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O Vendedor de Sonhos

Sou apenas um caminhante
Que perdeu o medo de se perder
Estou seguro que sou imperfeito

Podem me chamar de louco
Podem zombar das minhas ideias

Nao importa!

O que importa é que sou um caminhante
Que vende sonhos para 0os passantes
Nao tenho bussola nem agenda
Nao tenho nada, mas tenho tudo

Sou apenas um caminhante

A procura de mim mesmo.

Augusto Cury
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F-127 - (6xido de etilengyOxido de propileng}(oxido de etileng)g
FB - Fotobrangueamento

FS - Fotossensibilizador

HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital

Kl - lodeto de Potassio

Ksv - Constante de Stern-Volmer

LASER -Light Amplification by Stimulated Emission of Raidia
LCST -Lower Critical Solution Temperature

LED - Diodo Emissor de Luz

LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital

LUV - Vesicula Unilamelar Grande

MLV - Vesicula Unilamelar

Na- Numero de Avogadro

Naps- NUmero de Fétons Absorvidos

P-123 - (6xido de etileng)6xido de propileng)(6xido de etileng)
P - Poténcia da Fonte

Pans- Poténcia Absorvida

PACT -Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy
PBS - Tampao Fosfato Salino

PDI - Inativacdo Fotodinamica de Micro-organismos
PEO - poli(oxido de etileno)

Pl - lodeto de Propidio

PO - 6xido de propileno

PPO - poli(oxido de propileno)

RLS - Espalhamento de Luz Ressonante
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SDS - Dodecil Sulfato de Sédio

SUV - Vesicula Unilamelar Pequena

TFD — Terapia Fotodinamica

TEM - Microscopia de Transmissao Eletrénica
TMC - Temperatura Micelar Critica

TSA- Tryptic Soy Agar

TSB -Trypic Soy Broth

UFC - Unidades formadoras de colonia

Valor D - Tempo Necessario para Inibicdo de 90 ®Maro-organismos
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Estudos Fotofisicos e Fotodinamicos da clorofileeaderivados formulados em

micelas poliméricas e lipossomos

RESUMO

A combinacdo de um fotossensibilizador (FS), lubxé&énio é o principio
basico da Terapia Fotodindmica (TFD) e da inativafdtodindmica de micro-
organismos (PDI). A clorofila (Mg-Chl) e seus dedws: clorofila de zinco (Zn-Chl),
feofitina (Pheo), feoforbideo (Pheid) e clorofilida zinco (Zn-Chld) foram estudados
como possiveis fotossensibilizadores para aplicaddoeodindmicas. Os FS foram
formulados em micelas poliméricas de F-127 e P-&28m sistemas lipossomais
constituidos de DPPC. Os formulados micelares ostiram analisados quanto a
estabilidade térmica e temporal. Além disso, todssformulados foram analisados
quanto a localizagdo dos FS nos sistemas carreqadimesidade de carga superficial; e
propriedades fotofisicas como rendimentos quanti®xigénio singleted®,) e de
fluorescéncia ¢r), fotoestabilidade e aplicacdo sobre micro-orgaos

Os FS foram incorporados em micelas poliméricagos$omos pelo método da
dispersdo solida. A formulacdo possibilitou a moeomacdo das clorofilas e
manutencdo das propriedades espectroscopicas fesifiate (rendimento quantico de
fluorescéncia e oxigénio singlete) das mesmasgegpqasibilitou a aplicacdo desses FS
em ensaios fotodinamicos.

A estabilidade térmica dos formulados micelares favaliada por
espectroscopias de absorcao eletrbnica e emissfioodescéncia, simultaneamente as
andlises de espalhamento de luz ressonante. Allielstde térmica desses formulados

foi dependente de interacdes especificas entre e KS copolimero. Em baixas
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temperaturas, inferiores a temperatura micelacariverificou-se uma modificacdo das
propriedades dos microambientes da micela, comeaimnda polaridade e diminuicao
da viscosidade, causando alteragbes nos perfistempeadas clorofilas, principalmente
nas intensidades de emisséo de fluorescéncia.

Andlises da densidade de carga superficial dosnsést carreadores avaliadas
pelo potencial zeta mostraram que as micelas potiagpossuem uma densidade de
carga superficial negativa, enquanto os lipossoaqm®sentaram um potencial de
superficie positivo, indicando que os Ultimos s8temas carreadores mais promissores
para aplicacdo em membranas celulares, com demsidad carga negativa. A
incorporacdo dos FS afetaram os potenciais de fétipedos sistemas carreadores,
aproximando-se de zero e diminuindo a estabilidkdesuspensdes e possibilitando a
aglomeracao das particulas micelares e lipossomais.

A localizagao das clorofilas nos sistemas carresdfmi avaliada por estudos de
supressdo de fluorescéncia, utilizando iodeto campressor aquo-solluvel, e pela
variagcao de energia das bandas de absorgédo e eni\ssi formulados micelares as
clorofilas com a cadeia fitilica (Mg-Chl, Zn-Chl Bheo) localizaram-se no core
hidrofébico da micela enquanto os derivados forsd@heid e Zn-Chld) na camada
externa hidrofilica. Por outro lado, as clorofilkam a cadeia fitilica nos formulados
lipossomais organizaram-se de maneira que o aoghiclo foi localizado na regido
limitante da bicamada lipidica proximo da cabeckampe a cadeia fitilica inserida na
regido hidrocarbbnica apolar da bicamada. Ja osvades forbideos foram
incorporados na camada externa do lipossomo proainaheca polar do fosfolipidio.

As clorofilas desmetaladas Pheo e Pheid mantivemrestaveis frente a luz,
enquanto as clorofilas metaladas conf'Zea Md¢* sofreram fotobranqueamento. A

ordem de velocidade de degradagé&o das clorofilagigeChl > Zn-Chld > Zn-Chl em
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todos os formulados estudados, mesma ordem obtidaetanol. O processo de
fotobranqueamento das clorofilas foi dependentendm no qual as moléculas foram
incorporadas. A sequéncia da velocidade de degiadagtida foi DPPC > F-127 > P-
123.

Os derivados de clorofila levaram a erradicacaodiofimica dé&staphylococcus
aureus O sistema carreador constituido de lipossomo DPBBncializou a acdo
fotodindmica dos FS, que foi dependente de prosest®d fotobranqueamento,
localizacdo, @, e adsor¢cdo das clorofilas nas células bacteriafdicionalmente,
mudancas ultraestruturais analisadas por microsca® transmissao eletronica
mostraram que o0s principais alvos de acéo fotodo#messes formulados solfge
aureussao a membrana citoplasmatica e os acidos nusleico

A analise das propriedades fisico-quimicas dos dtados obtidos juntamente
com resultados de inativacdo fotodinamica da bacter aureusmostrou que 0s
derivados de clorofila sdo potenciais FS para RDincipalmente os derivados

forbideos (Pheid e Zn-Chld) formulados em lipossemo

Palavras-chave Derivados de Clorofila, Surfactantes Poliméridappssomos,

Propriedades Fotofisicas, Inativacdo Fotodinan8taphylococcus aureus
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Photophysical and Photodynamic Studies of ChlorophyDerivatives

Formulated in Polymeric Micelles and Liposomes

ABSTRACT

The combination of a photosensitizer (PS), lighd amygen is the base of the
photodynamic therapy (PDT) and photodynamic inatibn of micro-organisms (PDI).
Chlorophylls compounds present interesting charaties which can be used as PS in
PDT. The chlorophyll (Mg-Chl) and derivatives: zidalorophyll (Zn-Chl), pheophytin
(Pheo), pheophorbide (Pheid) and zinc chlorophgll{@n-Chid) were studied. The
chlorophylls were formulated in polymeric micellgs127 and P-123) and liposomes
(DPPC). The formulated micellar systems were amalyfor temporal and thermal
stability. In addition, all the samples were analyzoncerning the PS location in carrier
systems, surface charge density, and photophysiopkrties such as fluorescen@-X
and singlet oxygen quantum yieldsp4), photostability and application against
microorganisms.

The PS have been incorporated into polymeric nasednd liposome in the
monomeric form by the solid dispersion method. Tfemulation kept the
spectroscopic and photophysical properties (flumrese and singlet oxygen quantum
yields) of chlorophylls, which allowed the applicet in photodynamic assays.

The thermal stability of micellar formulation wawaduated by electronic
absorption spectroscopy and fluorescence emissionyltaneously to the analysis of
resonant light scattering. The thermal stabilityttése formulations was dependent on
specific interactions between the PS and the copalyAt low temperatures below the

critical micelle temperature, there was a changehi properties of the micellar

v |



Tese de Doutorad|)2013

microenvironment such as increased viscosity arctedsed polarity. These have
caused changes in the spectral profiles of chlgitghmainly in the fluorescence
emission intensities.

Analyses of the surface charge density of cargetesns were evaluated by the
zeta potential. Polymeric micelles exhibited gatere surface charge density, whereas
liposomes showed positive surface potential. Thdicates that the liposomes are
carrier systems more advantageous for applicaiondmbranes (negative charge). The
incorporation of PS affected the potential surfatéhe carrier systems, approaching to
zero. This decreases the stability of suspensions l@ads to agglomeration of the
particles.

The location of chlorophyll in carrier systems wasluated by fluorescence
quenching studies using iodide as quencher, andabation of the absorption and
emission energy. In micellar systems, the chlordphyith the phytyl chain (Mg-Chl,
Zn-Chl and Pheo) were located in the hydrophobre ob the micelle and the phorbides
derivatives (Pheid and Zn-Chld) in the outer layleydrophilic). In liposomes, the
chlorophylls with phytyl chain showed the chloring located near the polar head and
the phytyl chain inserted in lipid bilayer. In atidn, the phorbides derivatives were
incorporated into the outer layer of the liposonmear to the polar region of
phospholipid.

