disso, as nanoparticulas variam em tamanho numa escala compreendida entre 10 e
1000 nm (SOPPIMATH et al., 2001) e, por isso, apresentam uma importante vantagem sobre as
microparticulas, que sio maiores que 1000 nm e, por isso, ndo podem ser administradas por via
endovenosa. Os menores vasos capilares apresentam diametro de 5 a 6 pm e o tamanho das
particulas a serem distribuidas na circulagio sanguinea deve ser significativamente menor para
garantir que as mesmas niao causem embolia (HANS & LOWMAN, 2002). Portanto, as
nanoparticulas, gragas ao seu tamanho nanométrico, podem ser administradas por qualquer via e,
principalmente, podem ser injetadas na corrente sanguinea sem risco de obstruir os pequenos
capilares.

Apoés  administracdo endovenosa, as nanoparticulas sio rapidamente retiradas da

circulagao sistémica por células do sistema fagocitirio mononuclear e acumulam-se,
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principalmente, no ba¢o e no figado (SOPPIMATH ef 4/, 2001; HANS & LOWMAN, 2002;
CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008). Para aumentar o tempo das nanoparticulas na
circulacao sanguinea e, consequentemente, o seu acumulo no local de a¢ao do farmaco, por
exemplo, em um tumor, as nanoparticulas podem sofrer modificagdes na superficie, como a
adicdo de polietilenoglicol (PEG) (HANS & LOWMAN, 2002).

No entanto, recentes estudos mostraram que farmacos conjugados com polimeros e
nanoparticulas apresentam circula¢ao prolongada nos vasos sanguineos tumorais e se acumulam
passivamente nos tumores, sugerindo a existéncia de um mecanismo passivo de retengao e a
potencialidade desses sistemas nanoestruturados em tratamentos para o cancer (PARK e a/,
2008).

A vasculatura normal ¢é caracterizada por vasos intactos e continuos. Por outro lado, os
vasos sanguineos tumorais sao geralmente caracterizados por anormalidades como alta propor¢ao
de células endoteliais proliferativas e formac¢ao anormal da membrana, devido a rapida
vascularizagdo necessaria para prover oxigénio e nutrientes para o tumor que cresce rapidamente.
A estrutura dos vasos sanguineos de um tumor, composta por fenestras e lacunas, associada a
auséncia de um sistema linfatico intacto, torna os vasos sanguineos neste local permeaveis a
macromoléculas e nanoparticulas. Dessa forma, as nanoparticulas tendem a se acumular nos
tecidos tumorais passivamente. Este fenomeno de atingir o alvo (tumor) passivamente foi
chamado de efeito aumentado de permeagao e reten¢ao e esta apresentado na Figura 9 (ALEXIS

et al., 2008; PARK et al., 2008).
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Figura 9. Efeito aumentado de permeagdo e retencdo: nanoparticulas poliméricas acumulam-se
preferencialmente em tumores solidos (Adaptado de PARK ez a/., 2008).

O acimulo passivo das nanoparticulas nos tecidos tumorais ¢ uma vantagem do uso
desses sistemas, j4 que hd o aumento da concentracio de firmaco no alvo e a consequente
diminui¢ao da toxicidade as células normais, responsavel pelos efeitos adversos comuns aos
tratamentos com quimioterapicos (ZHANG ez al., 2004; ALEXIS ez al., 2008; PARK e al., 2008).

Na TFD, a encapsulagao de fotossensibilizantes, como a ZnPc, em nanoparticulas resulta
em um sistema com hidrofilicidade e tamanho adequados para atingir o tumor pelo mecanismo
de permeacio e retencio (CHATTERJEE, FONG & ZHANG, 2008). Além disso, ao atuarem
como vefculos de farmacos capazes de atingir as células ou tecidos neoplasicos, as nanoparticulas
podem garantir a estabilidade do farmaco, que fica protegido de uma possivel inativagao
prematura durante o seu transporte até o local desejado (BRIGGER, DUBERNET &

COUVREUR, 2002).
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2.3.1.1 Preparo e Caracterizagao de Nanoparticulas

Existem diversos métodos de preparo de nanoparticulas descritos na literatura e,
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do polimero, é possivel escolher o
melhor método de preparacio e o melhor polimero para obter uma encapsulagio eficiente do
farmaco (REIS ez al., 2006). Os métodos mais comuns sao o método de emulsio e evaporagao do
solvente, polimerizagio do mondmero, nanoprecipitacio e salting-out (GOVENDER ¢ 4/,
1999).

Os métodos mais apropriados para a encapsulacao de farmacos hidrofébicos, como a
ZnPc, sao o método de difusio do solvente (MDS) e o método de emulsio e evaporacio do
solvente (MEES) (REIS ef /., 20006).

O MDS, desenvolvido por Fessi ez al. (1989) (apud GOVENDER ef al., 1999), representa
uma técnica simples e reprodutivel, que vem sendo utilizada por diversos grupos de pesquisa
(GOVENDER ¢f al., 1999). O MDS ¢é um bom método para o preparo de nanoparticulas em
escala industrial. Nesse método, também chamado de nanoprecipitagdo, o polimero ¢ dissolvido
em um solvente miscivel em 4gua e essa fase ¢ adicionada a uma solu¢iao aquosa contendo um
tensoativo sob agitagao magnética (REIS ez a/., 2000). A deposi¢ao do polimero na interface entre
a agua e¢ o solvente organico, causada pela rapida difusio do solvente, resulta na formagao
instantanea da suspensao coloidal (QUINTANAR-GUERRERO ef al., 1998 apud REIS et al.,
2000).

Assim como o MDS, o preparo de nanoparticulas pelo MEES ¢ simples. O processo
envolve duas etapas: inicialmente, o polimero ¢ dissolvido em um solvente organico imiscivel em
agua, como o diclorometano; o farmaco ¢ dissolvido nesta solugao e ocorre a emulsificacdo desta
mistura em uma fase aquosa contendo um tensoativo, como o alcool polivinilico (PVA), para se

obter uma emulsiao 6leo em agua; durante a segunda etapa, o solvente é evaporado, induzindo a
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precipitagao do polimero como nanoesferas, onde o farmaco esta disperso (SOPPIMATH ef al.,
2001; REIS ez al., 20006).

Apbs o preparo, o estudo de caracterizagao das nanoparticulas ¢ uma importante etapa do
desenvolvimento desses nanocarreadores, uma vez que as caracteristicas de composi¢ao
polimérica das nanoparticulas, como hidrofobicidade, carga superficial e perfil de biodegradacao,
das substancias adjuvantes, e do farmaco associado, como peso molecular, carga e localizagao nas
nanoesferas por adsor¢ao ou incorporacao, tém grande influéncia nos processos de absor¢ao do
farmaco, biodistribui¢ao e eliminagao (REIS ez 4/, 20006). As principais caracteristicas que devem
ser avaliadas sao o tamanho e a carga superficial (potencial zeta) das nanoparticulas, a eficiéncia

de encapsulacio e o perfil de liberagdo do farmaco encapsulado (HANS & LOWMAN, 2002).

2.3.2 Poli-g-caprolactona

Atualmente, o uso de polimeros biodegradaveis para a liberagcdo controlada de agentes
terapéuticos ja é bem estabelecido (BIRNBAUM e 4/, 2000). As nanoparticulas podem ser
preparadas a partir de polimeros biodegradaveis naturais ou sintéticos.

As propriedades importantes que um polimero biodegradavel deve apresentar sao: nao
causar reacdo inflamatéria ou resposta toxica quando aplicada no organismo, apresentar tempo
de vida relativamente longo, possuir tempo de degradacao em acordo com o processo em que
esta sendo utilizado, ter permeabilidade adequada para o uso e gerar produtos de degradacao que
nao sejam toxicos e que sejam biotransformados e eliminados do organismo (NAIR &
LAURENCIN, 2007).

Os polimeros sintéticos tém sido mais utilizados nessa area, uma vez que os polimeros
naturais apresentam variagao na pureza e normalmente requerem reagoes de ligacdo cruzada que
podem desnaturar os farmacos encapsulados (HANS & LOWMAN, 2002). Os polimeros

sintéticos mais utilizados sao os poliésteres alifaticos, como o acido poliglicolitico (PGA), o acido
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polilatico (PLA) e o acido poli-(D,L latico-co-glicélico) (PLGA). O sucesso desses polimeros em
aplicagoes farmaccéuticas levou ao estudo da poli-e-caprolactona (PCL) (SINHA ez al., 2004), que
¢ um poliéster alifatico semicristalino de grande interesse (NAIR & LAURENCIN, 2007).

A PCL (Figural() é um polimero sintético, biodegradavel e biocompativel, ou seja, é
degradado em monomeros individuais que sao biotransformados e removidos do organismo por
vias metabodlicas normais 7z vive, e é toxicologicamente seguro (CHAWLA & AMIJI, 2002;
ALEXIS et al., 2008). A degradagao da PCL ¢ lenta (NAIR & LAURENCIN, 2007). O polimero
sofre degradacao hidrolitica devido a presenca de ligagdes hidroliticamente labeis como as do

éster alifatico.

0 @)
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Figura 10. Estrutura do polimero poli-e-caprolactona (PCL).

A PCL difere dos demais polimeros sintéticos por apresentar uma degrada¢ao mais lenta
(SINHA e# al., 2004) e por ser mais hidrofébica do que o PLGA (ESPUELAS ez al., 1997), por
exemplo. Além disso, tem a vantagem de apresentar um custo mais baixo do que os demais
poliésteres alifaticos.

Devido a sua degradagao lenta e auséncia de toxicidade, a PCL tem sido investigada para
uso em sistemas de liberacao de farmacos e vacinas (NAIR & LAURENCIN, 2007). A PCL
também tem sido utilizada na preparagao de nanoparticulas de diversos farmacos lipofilicos,
como isradipina (VERGER e7 4/, 1998), primidona (FERRANTI e/ a/., 1999), griseofulvina (ZILI,
SFAR & FESSI, 2005), espironolactona (BLOUZA et al., 2006), entre outros.

Assim, a encapsulagao de ZnPc em nanoparticulas de PCL é uma solucao interessante
para a administracao endovenosa da ZnPc, com possibilidade de acimulo do sistema no tecido
tumoral por direcionamento passivo e posterior liberacio do farmaco para uso na TFD do

cancet.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do projeto ¢ o desenvolvimento, a caracterizacao e o estudo de fototoxicidade
em cultura de células neoplasicas de nanoparticulas de poli-e-caprolactona contendo

zinco(II)ftalocianina para uso na terapia fotodinamica do cancer.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Preparacao das nanoparticulas de PCL contendo ZnPc pelo MDS e MEES e calculo do
rendimento do processo.

3.2.2 Caracterizacao das nanoparticulas: determina¢ao do tamanho por espalhamento de luz e do
potencial zeta por mobilidade eletroforética e estudo da morfologia por microscopia eletronica de
transmissao.

3.2.3 Padroniza¢ao da metodologia analitica para a quantificacio de ZnPc por emissio de
fluorescéncia.

3.2.4 Determinagao da eficiéncia de encapsulagao da ZnPc nas nanoparticulas.

3.2.5 Caracterizagao espectroscopica da ZnPc encapsulada e livre.

3.2.6 Avaliagao da interagao farmaco-polimero.

3.2.7 Estudo do pertil de liberacao z vitro.

3.2.8 Estudos de toxicidade e fototoxicidade das nanoparticulas contendo o fotossensibilizante

em cultura de células neoplasicas (cancer de pulmao).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Solventes, Reagentes, Matérias-Primas e Meio de Cultura

Antibiéticos (Estreptomicina/Penicilina) — GIBCO

Acetona - VETEC

Agua Destilada

Agua Purificada (MilliQ) — MILLIPORE

Alcool Polivinilico 87-89% hidrolisado (PVA) — SIGMA-ALDRICH
Azul de Tripan — VETEC

Bicarbonato de S6dio NaHCO,) — GIBCO

Cloreto de Sédio (NaCl) - VETEC

Diclorometano (DCM) — VETEC

Dimetilsulféxido (DMSO) — SIGMA-ALDRICH

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) — VETEC

EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) — SIGMA-ALDRICH
Fosfato de Sodio Dibasico — FARMOS

Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) —- HENRIFARMA
Giemsa — MERCK

Glutamina — GIBCO

HEPES (acido N-2 [4-Hidroxietil piperazina|] N-2 etano sulfonico) — SIGMA-ALDRICH
Hidréxido de Sédio (NaOH) — GIBCO

Lutrol® micro 68 (Poloxamer 188) — BASF

Meio Dulbeco’s Modificado (DMEM) — GIBCO



Metil-2-pirrolidona — VETEC

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) — SIGMA
Permount — Fisher Scientific Company

Poli-e-caprolactona (PCL) — SIGMA-ALDRICH

Soro Fetal Bovino (SFB) — GIBCO

Tampao Fosfato Salino (TES)

Xilol - MERCK

Zinco(II)ftalocianina (ZnPc) — SIGMA-ALDRICH

4.1.2 Equipamentos

Agitador magnético — Mag-Multi, Marte

Agitador mecanico — Ultra-Turrax” (T18), IKA

Analisador de Potencial Zeta — Zeta Plus, Brookhaven Instruments

Analisador de Tamanho de Particulas — 90Plus/BI-MAS, Brookhaven Instruments

Balanga Eletronica — FA2104N, Bioprecisa

Balanca Eletronica — BG2000, Gehaka

Banho de Ultrassom — T14, Thorton

Calotimetro de Varredura Diferencial — DSC 50, Shimadzu
Capela de Fluxo Laminar — ULFS 12, VECO

Centrifuga Refrigerada — CT-6000R, Cientec

Difratometro de Raios X — PHILIPS

Espectrofluorimetro — F-6300, JASCO

Espectrofotometro — V-630, JASCO

Estufa de Cultura — 002CB, FANEM

Laser — Photon Laser I, DMC
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Leitora Automatica de Microplacas de 96 pogos (ELISA) — ThermoPlate
Liofilizador — Labconco

Microscopio Eletronico de Transmissao — Morgagni (268), FEI
Microscopio ()ptico — DMLS, Leica

Pipetas automaticas — Pipetman, P200, P1000, P5000, Gilson

pHmetro — modelo 2000, VWR Scientific

Placa de Aquecimento/Agitacao - Corning

Processador Ultrassonico — UP100H, Hielscher

Rotaevaporador — Rotavapor” (R114), BUCHI

Ultracentrifuga — Avanti® (J 25), Beckman Coulter”
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das Nanoparticulas

As nanoparticulas de PCL contendo ZnPc foram preparadas por dois métodos distintos

ja amplamente descritos na literatura.

4.2.1.1 Método de Difusao do Solvente (MDS)

As nanoparticulas obtidas pelo método de difusio do solvente (MDS) foram preparadas
adaptando-se as etapas dos processos realizados por Verger e al. (1998), Chawla & Amiji (2002),
Zili, Sfar & Fessi (2005) e Blouza ez al. (2000).

Uma quantidade conhecida do polimero (PCL) foi dissolvida em acetona, sob
aquecimento em banho-maria a 45°C, por 30 minutos. O fotossensibilizante (ZnPc) foi
dissolvido em metil-2-pirrolidona, obtendo-se uma solucao a 1 mg/ml. Essa solu¢ao de ZnPc foi
adicionada a dispersao do polimero em uma concentragio correspondente a 300 ug de ZnPc,
obtendo-se a fase organica. A fase organica foi vertida com o auxilio de um funil de vidro em
uma fase aquosa contendo Lutrol” (tensoativo) sob agitagio magnética moderada e constante
com o auxilio de uma placa de agitagao, a temperatura ambiente. As nanoparticulas foram
formadas instantaneamente.

A acetona foi removida por evaporacao a 40°C sob baixa pressao em rotaevaporador, por
aproximadamente 2 h. A separagdo e purificagio das nanoparticulas foram realizadas por
centrifugacao. O processo de centrifugacao foi feito de forma gradativa, ou seja, a suspensao foi
submetida a diversas etapas de centrifugacao, recolhendo-se os precipitados de nanoparticulas e
centrifugando o sobrenadante resultante, conforme condi¢des apresentadas na Tabela 3. Os

pellets de nanoparticulas de todo o processo de centrifugacio foram ressuspensos em agua
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destilada e submetidos a duas etapas de centrifugacio a 5.000 x g por 10 minutos para a
purificagao. O processo de purificagao foi efetuado com o objetivo de remover os possiveis

residuos de tensoativo, de solvente organico e de fotossensibilizante nao encapsulado.

Tabela 3. Etapas do processo de centrifugacdo da suspensdo de nanoparticulas obtida por MDS.

Etapas Velocidade (g) Tempo (minutos)
1* 2.500 5
2° 5.000 10
3 5.000 10
4 10.000 10
5 10.000 10
6" (Purificagao) 5.000 10
7* (Purificagio) 5.000 10

Apbs os processos de separacdo e purificagdo, a suspensio de nanoparticulas foi
congelada e posteriormente seca por liofilizagao e armazenada ao abrigo de luz e a temperatura

ambiente. O processo esta esquematizado na Figura 11.

N

Fase Orgénica Fase Aguosa
(acetona, PCL, ZnPc) (dgua e Lutrol)

Difusao do solvente por
agitacdo magnética

—) )

Evaporacdo do solvente,
centrifugacdo e purificacdo el 0000

o

Emulséo de Nps Suspensédo de Nps Nanoparticulas

Liofilizac&o

Figura 11. Esquema do processo de obten¢io das nanoparticulas pelo MDS.
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Foram preparadas diversas amostras de nanoparticulas com diferentes quantidades de
polimero (50, 100, 150 ou 200 mg), acetona (10, 15 ou 25 ml), fase aquosa (50, 100 ou 200 ml) e
tensoativo (0,5; 1; 1,5 ou 3% p/v) com o objetivo de escolher condi¢des adequadas para o
preparo de nanoparticulas com tamanho ideal para administra¢ao endovenosa.

O preparo das amostras de nanoparticulas sem o fotossensibilizante foi feito seguindo o
mesmo procedimento, excluindo-se apenas a etapa em que o fotossensibilizante foi adicionado a

fase organica.

4.2.1.2 Método de Emulsao e Evaporacao do Solvente (MEES)

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de emulsdo e evaporaciao do solvente
(MEES) de acordo com os métodos propostos por Venier-Julienne & Benoit (1996), Soppimath
et al. (2001), Feng & Huang (2001) e Ricci Junior & Marchetti (2006a, 2006b).

Uma quantidade conhecida de PCL (100 mg) foi dissolvida em diclorometano (DCM) (7
ou 8 ml). O fotossensibilizante, dissolvido em uma solu¢ao de metil-2-pirrolidona a 1 mg/ml, foi
adicionado na concentracao de 300 pug de ZnPc a essa fase organica, que foi gotejada em 50 ml
de uma solucio aquosa de alcool polivinilico (PVA) (1,5 ou 3% p/v) sob forte agitacdo por meio
de um processador ultrassonico. A fase aquosa foi mantida em banho de gelo e a emulsao foi
agitada por 5 minutos.

O diclorometano foi evaporado sob baixa pressao, a temperatura ambiente, em um
rotaevaporador, por aproximadamente 2 h. A separa¢ao e a purificacio das nanoparticulas foram
realizadas por centrifugacao. O processo de centrifugacao foi feito em trés etapas: a suspensao foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi removido e centrifugado a 15.000 x
g por 30 minutos, seguido de uma nova etapa de centrifugacao do sobrenadante resultante nas
mesmas condi¢oes. Os pellets de nanoparticulas foram ressuspensos em agua destilada e

submetidos a centrifugacdo a 15.000 x g por 30 minutos para a purificagdo das nanoparticulas.
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Este processo de purificagio foi realizado para a remogao dos possiveis residuos de
diclorometano, de alcool polivinilico e de fotossensibilizante nao encapsulado.

As nanoparticulas foram congeladas e posteriormente secas por liofilizacao e
armazenadas ao abrigo de luz e a temperatura ambiente. O processo estd esquematizado na

Figura 12.
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Figura 12. Esquema do processo de obtencido das nanopatrticulas pelo MEES.

O mesmo procedimento foi utilizado no preparo das nanoparticulas sem o
fotossensibilizante, excluindo-se apenas a etapa em que o fotossensibilizante foi adicionado a fase

organica.

4.2.2 Calculo do Rendimento do Processo

As nanoparticulas secas foram pesadas para calculo do rendimento do processo

utilizando-se a equagao:

Rendimento (%) = massa de particulas recuperada ap6s a liofilizagao x 100.
massa de PCL. somada a massa de ZnPc da formulacio
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4.2.3 Metodologia de Quantificagao de ZnPc por Emissiao de Fluorescéncia

A emissao de fluorescéncia é um método analitico utilizado com sucesso na quantificagao
de farmacos que possuem a propriedade de absorcao e emissao de fluorescéncia. A técnica
consiste na analise do espectro de absor¢ao no UV-visivel (UV-vis) de uma solu¢ao do farmaco
para a fixagdo do comprimento de onda de excitagao (A;) seguida da analise do espectro de
emissao de fluorescéncia para a fixacdo do comprimento de onda de emissio (A;,) (RICCI
JUNIOR & MARCHETTT, 2006a, 2006b).

A metodologia analitica para a quantificagio de ZnPc por emissio de fluorescéncia é
importante para a determinacao da eficiéncia de encapsulagao e para os estudos de liberagao da
ZnPc. O método desenvolvido por Ricci Junior & Marchetti (2006a, 2006b) baseado na
quantificagdo de ZnPc em meio aquoso de tampao fosfato salino, pH 7,4, contendo 2% de
dodecil sulfato de soédio (TFS-SDS) foi utilizado para as analises durante o estudo do perfil de
liberagao da ZnPc das nanoparticulas. No entanto, para a quantificagao da ZnPc encapsulada nas
nanoparticulas e conseqiiente determinacao da eficiéncia de encapsulagao da ZnPc, o método foi
empregado utilizando-se a acetona como solvente, uma vez que a mesma havia sido usada para o

rompimento das nanoparticulas de PCL e para a extracao do fotossensibilizante.

4.2.3.1 Preparo das solugoes padrio

Uma quantidade conhecida de ZnPc (2 mg) foi dissolvida em metil-2-pirrolidona (20 ml)
obtendo-se uma solucio estoque na concentracao de 100 pg/ml.
- Quantificagio da ZnPc encapsulada: as solugdes padrio de trabalho da curva analitica sao diluigdes
da solugio estoque em acetona nas concentra¢des de 0,05, 0,07, 0,10, 0,30 e 0,50 pg/ml.
- Quantificagio da ZnPc liberada: as solugdes padrao de trabalho da curva analitica sao diluigdes da

solucio estoque em TFS-SDS nas concentra¢oes de 0,01, 0,03, 0,07, 0,10, 0,30 e 0,50 pg/ml.
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4.2.3.2 Determina¢ao dos espectros de absor¢ao no UV-vis e de emissao de fluorescéncia

Na determinacao do comprimento de onda de excitacio da ZnPc, efetuou-se uma
varredura em espectrofotémetro (V-630, JASCO) na faixa de 400 a 800 nm (solu¢io de 1 pg/ml
de ZnPc em acetona e em TFS-SDS). O espectro de absor¢io obtido auxiliou na fixa¢do do
comprimento de onda de excitagao do fotossensibilizante (Ay).

O comprimento de onda de emissao (A,) foi determinado em espectrofluorimetro (F-
6300, JASCO) fixando-se o comprimento de onda de excitagdo e efetuando-se uma varredura da
ZnPc de 350 a 750 nm (solu¢ao de 1 pg/ml ZnPc em acetona em TFS-SDS). O espectro auxiliou
na determinac¢io da faixa de emissao de fluorescéncia.

Esses experimentos foram efetuados utilizando-se cela de quartzo de 1 cm de caminho

optico. Os experimentos foram realizados na temperatura de 25°C.

4.2.3.3 Obtencao das curvas analiticas da ZnPc

As solugoes foram excitadas utilizando-se um comprimento de onda de excitagao (A.y) de
602 nm (acetona) e 608 nm (TFS-SDS), e os espectros de emissao de fluorescéncia foram
registrados de 630 a 730 nm por um espectrofluorimetro, utilizando-se uma cela de quartzo de 1
cm de caminho 6ptico. Os experimentos foram realizados na temperatura de 25°C.

A curva analitica foi obtida relacionando-se os valotes da concentragio da ZnPc (ug/ml),
no eixo das abscissas (x), com os valores de emissao de fluorescéncia obtidos para cada

concentragao, no eixo das ordenadas (y).
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4.2.3.4 Validacao dos métodos analiticos

De acordo com a ANVISA, a validagdo deve garantir, por meio de estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicagOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003).

Os métodos analiticos para a quantificagdo da ZnPc encapsulada e liberada por emissao
de fluorescéncia foram validados pela determinagdo da linearidade, da precisio e da exatidao
intra-dia e inter-dias.

A linearidade ¢é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). A linearidade foi obtida pela analise de diferentes
concentragoes e posterior determina¢ao do coeficiente de correlacao linear (r).

A precisdo ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra e pode ser expressa pelo coeficiente de
variagao ou pelo desvio padrio relativo das medidas (CAUSON, 1997; BRASIL, 2003). Neste
trabalho, a precisao foi expressa como o desvio padrio relativo (DPR) das medidas, de acordo

com a equagao:

DPR (%) = (desvio padrio / média) x 100.

A exatiddo de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relagdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003); ¢ a medida do erro sistematico
(CAUSON, 1997). Portanto, a exatidao corresponde a diferenca entre o valor obtido e o valor
teérico e pode ser representada pelo resultado da divisao da concentracio média experimental

pela concentragao tedrica vezes cem (BRASIL, 2003) ou pelo calculo do erro sistematico

(CAUSON, 1997).
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Neste trabalho, a exatiddo foi calculada pela expressao:

Erro sistematico (%) = [(valor obtido — valor real) / valor real] x 100.

A curva analitica e triplicatas de trés concentracbes foram preparadas em dois dias

diferentes e foram determinadas a precisao e a exatidao intra-dia e inter-dias.

4.2.4 Determinagao da Eficiéncia de Encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagao relaciona a quantidade de farmaco encapsulado com o total
de farmaco que havia sido adicionado durante o processo. Para a determina¢iao da eficiencia de
encapsulacio, o farmaco precisa ser extraido das nanoparticulas.

Na extracdo do farmaco, uma quantidade conhecida de nanoparticulas contendo ZnPc (5
mg) foi rompida com 5 ml de acetona pré-aquecida a 45°C. A solugao foi homogeneizada em um
sonicador por 10 minutos e centrifugada a 15.000 x g por 10 minutos. Uma aliquota de 0,5 ml da
solucao de ZnPc foi diluida em baldo volumétrico de 10 ml com acetona.

A solugao foi excitada a 602 nm e o espectro de emissdao de fluorescéncia foi registrado de
630 a 730 nm por espectrofluorimetria utilizando-se uma cela de quartzo de 1 cm de caminho
optico. O experimento foi realizado a 25°C.

A quantificagao da ZnPc foi efetuada utilizando-se o método anteriormente descrito. A
concentracao de ZnPc (ug) foi calculada a partir da intensidade de emissio de fluorescéncia
obtida da amostra e da curva analitica.

A eficiéncia de encapsulagio foi calculada pela equagao:

Eficiéncia de Encapsulacdo (%) = massa de ZnPc obtida nas nanoparticulas x 100.
massa de ZnPc colocada na formulacao
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Além da eficiéncia de encapsulagdo, alguns autores também determinam o conteido de
farmaco nas nanoparticulas, que é a relagio da quantidade de farmaco encapsulado com o
rendimento de nanoparticulas obtido no processo (JEONG et al., 2008; SILVA ¢t al., 2009).

Para o cilculo do conteddo de ZnPc, foram utilizados os wvalores das médias do
rendimento e da eficiéncia de encapsulagdao anteriormente determinados. O conteudo de ZnPc

nas nanoparticulas foi calculado de acordo com a equagao:

Conteudo de ZnPc (ug/mg) = massa de ZnPc obtida nas nanoparticulas
massa de rendimento de nanoparticulas.

4.2.5 Caracterizagido das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas pela analise de tamanho, determinagio do
potencial zeta e morfologia. A analise do tamanho ¢é feita para se verificar se as nanoparticulas
apresentam tamanho nanométrico, e a analise morfolégica possibilita a observa¢ao da forma das
particulas. Esses parametros sio importantes na caracterizagao de um sistema cujo objetivo é a
administracao endovenosa. O potencial zeta, por sua vez, ¢ um fator importante na avaliagao da

estabilidade das amostras e na interacao com as células.

4.2.5.1 Determinac¢ao do tamanho

O diametro médio e o indice de polidispersividade das nanoparticulas vazias e com ZnPc
obtidas pelo MDS e pelo MEES (n=5) foram determinados por um equipamento de
espalhamento de luz a laser (90Plus/BI-MAS, Brookhaven Instruments).

As amostras, suspensdes de nanoparticulas, foram diluidas em agua purificada na

concentracao de 1:10 e analisadas em uma cela de quartzo de lem de caminho 6tico, a
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temperatura ambiente (28°C). As amostras foram analisadas em trés corridas com duragao de 2

minutos cada.

4.2.5.2 Estudo da morfologia

A morfologia das nanoparticulas vazias e com ZnPc obtidas pelos dois métodos de
preparo foi determinada por microscopia eletronica de transmissao (MET). Para tanto, foi
utilizada a suspensao de nanoparticulas, obtida apds as etapas de centrifugacao e purificagio do
preparo, diluida em agua purificada (1:50).

O método utilizado na analise foi o de contrastagao, em que 5 pl da amostra foram
colocados sobre uma grade revestida de carbono e, apoés 1 minuto, foram adicionados 5 ul de
uma soluc¢do de acetato de uranila 3% (p/v) para fixacdo e contraste da amostra. Depois de mais
1 minuto, o excesso foi retirado com o auxilio de um papel de filtro, a grade foi seca e examinada

no microscopio eletronico de transmissao (Morgagni 268, FEI).

4.2.5.3 Determinagao do potencial zeta

O potencial zeta das amostras de nanoparticulas vazias e com ZnPc obtidas pelo MDS e
pelo MEES (n=5) foi medido utilizando-se um equipamento capaz de medir a mobilidade
eletroforética das amostras (Zeta Plus, Brookhaven Instruments). O pH das solu¢des aquosas de
nanoparticulas havia sido previamente medido utilizando-se um pHmetro.

Para a analise, as suspensoes de nanoparticulas foram diluidas em 4gua purificada (1:10) e
1,6 ml da amostra foi colocada em uma cubeta, onde foi introduzida uma célula eletroforética.
Todas as amostras foram analisadas com cinco leituras, de onde foram calculados a2 média e o

desvio padrao. Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (28°C).
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4.2.6 Caracterizagio Espectroscopica da ZnPc Encapsulada

O estudo das propriedades espectroscopicas da ZnPc encapsulada é realizado para
verificar se o fotossensibilizante se manteve estavel apds o processo de encapsulagao.

O fotossensibilizante encapsulado e posteriormente extraido das nanoparticulas deve
apresentar as mesmas propriedades espectroscopicas do fotossensibilizante padrio livre em
solucdao. A comparacao das propriedades espectroscopicas da ZnPc extraida e do padrio de ZnPc
livte em solu¢ao pode mostrar se o fotossensibilizante sofreu alguma alteragao na sua estrutura
molecular ou se houve degradagio do mesmo durante o processo de encapsulagio em
nanoparticulas.

As propriedades fotofisicas estudadas foram a absor¢do no UV-vis e a emissio de

fluorescéncia.

4.2.6.1 Determinagao dos espectros de absor¢ao no UV-vis

Foram analisadas as amostras de solu¢io padrio de ZnPc em acetona (1 pg/ml) e a
solucio de ZnPc extraida das particulas. Para a extracio de ZnPc, 5 mg de nanoparticulas
preparadas por ambos os métodos foram rompidas com acetona previamente aquecida e
centrifugadas a 15.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi diluido em acetona para se obter
uma solucio com concentra¢io de ZnPc correspondente a aproximadamente 1 pg/ml.

Os espectros de absor¢ao das amostras foram registrados de 350 a 800 nm por um
espectrofometro, utilizando-se uma cela de quartzo de 1 cm de caminho éptico. Os experimentos
foram realizados a temperatura de 25°C (SIBATA e al., 2004; RICCI JUNIOR & MARCHETTI,

2006a, 2006b).
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4.2.6.2 Determinagao dos espectros de emissao de fluorescéncia

As amostras analisadas foram a solugdo padrio de ZnPc preparada na concentragio de
0,3 ng/ml em acetona e a solu¢io de ZnPc extraida das nanoparticulas. Para a extra¢do de ZnPc,
5 mg de nanoparticulas preparadas por ambos os métodos foram rompidas com acetona
previamente aquecida, centrifugadas a 15.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante diluido em
acetona para a obtencdo de uma solu¢do com concentracio de ZnPc correspondente a
aproximadamente 0,3 ug/ml.