Pheo and Pheid remained stable under light, whi¢alo-chlorophylls (with
Zn** and Md") undergo photobleaching. The order of degradate of chlorophyll
was Mg-Chl> Zn-Chld> Zn-Chl for all systems studiefhe same order was obtained
in ethanol. The photobleaching process of chloriphyas dependent on the
environment in which the molecules were incorpatalehe degradation rate followed

the order: DPPC> F-127> P-123.

V|
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Chlorophyll derivatives led to the photodynamicdecation of Staphylococcus
aureus The formulation of chlorophylls in DPPC enhantkd photodynamic action,
which was dependent of photobleaching processestidm, @, and PS uptake by
microbial cell. Additionally, ultrastructural chageg) analyzed by transmission electron
microscopy showed that the main targets of photadya action ors. aureuscells are
the cytoplasmic membrane and the nucleic acids.

Analysis of the physicochemical properties of folations together with results
of photodynamic inactivation showed that chloroplugdrivatives are potential PS for

PDI mainly the phorbides derivatives (Pheid andCi) in liposomes.

Keywords: Chlorophyll Derivatives, Polymeric Surfactants, pasomes,

Photophysical Properties, Photodynamic Inactivat8iaphylococcus aureus
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1. Introducao

A Inativacdo Fotodindmica de Micro-organismos (P®lma alternativa para o

crescente desenvolvimento de resisténcia dos miganismos a antibibdticos
(Demidova e Hamblin, 2005). O principio bésico dd B a excitacdo de um composto
fotossensivel (FS) com radiacdo de energia adeguaaapresenca de oxigénio
molecular, formando espécies radicalares de 0xg&fHROS) no mecanismo
fotoquimico tipo | e oxigénio singletéd,) no tipo 1. O Gltimo mecanismo é assumido
como principal na destruicdo das células alvo (Maattl e Dougherty, 2001).
As clorofilas (Chls) (Figura 1A), compostos pressnem abundancia na natureza,
possuem caracteristicas fotofisicas de interesee gaicacbes fotodindmicas, como
alta absorcéo de luz na janela terapéutica (600~800 alto tempo de vida do estado
excitado, alto rendimento quéantico de oxigénio leitreg (Klpper et al., 2002) e alta
hidrofobicidade (Gerola et al., 2011), que aumemtaeletividade e interagdo com
membranas (Simplicio et al., 2002).

Todavia, a grande hidrofobicidade das clorofilayaleao fenémeno de
autoagregacdo em meio aquoso. O estado de agredacaémléculas fotoativas é
fundamental na eficacia fotodinAmica do farmaeoo vivo pelo decréscimo de
biodisponibilidade e limitagdo da capacidade dees luz. Além do que as formas
monoméricas de farmacos sdo apreciavelmente muostif@s e capazes de gerar
oxigénio singlete em relagéo a eficiéncia baixeeokeda para as moléculas empilhadas
face a face (autoagregados do tipo H) (Ricchebil.etl993). Uma alternativa em busca
da estabilizacdo dessas moléculas no estado mowom&do o0s sistemas
nanoestruturados coloidais. Assim, sistemas m@iénlos na indastria farmacéutica séo

as micelas poliméricas e os lipossomos empregadoa maior solubilizacdo e

1]
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prevencao da autoagregacéao (Liu, 2008).

(A) FS Ligante (L) Radical (R)
Mg-Chl Mg Fitil
Zn-Chl Zn Fitil
Pheo 2H Fitil
Pheid 2H H
Zn-Chld Zn H

(B)
H-EOC o CHZ?H CHZCHZO} A HW
" CHs X o ¥
y
EO PO EO

P-123 EQ,PO;0EOy
F-127. EO1ooPOssEO100
Figura 1. Estrutura molecular de: (A) clorofila e seus derivados; (B)

surfactantes poliméricos; e (C) fosfolipidio dipabiifosfatidilcolina (DPPC).

Um sistema de liberagdo muito usado eimug delivery € o de micelas
poliméricas do tipo pluroni€s (ou poloxameros), constituido de mondmeros
hidrofilicos (EO — 6xido de etileno) e hidrofobio@®0 — 6xido de propileno) (Kabanov
e Zhu, 2005). No presente trabalho o interesséod§ pturonics P-123 e o F-127 (Figura
1B). Para ambos, a por¢cdo PO é similar e a por€aé Euito maior no F-127. Entre
as vantagens das micelas poliméricas, tem-se cepegiamanho (10 a 100 nm), que
permite maior tempo de circulacdo no sistema biotbgem serem reconhecidas pelo
sistema renal e reticuloendotelial possibilitaraiticionalmente, um maior acimulo do
farmaco nas células de interesse; alta estabiligéattetural — estatica e dinamioa
vitro ein vivgo; alta solubilidade em agua; baixa toxicidade, carativamente a micelas

ibnicas. Outras vantagens séo atribuidas a incagforde diversos tipos de farmacos

2]
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nestas micelas e também a sua liberacdo contraagemotecdo das substancias
encapsuladas da degradacao e outros danos reldasoma metabolismo (Liu, 2008).
Por sua vez, os lipossomos sdo vesiculas biocoregat biodegradaveis e,
como sistema de liberagdo, contribuem para a efi@éde liberacdo de farmacos no
sitio alvo, aumentando e mantendo os seus efdittisas, reduzindo a toxicidade dos
farmacos e protegendo-os das respostas metabélitaanolégicas. As propriedades
dos lipossomos (na Figura 1C, ilustragdo de mondnager DPPC) variam com a
composicdo do lipideo, tamanho, carga superficianéodo de preparagdo. A
formulacdo de moléculas hidrofébicas em sistempgssiomais apresenta diversas
vantagens, como a solubilizacdo do farmaco, li@erapntrolada, e vetorizacao a sitios
especificos. A entrega seletiva do principio atas células alvo, decorrentes das
interacdes especificas com membranas biolégica&sn ale melhorar a eficiéncia
terapéutica possibilita a reducdo da dose de farrmplicada para obtencéo da resposta
desejada. Além disso, os lipossomos sao atoxitodetwradaveis, e ndo imunogénicos

(Lasic, 1995).
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2. Fundamentacao Teorica

2.1. Processos Fotofisicos e fotoquimicos

2.1.1. Processos Fotofisicos

A interacdo da luz com a matéria é a base dos ggosdotofisicos, que ocorrem
apos a absorcdo de fétons por moléculas fotoatimasnovendo elétrons do orbital
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbifalpara o LUMO Lowest Unoccupied
Molecular Orbita), transicdo do estado fundamental para o excit@®o processos
moleculares que envolvem a absorcéo de fétonstraresicbes no estado excitado sédo
representados pelo diagrama de Jablonski (FigurA2inoléculas no estado excitado
podem retornam ao estado fundamental por transig@esadiativas (conversao interna
— CIl e conversao intersistema — CIS) e radiativhorescéncia e fosforescéncia)
(Wardle, 2009).

Quando uma molécula é excitada para o segundooestaglete excitado (b
ou para niveis vibracionais de maior energia dm@iro estado singlete excitado,XS
ela rapidamente relaxa vibracionalmente por Cl mangrimeiro estado excitado de
menor energia vibracional. A conversao interna @ tnansicao muito rapida, na ordem
de 10" — 10'° s, entre dois estados eletronicos de mesma nicitllipdle de spin
(permitida por spin). Em solugéo, o excesso degemetbracional pode ser transferido
para o solvente durante colisbes da molécula fetoaxcitada com o solvente. A
eficiéncia da Cl de Spara $ € maior do que de;Para g, devido a maior diferenca de
energia entre Se §. Assim, a Cl $ - S compete com outros processos de

desativacdo, como emissdo de fétons (fluorescéec@nversdo intersistema para o

4|



Tese de Doutorad|)2013

estado triplete, a partir do qual pode haver asinisle fétons (fosforescéncia) (Valeur,
2002).

A fluorescéncia é uma transicao radiativa, na guablécula excitada retorna ao
estado fundamental pela emissdo de um foton. Easssi¢do ocorre entre estados de
mesma multiplicidade de spin (permitida por spimcerrem na escala de tempo de 10
10_ 10" s. Normalmente, a emissdo de fluorescéncia odormimeiro estado excitado
para o estado fundamentah (§S)), mesmo para as moléculas que vao para o segundo
estado excitado ao absorver radiacdo. Isso ocavala ao processo de conversao
interna ($- S;) antes da emissdo. A menor energia de emissdao3Sque ocorre a
partir do nivel vibracional de menor energia doa@st3) em relagcdo a absorcao
(So— S)) deve-se a perda de energia do estado excitadelpaacao vibracional. Essa
diferenca de energia, dependente do meio e, padavaéada pelo deslocamento de
Stokes dado pela diferenca entre os maximos derg@msd3—S;) e emissdo de
fluorescéncia (S~ S), em numero de onda (Valeur, 2002).

A conversdo intersistema é um processo nao radiatintre dois niveis
vibracionais de mesma energia e estados eletromeodiferentes multiplicidades.
Nesse processo a molécula no primeiro estado snegleitado pode sofrer conversao
intersistema para o estado tripletg)(TA conversao intersistema pode ser rapida o
suficiente (10 — 10° s) para competir com outros processos de relaxaggmimeiro
estado excitado singlete (fluorescéncia e CI). Aveosdo entre estados de diferentes
multiplicidades € proibida por spin, contudo o daopento spin-Orbita (acoplamento
entre o momento magnético orbital e 0 momento ntagné&pin) torna a transicao
possivel. O decaimento do estado triplete paranddimmental singlete,$ode ocorrer
tanto por emissdo fosforescente quanto por coligheshl, 2006). Em solucdo a

temperatura ambiente os processos nao radiativeslaeacdo do estado triplete séo
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predominantes, isso porque a transicée % é proibida por spin (10— 1 s) (Valeur,

2002).
. AF'—“'"“VQ:
$ T2
g
X ¢
= ! cis -
= S T -
— 1 1 | | I I 3
—%— ABSORGAO  FLUORESCENCIA ~ FOSFORESCENCIA §—
s - &
. ! 1 —
1 1 4 H
S Yy ¥ S
Tempos Caracteristicos
Absorcéo 18°s
Relaxacao vibracional 18- 10'%s

Tempo de vida do estado excitado S~ 10%°- 107 s> fluorescéncia
Convers3o intersistema 10 10%s
Conversdo interna 16-10%s

Tempo de vida do estado excitado T~ 10° - 1s-> fosforescéncia

Figura 2. Digrama de Jablonski, representacdo esquematicaramesso de
absorcdo e caminhos para desativacao do estadadex@ dos tempos caracteristicos

dos processos envolvidos.