Para a obtengao dos espectros de emissao de fluorescéncia, as amostras foram excitadas
utilizando-se um comprimento de onda de excitagio de 602 nm e os espectros foram registrados
de 630 a 730 nm por um espectrofluorimetro, utilizando-se célula de quartzo de 1 cm de caminho
optico. Os experimentos foram realizados a temperatura de 25°C (SIBATA ez al., 2004; RICCI

JUNIOR & MARCHETTTI, 2006a, 2006b).

4.2.7 Avaliacdo da Interagdao Farmaco-Polimero

As técnicas de Difracao de Raios X e de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) sao
normalmente combinadas com o objetivo de fornecer informagdes sobre as caracteristicas
estruturais do farmaco e do polimero utilizados no processo de nanoencapsulagao, avaliar a
possibilidade de interagdes entre o farmaco e a matriz polimérica (ESPUELAS e al., 1997,
VERGER ¢t al., 1998) e se conhecer o comportamento térmico dos componentes e a dispersao

do ativo (SIPOS ez al., 2008).
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4.2.7.1 Difracdo de Raios X

Na determinacao da cristanilidade das amostras, foram analisados os padroes de difragao
de raios X da ZnPc livre, das nanoparticulas de PCL vazias, da mistura fisica de ZnPc com
nanoparticulas de PCL vazias e, ainda, das nanoparticulas de PCL contendo ZnPc preparadas
pelo método de difusiao do solvente (MDS) e pelo método de emulsio e evaporagao do solvente
(MEES).

A difratometria foi realizada utilizando-se um difratdbmetro de raios X (Philips) com
radiagio CuKa (A = 1,542 A), tensio de 40 kV, corrente de 30 mA e angulos de difracio (26)

variando de 5 a 50°. Os experimentos foram realizados na temperatura ambiente (28°C).

4.2.7.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As amostras de ZnPc livre, de nanoparticulas de PCL vazias, da mistura fisica de ZnPc
com nanoparticulas de PCL vazias e de nanoparticulas de PCL contendo ZnPc preparadas pelo
MDS e pelo MEES foram analisadas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).

As analises foram feitas em um equipamento de DSC (DSC 50, Shimadzu). A calibragao
foi feita com padrio de Indio (In). As amostras (5 mg) foram colocadas em panelas de aluminio
fechadas sob atmosfera de nitrogénio. O aquecimento das amostras foi realizado na faixa de

temperatura de 30 a 200°C utilizando-se uma razao de aquecimento de 10°C por minuto.
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4.2.8 Perfil de Liberagao In Vitro

O estudo do perfil de liberagao foi realizado de acordo com as condigdes experimentais
descritas por Feng & Huang (2001), Chawla & Amiji (2002) e Ricci Junior & Marchetti (20006a,
2006b).

Para a realizacdo das analises de liberacdao da ZnPc, foi utilizado um banho termostatizado
com temperatura controlada a 37°C, onde foram imersos bécheres contendo o meio receptor e o
sistema de liberacao estudado sob agitagao magnética. Foram utilizados 30 ml de tampao fosfato
salino, pH 7,4, contendo 2% de dodecil sulfato de sédio (TFS-SDS) como meio receptor e
amostras de 5 mg de nanoparticulas liofilizadas foram adicionadas a essa solu¢ao receptora. O
sistema foi mantido sob protecao da luz.

Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, aliquotas de 3 ml foram retiradas e
centrifugadas a 15.000 x g por 10 minutos. O precipitado de nanoparticulas foi ressuspenso em 3
ml de meio receptor e transferido para o bécher para a continuagio do teste de liberagao. O
sobrenadante foi analisado pelo método de emissio de fluorescéncia anteriormente padronizado
para a quantificagao de ZnPc liberada (Figura 13). As concentrag¢oes obtidas foram utilizadas para
a elaboracdo do grafico do perfil de liberagao i vitro da ZnPc das nanoparticulas. O experimento

foi realizado em triplicata para cada método de encapsulagao (MDS e MEES).

Sobrenadante

Quantificagio

H daZnPc¢ liberada
Centrlfugagao /
S e @ 15000 x g \ Nanoparticulas
I : z 10 min
V=30ml U 3 ml H
1
1

Figura 13. Esquema do petfil de liberagao i vitro.
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4.2.9 Avaliagdo da Toxicidade e da Fototoxicidade das Nanoparticulas em Cultura de

Células

4.2.9.1 Preparo do meio de cultura DMEM

O preparo de 900 ml de meio de cultura DMEM foi feito pesando-se 3,0 g de HEPES,
0,2 g de NaHCO;, 0,3 g de glutamina e dissolvendo-os em gsp 900 ml de agua purificada. O pH
do meio, quando necessario, foi ajustado para 7,4 com NaOH 1 N. Na capela de fluxo laminar, a
solucdo final foi filtrada em membrana de celulose de 0,22 um e distribuida em recipientes de
vidro fechados. Um frasco contendo o meio recém-preparado foi mantido em estufa a 37°C por,

no minimo, 48 h, para teste de esterilidade.

4.2.9.2 Preparo do azul de tripan

A solugao estoque de azul de tripan foi preparada adicionando-se 400 mg do corante azul
de tripan em 90 ml de 4gua purificada contendo 810 mg de NaCl e 60 mg de KH,PO,. O volume
da solugao foi completado para gsp 100 ml e a solu¢ao foi aquecida até completa solubilizagao
dos constituintes. O pH foi ajustado para 7,2 com auxilio de uma solugao de NaOH 1 N. Esta

solucdo estoque foi diluida a concentracao de 0,2% com agua purificada e mantida em geladeira.

4.2.9.3 Crescimento e manutencio de cultura celular

A linhagem de células escolhida para a realizacio dos ensaios de toxicidade e
fototoxicidade foi a A549 (células de carcinoma de pulmio humano) (LIEBER e 4/, 1976). O
estoque de células ¢ feito congelando-se as culturas em nitrogénio liquido com 95% de soro fetal

bovino e 5% de dimetilsulféxido (DMSO).
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Para a utilizagao das células, a linhagem foi descongelada até atingir a temperatura de 37°C
e acondicionada em frasco de cultura de 25 ml contendo 7 ml de meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino. A este meio foram acrescidos 100 U/ml de penicilina e 100
ng/ml de estreptomicina. O frasco de cultura foi mantido em estufa a temperatura de 37°C com
5% de CO, durante 48 h antes de se realizar o primeiro repique.

O cultivo e a manutencao das células em crescimento foram feitos com repiques das
células trés vezes por semana. O repique envolveu as seguintes etapas: a retirada do meio DMEM
do frasco, a lavagem do frasco com tampao fosfato salino (TFS) e a adi¢ao de 1 ml de solugao de
TFS contendo HEPES (10 mM) e EDTA (0,2 mM) para que as células, que sao do tipo aderente,
soltassem da parede do frasco. A suspensao de células foi centrifugada para a remoc¢ao da solugao
utilizada, ressuspensa e homogeneizada em 2 ml de DMEM. Uma aliquota de 25 ul foi retirada
para a contagem do numero de células e, apds isto, nova aliquota foi retirada da suspensio para
ser acondicionada novamente na garrafa de cultura em uma concentracio de 2 x 10* células/ml.

A contagem do numero de células foi feita pelo teste de exclusio do azul de tripan
utilizando-se uma camara de Neubauer. Em um tubo de ensaio, foram colocados 25 ul da
suspensao de células e 25 ul da solugao de azul de tripan a 0,4%. Uma gota dessa suspensio foi
colocada na camara e as células foram contadas em cada um dos quatro quadrantes da camara.

O azul de tripan apresenta alto peso molecular e permeia apenas as células com
membrana plasmatica danificada, de modo que, na observacao pelo microscépio Optico, as
células integras, ditas viaveis, apresentam-se translicidas, e as células com rupturas na membrana

celular e, portanto, inviaveis, apresentam-se coradas.
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O numero de células foi obtido a partir da equagao:

N° de células/ml = (total de células presente nos 4 quadrantes) x 2 x 10%,

4

onde:

Divisao por 4 — Média aritmética do total de células contadas nos quatro quadrantes maiores da
camara de Neubauer;

2 — fator de diluigao;

10* — fator de conversio da camara de Neubauer.

4.2.9.4 Preparo das células para os testes de toxicidade e fototoxicidade

Apbs a quantificagio, as células foram distribuidas na concentracio de 1 x 10° células/ml
em placa de 96 pogos contendo meio nutricional DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino
e de 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Apés o armazenamento da placa em
estufa por 24 horas para a adesao das células, os ensaios de toxicidade e de fototoxicidade foram

realizados.

4.2.9.5 Ensaios de toxicidade e fototoxicidade

A avalia¢ao de toxicidade e de fototoxicidade das nanoparticulas em cultura de células foi
realizada com base em estudos ja descritos na literatura (RICCI JUNIOR & MARCHETTI,
2006a, 2006b; YSLAS, DURANTINI & RIVAROLA, 2007).

O ensaio de toxicidade, realizado na auséncia de luz, teve o objetivo de avaliar o efeito da

presenca do sistema de liberagao proposto na cultura de células. E no ensaio de fototoxicidade,



72

por sua vez, foi avaliado o efeito da luz na cultura celular na presenca do farmaco liberado das
nanoparticulas.

Em ambos os ensaios, a quantidade de nanoparticulas utilizada foi correspondente a
concentracio de 0,5 pg/ml de ZnPc liberada. As particulas foram incubadas juntamente com
aproximadamente 10° células/ml (2 x 10* células por pogo de 200 pl) em meio DMEM. Apés 24
horas de incubagao em estufa a 37°C, o meio foi removido, as células foram lavadas com TFS e
acrescidas de novo meio DMEM. As células submetidas ao ensaio de toxicidade na auséncia de
luz foram novamente mantidas na estufa a 37°C, por 24 horas. As células correspondentes ao
ensaio de fototoxicidade foram submetidas 2 irradiagdo com luz vermelha (A = 660 nm) na dose
de 100 J/cm® (Photon Laser I, DMC) (Figura 14) e, posteriormente, mantidas em estufa a 37°C

por 24 horas. Apos o periodo de incubagio, foi realizada a viabilidade celular pelo teste do MTT.

Figura 14. Aparelho de irradiacdo de luz (A = 660 nm) utilizado no ensaio de fototoxicidade das
nanoparticulas em cultura de células (Photon Laser I, DMC).
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A avaliagao da toxicidade e da fototoxicidade foram realizadas com as nanoparticulas
contendo ZnPc preparadas pelos dois métodos propostos, com as nanoparticulas sem o farmaco
(inertes) também obtidas pelos dois métodos e com um controle, composto apenas de células no
meio de cultura. Foram realizados quatro ensaios independentes feitos em sextuplicata para cada

situacao.

4.2.9.6 Viabilidade celular pelo método MTT

O método MTT ¢ um método rapido e preciso que pode ser utilizado para medir a
citotoxicidade, a proliferacao e a atividade das células. Trata-se de um ensaio colorimétrico, cujo
componente principal ¢ o sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium (MTT).
O MTT ¢ reduzido pela enzima desidrogenase mitocondrial presente nas células viaveis
formando cristais de formazan de cor purpura. A absor¢do do formazan dissolvido na regido do
visivel correlaciona-se com o numero de células viaveis. Assim, alteracoes na atividade
mitocondrial celular resultam em mudangas na quantidade de formazan produzido e,
consequentemente, na absorbancia, o que permite quantificar a citotoxicidade do tratamento de
maneira indireta (MOSMANN, 1983). Os compostos citotoxicos sao capazes de danificar ou

destruir as células, o que diminui a redu¢ao do MTT a formazan (ULUKAYA ez a/., 2008).

4.2.9.6.1 Preparo do MTT

A solugio de MTT foi prepatrada diluindo-se 50 mg de MTT em 10 ml de TFES (5 mg/ml).

A solucao foi armazenada ao abrigo da luz e sob refrigeracao.
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4.2.9.6.2 Determinacao da viabilidade celular

Para a determinacio da viabilidade, as células foram incubadas com 200 pul de meio
DMEM e 20 ul de solugao de MTT (5 mg/ml em TFS) por 3 horas em estufa a 37°C, na auséncia
de luz. Em seguida, a placa foi centrifugada por 3 minutos, o meio contendo o MTT foi retirado,
e os cristais de formazan ressuspensos em 200 pl de DMSO para solubilizagio.

A absorbancia foi medida em uma leitora de placas do tipo ELISA (THERMOPLATE)
nos comprimentos de onda de 540 nm e 630 nm e comparada com aquela obtida com as células

sem tratamento (controle) por meio de analise estatistica (ANOVA).

4.2.10 Avaliagao Motrfolégica da Linhagem Celular A549

A avaliagio da morfologia das células A549 foi feita em microscopio de luz apos
coloracio pelo método May-Grunwald-Giemsa (VEIGA ez al., 2005). Inicialmente, as células
foram incubadas na concentragio de 1 x 10° células/ml em placa de 24 pocos, na presenca de
laminula, tendo como meio nutricional DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%, para
a obtencao de uma monocamada confluente de células. As alteracdes morfoldgicas foram
avaliadas nas células que foram submetidas a a¢do fotodinamica da ZnPc liberada das
nanoparticulas e, também, numa populagao que foi incubada com as nanoparticulas contendo o
fotossensibilizante, na auséncia de luz. Ambas as situagdes foram comparadas ao grupo de células
que nao foi submetido a qualquer tratamento (grupo controle). Todas as situacOes experimentais
foram incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas, e apds este tempo, as células referentes ao
estudo de fototoxicidade foram irradiadas com luz (A = 660 nm) na dose de 100 J/cm’.
Terminada a irradiagao, as células foram novamente incubadas em estufa (37°C por 3 horas) e em

seguida foram submetidas ao processo de fixacdo e coloraciao. Os estudos morfologicos foram
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feitos em microscopio de luz (Microscopio Optico DMLS, Ieica). Para essa andlise morfolégica

preliminar, foi feito um experimento em duplicata.

4.2.10.1 Preparo da solug¢ao de Bouin

A solugao de Bouin foi preparada misturando-se, inicialmente, 75% de uma solucdo de
acido picrico saturado com 25% de formalina. Em seguida, foi realizada a mistura de 1 parte de
acido acético glacial em 20 partes da solucdo preparada anteriormente. A solugdo final foi

utilizada para a colorag¢ao por Giemsa.

4.2.10.2 Fixacao e coloracao das laminulas

A fixagao foi feita com solu¢ao de Bouin por 5 minutos, seguida de lavagens em alcool
70% (v/v) e 4gua destilada para a retirada da solu¢ao fixadora. As laminulas foram coradas com
aproximadamente 1 ml de solugao de Giemsa (1:10 em agua destilada) por 2 horas.
Posteriormente, foi feita a etapa de remogao do corante e desidratacio das laminulas. Com o
auxilio de uma pinga, as laminulas foram rapidamente colocadas e retiradas de bécheres contendo
solventes na seguinte sequéncia: 4 gotas de acido acético glacial em 10 ml de dgua destilada;
acetona 100%; acetona 70% e xilol 30%; acetona 50% e xilol 50%; acetona 30% e xilol 70% e
xilol 100%. As laminulas foram secas e o sistema lamina-laminula foi montado com o auxilio de

permount.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 METODOS DE ENCAPSULACAO DAS NANOPARTICULAS

5.1.1 Método de Difusdo do Solvente (MDS)

O primeiro método utilizado para o preparo das nanoparticulas de PCL contendo ZnPc

foi o método de difusao do solvente (MDS).

Inicialmente, foram feitas diversas variagGes nas quantidades de polimero, acetona,

tensoativo e fase aquosa utilizados (Tabela 4).

Tabela 4. Nanoparticulas preparadas pelo MDS: variacdes nas condi¢des de preparo.

Amostra PCL.  Acetona ZnPc Lutrol® Agua Diametro Médio Indice de
(mg) (ml) (mg) %) (ml) (m) Polidispersividade
1 100 15 0,3 1,5 50 3624123 0,124 + 0,041
2 100 15 0,3 1,5 100 4431 £ 8,4 0,104 £ 0,075
3 100 15 0,3 1,5 200 4723+ 26 0,181 £ 0,046
4 50 15 0,3 1,5 50 3298+ 22 0,075 + 0,035
5 150 15 0,3 1,5 50 4453 + 13,7 0,134 £ 0,002
6 200 15 0,3 1,5 50 493,6 £ 32,5 0,100 £ 0,079
7 100 15 0,3 0,5 50 3912171 0,040 £ 0,033
8 100 15 0,3 1 50 3435+ 6,2 0,144 + 0,009
9 100 15 0,3 3 50 376,2 £ 1,9 0,098 £ 0,037
10 100 10 0,3 1,5 50 483,0 £ 6,2 0,092 £ 0,051
11 100 25 0,3 1,5 50 3354 £ 59 0,086 *+ 0,066

PCL: poli-e-caprolactona; ZnPc: zinco(Il)ftalocianina.
Os valores apresentados sio Média £ Desvio Padrio de trés analises de uma mesma amostra.
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O preparo dessas diferentes amostras teve o objetivo de avaliar previamente a influéncia
dos diversos parametros no tamanho das particulas formadas e escolher condi¢oes adequadas
para o preparo de amostras com nanoparticulas que apresentem uma faixa de tamanho adequada
para a administragdao por via endovenosa.