Outros mecanismos de desativacdo do estado exc#@oiotransferéncia de
carga intramolecular, mudanca conformacional, eragfio no estado excitado com
outras moléculas (transferéncia de elétron, traéistéa de proton, transferéncia de

energia, formacao de excimeros e exciplexos) (Vak802).
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2.1.2. Processos Fotoquimicos

“Nos primérdios da Terra a radiacdo do Sol era aiga fonte de energia.
Moléculas gasosas simples, como metano, amoniatioxelo de carbono devem ter
reagido fotoquimicamente para sintetizar molécutaganicas complexas tais como
proteinas e acidos nucleicos. Através dos temposatareza aperfeicoou-se para
utilizar a energia solar para todos os fenbmenashimldgicos e fornecer alimentos
para a propagacao da vida.”

(Rohatgi-Mukherjee, 1978)

Os processos fotoquimicos envolvem alteracdes qasmiiniciadas por
moléculas excitadas pela absorcéo de radiacao adiegh fotoquimica tem uma ampla
aplicabilidade na ciéncia e na tecnologia, alématlar de maneira primordial nos

processos naturais, onde o sol é a figura ceRaidtgi-Mukherjee, 1978).

2.1.3. Rendimentos quanticos de processos fotofisicos@giaimicos

Moléculas excitadas podem perder a sua energiprpoessos quimicos (reacao

apos absorver fétons) ou fisicos (fluorescéncisfofescéncia, Cl e CIS). A eficiéncia

desses processos, ou rendimento quan@od definida como:

nlUmero de moléculas que sofrem o processo _ kprocesso

CI) = ~ 7 . -
processo nlmero de fétons absorvidos K apsorcao

onde k € a constante de velocidade dos diferentes praxdgs4leur, 2002;

7]
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Rohatgi-Mukherjee, 1978).

2.2.  Terapia Fotodinamica

A ativacdo de determinadas moléculas fotossenspaigadiacdo de energia
adequada, na presenca de oxigénio molecular, éirzigio basico da Terapia
Fotodindmica (TFD) (Kennedy, 2006; Simplicio et, &002), modalidade médica
utilizada no ataque fotoinduzido a biomoléculas ponentes de células tumorais,
virus, fungos e bactérias, por espécies reativaadgein situ A exposi¢cdo do
fotossensibilizador (FS) a luz sob a regido alvommve o farmaco ao seu estado
eletronico excitado singlete'RS*), que pode sofrer CIS passando para o estado
excitado triplete 3S*). O longo tempo de vida deste estado permite@oposto
interagir com substratos biolégiceis dois mecanismos principais: tipo | e Il (Dolmans
et al., 2003):

. No processo fotoquimico do tipo | a foto-oxidagdooroe pela
transferéncia de elétron entréRS* e o substratd'h). Esse processo leva a formagéo
de ions-radicais que tendem a reagir com o oxigémiestado fundamental, resultando
em espécies radicalares de oxigénio (EROs), commoétrado no Esquema 1

(Machado, 2000).

IFSM siFs S, spg
SFS +A — I[FS Al [FS—A"] 2>IFS+A+0,” —> AO,

IFS +1A

Esquema 1.Representacdo do mecanismo de foto-oxidacdo déatab@A) do

tipo | - transferéncia de elétron.
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. Os processos que envolvem a transferéncia de angodiFS* para o
oxigénio molecular, com a geracdo de oxigénio eteglfO, - espécie altamente

reativa), sdo classificados como do tipo Il (Esga&n

IFS M 1S SIS, spg
3F§ +302 'ﬁlFS'I"LOZ

10, +1A —> Reac0des Posteriores

Esquema 2.Mecanismo fotoquimico do tipo Il, com transferéndeéenergia e
formacgao de oxigénio singlete (agente fortemenigamte).

Os mecanismos envolvendo as reacdes do tipo detlem simultaneamente e
a razdo entre ambos depende de diversos parametiosipalmente em relacdo as
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas 8oef solucdo, concentragdo de
substrato e oxigénio, assim como a afinidade dacdig do FS com o substrato
(Dolmans et al., 2003). Contudo, 0 mecanismo conméenassumido como principal
para a TFD passa pela geracao do oxigénio singliztedonald e Dougherty, 2001).

Devido & alta reatividade e pequeno tempo de vagaEROs e dbO, somente
0s substratos biolégicos que estdo proximos a @eeproducdo dessas espécies sdo
diretamente afetados pela TFD. Dessa forma, aifacdlo do FS torna-se um fator
primordial em estudos de liberacdo de farmaco partecidos doentes, resultando na
importancia dos sistemas carregadores. A localizagle um composto €
conhecidamente determinada pela permeabilidadeutaase difusdo intersticial, que
depende do tamanho molecular, configuracdo, cargaopriedades hidrofilicas ou
lipofilicas dos mesmos, bem como propriedades lfigicas dos vasos sanguineos.
Além disso, a ligacdo dos FS com varios componeritddgicos pode influenciar em

seu transporte, tempo de permanéncia em circulag&mrrente sanguinea e retencao
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em tumores. Considerando-se que o sitio de ac&@eélak € outro fator que contribui

para a eficacia da TFD, tem-se desenvolvido FS emmuiados que se localizam
preferencialmente na mitocdndria, na membrana @asa) em lisossomos e no nucleo.
A mitocondria é proposta como o sitio celular mafstivo para fotodestruicdo

(Dolmans et al., 2003).

Normalmente as reagcfes de foto-oxidagdo de biomlalgcpelo oxigénio
singlete sdo irreversiveis, acarretando assimmandicdo de oxigénio no alvo celular,
variavel que compromete a eficacia da técnica @Rinlay, 2006).

Adicionalmente, os dois fatores, focalizacdo daiagib no tecido doente
durante a aplicacdo da TFD e localizacdo prefesbrdd FS, contribuem para a
seletividade caracteristica dessa técnica em relacdoutras terapias citotdxicas

(Perussi, 2007).

2.3. Inativacao Fotodinamica de Micro-organismos (PDI)

A destruicdo de micro-organismos como bactériaspgds, leveduras,
protozoarios e virus pela ativacdo de um fotosbéasidor com luz € denominado
Inativacdo Fotodinamica de Micro-organismos (PIRhotodynamic Inactivatignou
Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACTPhotodynamic Antimicrobial
Chemotherapy A PDI tem sido aplicada na esterilizacdo do sangoeriodontia,
desinfeccdo da agua, aplicacdo sobre parasitagépatos humanos e no tratamento
antimicrobiano de alimentos (Perussi, 2007).

O principio fotoquimico da PDI e da TFD é o mesendiferenca entre ambas as
técnicas consiste nas estruturas dos FS e alvolmmes. Os FS utilizados na Terapia

Fotodinamica do cancer sdo principalmente os tetédipos (porfirinas, clorinas,
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bacterioclorinas e ftalocianinas) devido a baixeicidade intrinseca em células de
mamiferos e pelas caracteristicas especificascdézacédo. Enquanto, na inativagcédo de
micro-organismos os fotossensibilizadores que t@&n miais estudados pertencem a
diferentes gruposie compostos, como 0s xanténicos, fenotiazinicosdiaicos e
conjugados de clorina (e6). Em relacdo aos alv@idaces na TFD em células de
mamiferos ressaltam-se principalmente lisossomogpcémdrias e membranas
plasmaticas, enquanto na PDI um sitio prefereacssdr atacado € a membrana externa
das células microbianas, que atua como uma bapeitatora impedindo a danificagéo
do DNA (Perussi, 2007).

Quando a destruicdo/inativacdo de micro-organisocosre por mecanismo do
tipo | inicialmenteocorre a abstracdo de hidrogénios alilicos de mtdéansaturadas
como fosfolipidios presentes na membrana plasmatta FS, iniciando-se outras
reacOes redox onde espécies reativas sdo formaamp ao alvo biomolecular. Na
presenca de oxigénio em ambiente microbial (ouplatma) formam-se os radicais
superoéxido e hidroxil (HQ que podem reagir com biomoléculas ou combingresa
dar peréxido de hidrogénim situ, levando a eventos citotoxicos, com formacdo de
hidroperéxido lipidico. A peroxidacdo de lipideosmt efeito determinante na
integridade da membrana, levando a diminuicdo de ftwidez e aumento na
permeabilidade de ions. No mecanismo do tipo Ihx@énio singlete atua como
espécie oxidante das moléculas envolvidas na nmeglde e estruturacdo da
parede/membrana celular como peptideos, fosfotipjdisterois e outrggVainwright
2002).

O balanco entre comportamentos farmacoldgicos #i®mde acdo de agentes
fotodinamicos sdo governados pelo fator estéripoopriedades fisico-quimicos como

carater lipofilico, grau e tipo de ionizacéo, pladade estrutural, etc. (Wainwright,
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2002). Além disso, acrescentam-se as propriedadidasiecas da prépria membrana,
tais como carga superficial, fluidez, permeabilelagtc.