De acordo com a Tabela 4, pode-se observar que a variagao do volume de agua da fase
aquosa para a prepara¢ao das nanoparticulas influenciou no tamanho das mesmas. O tamanho
das nanoparticulas diminuiu quando o volume de agua utilizado também foi reduzido. Esse
resultado estd de acordo com o descrito por Blouza e al. (2006), que também avaliaram a
influéncia de variagdes nos parametros de preparo e observaram o aumento do tamanho de
nanoparticulas carregadas com espironolactona de 320 £ 12 para 536 = 14 nm quando houve o
aumento do volume de agua de 50 para 100 ml.

O aumento da quantidade de polimero também resultou no aumento do diametro médio
das nanoparticulas, embora o tamanho das nanoparticulas da amostra de 50 mg de PCL (329,8 +
2,2 nm) tenha ficado na mesma faixa de tamanho das nanoparticulas da amostra de 100 mg de
PCL (362,4 + 2,3 nm).

No caso do tensoativo, todas as concentragoes utilizadas resultaram em particulas com
diametros médio inferiores a 400 nm. Esse mesmo resultado nao foi observado para os outros
componentes. O menor tamanho de particula foi obtido com 1% de Lutrol® (343,5 + 6,2 nm), de
modo que o aumento ou a diminui¢ao dessa concentra¢do resultou em aumento do diametro
médio das nanoparticulas obtidas.

Por fim, observou-se a diminui¢ao do tamanho das nanoparticulas com o aumento do
volume de acetona utilizado; o tamanho variou de 483,0 £ 6,2 nm para 3354 = 59 nm
empregando-se 10 ml e 25 ml de acetona, respectivamente.

As amostras 1, 4, 8 e 11 (Tabela 4), que apresentaram os menores diametros, foram
liofilizadas e tiveram o rendimento do processo calculado: 76,8%, 68,3%, 72,7% e 71,9%,

respectivamente. Independentemente das variagoes realizadas no preparo das nanoparticulas, o
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rendimento obtido foi parecido em todas as amostras, o que nos permitiu escolher os melhores
parametros para o ajuste do tamanho das particulas sem comprometimento do rendimento do
processo.

Diante desses resultados, foram preparadas amostras de nanoparticulas com e sem ZnPc
encapsulada com as condi¢oes definidas para o preparo, utilizando-se 100 mg de PCL, 25 ml de

acetona, 1% de tensoativo e 50 ml de dgua destilada (Tabela 5).

Tabela 5. Amostras de nanoparticulas obtidas pelo MDS ap6s definicdo das condi¢des de preparo.

Diametro

Lutrol® 4 1 Indi
Amostra PCL  Acetona  ZnPc Agua Médio .I.ndlce .d.e
(mg) (ml) (mg) (%) (ml) Polidispersividade
(nm)
A 100 25 0,3 1 50 339,6 £ 2,0 0,131 £ 0,064
B 100 25 - 1 50 3348+ 28 0,069 £ 0,028

PCL: poli-e-caprolactona; ZnPc: zinco(II)ftalocianina; IP: Indice de Polidispersividade.
Os valores apresentados sio Média £ Desvio Padrio de trés analises de uma mesma amostra.

A amostra A (Tabela 5) apresentou particulas de diametro médio préximo aos obtidos
nas amostras preparadas anteriormente (amostras 1, 4, 8 e 11, Tabela 4) e rendimento de 76,4%,
o que contribuiu para definir as condi¢des de preparo das nanoparticulas por esse método.

As nanoparticulas vazias, preparadas sem o fotossensibilizante, comprovaram que a
presenca do fotossensibilizante nao alterou o tamanho das nanoparticulas de PCL preparadas
pelo MDS, garantindo a viabilidade do método para o preparo de nanoparticulas contendo ZnPc.

O MDS ¢ considerado um método apropriado para a encapsulagio de substancias
lipossolaveis e apresenta alta eficiéncia de encapsulagao (REIS ez 4/, 20006). Durante o preparo
das nanoparticulas pelo MDS, os farmacos lipofilicos nio sofrem difusio para a fase externa
aquosa como os farmacos hidrofilicos, aumentando a eficiéncia de encapsulagio e tornando esse

método aplicavel basicamente para farmacos lipofilicos (BARICHELLO e¢7 a/., 1999). Portanto, a
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escolha do método de difusio do solvente para a encapsulagao de zinco(Il)ftalocianina, que é

uma substancia lipofilica, foi adequada.

5.1.2 Método de Emulsio e Evaporagao do Solvente (MEES)

O método de emulsiao e evaporagao do solvente (MEES) também foi utilizado para o
preparo de nanoparticulas de PCL contendo ZnPc.

Nesse método, a etapa de formagao da emulsio foi feita com homogeneizagdo em alta
velocidade e, portanto, necessitou-se de um agitador mecanico. Inicialmente, as amostras foram
preparadas em condi¢oes iguais com homogeneizagao com dois tipos de agitadores mecanicos: o
Ultraturrax® e o processador ultrassonico. As condicdes utilizadas e os didmetros médio obtidos

estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Nanoparticulas preparadas pelo MEES: varia¢es nas condi¢es de preparo.

PCI. DCM ZnPc PVA Agua Diadmetro Médio ndice de
Amostra - ..
(mg) (ml) (mg) (0/0) (rnl) (nm) Pohdlsperswldade
1
100 7 0,3 3 50 642,5+93 0,255 £ 0,016
(Ultraturrax®)
2
100 7 0,3 3 50 408,7 £ 13,5 0,080 £ 0,034
(Sonicador)
3
_ 100 8 0,3 1,5 50 2281 £ 14 0,050 £ 0,014
(Sonicador)
4
100 8 - 1,5 50 2231 £ 1,2 0,085 £ 0,039
(Sonicador)

PCL: poli-e-caprolactona; DCM: diclorometano; ZnPc: zinco(ll)ftalocianina; PVA: dlcool polivinilico.
Os valores apresentados sio Média + Desvio Padrao de trés analises de uma mesma amostra.

As primeiras particulas obtidas (amostras 1 e 2) apresentaram valores de diametro médio

elevados, maiores do que os obtidos pelo método anterior (Tabela 6). A utilizagio do
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Ultraturrax® parece estar relacionada com a obtencdo de nanoparticulas de tamanho maior e
optou-se por utilizar apenas o ultrassonicador para a preparagao das particulas pelo MEES.

De acordo com Hans & Lowman (2002), a quantidade de tensoativo é um parametro que
pode afetar as propriedades das nanoparticulas e o ajuste da sua concentragao pode ser uma
forma de controlar o tamanho das mesmas. Assim, foi preparada a amostra 3 do MEES com
duas modificagdes: pequeno aumento da quantidade de solvente organico e redugao da
quantidade de tensoativo, o que resultou na diminui¢do do tamanho das particulas de 408,7 *
13,5 para 228,1 £ 1,4 nm (Tabela 6), definindo-se com isso as condi¢des de preparo de
nanoparticulas com ZnPc pelo MEES.

Também foram preparadas nanoparticulas sem a encapsulagao do fotossensibilizante, que
comprovaram que a presenca do fotossensibilizante nao alterou o tamanho das nanoparticulas de
PCL preparadas pelo MEES (Tabela 06), garantindo também a viabilidade desse método para o
preparo de nanoparticulas contendo ZnPc.

Assim como o MDS, o MEES ¢ um método simples e adequado para a encapsulagao de
farmacos lipossoluveis, além de apresentar boa eficiéncia de encapsulagao (REIS ez 4/, 2006). No
entanto, a dificuldade de realizar o scaling-up, ou seja, adaptar o método para a produgiao em escala
industrial, ¢ uma desvantagem desse método. O MEES envolve uma homogeneizagio em alta
velocidade ou sonicagdo e, portanto, ¢ um bom procedimento para produgao de nanoparticulas
em escala laboratorial, mas para produciao em larga escala, métodos alternativos que envolvam
emulsificagdo com baixa energia, como o MDS, siao considerados mais adequados (SOPPIMATH
et al., 2001; REIS ez al., 2000).

Na tabela a seguir, estio resumidas as condigoes estabelecidas para o preparo dos dois

métodos escolhidos.
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Tabela 7. Resumo das condi¢oes de preparo de nanoparticulas pelo MDS e pelo MEES.

PCL (mg) Acetona (ml) ZnPc (mg) Lutrol® (%o) Agua (ml)

MDS 100 25 0,3 1 50
PCL (mg) DCM (ml) ZnPc (mg)  PVA (%)  Agua (ml)
MEES 100 8 0,3 1,5 50

MDS: Método de Difusio do Solvente; MEES: Método de Emulsdo e Evaporacio do Solvente; PCL:
poli-e-caprolactona; ZnPc: zinco(Il)ftalocianina; DCM: diclorometano; PVA: alcool polivinilico

5.1.3 Concentragao, Purificacido e Liofilizagao das Amostras

Todas as amostras preparadas, tanto pelo MDS quanto pelo MEES, foram centrifugadas,
congeladas e liofilizadas.

A etapa de centrifugacio é importante para concentrar e purificar as amostras. No
entanto, nessa etapa formam-se agregados indesejaveis de nanoparticulas. A aglomeragiao ocorre
porque a centrifugacao aproxima as nanoparticulas, que tendem a se aderir umas as outras. Nas
amostras preparadas pelo MDS, a centrifugacao foi realizada gradativamente e com curtos
periodos de centrifugacao (Tabela 3), com o objetivo de minimizar o efeito de aglomerac¢ao, mas
ainda se observaram alguns grumos que se mantiveram apos a liofilizacao das amostras.

Yenice et al. (2008) prepararam nanoparticulas de PCL contendo ciclosporina A e
também fizeram a purificagao por centrifugacao de forma gradativa. E Garay-Jimenez e# a/. (2008)
observaram que longos periodos de centrifugacio ou aumento significativo da velocidade de
centrifugacdao eram desnecessarios e nao representavam uma melhor separacao das particulas.

As amostras obtidas pelo MEES, por sua vez, ndo sofreram aglomeragio como as
amostras preparadas pelo MDS durante o processo de centrifugacao.

Apbs a centrifugacao, as amostras foram congeladas e liofilizadas. A liofilizacao é um dos

métodos mais comuns para estabilizar e facilitar o uso de sistemas coloidais, como os
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nanoparticulados, os quais sofreriam alteragdes em um curto espago de tempo caso fossem
armazenados em suspensio (SAEZ ez al., 2000).

O armazenamento das nanoparticulas em suspensiao por periodos longos ¢, de fato, o
principal obstaculo que limita o uso dessas nanoparticulas devido a instabilidade fisica (agregacao,
fusio de particulas) e/ou instabilidade quimica (hidrélise do polimero, liberacio do fairmaco das
particulas e reagdo quimica do firmaco durante armazenamento), que sao frequentemente
observadas nesses casos (CHACON et al., 1999).

Portanto, para garantir uma melhor estabilidade das nanoparticulas, emprega-se a
liofilizagdo, que é um processo industrial que consiste na remocao de agua de uma amostra
congelada por sublimagdo e desor¢ao sob vacuo (ABDELWAHED e7 a/., 20006). A liofilizagao é o
processo mais comum para se converter solugoes ou suspensoes em solidos com estabilidade
suficiente para distribui¢dao e armazenamento na area farmacéutica (FRANKS, 1998).

Apbs a liofilizagao, as amostras obtidas pelo MDS apresentaram-se na forma de po fino e
com alguns aglomerados provenientes da purificagdo por centrifugacao. As amostras liofilizadas

de nanoparticulas obtidas pelo MEES apresentaram aspecto de algodao.
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5.2 METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO DE ZnPc POR EMISSAO DE

FLUORESCENCIA

5.2.1 Determinagido dos espectros de absor¢dao no UV-vis e de emissido de fluorescéncia

Os espectros de absor¢ao no UV-Vis da ZnPc em acetona e em TFS-SDS foram
registrados na faixa de 400 a 800 nm e estdo apresentados na Figura 15. A ZnPc apresentou uma
absorbancia forte na regido do vermelho em ambos os meios. A absor¢ao maxima do croméforo
ocorreu no comprimento de onda de 665 nm em acetona e de 672 nm em TFS-SDS.

Os espectros de emissio de fluorescéncia da ZnPc em acetona e em TEFS-SDS foram
registrados na faixa de 630 a 730 nm e também estdo apresentados na Figura 15. A emissao de
fluorescéncia maxima foi observada no comprimento de onda de 667 nm em acetona e de 676
nm em TFS-SDS.

O comprimento de onda onde ocorre absor¢ao maxima no UV-vis é usualmente utilizado
como comprimento de onda de excitagdao nas analises de fluorimetria. No entanto, foi observado
que os comprimentos de onda onde ocorreu a absor¢io maxima do croméforo (665 nm em
acetona e 672 nm em TFS-SDS) foram muito préximos dos valores de comprimento de onda
onde ocorreu a maxima emissao de fluorescéncia (667 nm em acetona e 676 nm em TFS-SDS).
Portanto, para que nao houvesse alteracdes nas medidas espectroscépicas durante a analise
quantitativa da ZnPc, utilizou-se os comprimentos de onda de 602 nm (em acetona) e 608 nm
(em TFS-SDS) como comprimentos de onda de excitagdo para a obtencdao dos espectros de

emissao de fluorescéncia.
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Figura 15. Espectros de absor¢do no UV-vis (a) e de emissio de fluorescéncia (b) da ZnPc na
concentra¢ao de 1ug/ml em acetona e em TFS-SDS.
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Os espectros de absor¢ao no UV-vis e de emissao de fluorescéncia da ZnPc em acetona e
em TFS-SDS apresentaram o mesmo perfil dos espectros obtidos por Sibata ez a/. (2004) e Ricci
Junior & Marchetti (2006a, 2006b), que determinaram os espectros de absor¢ao no UV-vis e de
emissao de fluorescéncia da ZnPc em etanol.

Ball ez al. (1998) analisaram os espectros de emissao de fluorescéncia de ZnPc em tampao
e em metanol (25 pg/ml) e observaram que a ZnPc, em solu¢oes aquosas, apresenta um espectro
de emissdo de fluorescéncia tipico de agregacdo, que é caracterizado por dois picos na regiao de
600 — 700 nm, aproximadamente em 630 e 680 nm. Em solvente organico, no entanto, ha um
aumento da absor¢ao em 680 nm, o desaparecimento do pico de 630 nm e o surgimento do pico
proximo a 610 nm, que sio modificagdes que indicam a monomerizagao da ZnPc.

A similaridade do perfil dos espectros de absorc¢ao e de emissao de fluorescéncia da ZnPc
em TFS-SDS com o perfil dos espectros da ZnPc em acetona é uma indicagiao de que nao houve
agregacao da ZnPc e de que o SDS pode ser considerado um tensoativo adequado para a
dispersao da ZnPc em meio aquoso. A ZnPc é uma substancia hidrofébica e o SDS auxilia na
dispersao da ZnPc ao formar micelas, que ficam dispersas na solucao tampio; a ZnPc,
hidrofébica, tende a se localizar dentro dessas micelas, o que pode justificar a diminui¢io da
absorbancia e da intensidade da emissao de fluorescéncia da ZnPc e o deslocamento do pico para
a regido do vermelho.

A acetona e o meio aquoso contendo SDS, portanto, mostraram-se adequados para as
analises quantitativas da ZnPc.

Durante a determinacao dos espectros de emissao de fluorescéncia da ZnPc nos meios
utilizados, foi realizada a analise de interferentes, na qual nao foi observada a interferéncia dos
constituintes das nanoparticulas, como o polimero (PCL), o alcool polivinilico (PVA) e o Lutrol®,

na emissao de fluorescéncia da ZnPc.
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5.2.2 Obtengao das curvas analiticas de ZnPc

5.2.2.1 Curva analitica da ZnPc em acetona

As curvas analiticas da ZnPc em acetona obtidas em dois dias e os espectros de emissao

de fluorescéncia dos dados utilizados na elaboragao da curva estao apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Curvas padrio de ZnPc em acetona e os respectivos espectros de emissao de fluorescéncia das
concentra¢oes utilizadas em pg/ml.
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As curvas analiticas da ZnPc em TFS-SDS obtidas em dois dias e os espectros de emissao

de fluorescéncia dos dados utilizados na elaboragao da curva estao apresentados na Figura 17.