A importancia da PDI na erradicagcdo de bactériade¢ido ao aumento
significativo observado de bactérias patogénicastantes a antibiéticos. Ndo se tem
noticia de desenvolvimento de resisténcia micr@iarPDI e é improvavel que seja
desenvolvida (Hamblin e Hasan, 2004). Em relacAsum®@sso da PDI sobre micro-
organismos, € conhecido que bactérias Gram-pasjto@no aStaphylococcus aureus
(S. aureus normalmente sdo mais susceptiveis a fotodedtrudp que as Gram-
negativas, como Bscherichia coli(E. coli); essa diferenca € associada a complexidade
da parede celular constituida de peptidoglicancsteutaeiras ligadas. Nas bactérias
Gram-negativas existe uma camada externa atuando cmna barreira de protecao
fisica e funcional, enquanto nas bactérias Grartipas a camada de peptidoglicano
(polimero poroso e insoluvel de grande resistérasame essa funcdo (Figura 3A e
3B).

O peptidoglicano é um heteropolissacarideo formagoar &cido N-
acetilmuramico (NAM) eN-acetilglucosamina (NAG) e alguns aminoacidos. QW&

a NAG estdo ligados entre si por uma ligacdo gittos (31-4), enquanto as

moléculas de NAM sé&o ligadas entre si por oligojpeats. Em consequéncia das
ligagcbes que ocorrem entre as cadeias de glicade aminoécidos, a molécula do
peptidoglicano possui a forma de uma rede. O peglithno de bactérias Gram-
negativas possui as extremidades livres do NAMdhgaa oligopeptideos, em que o
peptideo terminal é B-alanina, embora possam estar presentes outrogacidns. As

bactérias Gram-positivas possuem também um peritdpeple glicina, inexistente nas

Gram-negativas (Nelson e Cox, 2004).
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Figura 3. Representacdo esquematica de bactéria Gram-poéit)ve Gram-

negativa (-).

Imediatamente abaixo da parede celular tem-se abra@a citoplasmatica,
composta principalmente de fosfolipidios (20 a 3086proteinas (50 a 70%). Os
fosfolipidios formam uma bicamada na qual a maidaa proteinas estdo inseridas
(Figura 3). A membrana citoplasmatica atua como bareeira para muitas moléculas
sollveis em agua e atua em processos essenciais g&tula. Essa membrana possui
enzimas envolvidas na producdo de energia e sideeparede celular (Pelczar et al.,

1993). A membrana citoplasmatica de células protiesis delimita a area
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citoplasmatica, que contém em torno de 80% de agcidps nucleicos, proteinas,
carboidatos, lipideos, ios inorganicos e outros pmstos de baixa massa molar. Os
ribossomos séo particulas densas e sao sitiont@seside proteinas. No citoplasma de
células procaridticas alguns ribossomos sédo eraawdrlivres no citoplasma e outros
encontram-se associados a superficie interna da braem citoplasmatica,
especialmente os envolvidos na sintese de proteanaterial nuclear das células
bacterianas, responsavel pela informag¢do genéicanhecido como nucleoide e ndo
possui uma membrana delimitante. Em microscopitrogliea o nucleoide aparece
como uma area luminosa (Pelczar et al., 1993).

Na erradicagdo de bactérias a membrana citoplasandéve ser danificada,
assim os farmacos que se localizam no interior adglas normalmente sdo mais
eficientes. Como nas bactérias Gram-negativas adeR&irga zero e aniénicos ndo sao
eficientemente incorporados, o processo iniciatradicacdo fotodindmica € devido ao
dano a membrana externa da célula, que permit® déemaco se incorpore em sitios
celulares internos onde a a¢éo fotodindmica ¢ efigiaz.

As superficies da maioria das células bacteriamasyem carga eletrostatica
liquida negativa em pH fisioldgico devido a presede grupos fosforilo e carboxilato
ionizados em macromoléculas da parede celular. &0 ge electronegatividade da
superficie bacteriana influencia a polaridade desgerficie e pode ser estimada pelo
potencial zeta (Wilson et al., 2000)=(-30 mV paraS. aureugKim et al., 1999) €= -

60 mV paraE. col) (Komaromy et al., 2009). A superficie externa ategmente
carregada das bactérias ajuda a prevenir a adsef@dcaptacdo de corantes anionicos.
Conhecidamente, FS com carga positiva normalmeéte mais eficientes sobre
bactérias e agem em concentragbes menores que &¥nidds e anidnicos

(Wainwright, 2002).
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Para contornar o problema de baixa incorporacad-8asao-idnicos e anidnicos
em micro-organismos tem-se utilizado de conjugatingS com polimeros catidnicos
ou por coadministracdo de peptideos permeabiligaAt@atureza catibnica de sistemas
de liberacdo tem sido associada como fator prirabrdi interacdo do material com a
superficie da parede celular bacteriana carregagativamente e consequentemente na
penetracdo e permeacdo nessas membranas, aumemiaatto antimicrobiano
(Sadeghi et al., 2008; Wilson et al., 2001).

Além disso, o tamanho e a configuracdo dos priasigtivos sdo fatores
importantes na interagdo com componentes celul@megos pequenos sdo usualmente
mais compactos e possuem menor impedimento esgmcoomparacdo com grupos

grandes (Sadeghi et al., 2008).

2.4. Fotossensibilizadores em processos fotodinamicos

Os FS que séo estudados para aplicacdo em TFDvedidak em trés geracoes.
A primeira engloba derivados de hematoporfirinagiiHe analogos, na segunda tém-se
compostos estruturalmente distintos com absorcaoocenprimentos de onda na regiao
do vermelho do espectro eletromagnético (ftaloo@s clorinas, bacterioclorinas),
enquanto a terceira geracdo abrange FS da segumdedg modificados (Lut&x
Foscafi, etc.) (Allison et al., 2004).

Os FS utilizados em TFD devem apresentar algunrasteaisticas especificas
como: baixa toxicidade no escuro; rapido acumuldenido doente sem apresentacao
de fotossensibilidade prolongada; formulacdo sisypleprodutivel e alta estabilidade
do formulado; propriedades farmacocinéticas faweryvfacilidade de manuseio

sintético e obtencao a custos reduzidos; aléemtdefwhidade e seletividade.
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Além das caracteristicas citadas, os FS devem ipaalgumas propriedades
fotofisicas particulares (Allison et al., 2004;mpiicio et al., 2002):

. Coeficiente de absortividade molar elevado em congntos de onda
maiores que 650 nm do espectro eletromagnéticxa fabnhecida como janela
terapéutica, na qual se tem menor absorcdo e espafito de luz pelos tecidos
bioldgicos.

. Alto rendimento quantico de estado triplete, qusulta em um alto
rendimento de oxigénio singlete e de EROs.

. Baixo rendimento quéantico de reagdes de fotobraamgeato dos FS. O
fotobranqueamento € evidenciado pelas mudancas espectros de absorcao,
interferindo na eficiéncia de processos relativoB=®. Uma mesma molécula de FS
fotoestavel pode formar inUmeras moléculas da espéotoxica responsavel pela acéo
curativa. Contudo, tem-se além das reacfes contratdssbiologicos, a possibilidade
de destruicéo fotoinduzida do proprio FS (fotobragamento), levando a diminuicdo da
concentracdo da molécula fotoativa e assim compgeorde a quantidade dos processos
envolvidos na oxidacdo de biomoléculas (Zhu e Kn006). Por outro lado, os
processos de fotobranqueamento dos FS séo faveraaglicacdo terapéutica quando
se pensa em eliminacdo do FS do organismo e digdioude efeitos colaterais
prolongados.

Estudos fisico-quimicos de farmacos fotossenseasus efeitos em TFD nos
sistemasin vivo e in vitro, ttm mostrado que a fotoatividade da maioria desse
compostos é dependente de inUmeros fatores retalnera associacéo preferencial com
as membranas biologicas, estado de agregacao,adlifuseletividade, que sao

influenciados por solvente, eletrolitos, temperatuanicelas, vesiculas, pH, etc.
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A importancia da difusdo do medicamento pelo ogJanie a seletividade deve-
se ao fato de que a alta eficiéncia na entregdiveeldiminui os efeitos colaterais,
permitindo ainda uso de doses menores de compibadmaantendo-se a eficcia.

O grau de hidrofobicidade de farmacos utilizados HAD esta diretamente
relacionado com caracteristicas necessérias &&écomo seletividade e afinidade com
tecidos doentes. Os FS com carater hidrofébicotaadn possuem a vantagem de se
acumular preferencialmente em células em neoplassg seletividade é decorrente da
associacdo do fotossensibilizador a lipoproteimapldsma, e conhecidamente células
tumorais possuem inumeros receptores de lipopastede baixa densidade, devido a
grande demanda por colesterol. A localizacao ecasgn preferencial dos FS com as
membranas biolégicas, nas quais seus principaispaoemntes, os lipideos e as
proteinas, sdo os principais alvos da destruicdoinfduzida, sdo de importancia
fundamental para o sucesso da TFD (Jori, 1996%ksé&sentido, os efeitos investigados
nos trabalhos com porfirinas e derivados tém sadimcronados principalmente com as
suas propriedades estruturais e de solubilidades@{eet al., 2003; Ricchelli, 1995).
Assim a alta hidrofobicidade é uma caracteristiagofavel ja que auxilia na
incorporacado dos FS as membranas bioldgicas, ntasyp@ lado, € responsavel pela
sua autoagregacdo em meio aquoso, processo ingdsejdFD. A autoagregacdo em
ambientes aquosos leva a menor solubilidade doaffonrprecipitacéo, diminuicdo do
tempo de vida de seu estado triplete e consequenterdiminuicdo do rendimento de
'0, (Ricchelli et al., 1993).