1° dia

250 -
Y]
-
9 200 -
8w
£ 2 4
Eg 150
< g
100 -
§ g y=458,55x+0,79
ST o R2=1,0000
§ r=1,0000
= 0 | | | T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragdo (ug/ml)
2° dia
250 -
[F)
o
2 200 -
8 =
£ 2 .
5 § 150
T g
o 2 100 -
¥ y=443,12x+0,71
BE o R?=(0,9998
g r=0,9999
g
£ 0 : : : T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 0.6

Concentracdo {(ug/ml)

Figura 17. Curvas padrio de ZnPc em TFS-SDS e

das concentra¢des utilizadas em ug/ml.

Intensidade de
Emissao de Fluorescéncia

630 640 660 680 700 720 730

Comprimento de Onda (nm)

300

Intensidade de
Emissao de Fluorescéncia

630 640 660 680 700 720 730

Comprimento de Onda (nm)

os respectivos espectros de emissdo de fluorescéncia



88

5.2.3 Validagao dos métodos analiticos

A linearidade foi determinada utilizando-se as curvas padriao apresentadas anteriormente
nas Figuras 16 e 17, em que as intensidades de emissao de fluorescéncia correlacionam-se
linearmente com as concentraces de ZnPc nos intervalos utilizados.

Pela analise dos resultados, observou-se correlagao linear adequada em ambos os
métodos, pois os coeficientes de correlagio obtidos apresentaram valores superiores a 0,999, que
estdao acima do critério minimo (r = 0,99) preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2003) e sao
considerados como uma evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao
(SHABIR, 2003).

Os resultados de precisio e exatidao intra- e inter-dias dos métodos analiticos para
quantificagdo da ZnPc encapsulada e da ZnPc liberada estao apresentados nas Tabelas 8 e 9,
respectivamente. A precisao e a exatidao dos dois métodos apresentam valores satisfatorios, com
variacao menor do que 5% para a precisao, como recomenda a ANVISA (BRASIL, 2003), e com
variagao menor do que 15% para a precisio e a exatidido, conforme recomendado por Causon
(1997).

Dessa forma, pode-se considerar a emissao de fluorescéncia para a quantificagao de ZnPc

em meio aquoso (TFS-SDS) e em acetona um método preciso e exato.
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Tabela 8. Precisio e exatidio intra-dia e inter-dias do método analitico de quantificagdo da ZnPc
encapsulada utilizando meio organico (acetona).

Concentragao Concentragao
Precisao Exatiddo
Tedrica Obtida
(7o) (%)
(ng/ml) (ng/mi)
Dia 1 0,047 = 0,002 3,7 6,7
Intra-Dia
Dia 2 0,05 0,046 = 0,001 2,8 8,7
Inter-Dia 0,046 = 0,0005 1,1 7,3
Dia 1 0,106 = 0,001 1,2 6,1
Intra-Dia
Dia 2 0,1 0,108 = 0,004 3,8 8,4
Inter-Dia 0,107 = 0,002 1,5 7,2
Dia 1 0,500 = 0,002 0,4 0,1
Intra-Dia
Dia 2 0,5 0,491 = 0,009 1,7 1,9
Inter-Dia 0,495 + 0,006 1,3 1,0

Tabela 9. Precisdo e exatidio intra-dia e inter-dias do método analitico de quantificacio da ZnPc liberada
utilizando meio aquoso (TFS-SDS).

Concentracio Concentracio
Precisao Exatidao
Teorica Obtida
(%) (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Dia 1 0,010 = 0,0004 3,6 1,0
Intra-Dia
Dia 2 0,01 0,010 = 0,0002 2,1 3,8
Inter-Dia 0,010 = 0,0002 2,0 2.4
Dia 1 0,071 = 0,002 2,3 1,4
Intra-Dia
Dia 2 0,07 0,070 = 0,0004 0,6 0,5
Inter-Dia 0,071 = 0,0004 0,6 0,9
Dia 1 0,498 *+ 0,004 0,7 0,5
Intra-Dia
Dia 2 0,5 0,500 = 0,003 0,6 0,04
Inter-Dia 0,499 + 0,002 0,3 0,3

b
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5.3 RENDIMENTO DO PROCESSO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Os resultados do calculo do rendimento do processo, da determinacdo da eficiéncia de
encapsulacio e do conteudo de ZnPc das nanoparticulas preparadas pelo MDS e pelo MEES

estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Rendimento, eficiéncia de encapsulagio e conteido de ZnPc de nanoparticulas de PCL
contendo ZnPc obtidas por MDS e MEES.

Rendimento® Eficiéncia de Encapsulagio” Conteudo de ZnPc
M¢étodo
(o) (o) (ng/mg)
MDS 73,8 £0,9 68,6 £ 3,7 2,8
MEES 441+ 21 59,1 £29 4,0

MDS: Método de Difusao do Solvente; MEES: Método de Emulsiao e Evaporag¢io do Solvente; ZnPc:
zinco(II)ftalocianina.

a = Média  Desvio Padrio, n = 5 determinacdes.

b = Média * Desvio Padrio, n = 3 determinacdes.

Na preparacio de nanoparticulas de PCL contendo ZnPc obtidas pelo MDS, o
rendimento do processo foi de 73,8 £ 0,9%, ou seja, para cada 100 mg de polimero utilizado,
obteve-se uma massa de particulas seca correspondente a 73,8 £ 0,9 mg, e a eficiéncia de
encapsula¢ao obtida por esse método foi de 68,6 = 3,7%. O rendimento do processo de preparo
de nanoparticulas de PCL contendo ZnPc por MEES, por outro lado, foi de 44,2 + 2,1% ¢ a
eficiéncia de encapsulagao foi de 59,1 = 2,9%.

Os dois métodos empregados podem ser considerados adequados para o preparo de
nanoparticulas contendo ZnPc, ja que apresentaram rendimento e eficiéncia de encapsulagao
satisfatorios. O rendimento ¢ um parametro importante relacionado ao processo de preparo das
particulas. Neste caso, pode-se considerar o MDS um método mais eficiente, ja que o rendimento

foi maior do que o obtido no MEES, indicando que a perda de nanoparticulas durante o

processo foi menor no MDS. A eficiéncia de encapsulacio foi calculada para se obter a
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quantidade de farmaco recuperada nas nanoparticulas e o resultado obtido foi de
aproximadamente 60% do farmaco recuperado nos dois casos.

No entanto, o conteudo de ZnPc (em pg) por cada mg de nanoparticulas foi maior nas
amostras obtidas pelo MEES do que pelo MDS (Tabela 10). O contetdo de farmaco ¢ calculado
correlacionando-se a quantidade de farmaco recuperado (eficiéncia de encapsulagio) com a
quantidade de nanoparticulas obtidas (rendimento). Foi observado que nao houve uma relagao de
proporcao entre o rendimento e a eficiéncia de encapsulagdo, ja que a quantidade de
fotossensibilizante no MEES (eficiéncia de encapsulagao) foi proxima de 60% mesmo com o
rendimento abaixo de 50% (Tabela 10), ou seja, com uma quantidade menor de massa de
nanoparticulas recuperadas, o MEES apresentou um maior conteido de ZnPc encapsulada.

Esse mesmo resultado ja foi relatado por outros autores. Zhang ez al. (2004) prepararam
amostras de nanoparticulas de diversos copolimeros contendo um derivado da camptotecina e,
embora tenham obtido rendimentos proximos a 85% em todas as amostras, nio observaram uma
relagao linear entre o rendimento e o conteudo de farmaco encapsulado. Hu ¢ /. (2003), por sua
vez, prepararam nanoparticulas contendo nimodipina e também ndo observaram diferencgas
regulares entre os valores de conteudo de firmaco encapsulado, rendimento e eficiéncia de
encapsulagdo. Por exemplo, a amostra com maior rendimento (84,2%) apresentou conteudo de
farmaco encapsulado préximo ao do obtido na amostra com menor rendimento (48,0%): 6,2% e
0,0%, respectivamente (HU ez 4/, 2003). Ricci Junior e Marchetti (2006a, 2006b) obtiveram
resultado similar ao prepararem nanoparticulas de PLGA contendo ZnPc pelo MDS e pelo
MEES. As nanoparticulas de PLGA contendo ZnPc que haviam sido preparadas pelo MDS
apresentaram rendimento de 60% e eficiéncia de encapsulagao de 80%, enquanto que as amostras
que haviam sido preparadas pelo MEES apresentaram rendimento de 80% e eficiéncia de
encapsulacao de 70%, mostrando que nao ha uma relagao direta entre o rendimento e a eficiéncia

de encapsulacdao das amostras.
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Neste trabalho, o rendimento inferior do MEES parece estar relacionado com o tamanho
das nanoparticulas. O MEES forneceu particulas com diametro médio em torno de 200 nm e,
talvez, a centrifugacdo, método utilizado para a concentragdo das amostras, nido esteja sendo
adequada para a uma recuperagao ideal dessas nanoparticulas muito pequenas. Dessa forma, a
etapa de concentragdo das amostras de nanoparticulas pode ser uma etapa relevante para a
obtengao de sistemas nanoparticulados com melhores rendimento e eficiéncia de encapsulagao. A
busca de métodos mais eficientes do que a centrifugaciao para a recuperacao das nanoparticulas
seria uma area de pesquisa promissora.

Existem outros fatores que podem afetar o conteudo de farmaco encapsulado e a
eficiéncia de encapsulagio das nanoparticulas: a afinidade do farmaco pelo polimero utilizado, o
volume da superficie hidrofébica, a solubilidade do farmaco na agua e a interagao farmaco-
farmaco (ZHANG et al., 2004). No caso das nanoparticulas contendo ZnPc, é provavel que as
taxas satisfatorias de eficiéncia de encapsulagiao obtidas estejam muito relacionadas com a baixa
solubilidade do farmaco em 4gua, que minimiza a perda de farmaco por difusio para a fase
aquosa durante o preparo.

A avaliagdo desses parametros durante o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados é
importante porque um sistema nanoparticulado com bom rendimento e alta eficiéncia de
encapsulagio reduzira a quantidade de nanoparticulas necessaria para a administragio da
concentracao do farmaco que seja suficiente para atingir o efeito desejado e, também, diminuira a

perda de farmaco durante o preparo das particulas (GOVENDER ez a/., 1999).
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5.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As amostras de nanoparticulas preparadas tanto pelo MDS quanto pelo MEES foram

caracterizadas quanto ao tamanho, ao potencial zeta e a morfologia.

5.4.1 Tamanho das Nanoparticulas

A importancia da determinacio do tamanho das nanoparticulas esta relacionada,
principalmente, com a possibilidade de utilizagio das mesmas para a administragdo endovenosa
do fotossensibilizante.

Nesse estudo, a caracterizagdo do tamanho das nanoparticulas também foi relevante na
etapa de padronizagao do método de preparo das nanoparticulas de PCL com ZnPc.

A determinacao do tamanho das nanoparticulas foi realizada pela técnica do
espalhamento de luz, que utiliza a flutuagao da intensidade da luz espalhada por particulas em
suspensio sob movimento Browniano no tempo para se obter a distribuicdo hidrodinamica do
tamanho (XU, 2008). A partir desse principio, as particulas maiores movimentam-se mais
lentamente e, consequentemente, a intensidade da luz flutua lentamente, enquanto que particulas
menores movimentam-se mais rapidamente, resultando na flutuagio mais rapida da intensidade
da luz. O equipamento ¢é responsavel pela correlagio desses dois parametros para o calculo do
diametro médio das particulas.

O diametro médio e o indice de polidispersividade das amostras de nanoparticulas estao

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Tamanho das nanoparticulas obtidas pelo MDS e pelo MEES.

Didmetro Médio

Método Indice de Polidispersividade
(nm)
MDS com ZnPc 3328 £ 7,7 0,125 £ 0,041
MDS vazia 3142+ 144 0,086 = 0,011
MEES com ZnPc 2259 + 4.1 0,096 * 0,042
MEES vazia 231,7 £ 13,9 0,117 £ 0,066

MDS: Método de Difusao do Solvente; MEES: Método de Emulsiao e Evaporac¢iao do Solvente; ZnPc:
zinco(II)ftalocianina.
Meédia + Desvio Padrio, n = 5 determinagdes.

As amostras de nanoparticulas obtidas apds a definicio das condigdes de preparo
apresentaram tamanho nanométrico e, portanto, podem ser administradas endovenosamente. No
entanto, foram obtidos tamanhos diferentes de acordo com o método empregado; as
nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MDS e pelo MEES apresentaram diametro médio de
332,8 £ 7,7 nm e 2259 * 4,1 nm, respectivamente, e as nanoparticulas vazias apresentaram
diametro médio de 314,2 + 14,4 nm quando preparadas pelo MDS e de 231,7 £ 13,9 nm quando
preparadas pelo MEES.

Os valores de diametro médio obtidos para todas as amostras foram submetidos a analise
estatistica pelo método ANOVA. As nanoparticulas vazias e com ZnPc obtidas pelo mesmo
método nio apresentaram diferenca significativa de tamanho (p > 0,05), o que indica que a
encapsulacio do farmaco nio alterou o tamanho das particulas usualmente obtidos por cada
método empregado. Por outro lado, o tamanho das nanoparticulas, contendo ou nio a ZnPc,
obtidas pelo MDS, diferiu significativamente do tamanho das nanoparticulas, contendo ou nao a
ZnPc, obtidas pelo MEES (p < 0,001). Este resultado esta de acordo com o descrito por
Schaffazick et al. (2003), que relatou que o tamanho das particulas depende do método de

encapsulacio e das condi¢bes empregadas. O MDS, embora tenha fornecido um melhor
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rendimento do processo e maior eficiéncia de encapsulagdo da ZnPc nas nanoparticulas do que o
MEES, resultou na obten¢ao de nanoparticulas maiores do que as preparadas pelo MEES.

O tamanho das nanoparticulas ¢ um parametro importante na aplicagdo das mesmas para
o tratamento do cancer. HOBBS ¢z /. (1998) relataram que os tumores implantados em modelo
animal (camundongo) apresentam vasculatura caracterizada por endotélio descontinuo com
grandes fenestras de 200 a 780 nm (apud GAUMET et al., 2008) e, por isso, nanoparticulas nessa
faixa de tamanho seriam capazes de passar livremente pelas fenestras, aumentando a quantidade
de farmaco no local do tumor. Dessa forma, as nanoparticulas de PCL contendo ZnPc obtidas
apresentaram tamanho numa faixa que parece ser a ideal para a sua utilizacio endovenosa na
TFD do cancer.

Além do diametro médio, a analise forneceu o indice de polidispersividade (IP) das
amostras. O calculo do IP considera o tamanho médio da particula, o indice de refragdo do
solvente, o angulo de medida e a variagao da distribuicaio (KOPPEL, 1972). Embora nio exista
uma correlagao linear entre um valor de IP alto e uma monodispersividade verdadeira de uma
amostra, em uma escala de 0 a 1, o IP menor que 0,1 pode ser associado a um sistema
monodisperso, com alta homogeneidade na populagao de particulas, sugerindo uma distribui¢ao
de tamanho monomodal. Por outro lado, valores altos de IP sugerem uma distribuicdo de
tamanho mais ampla ou polimodal (GAUMET ez al, 2008). De modo geral, os indices de
polidispersividade obtidos foram menores ou proximos de 0,1 (Tabela 11), indicando que os
sistemas preparados sao monodispersos e apresentam distribui¢ao de tamanho homogénea, ideal

para a administragao endovenosa.
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5.4.2 Morfologia das Nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas foi estudada por microscopia eletronica de transmissao
(MET). As fotomicrografias das nanoparticulas sem e com ZnPc preparadas por MDS e MEES

estdo apresentadas nas Figuras 18 e 19, respectivamente.

300 Am —

300 Am — 100 nm —i

d

Figura 18. Fotomicrografias obtidas por MET: nanoparticulas vazias (a, b) e nanoparticulas com ZnPc (c,
d) preparadas por MDS.
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Figura 19. Fotomicrografias obtidas por MET: nanoparticulas vazias (a, b) e nanoparticulas com ZnPc (c,
d) preparadas por MEES.