Adicionalmente, a variagcdo de pH em alguns tecitdisiencia o grau de
protonacao dos FS que possuem grupos acido-bassa ohaneira determina a espécie
predominante em um determinado ambiente. Esse gmocafeta propriedades

importantes tais como solubilidade, lipofilicidadestabilidade da formulacéo,
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transporte passivo e autoagregacdo. Uma vez quepéxie do FS predominante no
meio controla a carga das mesmas, espécies iosifadarecem a sua solvatacdo e as
mantém afastadas entre si, inclusive por repulgfoatiga, enquanto as espécies nao-
ibnicas sdo mais suscetiveis a autoagregacdo fdomdimeros, trimeros e outros
agregados (Waterbeemd, 2004). Acrescente-se quéotetumorais possuem pH
microlocal inferiores aos sadios (Bonneau et @042 Cunderlikova et al., 1999),
enguanto na boca e no estbmago o meio é consitteete acido. Além disso, nas
superficies de membranas e sistemas coloidais coicglas e lipossomos tem-se uma
acentuada variacao de pH local (ao redor de 1radades) (Previdello et al., 2006).

A tarefa de direcionar o principio ativo a regideoa de maneira eficiente e
rapida, apresentando maior solubilizacédo, prevededagregacdo, manutencdo de suas
propriedades fotofisicas e para que possam seruadamente absorvidas e
incorporadas pelos sistemas celulares com menaidage e efeitos colaterais, pode
ser efetuada por sistemas carregadores de farntasess geralmente sdo constituidos
por sistemas coloidais aquosos, tais como liposspmmicelas, ciclodextrinas,

polimeros, etc. (Malmsten, 2002).

2.4.1. Derivados de Clorofila como Fotossensibilizadores

A clorofila a (Mg-Chl) € encontrada em abundancia na naturez@a como
pigmento “antena” na fotossintese capturando emehgninosa, juntamente com
pigmentos acessorios como carotenoides, bactemdiths e xantofilas. A radiacéo
capturada é convertida em energia quimica e arradaecomo carboidratos e outros
constituintes dos tecidos vegetais, liberando eW@é&omo residuo. Dentro da classe

das clorofilas tém-se as clorofilas b, ¢ e d, e bacterioclorofilag e b. Nas plantas
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superiores a proporcdo de clorofilase b € 3:1. As clorofilasa e b diferem entre si
pelos substituintes do carbono C-3; na clorafitam-se um grupo metil e na clorofila
um grupo aldeido, esses grupos alteram as duaspais faixas de absorcao de luz pela
mudanca na distribui¢cao eletronica (Fennema, 1985¢lorofilasc ed sdo encontradas
em algas associadas as clorofdas

A estrutura molecular da clorofia consiste num anel porfirinico com um dos
anéis pirrélicos reduzido, sendo um composto daselalas clorinas. Possui um ion
Mg?* coordenado aos nitrogénios e uma cadeia fitiicga e apolar que promove alta
hidrofobicidade a molécula (Figura 1A). Nas célulagetais a cadeia fitilica atua como
uma ancora no posicionamento das moléculas defidopara orientacdo correta nas
lamelas dos cloroplastos durante o processo dessiotese. Varios estudos tém
mostrado a importancia dessa cadeia na agregacg#@oir@éracdo com ambientes
hidrofobicos (Proll et al., 2006; Fiedor et al. 030 Agostiano et al., 2000), enquanto o
tipo de metal complexado ao anel porfirinico afetapriedades fotofisicas e a sua
estabilidade, além de favorecer a formacgédo de agbers com sitios especificos
(Limantara et al., 2006).

A estabilidade de diferentes metaloclorofilas psde explicada pela teoria de
acidos e bases duros e moles de Pearson (Duj@&@08). Segundo essa teoria 0s
acidos duros (pequenos, alta densidade de cargav@osao contém pares de elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia) preligegrse com bases duras (alta
eletronegatividade, baixa polarizabilidade, difidd oxidar). Enquanto acidos moles
preferem ligar-se as bases moles. Essa teoriaasgggdianuito bem para explicar a
estabilidade dos complexos de clorofila. Quandarestéculas saturadas o nitrogénio é
uma base dura, nos sistemas insaturados das kerafipresenca de uma intensa

deslocalizacdo eletronica, permite suficiente prddilidade para que o nitrogénio
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torne-se mole, mudando para a categoria interniadifor outro lado, o Mg
(pequeno, possui duas cargas positivas) é classificomo acido duro. O complexo
Mg®* (Acido duro) e anel clorinico (base intermediééiauficientemente estavel para
existir, porém outras metaloclorofilas cujos iomttais sdo acidos intermediarios,
como Cd" ou Zrf*, formam complexos mais estaveis. Por isso o iofi kg clorofila é
facilmente removido e dificilmente realocado (Ddjar 2003), enquanto a remocéao de
fons como Zfi" e Cif* (4cidos intermediarios) é mais dificil.

Em relagdo a estabilidade de metaloclorofilas od&tmr importante a se
considerar é o raio i6bnico do metal central. PaMg" o raio i6nico é 0,65 A, assim
espera-se que outros ions de tamanhos similatesncaia cavidade clorinica e formem
complexos estaveis. Por exemplo, ¢'Za o C4" cujos tamanhos sdo 0,74 e 0,69 A,
respectivamente, podem ser inseridos no anel @doriPA maior estabilidade das
clorofilas de cobre seguida pelas clorofilas de@ip magnésio mostra que a teoria
acido-base tem maior influéncia na estabilidadendeisloclorofilas do que o efeito do
tamanho do ion (Dujardin, 2003).

Adicionalmente, a presenca de ions metalicos comptes ao anel clorinico
leva ao efeito do atomo pesado, que favorece o lawepto spin-Orbita. Esse
acoplamento causa uma mistura de estados de déerenltiplicidades de spin que
possibilita a ocorréncia de transi¢cdes proibidasspin. Além disso, o efeito do atomo
pesado afeta as velocidades de CIS dos estaddsdesisinglete para triplete, e a
relaxacdo do ultimo para o estado fundamental efi@gllevando a mudancas na
dindmica de decaimento e no rendimento de formdogaestado triplete (Drzewiecka-
Matuszek et al., 2005). A formacéo do estado tepéefundamental para a formacao do
oxigénio singlete. Nesse contexto, complexos nuoetslide clorofilas tornam-se

altamente atrativas como FS de terceira geréigémewiecka-Matuszek et al., 2005)
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A substituicdo do fon Mg da clorofila por dois &tomos de hidrogénio resnka
feofitina (Pheo), com carater mais hidrofébico dee ¢geu precursor. Os atomos de
hidrogénio ligados covalentemente aos nitrogénmsukl tetrapirrélico da Pheo séo
facilmente substituidos pelos fons ?Zne CU¢* formando as metaloclorofilas,
denominadas como clorofila de zinco (Zn-Chl) e dbre (Cu-Chl), respectivamente.
Esses compostos possuem alta estabilidade fotampuimiem meio acido quando
comparadas a Mg-Chl (Limantara et al., 2006; Dujasd al., 2003), principal forma
encontrada na natureza. Derivados mais hidrofildas clorofilas sdo obtidos pela
retirada da cadeia fitilica por hidrélise acida teolada, obtendo-se o feoforbideo
(Pheid), que por sua vez pode ser metalado a tideofde zinco (Zn-Chld), por
exemplo (estruturas na Figura 1A).

A Mg-Chl é conhecidamente instavel na presenceaci® aagentes oxidantes e
luz (Scheer, 2006). Nas células vegetais as clasofistdo protegidas da destruicédo pela
radiacdo durante a fotossintese pelos caroten@demitros lipideos, proteinas e
lipoproteinas que as rodeiam. Uma vez que se pmske protecdo, as clorofilas estdo
sujeitas a fotodegradacédo, na presenca de luzgérogi essa reagdo é irreversivel. A
importancia dos carotenos para a fotoestabilidadelatofila € relacionada ao fato dos
mesmos serem eficientes supressores de oxigénjtetein(Huie e Neta, 2002). A
fotodegradacao das clorofilas resulta na abertorang! tetrapirrolico e a fragmentacao
em compostos de massa molecular menor. Tem-seiduggre a degradacdo comeca
com a abertura do anel em uma das pontes metireo fpamar tetrapirrdis lineares
oxidados. Sabe-se que oxigénio singlete e radludi®xil sdo produzidos durante a
exposicao de clorofilas a luz na presenca de oigé&ima vez formados, o oxigénio
singlete e os radicais hidroxilas reagem com agapgtois formando perdxidos e mais

radicais livres, os quais levam a destruicdo dautesa porfirinica (Fennema, 2000). O
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glicerol € o principal produto de fotodegradacas déorofilas e em quantidades
menores tém-se acido lactico, citrico, succinicaldmico, alanina e metiletiimaleimida
(Esquema 3). O glicerol e a alanina sado formadds gazagem do anel porfirinico,
visto que podem ser também isolados da fotodecdg@moda feofitina e do feoforbidio

(sem a cadeia fitilica) (Bonnett e Martinez, 2001).

OH
Clorofia " » COH (COH)2  HOo,c™ COMH H,N" "CO,H
acido lactico  &cido oxalico acido malénico alanina
OH
HO,C~ ™" “COH HO.C~ < “COH OH WOH
HO COH
acido succinico acido citrico glicerol

Esquema 3.Compostos/fragmentos formados na fotodecomposigdaodofila
(Bonnett e Martinez, 2001).