A MET tem sido muito empregada para a obtencao de informagdes relativas a forma e ao
tamanho das nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).
A analise morfolégica por MET mostrou nanoparticulas com forma esférica ou quase

esférica. Nao houve formagao de aglomerados de nanoparticulas. A obten¢ao de nanoparticulas
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com forma esférica ¢ importante quando se deseja administra-las endovenosamente, ja que essa
forma regular facilita o fluxo das particulas na corrente sanguinea.

A comparagao dos resultados das analises morfoldgicas das amostras de nanoparticulas
vazias e de nanoparticulas com ZnPc mostrou que a presenca do fotossensibilizante nao alterou a
forma e a superficie das mesmas. Além disso, observou-se que as caracteristicas morfoldgicas das
particulas eram similares independentemente do método de preparo utilizado (Figuras 18 e 19).

As nanoparticulas observadas na analise por MET apresentaram tamanho nanométrico.
Nas Figuras 18 e 19, pode-se observar nanoparticulas com tamanhos que variam na faixa de 100
a 400 nm, aproximadamente. Na analise de tamanho por espalhamento de luz, o diametro médio
obtido para as nanoparticulas preparadas pelo MDS e pelo MEES foi de aproximadamente 300 e
200 nm, respectivamente (Tabela 11). Portanto, houve uma correlagdao entre os tamanhos obtidos
nessas duas técnicas e a MET confirmou o tamanho que havia sido obtido na analise por
espalhamento de luz.

A combinag¢ao de espalhamento de luz e MET, utilizada neste trabalho, ja foi empregada
por diversos pesquisadores. Blouza ez al. (2006), por exemplo, observaram o tamanho
nanométrico e a forma esférica de nanoparticulas de PCL contendo espironolactona por
espalhamento de luz e MET e também concluiram que o tamanho observado na MET
correlacionava-se com o tamanho obtido na analise por espalhamento de luz.

Diversas técnicas tém sido empregadas para a analise da morfologia e do tamanho das
nanoparticulas: espalhamento de luz, microscopia eletronica de varredura, microscopia eletronica
de transmissao, microscopia de for¢a atdémica, ultracentrifugacdo analitica, eletroforese capilar,
dentre outras (GAUMET ¢# al., 2008). No entanto, a combinac¢ao de duas técnicas tem sido muito

recomendada para uma melhor caracterizacao das amostras (BOOTZ ez al., 2004).
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5.4.3 Determinagdo do Potencial Zeta

O potencial zeta é uma importante caracteristica das particulas poliméricas (HANS &
LOWMAN, 2002) que reflete o potencial de superficie das particulas (SCHAFFAZICK e7 i,
2003). Para particulas pequenas em meio liquido, ndo existe uma técnica satisfatoria para se
determinar a sua carga da superficie. A pratica comum ¢é determinar o potencial elétrico da
particula em um local diferente da superficie, na camada difusa. Essa localizacdo, relacionada ao
movimento da particula no liquido, é chamada de superficie de cisalhamento, e o potencial
medido nesse plano é chamado de potencial zeta (XU, 2008).

O comportamento eletroforético das particulas depende do potencial zeta e, portanto, a
analise do potencial zeta das amostras foi medido determinando-se a mobilidade eletroforética
das particulas, ou seja, a velocidade das mesmas no campo elétrico aplicado. O pH é um dos
principais fatores que afetam o potencial zeta de uma amostra e, por isso, ¢ um parametro
considerado importante na analise.

A determinacao do potencial zeta é relevante por diversos motivos, sendo os principais
deles a sua relacdo com a estabilidade das nanoparticulas e com a resposta biolégica do farmaco
associado (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O potencial zeta e o pH das amostras analisadas estao apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. Potencial zeta das nanoparticulas obtidas pelo MDS e pelo MEES.

Método Potencial Zeta (mV) pH
MDS com ZnPc -25,03 2,79 6,19 £ 0,13
MDS vazia - 22,38 + 6,07 5,94 £ 0,24
MEES com ZnPc -4,85 1+ 1,54 5,41 £ 0,04
MEES vazia -6,28 £ 0,88 5,46 £ 0,11

MDS: Método de Difusao do Solvente; MEES: Método de Emulsiao e Evaporac¢iao do Solvente; ZnPc:
zinco(II)ftalocianina; pH: potencial hidrogenionico.
Meédia + Desvio Padrio, n = 5 determinagdes.
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O pH de cada suspensao de nanoparticulas foi determinado apds a etapa de preparo das
mesmas. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, o pH das amostras preparadas
pelo MEES foi levemente mais baixo do que o das amostras preparadas pelo MDS.

Essa faixa de pH parece estar relacionada com a PCL. Verger ¢f al. (1998) prepararam
nanoparticulas de isradipina com PCL, PLA e dois tipos de PLGA e obtiveram pH 6,3, 3,1, 4,0 e
2,8, respectivamente. Ourique ¢f a/. (2008) preparam nanocapsulas e nanoesferas de tretinoina
com a PCL e obtiveram faixa de pH 5,9 a 6,9, préxima a obtida com as nanoparticulas de PCL
contendo ZnPc.

Os potenciais zeta das amostras de nanoparticulas com e sem farmaco preparadas por
ambos os métodos foram analisados. As nanoparticulas obtidas pelo MDS apresentaram
potencial zeta mais negativo do que as preparadas pelo MEES, seja com ou sem a ZnPc
encapsulada.

De acordo com a analise estatistica (ANOVA), houve diferenca significativa entre os
potenciais zeta das nanoparticulas com ZnPc preparadas pelo MDS e pelo MEES (p < 0,05) e
nao houve diferenca entre os resultados das amostras de nanoparticulas com e sem ZnPc obtidas
por um mesmo método (p > 0,05).

O potencial zeta negativo obtido para todas as amostras esta relacionado com a poli-e-
caprolactona, pois polimeros poliésteres conferem potencial negativo a interface devido a
presenca de grupos carboxilicos (VERGER ez a/., 1998; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O potencial zeta pode representar um indice de estabilidade das particulas. Em modulo,
valores altos de potenciais zeta estao relacionados com uma boa estabilidade do sistema, pois
indicam que as interagdes repulsivas entre as particulas sdo maiores, o que leva a formagao de
particulas mais estaveis, com diminuigdio da agregacio (HANS & LOWMAN, 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas preparadas pelo MDS apresentaram um valor negativo, porém alto de

potencial zeta, em torno de — 25 mV, indicando a estabilidade desse sistema. Este resultado esta
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de acordo com os valores de potencial zeta descritos na literatura para nanoparticulas de
polimeros poliésteres. Agnihotri & Vavia (2008) obtiveram o mesmo resultado na determinagao
do potencial zeta de nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo diclofenaco para
administragao oftalmica. E Verger ez al. (1998) prepararam nanoparticulas de PCL contendo
isradipina que também apresentaram potencial zeta em torno de — 25 mV.

As nanoparticulas obtidas pelo MEES apresentaram potencial zeta proximo de zero. Este
resultado parece estar relacionado com o tensoativo utilizado; o alcool polivinilico nao apresenta
carga em sua estrutura e forma uma camada sobre a superficie da particula que cobre e modifica a
sua carga superficial (LAMPRECHT e# 4/, 2001). Nanoparticulas com potenciais zeta proximos
de zero foram descritas por Lamprecht ef a/. (2001) e Singh ez a/. (2005).

Lamprecht ez a/l. (2001) prepararam nanoparticulas de PCL contendo rolipram por dois
métodos distintos e variaram a quantidade e o tipo de tensoativo. As amostras preparadas com
PVA apresentaram potencial zeta na faixa de -10 a 0 mV e as amostras preparadas com colato de
sédio apresentaram potenciais zeta na faixa de -20 a -50 mV, dependendo do método empregado.
Singh ez al. (2005), por sua vez, utilizaram PVA no preparo de nanoparticulas de PCL contendo
toxoide diftérico e o potencial zeta das amostras foi de — 2,6 £ 1,2 mV.

A obtenc¢ido de potenciais zeta diferentes para as amostras preparadas pelo MDS e pelo
MEES confirmam que, de acordo com o método escolhido e com as condi¢bes empregadas, as
propriedades das nanoparticulas serao diferentes e, portanto, o constante preparo de particulas
com métodos e/ou condi¢oes diferentes é uma estratégia para o desenvolvimento de sistemas de

liberagao mais adequados ao que se propoem.
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5.5 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DA ZnPc EXTRAIDA DAS

NANOPARTICULAS

Os estudos espectroscopicos de absor¢ao no UV-vis e de emissao de fluorescéncia sao
realizados para se obter informagoes a respeito do fotossensibilizante livre e encapsulado em
sistemas de liberagdo, como as nanoparticulas.

A analise espectroscopica do fotossensibilizante livre e extraido das nanoparticulas ¢ uma
forma de se observar se houve alguma alteragio ou degradagdo durante o processo de
encapsulacao (SIBATA ef al., 2004) e, consequentemente, ¢ uma analise interessante para avaliar a
atividade do fotossensibilizante (BALL ez a/., 1998), inclusive ap6s a nanoencapsulagao.

A ZnPc ¢é o mais hidrofébico dos derivados das ftalocianinas e quando ocorre alguma
alteragdo na sua forma monomérica, podem ser observadas modificagcGes espectroscopicas
criticas, uma vez que estados agregados da ZnPc fornecem mudancas no perfil dos espectros de
absor¢iao e emissao de fluorescéncia (BALL ef al, 1998; SIBATA et al., 2004). A observaciao
dessas mudangas nos espectros ¢ um indicativo de que houve comprometimento da atividade da
ZnPc, ja que os dimeros formados pela agregagao a tornam inativa ou menos eficiente do que
seus monomeros (BALL ez al., 1998).

As propriedades espectrais da ZnPc foram estudadas na solugao padrio de ZnPc em
acetona e nas amostras do fotossensibilizante extraido das nanoparticulas preparadas pelo MDS e
pelo MEES.

As Figuras 20 e 21 mostram, respectivamente, os espectros de absor¢ao no UV-visivel e
de emissdao de fluorescéncia obtidos da solugdao padrao de ZnPc e da solugdo de ZnPc extraida

das particulas em acetona.
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Figura 20. Espectros de absorcio no UV-visivel da ZnPc padrio e da ZnPc extraida das nanoparticulas
obtidas pelo MDS e pelo MEES na concentracio de 1 pg/ml em acetona.
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Figura 21. Espectros de emissdao de fluorescéncia da ZnPc padrio e da ZnPc extraida das nanoparticulas
obtidas pelo MDS e pelo MEES na concentracio de 0,3 pg/ml em acetona.
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Os espectros de absor¢ao no UV-vis e de emissdao de fluorescéncia da ZnPc extraida das
nanoparticulas preparadas pelo MDS e pelo MEES foram semelhantes aos espectros da solu¢ao
padrio de ZnPc em acetona, indicando que a ZnPc extraida das nanoparticulas nao teve suas
propriedades espectrais alteradas e encontra-se na sua forma monomérica ativa.

Ricct Junior e Marchetti (2006a, 2006b) também observaram que a ZnPc encapsulada em
nanoparticulas de PLGA nao sofreu alteragao nas suas propriedades fotofisicas apés o processo
de encapsula¢ao. Dessa forma, esses resultados confirmam que os processos de encapsulacao
utilizados nao afetam a atividade da ZnPc e que as nanoparticulas sio sistemas de liberagao

adequados para a encapsulagao desse fotossensibilizante.
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5.6 AVALIACAO DA INTERACAO FARMACO-POLIMERO

Na avaliagao da cristanilidade das amostras e da interacao farmaco-polimero do sistema
nanoestruturado, foram realizados os estudos de difraciao de raios X e de DSC.

Diferentes combinagdes entre farmaco e polimero podem coexistir nos carreadores
poliméricos, como, por exemplo, um farmaco amorfo disperso em uma matriz polimérica
cristalina ou amorfa e um farmaco cristalino disperso em matriz polimérica cristalina ou amorfa
(JENQUIN & MCGINITY, 1994 apud VERGER et al., 1998). Além disso, um farmaco pode
estar presente como uma soluc¢do solida ou uma dispersio solida em um polimero amorfo ou
cristalino.

A determinagdo dessas caracteristicas ¢é importante ndo apenas por permitir o
conhecimento da cristanilidade e das possiveis interagoes entre farmaco e polimero, mas também

devido a influencia das mesmas na liberacao  vitro e in vivo do tarmaco (VERGER e¢7 al., 1998).

5.6.1 Difragao de Raios X

A Figura 22 apresenta os padroes de difracao de raios X das amostras de ZnPc (A), de
nanoparticulas de PCL vazias (B), de mistura fisica de ZnPc com nanoparticulas de PCL vazias

(C), e de nanoparticulas de PCL contendo ZnPc (D) obtidas pelo MDS (a) e pelo MEES (b).
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Figura 22. Difratogramas de Raios X das nanoparticulas obtidas por MDS (a) e por MEES (b). As
amostras analisadas foram ZnPc livte (A), nanoparticulas de PCL (B), mistura fisica de ZnPc e
nanoparticulas de PCL (C) e nanoparticulas de PCL contendo ZnPc (D).
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O difratograma da ZnPc livre (A, Figura 22a e 22b) mostrou picos correspondentes a
estrutura cristalina do complexo metilico e o difratograma das nanoparticulas de PCL vazias
apresentou dois picos que estao relacionados a caracteristica semicristalina do polimero utilizado,
conforme ja observado por Verger ez al. (1998) e Pérez et al. (2000).

O difratograma da mistura fisica (C, Figura 22a e 22b) apresentou picos de difracao
referentes tanto a estrutura cristalina do fotossensibilizante quanto a estrutura semicristalina do
polimero, ocorrendo algumas sobreposi¢oes de picos entre 20° e 25°.

As amostras de nanoparticulas contendo ZnPc, por sua vez, apresentaram
comportamento diferente. Nos difratogramas (D, Figura 22a e 22b), observaram-se os picos
caracteristicos da semicristalinidade da PCL, mas nao foram observados picos caracteristicos da
estrutura cristalina da ZnPc. Segundo Guyot & Fawaz (1998), este resultado indica que o farmaco
esta dissolvido na matriz polimérica na sua forma amorfa. Por outro lado, Verger ez al. (1998) ao
analisar nanoparticulas contendo isradipina relatou que devido a baixa concentragao do farmaco
nas nanoparticulas, ndo se pode discriminar exatamente se existe uma dispersao molecular do
farmaco ou a solu¢ao da forma sélida amorfa do farmaco no polimero, mas que, nos dois casos,
o farmaco se dissolveria mais rapidamente, o que mudaria o comportamento 7 vivo do farmaco
pouco soluvel. Provavelmente, essa seja a situa¢ao das nanoparticulas contendo ZnPc. Embora
nao se possa afirmar se a ZnPc esta completamente dispersa na sua forma molecular ou se
encontra na sua forma amorfa no polimero, pode-se prever que a ZnPc, uma molécula com
dificuldade de solubilizagdo no meio aquoso, provavelmente se dissolvera mais rapidamente
quando encapsulada nesse tipo de sistema de liberacio do que na sua forma livre. Esta
modificagao na solubilidade da ZnPc quando incorporada em um sistema nanoestruturado
caracteriza uma vantagem da utilizacdo desse sistema, ja que possibilita a dispersio desse
fotossensibilizante em um meio liquido aquoso, como no caso da administragao desse sistema

endovenosamente na terapia fotodinamica do cancer.
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A Figura 23 apresenta os termogramas das amostras de ZnPc (A), de nanoparticulas de

PCL vazias (B), de mistura fisica de ZnPc com nanoparticulas de PCL vazias (C) e de

nanoparticulas de PCL contendo ZnPc (D), obtidas pelo MDS (a) e pelo MEES (b).
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Figura 23. Termogramas das amostras obtidas por MDS (a) e por MEES (b). As amostras analisadas
foram ZnPc livre (A), nanoparticulas de PCL (B), mistura fisica de ZnPc e nanoparticulas de PCL (C) e

nanoparticulas de PCL contendo ZnPc (D).

As amostras de ZnPc livre (A, Figura 23a e 23b) nao apresentaram nenhum sinal de

varia¢ao de acordo com as mudangas térmicas dentro da faixa de temperatura que foi utilizada. Ja

as demais amostras, que contém o polimero em sua composi¢ao, apresentaram termogramas em

que se pode observar o pico endotérmico em torno de 60°C, correspondente a temperatura de

fusao da PCL. A amostra de nanoparticulas de PCL com ZnPc obtidas pelo MDS (D, Figura

23a), no entanto, apresentou um pico endotérmico em torno de 70°C.
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Embora a DSC seja largamente empregada para definir os estados fisicos e a possivel
intera¢ao do polimero e do farmaco (ESPUELAS ez al., 1997), nesta analise, s6 foi possivel avaliar
o comportamento térmico da PCL nas amostras. A faixa de temperatura utilizada ndo possibilitou
a detecgao dos picos endotérmicos que caracterizariam a ZnPc, j4 que a mesma ¢ altamente
estavel e apresenta picos endotérmicos acima de 300°C (CORDEIRO & MOREIRA, 2009).