As clorofilas possuem propriedades caracterist@asp alta absorcao de luz no
visivel (incluindo a regido do vermelho, 600 a 8df) e longo tempo de vida do estado
excitado, que implica num alto rendimento quantiecoxigénio singlete’®.). Essas
propriedades, como ja citado anteriormente, s&opapdas para a terapia fotodinamica
(Brandis et al., 2006). Por outro lado, o grandétea hidrofébico das moléculas de
clorofila responsavel pelo fendmeno de autoagregapd meio aquoso € um fator

limitante de sua aplicacdo na técnica (Scheer,)2006

24.1.1. O Espectro Eletronico de Absor¢do de Porfirinas dofhas

(Clorofilas)

As porfirinas possuem a caracteristica de absdnzma regido do visivel

(Figura 4). As bandas observadas sdo resultantesratasicdes eletronicas- 1 no
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anel porfirinico. A banda Soret na regido do adukan da transicéo,S S, enquanto a
banda Q na regiao do vermelho da transigaoSs (Weiss, 1978).

Os espectros eletrénicos de absorcéo de porfinmasisivel e UV proximo séo
explicados pela teoria dos quatro orbitais de &oat modelo de Gouterman (1961), no
qual as bandas séo originadas pelas transig@gsntre os dois orbitais HOMO e os
dois LUMO. Essas transicoes sdo polarizadas aoolaigs eixos x e y do anel
porfirinico assimétrico. Das transi¢coes envolvidhgs sdo x-polarizadas, e duas sao y-

polarizadas.

Soret (B)

Absorbancia

. X
| Q. Q Q’
0-0 0-1 QE_O

, , . , .
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. Aspecto geral do espectro de absor¢céo de umaiparbase livre em

etanol.

A metalagdo das porfirinas base livre causa alesacradicais do
comportamento em todos os niveis de energia, sesdas alteracbes fortemente
dependentes do metal a elas complexadas. Na mdasiaasos a estrutura porfirinica
deixa de ser planar (dependendo do metal, ligadte reeio). Essa alteracao estrutural
se reflete na simetria da molécula, que passa dalé¥ido aos dois hidrogénios em
posi¢cdes opostas no centro do anel, parebB que todos os atomos de nitrogénio séo

equivalentes. O processo de protonacdo dos nitimgé&mao protonados causa as
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mesmas alteracbes de simetria decorrentes da géalgssas alteragbes levam a
reorientacdo dos orbitais moleculares da porfieirsdo responsaveis pelas modificacoes
observadas nos seus espectros de absorgéo e dé@(@sirinovich, 1963).

As porfirinas base livre e desprotonadas possuesir@bbandas Q (Figura 4),
enquanto para as porfirinas que sofrem alteragdesmro do anel porfirinico, devido a
metalacdo ou protonacdo, esse numero é reduzigoatroente para duas. Todas as
bandas Q séo referentes as transicbes do estadianiental para dois niveis
vibracionais (0,0) e (0,1) do estado excitadoASalteracdo do numero de bandas Q no
caso das porfirinas base livre resulta da dimiruida simetria destas moléculas,
indicada anteriormente, e que ira originar um desgttoento destas transi¢cdes segundo
duas direcOes de polarizagdo. Assim, as bandag Il le IV correspondem as
designacdes (3.0 Qo1 Qoo o1, respectivamente (Gurinovich,1963). No
diagrama da Figura 5 sédo apresentados os diverggis Bnergéticos das moléculas de
porfirina com simetria®4h eDsh.

A reducdo do anel porfirinico com formacao de adlasi altera as energias dos
orbitais moleculares envolvidos nas transicOes réelatas. A interacdo das
configuracdes nao produz desdobramentos exatardegémerados dos dois pares, um
permitido e outro altamente proibido. Dos quatrda@éss resultantes dois sé&o
fortemente permitidos, referentes a banda Soret. ddiros dois, o de energia menor
(Qy) é fracamente permitido, sendo muito mais permitjde a banda Qe porfirinas,
praticamente proibidas por paridade, enquanto endegia maior () € quase proibido
devido a similaridade que cancela os estados daipar O eixo y € perpendicular a
ligacdo reduzida e entdo tem caminho de conjugagamr. Para as clorofilas o
comprimento de onda de maxima absor¢do da bagdap@senta um deslocamento

para o vermelho devido ao aumento do sistema cadgugo longo do eixo y, estendido
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na direcdo do substituinte GHCH- na posicdo 3 e carbonil na posicdo 13 do anel

tetrapirrolico (Bjorn et al., 2009).

Soret | II| I Il Soret |IV|IN| II|] I I|II

Y A

Absorc¢ao Emissao Absor¢ao Emissao

Figura 5. Diagrama dos niveis energéticos das moléculas déripa
(Gurinovich,1963).

A interpretacdo do espectro de absorgcédo eletrodas clorofilas tem sido
explicada principalmente pelo modelo de Goutermi&6,1. Contudo, estudos tedricos
mostraram que a interpretacdo do espectro das fidsraequer modelos mais
sofisticados considerando a presenca do metafato eibracional do anel (Sundholm,
1999). Esses estudos mostraram que a clorafdaa feofitinaa possuem mais de 20
estados excitados diferentes e a presenca de dddieia tem pequena influéncia nos
espectros de absorcdo. A banda Soret é composteidede 10 transicdes eletrbnicas
com diferentes orientagcdes e tamanhos dos momeletatipolo (Eichwurzel et al.,
2000). Adicionalmente os espectros de absorcaolatafia e da feofitina foram
similares e a diferenca observada origina-se grahciente das diferencas na forca do

oscilador em relacdo as diferencas nas energiramgcdo (Sundholm, 2000).
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Para a feofitina e o feoforbideo a presenca do iaoeiclico, a redugdo de um
dos anéis pirrdlicos e diferentes substituintesday ao macrociclo fazem que a
molécula tenha baixa simetria moleculas JCA simetria G, destes é responsavel pela
separacao das duas bandas Q em quatro bandas (Eiehwet al., 2000). Para a
clorofila, a otimizacdo geométrica da estrutura evolar resulta em um sistema
distorcido e ndo planar como forma estavel da es#clorinica diminuindo a simetria
molecular para C(Erko¢ e Erkog, 2002). Como resultado as atribuagde espectro
total sdo incertas (Lin et al., 1996).

Adicionalmente, as energias das bandas de absaie8o clorofilas séo
dependentes da eletronegatividade do metal celdsal.porque o nivel de energia das
transicdes eletrbnicas é determinado pelas intesagfetrostaticas entre as densidades
eletrénicas dos nitrogénios centrais e do metatalessim o efeito do metal central é
relacionado com sua eletronegatividade. A presdncarf™ (eletronegatividade = 2,3)
causa um deslocamento para o azul no espectro stecdb em relacdo ao Kig
(eletronegatividade = 1,7przewiecka-Matuszek et al., 2005)

A absorcao e emissao de porfirinas e clorinas s@icqdependentes do meio
em relacéo a forma do espectro e aos comprimentoadh de seus maximos devido ao
baixo momento dipolar dessas moléculas. As poafrie clorinas metaladas sao
excecOes a esse fato, devido a coordenacédo axiamotbeulas de solvente ao atomo
central (Ballschmiter e Katz, 1969). Ja para asippwas e clorinas base livre, mesmo
sendo seus espectros pouco dependentes do solebségyam-se grandes alteracdes
dependendo das condicdes de acidez/basicidade dom. n@@omo discutido
anteriormente, com a protonacdo dos dois atomastaEénio ocorre alteracdes nos
espectros de absorcdo e nos de emissdo de luzdeswios consideraveis da banda

Soret e alteracdo do numero de bandas Q fazenda@eera seu espectro se assemelhe
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ao de porfirinas metaladas. Essas alteracdes séltarges do fato de que 0s nitrogénios
protonaveis localizam-se no centro do anel conjagpdrturbando a nuvem eletrdnica

n conjugada do anel com alteragcbes na sua simetria.

25. LuzemTFD

O sucesso da TFD é altamente dependente de fagtmemnados a luz utilizada
na ativacao do FS, dentre os quais se tem o comptinde onda de fotoativacao, a
dose de luz aplicada no sitio alvo, a intensidaaldud, e o tempo de espera entre a
injec@o do farmaco e a iluminacéo (Kennedy, 2006).

Os fotons da radiacdo aplicada devem ser eficiemttanabsorvidos pelas
moléculas de FS, contudo, algumas radiacdes ténpragoentos de onda cujos fotons
sdo absorvidos pelo sangue ou outros pigmentosodm,cou sao espalhados por
células ou materiais particulados, fato que dimapienetragcdo em tecidos bioldgicos.
Fo6tons na regido do visivel de baixa energia, (aj de comprimentos de onda maiores
(vermelho do espectro eletromagnético) sdo os mi@vos para essa penetragao,
enquanto as radiacbes de comprimentos de onda eserapresentam baixas
penetracdes. A luz azul, por exemplo, € efetivaesten para tratamento de lesdes
superficiais (Krammer et al., 2006).

Em relacdo a dose de luz aplicada deve-se atergtiguas aspectos; quando a
intensidade é baixa as células danificadas podemegeneradas durante o processo.
Por outro lado, com a utilizacdo de doses elevdddsiz a concentracdo de oxigénio
comeca a ser limitante, pois a reposicdo destecipoulacdo e difusdo no tecido é
restrita. Assim a eficacia da terapia pode ter dimanuicado progressiva (Dolmans et

al., 2003), uma vez que a velocidade de reposigdoxtyénio ndo acompanha a sua
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taxa de consumo. Para contornar esse problemazatgii de alguns artificios como a
aplicacdo controlada de radiacdo em pulsos comvaites no escuro. Além do que
doses elevadas de luz podem levar ao aquecimentteaido, principalmente a
vermelha. Porém um ligeiro aquecimento deve segéflmen devido a dilatacdo de
artérias aumentando o fluxo de sangue e consequente o teor de oxigénio local.
Adicionalmente, alguns compostos sédo fotobranqueaudato rapidamente durante o
tratamento, processo potencializado por alta ideds de radiacdo (Zhu e Finlay,
2006).