O comportamento térmico da PCL esta de acordo com resultados ja descritos na
literatura. O pico endotérmico em torno de 60°C caracteristico da fusio da PCL também foi
observado por Espuelas e al. (1997), Jeong, Lee & Cho (2003) e Wan ez a/. (2009), que detectaram
o pico endotérmico da PCL em 58°C, 58,2°C e 59,8°C, respectivamente.

Na amostra de nanoparticulas contendo ZnPc obtida pelo MDS (D, Figura 23a), a
pequena varia¢ao na temperatura de fusio e a mudanga no perfil podem ser explicadas por uma
provavel interagdo da ZnPc com a PCL. Em principio, quando dois componentes estao
misturados e completamente misciveis um no outro, apenas uma nova temperatura de fusao ¢
observada entre as temperaturas originais no termograma de DSC da mistura (WAN ez a/., 2009).

Na amostra de nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MEES (D, Figura 23b), a
temperatura de fusdo nao variou tanto, mas observou-se uma pequena modifica¢ao no perfil do
pico, que caracteriza uma possivel interacao entre o fotossensibilizante e o polimero.

Este comportamento nao foi observado na analise da mistura fisica da ZnPc livre com as
nanoparticulas vazias preparadas por ambos os métodos (C, Figura 23a e 23b) e isso indica que a
provavel intera¢ao ocorreu apenas apos a formagao das nanoparticulas.

Apos analise dos resultados, constatou-se que a técnica de DSC nao foi adequada para a
avaliagdo do comportamento térmico da ZnPc e das nanoparticulas contendo esse farmaco,
devido a faixa de temperatura utilizada. De qualquer forma, a analise de DSC foi importante pois,
juntamente com a difracio de raios X, mostrou a existéncia de uma intera¢ao da ZnPc,
provavelmente na sua forma amorfa, com a PCL nas nanoparticulas preparadas pelo MDS e pelo

MEES.
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5.7 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO

A liberagio do farmaco das nanoparticulas ¢ uma etapa importante para o
desenvolvimento de formulag¢oes eficazes (SOPPIMATH ez al., 2001). O pertil de liberagao i vitro
avalia a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo. Nesse ensaio, ¢ importante que as
condi¢des do estudo 7z witro, como o meio de dissolugdo e a temperatura, reproduzam as
condi¢Oes existentes zz vivo, para que se possa estabelecer uma correlagdo 2 vitro/in vivo
(AMIDON ¢t al., 2005). Os estudos 7 vitro ajudam a selecionar os sistemas mais adequados para
um futuro estudo de liberacao # vivo.

Para farmacos insolaveis em agua, como a ZnPc, o meio de dissolu¢do é um parametro
relevante para a realizagdo do estudo, ja que pode ser necessario um grande volume de meio
receptor. Nesses casos, a abordagem atual que parece mais apropriada é a utilizagdo de
tensoativos. A escolha do tensoativo ¢ uma etapa importante ¢ o dodecil sulfato de sédio (SDS),
utilizado nesse estudo, é apropriado na maioria dos casos (AMIDON ef a/., 2005). O SDS foi
utilizado para aumentar a solubilidade da ZnPc no meio aquoso e também preveniu a sua
adsor¢ao nas superficies do sistema utilizado, motivos pelos quais Chawla & Amiji (2002)
também utilizaram o SDS no estudo de libera¢ao do tamoxifeno de nanoparticulas.

O estudo do perfil de liberagao da ZnPc das nanoparticulas obtidas pelos dois métodos
empregados foi realizado para avaliar como ocorre a liberagao da ZnPc das nanoparticulas e se
esses sistemas apresentam potencial para a veiculacao da ZnPc para utiliza¢ao na TFD.

Os perfis de liberagao da ZnPc das nanoparticulas de PCL obtidas pelo MDS ¢ MEES

estao apresentados na Figura 24.
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Figura 24. Perfil de liberacdo da ZnPc encapsulada em nanoparticulas de PCL obtidas pelo MDS (a) e pelo
MEES (b). Média £ Desvio Padrio, n=3.

A liberagao da ZnPc das nanoparticulas preparadas pelo MDS foi rapida; na primeira
hora de liberagao, aproximadamente 15% do fotossensibilizante ja havia sido liberado. Por outro
lado, as nanoparticulas preparadas pelo MEES liberaram a ZnPc de modo sustentado e lento; na
primeira hora de liberagio, foram liberados apenas 2% do fotossensibilizante encapsulado. Apds
12 h, ocorreu a liberagdo de aproximadamente 17% do fotossensibilizante encapsulado pelo

MDS e somente ap6s 48 h foram liberados 10% da ZnPc encapsulada pelo MEES.
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A liberagao do farmaco das nanoparticulas depende de diversos fatores, como a desor¢ao
do farmaco adsorvido na superficie da particula, a difusao do farmaco pela matriz polimérica das
nanoparticulas, a erosao da matriz polimérica e os processos de erosao e difusio combinados
(SOPPIMATH ef al., 2001). Quando o farmaco esta disperso na nanoparticula, a sua liberagao
ocorre gradativamente da matriz polimérica por difusdo, e quando ele encontra-se conjugado
com a matriz polimérica, a erosiao ou a degrada¢ao do polimero é responsavel pela sua liberagao
(PARK e# al., 2008). Além disso, durante a liberacio de um farmaco, pode-se observar o “efeito
burst”, que é uma liberacao inicial de grande quantidade do farmaco e esta associado a fragio do
farmaco que se encontra adsorvido na superficie da particula (SOPPIMATH ez a/., 2001).

Nos perfis apresentados, observou-se o efeito “burst” na liberacio da ZnPc das
nanoparticulas obtidas pelo MDS (Figura 24a). Dessa forma, é provavel que uma maior
quantidade do farmaco esteja adsorvido na superficie das particulas preparadas por esse método.
Por outro lado, a auséncia do efeito “burst” no perfil de liberagio da ZnPc das nanoparticulas
obtidas pelo MEES e a liberagao mais lenta e sustentada do farmaco nesse caso podem ser
indicativos de que a ZnPc estava homogeneamente dispersa na matriz polimérica da
nanoparticula e de que o processo predominante na liberagao seja a difusdo e nao a desor¢ao do
farmaco. Além disso, como a degradacio da PCL no meio aquoso ¢ bem lenta devido a
hidrofobicidade e a cristanilidade da matriz polimérica (CHAWLA & AMIJI, 2002; SINHA ef /.,
2004), a liberacao da ZnPc das nanoparticulas preparadas tanto pelo MDS como pelo MEES
provavelmente nao ocorreu por erosao do polimero.

A ocorréncia de efeito “burst” parece estar relacionada com a forma como o farmaco se
encontra disperso nas particulas e ndio com o método de encapsulacao utilizado. Verger e al.
(1998) prepararam nanoparticulas de PCL contendo isradipina pelo MDS e também observaram
uma liberagio sustentada, com aproximadamente 50% do farmaco liberado em 24 h, mas sem
efeito “burst”. Chawla & Amiji (2002), entretanto, preparam nanoparticulas de PCL contendo

tamoxifeno pelo MDS cujo perfil de liberagao foi caracterizado por efeito “burst” inicial e
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liberagao total do farmaco encapsulado apés 24 h de analise. Lamprecht ez a/. (2001), por sua vez,
encapsularam rolipram em nanoparticulas de PCL pelo MEES e obtiveram uma liberagdo com
efeito “burst” inicial significativo, responsavel pela liberagio de quase todo o farmaco
encapsulado nos primeiros 30 minutos da liberacio, o que foi atribuido a baixa eficiéncia de
encapsulacao obtida no processo.

De qualquer forma, observou-se que o perfil de liberagao é caracteristico de cada sistema
e varia de acordo com o farmaco e o polimero utilizado, e até mesmo com as condi¢oes de
preparo empregadas. Neste trabalho, a utilizacdo de dois métodos de preparo diferentes pode ser
a justificativa para perfis de liberacao diferentes, ja que métodos diferentes formariam
nanoparticulas com estruturas matriciais poliméricas distintas.

Existem algumas teorias e modelos matematicos que descrevem a cinética de libera¢ao do
farmaco de sua forma farmacéutica. Os modelos de liberagao mais aplicados e que melhor
descrevem o fenémeno de liberagio de farmacos sao, em geral, os modelos de Higuchi, de
cinética de ordem zero, de Weibull e de Korsmeyer-Peppas (COSTA & LOBO, 2001).

A cinética de ordem zero ¢ aplicada a formas farmacéuticas que nao sofrem desagregacao
e liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo; trata-se de um método ideal de
liberagao de farmaco para atingir uma agao farmacoldgica prolongada, ja que a liberagao ¢ lenta

(COSTA & LOBO, 2001). Este modelo pode ser representado pela equagao a seguir:

Qt = QO + I<Ota

onde:
Q, = quantidade de farmaco liberado no tempo t;

Q, = quantidade inicial do farmaco na solugao;

constante cinética.

Ky
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A cinética de primeira ordem, por sua vez, ¢ caracteristica de formas farmacéuticas cuja
liberagao do farmaco é proporcional a quantidade de farmaco que permanece no seu interior, de
modo que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui com o passar do

tempo (COSTA & LOBO, 2001). A equag¢ao que representa esse modelo é a seguinte:

InQ,=1nQ, + K,

onde:
Q, = quantidade de farmaco liberado no tempo t;
Q, = quantidade inicial do farmaco na solugao;

K, = constante de liberacao de primeira ordem.

Higuchi desenvolveu alguns modelos teéricos para estudar a liberagio de farmacos
hidrossolaveis e pouco soluveis em matrizes semi-solidas e solidas e descreveu a liberagao de um
farmaco como um processo de difusao baseado na Lei de Fick, dependente da raiz quadrada do

tempo (COSTA & LOBO, 2001). O modelo de Higuchi é resumido pela seguinte equagao:

Q, =K, +Vt,

onde:
Q, = quantidade de farmaco liberado no tempo t;

K}; = constante de liberagao de Higuchi.

Os modelos de cinética de ordem zero, de Higuchi (pseudo ordem zero) e de primeira
ordem foram aplicados nos perfis de liberacao apresentados a fim de obter o modelo mais

indicado para cada perfil realizado. A escolha do melhor modelo foi feita a partir do coeficiente
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de correlagio linear (r) obtido em cada analise da regressao linear. Os resultados estio

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Estudo da cinética de liberagio da ZnPc a partir das nanoparticulas obtidas pelo MDS e pelo
MEES.

Ordem zero Pseudo ordem zero Primeira ordem
% liberada x tempo % liberada x tempol/ 2 log % liberada x tempo
(horas) (horas) (horas)
2 =0,645 2=10,731 2=10,65
MDS
r = 0,803 r = 0,855 r = 0,806
R2=10,930 R2=10,979 R2 = 0,801
MEES
r = 0,965 r = 0,989 r = 0,895

MDS: Método de Difusao do Solvente; MEES: Método de Emulsio e Evaporagdo do Solvente; log:
logaritmo; R coeficiente de determinagio; 1: coeficiente de correlagio linear.

Ap6s a aplicacio dos modelos matematicos e a determinagao dos valores de coeficiente
de correlagio linear (r), o modelo de pseudo ordem zero (Higuchi) foi o que apresentou os
malores coeficientes de correlagdo linear e, com isso, foi o modelo que melhor se ajustou aos
perfis de libera¢ao das nanoparticulas preparadas tanto pelo MDS (r = 0,855) quanto pelo MEES
(r=10,989).

O modelo de Higuchi é um indicativo de que a liberagdo do farmaco ocorreu por um
mecanismo de difusao. Embora os perfis de liberagio das nanoparticulas preparadas pelo MDS e
pelo MEES tenham apresentado comportamentos diferentes, a cinética de liberacao parece ter
sido a mesma; a difusdo deve ter sido o principal mecanismo responsavel pela liberagio da ZnPc
das nanoparticulas obtidas pelos dois métodos.

As cinéticas de liberagao da ZnPc encapsulada nas nanoparticulas obtidas pelo MDS e

pelo MEES, segundo o modelo de Higuchi, estao apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Cinética de liberacdo da ZnPc encapsulada em nanoparticulas preparadas pelo MDS (a) e pelo
MEES (b), segundo o modelo de Higuchi.

O estudo do perfil de liberagao da ZnPc foi util pois mostrou que a terapia fotodinamica

podera ser aplicada no tumor apds administragio e acimulo das nanoparticulas no local, ja que

foi observado que ocorre a liberagio da ZnPc dos sistemas de liberagao desenvolvidos.
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5.8 AVALIACAO DA TOXICIDADE E DA FOTOTOXICIDADE DAS

NANOPARTICULAS EM CULTURA DE CELULAS

O ensaio de toxicidade foi realizado na auséncia de luz e teve o objetivo de avaliar a
toxicidade do sistema de liberacio em células A549 mantidas em cultura. O ensaio de
fototoxicidade, por sua vez, avaliou o efeito da luz e do farmaco (ativo apenas na presenca de luz)
liberado das nanoparticulas na cultura celular.

A avaliagao da toxicidade e da fototoxicidade dos sistemas foram realizadas pelo método
MTT, que determina a viabilidade celular por meio da analise da atividade mitocondrial. A
viabilidade celular (%) de todos os grupos analisados foi comparada a do grupo controle (células
incubadas na auséncia de luz).

Foram realizados quatro ensaios independentes feitos em sextuplicata para cada situagao
experimental e a significancia dos resultados (p < 0,05) foi avaliada pelo teste ANOVA. Os
estudos foram feitos com nanoparticulas obtidas pelo MDS e pelo MEES e os resultados estao

apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Estudos de toxicidade (auséncia de luz) e de fototoxicidade (irradiacio de luz — 100 J/cm?) em
cultura de células A549 das nanoparticulas (Nps) de PCL preparadas pelo MDS (a) e pelo MEES (b).
Média + desvio padrio de quatro experimentos independentes feitos em sextuplicata. *Significativamente
menor do que o controle na auséncia de luz (p < 0,05 ANOVA).
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No ensaio de toxicidade, as nanoparticulas de PCL vazias obtidas pelo MDS e pelo
MEES reduziram a viabilidade celular em apenas 12,4% e 11,7%, respectivamente. Esse efeito
citotéxico nao foi estatisticamente significativo em relagdo ao controle (p > 0,05), confirmando a
baixa toxicidade desse sistema de liberagio e a biocompatibilidade do polimero utilizado. As
nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MDS e pelo MEES reduziram a viabilidade celular
em 14,5% (p > 0,05) e 17,1% (p < 0,05), respectivamente. O pequeno aumento na toxicidade
dessas nanoparticulas em relacdao as nanoparticulas vazias (p > 0,05) pode ser atribuida a presenca
do fotossensibilizante, que apresenta baixa toxicidade na auséncia de luz, mas pode causar a
inativagdao de uma parte das células.

Esses resultados estdao de acordo com resultados ja descritos na literatura. Konan ez al.
(2003a) analisaram a toxicidade e a fototoxicidade de nanoparticulas vazias ou contendo porfirina
meso-tetra(4-hidroxifenil) encapsulada apés a incubagao em cultura de células EMT-6 (células
tumorais mamarias de camundongos) e ndo observaram citotoxicidade significativa no escuro em
nenhuma das condi¢des analisadas. O mesmo resultado foi descrito por Zeisser-Labouebe ef al.
(2000), que incubaram células NuTu-19 (cancer ovariano de ratos) com nanoparticulas de PLA
ou de PLGA vazias ou com hipericina. Da Silva ez /. (2009) analisaram a atividade fotodinamica
de nanoparticulas contendo um derivado porfirinico em células de tumor de prostata humano e
também verificaram um pequeno aumento na citotoxicidade relacionado a baixa toxicidade que
os fotossensibilizantes podem apresentar apds a incuba¢ao no escuro.

A auséncia de efeito citotdxico significativo apos a incuba¢ao com nanoparticulas de PCL
vazias ¢ consistente com a biocompatibilidade e seguranca dos polimeros comumente utilizados
na preparagao de nanoparticulas (PCL, PLA e PLGA) (KONAN e 4/, 2003; ZEISSER-
LABOUEBE e al., 2006).