Varias fontes de luz podem ser utilizadas na fetwsibilizacdo de farmacos em
TFD, por exemplo, luz pulsada, luzes incoerentesjér de slides), lampada de
xendnio, entre outras, todas com filtros espedficque permitem selecionar o
comprimento de onda de maior penetracdo nos te@dds absorcdo maxima do
farmaco. No tratamento que envolve a TFD, a radiatifizada geralmente é fornecida
por um sistema LASER que é direcionada ao locatrdtamento através de fibras
Oticas. Uma variedade dASER pode ser utilizada dependendo da caractexistida
fase em que se encontra a lesdo, sendo usualméstepbs os usados na TFD: Nd
YAG (neodymium yttrium-aluminiumgarnet), argéniop € ASER de diodo, sendo este
mais barato e fornece luz de poténcia consider@wal precisdo sobre o tecido a ser
irradiado; em 2000 foi aprovado pela Food and Dxdginstration (FDA/EUA) 0 uso
deste para a ativacdo do Photdtriisando aplicacdo em lesées malignas no esodfago e
pulmao(Mang, 2004).

O desenvolvimento do LASER de diodo fez com quaistacde aparelhagem
fosse diminuido, mas ainda assim é alto inviablizaa maior difusdo da técnica,
principalmente em paises em desenvolvimento. Uneginakiva possivel é o uso do

LED, diodo emissor de lu@ang, 2004), dispositivo de luz policromatica. fagtes a
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base de LED, apesar de apresentarem poténcia mietoor ao LASER, sdo muito
mais baratas, podendo em muitos casos serem datizaonjuntos de LEDs para

tratamento de lesGes grandes na superficie cotplrea

2.6. Oxigénio Singlete

O oxigénio molecular no estado fundamental posswis delétrons
desemparelhados nos orbitais antiligantes duplameegeneradoss , e n*y. Esses
elétrons possuem o0 mesmo spin, resultando em urtiglinidade maxima, e assim o
estado de mais baixa energia do oxigénio (estaubafuental) é o triplete, cujo termo
espectroscopico %Zg. O estado excitado do oxigénio que possui todosléisons da
camada de valéncia emparelhados é o oxigénio ndleepresentacdo da distribuicao
eletrbnica nos orbitais antiligantes para o oxigémiolecular e os estados excitados

singlete é apresentada na Tabela 1 (Machado, R@@0ns, 1971).

Tabela 1. Ocupagéo dos orbitais moleculares antiligantesa e estados

eletrénicos do oxigénio.

Estado Orbital molecular antiligante Energia*, kJ mol™
Ty [t ]nx[1]my 0
A [tiInx[ Imy 92,4
A [ Ik [re]my 92,4
D [t M4 1Ty 159,6

* Relativa ao estado fundamental

29|



Tese de Doutorad|)2013

O oxigénio singlete possui duas formas com singettiatintas, uma de menor
energia'Ag, duplamente degenerada e *Ay; 92,4 kJ mol), e outra de energia mais
alta ¢x; 159,6 kJ mot). Este Ultimo estado excitado do oxigénio possmipo de vida
curto, uma vez que a transicdo para o esilaqoé permitida por spin. A simetria
diferente da espécijexg em relacdo ao estado fundamental e a proibicAsgarda
transigéolAg - 329 garantem a espéc’iﬁg tempo de vida elevado, tempo suficiente para
permitir a oxidacdo de moléculas organicas (DeRo&autchley, 2002). O tempo de
vida (r) do oxigénio singlete € altamente dependente duiemte e em solucdo varia
com a natureza do solvente. Em agesta em torno de s, ja em agua deuterada esta
ao redor de 7Q@s. Para solventes que nao possuem ligacdes C-hbpegyhidroxila os
valores sdo maiores, como exemplo, em tetraclatetgarbono o tempo de vida do
oxigénio singlete esta ao redor de 30 ms, e deu®5m cloroférmio. Por outro lado,
em sistemas bioldgicos, o oxigénio singlete aptestampos de vida extremamente
baixos, inferiores a 0,0ds(Ochsner, 1997), o que reduz o raio de acdo daiespéra
aproximadamente 0,02m (Dougherty et al., 1998). A supressédo do oxigémglste
por certos grupos funcionais ou atomos é assodigussibilidade de transferéncia de
energia entre os niveis vibracionais das espénias\adas (Machado, 2000).

Os substratos, cuja maioria € encontrada comoetenglo estado fundamental,
normalmente ndo reagem com o oxigénio tripletedtesiproibigdo por spin, entretanto
para 0 oxigénio singlete essa restricdo € rommdziciando-lhe grande reatividade.
Além do que o orbital molecular vazio no estadg aumenta o caréater eletrofilico do
oxigénio, potencializando seu poder oxidante, gaimente frente a substratos com
sitios de alta densidade eletrénica, como duplgacdies presentes em lipideos
insaturados, proteinas e acidos nucleicos (DeRda3autehley, 2002; Ryter e Tyrrell,

1998). O oxigénio singlete tem efeito de deterié@oado corpo humano, por exemplo,
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ele esta envolvido nos danos causados a pele posie&o ao sol. A grande reatividade
dessa forma de oxigénio € um fator primordial @d&R), resultando na morte de células
no tratamento de tumores ou outras patologias.

Dentre os inidmeros métodos utilizados para detegéim de oxigénio singlete
tem-se a quantificacdo direta da fosforescéncidedemn 1270 nm, metodologia
resolvida no tempo. Embora a intensidade de fostérecia seja muito pequena na
maioria dos solventes, a utilizacdo de detectoeealth sensibilidade, algumas vezes

resfriados a 77 K, possibilita a determinagdo tdeom precisdo através de seu

1
decaimento. A geracdo deO, também pode ser detectada indiretamente pelo

decaimento do estado triplete d&caroteno. Contudo, essas medidas exigem
equipamentos altamente sofisticados e caros giegllthin o uso da técnica (Wilkinson
et al., 1993).

Medidas no estado estacionario tém sido amplaméiiiadas como métodos
alternativos pela oxidacdo de substratos espesifisensor quimico), que reagem
prontamente com 0 oxigénio singlete. A analise tjisdiva dessas reacfes de foto-
oxidacdo € monitorada pela variacdo da concentralgAsensor e relacionada a

guantidade formada de oxigénio singlete.
2.7. Micelas e lipossomos na Formulacdo de Farmacos

Sistemas lipossomais e de micelas poliméricas témextensamente aplicados
na industria, particularmente na farmacéutica paraformulacdo de farmacos.
Atualmente, o estudo da associacdo de moléculaatidielade farmacologica com
membranas tem encontrado sua principal aplicacagplanejamento racional de

medicamentos, e nos sistemas carregadores/libesmdpor exemplo, através do
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encapsulamento de vetores transportadores de fésmaspecificos para liberacéo
controlada nas regifes (tecidos e 6rgaos) a seatadas (Kwon, 2005).

O uso de surfactantes é conhecidamente efetivestahikzacdo de moléculas
hidrofébicas em meio aquoso, tais como fotossdiridores mantidos na forma de
mondmeros. Para aplica¢gfes clinicas/farmacéutidaseéessante utilizar surfactantes
poliméricos nado-idnicos, como os polimeros em bldootipo oxi-alquilicos. Em
relagdo ao ultimo, tem-se especial interesse iwedo da classe dos Pluronics, devido
as suas baixas toxicidades comparadas aos sutéctzonvencionais. Assim micelas
poliméricas e lipossomos tém sido extensamentel&dts como sistema de liberacdo
de farmacos anticancer, no qual a localizacdo etexaicdo farmaco/micela sdo de

importancia fundamental (Liu et al., 2008).

2.7.1. Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas de Pluronics constituidascopolimeros em trés blocos
possuem grupos poli(6xido de propileno) (PPO) ntepaterna mais hidrofobica (core)
e poli(éxido de etileno) nas extremidades maisdiilitas (corona) (Figura 6) (Riess,
2003). Essas micelas possuem ampla aplicabilidadesotubilizacdo de moléculas
lipofilicas ligadas covalentemente ao bloco hidoafé das micelas formadas, ou os
substratos sdo mantidos na micela por interac@ksfibicas e de van der Waals. O
balanco de hidrofobicidade das micelas polimérieaontrolado pela combinagcéo da
quantidade de monémeros hidrofilicos (EO) e hidvmfgs (PO), resultando em grande
versatilidade desses compostos devido ao numergogelimeros comercialmente
disponiveis para usos distintos em diferentes Ampas incluem a solubilizacdo de

farmacos e a liberacéo controlada (Kabanov e ZbQ5R
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Figura 6. Representacdo esquematica de uma micela esférampdémeros em
bloco (Pluronic).

Em ambientes aquosos as micelas poliméricas sapaostas por uma camada
interna, constituida principalmente pelos blocakdfdbicos dos copolimeros contendo
algumas moléculas de agua (Liu, 2008), estabilzgmla camada externa de blocos
hidrofilicos hidratados. A micelizacdo é governadaduas forgcas opostas de atracao e
repulsdo. As forcas hidrofobicas favorecem a eduuldas cadeias hidrofobicas do
ambiente aquoso, com a formacdo de uma regidmantadrofébica que constitui o
core da micela, enquanto os grupos polares voleapasa 0 meio aquoso a partir do
core e formam a corona. A forca de repulsdo erdreaaleias hidrofilicas limita a
autoassociacdo dos copolimeros para agregadosvasiahte pequenos. Assim, a
principal forca dirigente para micelizagdo em amtd@eaquoso é a interacdo efetiva
entre as partes hidrofébicas das moléculas de ctanf@s, enquanto as interacdes
repulsivas sao as forcas opostas a micelizagcdo.e®anplo, o aumento da porgéo
hidrofébica favorece a micelizacdo pelo aumentoici@sacdes hidrofébicas e diminui

a concentracdo micelar critica (CMC). Por outra)aalaumento de grupos polares em
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surfactantes ndo-idnicos aumenta a repulsdo osmétite as cadeias polares vizinhas
e tende a distribui-las nos agregados micelarsslta@do em micelas menores e mais
esféricas. O nimero de unidades EO tem pequerto eeilCMC dos copolimeros (Liu
et al., 2008). Assim, as forcas que dirigem a naaeho envolve um balanco delicado
entre essas forgas atrativas e repulsivas, e sdadag por fatores como tamanho da
regido hidrofébica, natureza do grupo polar, cedssl (compostos hidrofébicos —
favorecem a micelizacéo, sal, alcool, etc.), peregeratura (Biswas et al., 2013).