No ensaio de fototoxicidade, observou-se, inicialmente, que a luz isoladamente nao foi
capaz de induzir efeito citotdxico sobre a cultura de células (p > 0,05), uma vez que a viabilidade

celular foi reduzida em apenas 2,8% apds a irradiagio das células com dose de 100 J/cm’.
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Kolarova et al. (2003) irradiaram células de melanoma humano (G361) com luz visivel e
observaram que a viabilidade das células permanecia acima de 90% ap6s irradiagao de luz em
doses de 0,5 a 150 J/cm® As nanoparticulas de PCL vazias também apresentaram baixa
toxicidade na presenca de luz e nio houve diferenca significativa na viabilidade celular das
nanoparticulas de PCL vazias obtidas por ambos os métodos entre os ensaios de toxicidade e de
fototoxicidade (p > 0,05). Por outro lado, as nanoparticulas de PCL contendo ZnPc obtidas pelo
MDS e pelo MEES induziram efeito citotoxico nas células A549 ap6s a irradiacao de luz. Houve
uma redugdo significativa de 19,9% da viabilidade celular no caso das nanoparticulas contendo
ZnPc obtidas pelo MDS (p < 0,05) e de 97,0% no caso das nanoparticulas contendo ZnPc
obtidas pelo MEES (p < 0,05) em relagao ao grupo controle. No entanto, nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os resultados de reducido da viabilidade celular obtidos para as
nanoparticulas vazias (16,0%) e com ZnPc (19,9%) obtidas pelo MDS (p > 0,05), o que indica
que o pequeno efeito citotoxico obtido nido pode ser necessariamente atribuido a atividade
fototoxica do fotossensibilizante liberado. Tal efeito pode ser atribuido a toxicidade das
nanoparticulas de PCL que na presenca de ZnPc e com a irradiacio de luz provocou um
decréscimo na viabilidade celular. Esse mesmo comportamento nao foi observado no estudo de
fototoxicidade das nanoparticulas obtidas pelo MEES, que reduziram a viabilidade das células em
14,2% quando estas estiveram em contato com as nanoparticulas vazias e em 97% quando em
contato com as nanoparticulas contendo ZnPc (p < 0,05). Diante desses resultados, é evidente
que as nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MEES apresentaram um efeito citotoxico
significativamente maior do que as obtidas pelo MDS (p < 0,05), conforme verificado pelo ensaio
de fototoxicidade.

Os estudos de toxicidade e de fototoxicidade foram importantes para confirmar que a
toxicidade das particulas vazias e contendo a ZnPc nio ¢ significativa no escuro e que a
fototoxicidade das nanoparticulas vazias também ¢ insignificante, de modo que a ZnPc liberada

das nanoparticulas preparadas pelo MEES para as células induziu a morte celular apés a TFD.
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A localizacao do fotossensibilizante nas células tumorais influencia, de alguma maneira, a
atividade fotodindmica (RUCK e 4/, 1996). O caminho pelo qual o fotossensibilizante sera
interiorizado pelas células tumorais sera definido pelas suas caracteristicas, como propriedades
quimicas, tamanho, carga elétrica e carater hidrofilico-lipofilico. Além disso, a distribuigao celular
¢ determinada pelo mecanismo de internalizagdo celular, que pode ser influenciado pela
composicio do meio e pelo tipo de sistemas carreadores utilizados para a liberagdo do
fotossensibilizante nas células (RUCK e# al., 1996; KONAN ez al., 2003b). Diversos estudos ja
mostraram os efeitos da utilizagdo de sistemas carreadores, contendo fotossensibilizantes, na
viabilidade de algumas linhagens celulares. Por exemplo, houve significativa reduciao de 90% da
viabilidade de células da linhagem NHIK 3025 no estudo de fototoxicidade com ZnPc
encapsulada em lipossomos (RODAL e/ al., 1998). Outro estudo apontou uma reducgao de 30%
na viabilidade de células neoplasicas P388-D1 decorrente da incubagao das células com
nanoparticulas de PLGA contendo ZnPc (5 uM de ZnPc) preparadas pelo MEES e irradiacao de
luz (. = 675 nm) na dose de 30 J/cm® (RICCI JUNIOR & MARCHETTI, 2006b). Da Silva e a/.
(2009) também mostraram que a encapsulagao de um derivado porfirinico era mais eficiente do
que o mesmo livre para causar a morte de células tumorais, uma vez que a nanoencapsulacio
ajudaria a diminuir a agregacao do fotossensibilizante, favorecendo o estado monomérico, que é
mais fotoativo. Entdo, para melhorar a eficacia da atividade fotodinamica do fotossensibilizante, é
importante entender também como esses compostos sao internalizados para as células tumorais.
No entanto, devido as variagdes nas respostas dos estudos, por causa dos diferentes
fotossensibilizantes, linhagens de células e parametros da TFD utilizados, é extremamente dificil
antecipar o comportamento de cada composto sensibilizante (IKONAN ez a/., 2003b).

As caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados, como o tamanho e a
carga superficial, sao capazes de afetar a estabilidade fisica e de influenciar significativamente a
interagao das nanoparticulas com o meio biolégico apés administraciao 7z vzvo, assim como a taxa

de liberagao do farmaco encapsulado e a interagao com as células (MAABEN ez al, 1993 apud
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FONSECA, SIMOES & GASPAR, 2002). Diversos autores ja relataram a influéncia das
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas na interagdo com as células. A diferenga
significativa observada na viabilidade celular apds incubagdo com as nanoparticulas contendo
ZnPc preparadas pelo MDS e pelo MEES no estudo de fototoxicidade realizado deve-se,
provavelmente, as diferentes caracteristicas desses dois sistemas.

O estudo de caracterizagao das nanoparticulas mostrou que as mesmas apresentaram
tamanho e potencial zeta distintos: as nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MDS
apresentaram diametro médio de 332,8 £ 7,7 nm e potencial zeta de —25,03 * 2,79 mV, enquanto
as obtidas pelo MEES, apresentaram tamanho de 225,9 £ 4,1 nm e potencial zeta de —4,85 +
1,54 mV. E, de acordo com os resultados obtidos no estudo de fototoxicidade, em que as
nanoparticulas preparadas pelo MEES reduziram a viabilidade celular para 3%, as nanoparticulas
de menor tamanho e potencial zeta menos negativo apresentaram as caracteristicas possivelmente
mais favoraveis para a interioriza¢do pela célula e para a posterior atividade fotodinamica do
farmaco.

A relagao entre nanoparticulas pequenas e a melhor internalizacdo nas células ja foi citada
na literatura. Segundo Win & Feng (2005), o tamanho das particulas tem papel importante na sua
adesdo e interagdo com as células. Células tumorais, que exibem atividade endocitotica
exacerbada, podem internalizar nanoparticulas pequenas mais rapidamente, permitindo que o
farmaco seja liberado no interior das células e que haja um aumento da concentragdo do farmaco
no sitio de acio (KONAN-KOUAKOU ¢z 4/, 2005). Konan-Kouakou e a/. (2005) observaram
que nanoparticulas de diametro de 167 nm apresentaram maior eficiéncia fototoxica (69%) do
que as nanoparticulas de 370 nm (29%), ambas contendo a mesma concentra¢ao de verteporfina.
Provavelmente, a maior reducao na viabilidade celular obtidas para o ensaio de fototoxicidade
com as nanoparticulas preparadas pelo MEES seja resultado da liberagao eficaz do farmaco nas
células tumorais, ja que as nanoparticulas menores parecem ter maior internalizacdo intracelular

do que as de tamanho maior. Por outro lado, a quantidade de nanoparticulas obtidas pelo MDS
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internalizadas nas células ndo deve ter sido a mesma das preparadas pelo MEES; o
fotossensibilizante pode ter sido liberado no meio de cultura, que foi substituido por novo meio
antes da irradiagao e, com isso, ndo houve ativa¢ao significativa da ZnPc dentro das células.

A carga da superficie das nanoparticulas é outro parametro importante no processo de
internalizacdo celular (ALBEROLA & RADLER, 2009) e obter informacio sobre quais grupos
funcionais da superficie do carreador de farmacos apresenta interagao com a célula maligna é
essencial para o sucesso desses sistemas (MCNAMEE, PYO & HIGASHITANI, 20006).
McNamee, Pyo & Higashitani (2006) testaram o efeito da carga e da hidrofobicidade em um
sistema de libera¢ao de farmacos em relagao a sua especificidade para células do tipo melanoma
B16F10 e descobriram que superficies carregadas negativamente e superficies hidrofébicas
modificadas tiveram baixa for¢a de adesio, enquanto que a particula que foi modificada para ter
carga positiva mostrou elevada forca de adesdao e maior afinidade pela célula. Win & Feng (2005)
observaram que cobrir a superficie das nanoparticulas com materiais bioadesivos como PVA e
PEG pode aumentar a bioadesao e a absor¢ao nas células intestinais: as nanoparticulas de PLGA
cobertas com PVA aumentaram a interiorizagao em 2,9 vezes em relacdo as nanoparticulas de
poliestireno de mesmo tamanho, indicando que o material polimérico também contribui para a
eficiéncia da interiorizagdo celular. Dessa forma, o potencial zeta menos negativo das
nanoparticulas preparadas pelo MEES parece também ter contribuido para a maior internalizagao
dessas nanoparticulas, aumentando a eficicia fototéxica desse sistema em relagdo as
nanoparticulas obtidas pelo MDS. Além disso, no preparo das nanoparticulas pelo MEES,
utilizou-se o PVA e, embora tenha sido feita a etapa de purificagdo das amostras para a sua
remogao, um residuo minimo pode permanecer na superficie das particulas. Portanto, a presenca
do PVA nas nanoparticulas obtidas pelo MEES também pode ter contribuido para aumentar a
bioadesao dessas particulas.

O wuso de sistemas de liberagio de farmacos tem sido largamente proposto sem o

conhecimento de sua afinidade pela superficie das células malignas (MCNAMEE, PYO &
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HIGASHITANI, 2006), mas considerando-se as aplicagdes clinicas potenciais desses sistemas de
liberagao nanoestruturados para a terapia fotodinamica, um melhor entendimento das interagoes
biolégicas e o mecanismo de TEFD ¢ de extrema importancia IKONAN ez a/., 2003a). Nesse caso,
o estudo de fototoxicidade mostrou nao so6 a eficiéncia fotodinamica das nanoparticulas de PCL
contendo ZnPc obtidas pelo MEES, mas também a relevancia das caracteristicas do sistema na

sua interaciao com as células.
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5.9 AVALIACAO MORFOLOGICA DA LINHAGEM CELULAR A549

As fotomicrografias das células estao apresentadas na Figura 27. O estudo de avaliagao
morfologica foi feito pela analise das morfologias de células nio tratadas e de células que haviam
sido incubadas com nanoparticulas contendo ZnPc obtidas pelo MEES na auséncia de luz e apos
irradiacio de luz.

As células A549 incubadas com as nanoparticulas contendo ZnPc e irradiadas com luz
apresentaram modificagdes morfolégicas significativas quando comparadas com as células
controle e com as células que tiveram contato com as nanoparticulas na auséncia de luz. As
principais alteragdes morfoldgicas induzidas pela acdo fotodinamica da ZnPc liberada das
nanoparticulas na linhagem A549 inclufram: condensagao citoplasmatica, com reducio
significativa do volume celular; rarefacdo da matriz citoplasmatica, extensa lise celular e perda dos
prolongamentos da membrana plasmatica (Figura 27c¢).

No entanto, ndo foram observadas modificagdes na morfologia das células que foram
incubadas com as nanoparticulas na auséncia de luz, indicando que a presenca do sistema
nanoparticulado nao causou danos nas células e que o fotossensibilizante, sem a irradiagao de luz,

também nao foi capaz de causar alteragoes nas células (Figura 27b).
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o ZnPc obtidas pelo MEES ap6s itrradiacio de luz.

anoparticulas contend
2 .y
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Figura 27. Microscopias de luz de células A549 do grupo controle (a), incubadas com nanoparticulas
contendo ZnPc obtidas pelo MEES na auséncia de luz (b) e ap6s irradiacao com luz (100 J/cm?) (c). As
células foram coradas com Giemsa e observadas nos aumentos de 5X (escala: 200 um) e 40X (escala: 50

um).
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A TFD pode mediar diversos eventos de sinalizacio nas células, mas o seu principal
objetivo é induzir a morte celular. A morte direta das células tumorais ap6s a TFD pode ocorrer
por apoptose e¢/ou necrose (CASTANO, DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005a). O balango entre
apoptose e necrose apos a TFD in vitro depende de diversos parametros, como a dose de luz, a
concentracao do fotossensibilizante e a localizacio intracelular do mesmo, a concentracio de
oxigénio e o tipo de célula (CASTANO, MROZ & HAMBLIN, 2000).

A apoptose ¢ considerada a morte celular programada e se caracteriza por alteracoes
morfolégicas, como a redu¢ao do volume celular, o aparecimento de bolhas na superficie,
também denominadas de blkbs (CASTANO, DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005a), condensacao
da cromatina nuclear, dentre outras alteragdes. A necrose, por sua vez, ¢ uma forma violenta e
rapida de degeneracido celular que afeta extensivamente as células; é caracterizada pelo
aparecimento de nucleo picnético, inchago do citoplasma, destrui¢ao das organelas e perturbagao
da membrana plasmatica, que culminam com a fragmentagao celular e a liberacao dos contetidos
intracelulares (CASTANO, DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005a).

As alteracdes morfoldgicas identificadas na linhagem A549, portanto, sugerem que a TFD
da ZnPc foi capaz de induzir morte celular tanto por necrose quanto por apoptose. Entretanto,
novos experimentos precisam ser feitos para a comprovacao destes dados, com uso de técnicas

mais precisas, como citometria de fluxo, eletroforese de DNA em gel de agarose, entre outras.
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6 CONCLUSAO

O MDS pode ser utilizado para a encapsulagio de ZnPc em nanoparticulas de PCL
porque apresentou alto rendimento e boa eficiéncia de encapsulagio. O MEES pode ser utilizado
para a encapsulacio de ZnPc em nanoparticulas de PCL porque embora tenha apresentado um

rendimento baixo, apresentou boa eficiéncia de encapsulagao.

As nanoparticulas obtidas pelo MDS e pelo MEES apresentam tamanho nanométrico,
forma esférica e superficie lisa e regular, que viabilizam a sua administragdo endovenosa. As

nanoparticulas obtidas pelo MDS apresentaram tamanhos maiores do que as obtidas pelo MEES.

As nanoparticulas apresentaram potencial zeta negativo. O potencial zeta das

nanoparticulas obtidas pelo MEES foi menos negativo do que o das preparadas pelo MDS.

O método utilizado para a quantificagdo de ZnPc por emissio de fluorescéncia foi

adequado e apresentou excelente linearidade, boa precisao e exatidao.

A ZnPc manteve suas propriedades de absor¢ao no UV-vis e de emissao de fluorescéncia
inalteradas apés o processo de encapsulagio em nanoparticulas e, portanto, a encapsulagiao

manteve o fotossensibilizante na forma ativa.

As analises de DSC e de difragao de raios X demonstraram que possivelmente houve uma

interagao entre a ZnPc amorfa e a PCL semicristalina ap6s a encapsulagao nas nanoparticulas.
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Os estudos de liberagao 7z vitro mostraram que o perfil de liberagdo da ZnPc foi rapido
quando a encapsulagao foi obtida pelo MDS e sustentado e lento quando a ZnPc foi encapsulada

em nanoparticulas obtidas pelo MEES.

O estudo de fototoxicidade mostrou que a ZnPc liberada das nanoparticulas de PCL
obtidas pelo MEES ¢ capaz de reduzir em 97% a viabilidade de células neoplasicas da linhagem

A549 apds exposicao a luz.

A avaliagdo morfologica da linhagem celular A549 apds a acdo fotodinamica da ZnPc
liberada das nanoparticulas de PCL preparadas pelo MEES mostrou alteragdes morfologicas que

sugerem morte celular por necrose e apoptose.

As nanoparticulas de PCL contendo ZnPc obtidas pelo MEES, portanto, constituem um
sistema de liberacio promissor para uso na terapia fotodinamica do cancer, pois permitem a
veiculacdo do fotossensibilizante por via endovenosa, liberam o farmaco de modo sustentado e

apresentam baixa toxicidade e alta fototoxicidade.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados do estudo de desenvolvimento, caracterizacao e avaliacao da fototoxicidade
das nanoparticulas de PCL contendo ZnPc apresentados nesse trabalho motivam a continuidade
desse projeto. A avaliagao da estabilidade das nanoparticulas e os estudos de internalizacao celular
por microscopia confocal e de biodistribuicio 7z vivo das nanoparticulas contribuirdo para um
maior conhecimento desse sistema de liberagdo nanoestruturado com promissora aplicagao na

terapia fotodinamica do cancer.
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