A micelizacdo é termodinamicamente favoravel enaaguois diminui a energia
livre do sistema devido a remoc¢é&o dos fragmentiofibicos do meio aquoso com a
formacgao do agregado micelar (Biswas et al., 2013).

Dentre os fatores que afetam a micelizagéo, e goes¢emente sua capacidade
de solubilizacdo, tem-se a concentracdo de sumtect a temperatura (Figura 7). A
uma dada temperatura, a micelizacao de copolineencsolucdo aquosa depende de sua
concentracdo. Portanto, a aplicagdo de micelampatias como sistema carreador leva
a questao fundamental sobre sua estabilidade @ueamlissolucéo pelos fluidos do
corpo. A CMC pode servir como parametro termodim@mpara caracterizar a
estabilidade das micelas durante a dissolucdo @iswal., 2013, Liu, 2008).

A temperatura pode afetar a CMC bem como outra@npeiros termodinamicos
como o numero de agregacao e o tamanho da micata.cCaumento da temperatura a
CMC diminui e a fracdo de moléculas poliméricasfarana micelar aumenta, assim
como 0 numero de agregacao médio e o raio hidrodagada micela (tamanholsso
porqueo aumento da temperatura diminui a solubilidadeamlimero pelo aumento
da hidrofobicidade dos blocos PO (principal faterfliminui a repulsdo dos grupos

polares, favorecendo a micelizacéo (Biswas ef@al3).
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A temperatura acima da qual se tem a formacdo aelasi € denominada
temperatura micelar critica (TMC) (Figura 7). Almicta TMC, ambos os blocos PO e
EO sédo hidratados e dissolvidos em solucdo, o opab existe como unimero
(Shiraishi et al., 2010). Em temperaturas maioresjade a TMC a desidratacdo dos
blocos PO diminui a solubilidade e promove a agrgdgados blocos, enquanto 0s
grupos EO mantém-se soluveis, favorecendo a miggiz, nesse caso as micelas
formadas coexistem com o0s unimeros. Isto resultangoelas cujos nucleos séo
dominados por blocos PO desidratados e as corooasnadas por blocos EO

hidratados (Biswas et al., 2013).

micelas

unimero

C>CMC
PEO,00-PPOgs-PEO T>TMC

NN ]
PluronicF-127  SSEMC & —

T<TMC

Figura 7. Mudanca estrutural de unimero para micela esf@aca o copolimero
F-127 (Shiraishi et al., 2010).

Os valores de TMC sé&o altamente dependentes dardoagdo do copolimero.
O aumento da concentragao diminui a TMC e favoeet@macédo de micelas grandes
com elevado numero de agregacdo. Além disso, asegalle TMC para as micelas
poliméricas (em uma concentracdo de copolimero)indiem com o aumento do

namero de segmentos PO, indicando que o0s copokmeoon maior dominio
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hidrofébico formam micelas em menores temperat(aasicelizacao é favoravel) (Liu
et al., 2008).

A solubilidade aquosa desses copolimeros é atabagdligacées hidrogénio
entre os oxigénios éter das cadeias de PEO e nedéde agua. Quando a temperatura
€ aumentada, estas ligacbes hidrogénio sdo qusbeadahidrofilicidade dos grupos
PEO é reduzida, tornando o surfactante menos dalassim a micelizacdo ocorre em
menor concentragdo. Assim o aumento do tamanho idelancom a elevagéo da
temperatura pode ser explicado em parte pelo aomdat hidrofobicidade do
mondmero e consideragdes geométricas. Isto sugera golubilizagdo do soluto pode
ocorrer em menor concentracao de surfactanteppacitiade de solubilizagdo aumenta
com a diminuigdo da CMC causada pelo aumento dpetertura. Em geral, 0 aumento
da temperatura aumenta a capacidade de solubdizagilar para o soluto devido ao
aumento do numero de agregagcdo em altas temperétueando a formacao de micelas
grandes, capazes de incorporar mais moléculase(lal, 2008)..

Além disso, em micelas poliméricas pode haver an&gfo de agregados
micelares acima da LCS(Lower Critical Solution TemperatureAbaixo da LCST as
micelas formadas sdo estaveis e relativamente pagueom a elevacéo da temperatura
acima da LCST tem-se o aumento do tamanho do alpegecelar. Isso porque a
camada externa das micelas torna-se mais hidrafdlasicarretando na associacao
hidrofobica intermicelar. Esse processo pode seertido com o abaixamento da
temperatura abaixo da LCST (Liu et al., 2005).

Além disso, estudos de micropolaridade do meidzatido pireno como sonda
fluorescente mostraram que em temperaturas abaik€8T, o microambiente € pouco
polar, devido a localizacdo do pireno na parterimateda micela (hidrofobica).

Aumentando a temperatura acima da LCST, o pireegp®sto a um ambiente mais
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polar. Isso porque em temperaturas acima da LCE&eada hidrofilica das micelas

torna-se mais hidrofobica, induzindo a deformac&@o edtrutura da micela. Esta

deformacgdo possibilita a exposicdo do pireno a tapssa externa, aumentando a
polaridade do microambiente. A reversibilidade dadamca de microambiente do

pireno em fungdo da T foi examinada diminuindo rapteratura e retornou ao nivel

inicial abaixo da LCST. Este fato indica que a cdanaxterna da micela torna-se
hidratada e a estrutura micelar é reformada (Lal.e2005).

Os microambientes das micelas poliméricas possueampripdades (como
polaridade e viscosidade) especificas em cadaoregidependentes de fatores como a
concentracdo do copolimero e temperatura. Por drengstudos da literatura
reportaram que a polaridade do core das micelaf-il27 é similar a do etanol,
enguanto a polaridade da camada externa é maguala da camada interna (Pandit et
al., 2000; Grant et al., 2005). Além disso, a npotaridade da corona torna-se menor
em direcdo ao centro da micela (Caragheorgheopal.etl997). A polaridade das
micelas poliméricas € menor do que a da solugém €aumento da temperatura acima
da TMC a polaridade dos microambientes diminui pkdsidratacdo dos blocos EO e
PO. Em altas concentracfes de copolimero, o aurdantazdo PEO/moléculas de agua
acarreta na diminuicdo das micropolarida@sraishi et al., 2010).

A microviscosidade dos diferentes ambientes é optopriedade importante
para as micelas poliméricas, ainda que a formaeauicela ndo altere a viscosidade da
solucéo. Estudos mostraram que a viscosidade @oecda corona é maior do que da
solucéao (Nivaggioli et al., 1995) e a viscosidadecdrona € menor do que a do core
(Dutt, 2005; Grant et al., 2005b). A viscosidadecore depende do nimero de blocos
PO e independe da quantidade de grupos EO. A uisaesda regido interna da corona

€ maior do que a da parte externa. Isso porquadssas de PEO tornam-se mais densas
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em diregdo ao centro da micela, fazendo com queowvinmento rotacional das
moléculas localizadas na parte interna da corg@argprimido mais significativamente
devido as cadeias de PEO estar condensadas (altamsrosas). Com o aumento da
temperatura acima da TMC a viscosidade do core eodma aumenta atingindo um
méximo. Em temperaturas elevadas a microviscosidadmui devido ao aumento da
fluidez induzido pelo calor aumentando a mobilidal#s cadeias poliméricas e das
moléculas de agua (Shiraishi et al., 2010).

Com o aumento da concentragdo do copolimero asidame do core aumenta
devido ao maior numero de agregagdo. A concentrde&mpolimero também afeta a
viscosidade da corona. Em altas concentracdesm#icero os blocos EO tornam-se
condensados, 0 que aumenta a viscosidade da cadénadisso, essa condensacédo das
cadeias PEO faz que parte interna da corona termeass viscosa do que a regiao
periférica (Shiraishi et al., 2010).

Em relac@o a estrutura os agregados dos copolireerddoco podem assumir
uma variedade de formas como esferas, cilindroscamadas, incluindo vesiculas
(Nagarajan, 2003). Calculos mostram que agregamslares sdo favorecidos quando
a razdo de PEO/PPO é pequena, enquanto micelacasf@do favorecidas quando a
razdo PEO/PPO é grande. Tipicamente, para copasmem bloco contendo pelo
menos 40 % de PEO, somente agregados esféricdsrs@mos em agua a 26. Para
copolimeros em bloco contendo 30% de PEO, agregeitioslricos sdo possiveis.
Enquanto, copolimeros em bloco menos de 20 % dedeEfn lamelas. Isto é analogo
ao comportamento de moléculas pequenas onde aedacrepulsdo no grupo cabeca
pode causar uma transicdo de micelas esféricasnpiasdas bastonetes e entdo para

bicamadas (Nagarajan, 2003).
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Os pluronics possuem muitas propriedades de iseerpara carregadores de
farmacos (Yokoyama, 2005). Dentre as vantagensadtssse de surfactantes tém-se:

. Tamanho pequeno (10 a 100 nm), que possibilitapasato sistema de
excrecdo, aumentando o tempo de circulacdo nantersanguinea. O tamanho das
micelas poliméricas também facilita o processo sterdizacdo com a utilizacdo de
filtros estéreis.

. Alta estabilidade estrutural — estatica e dinanmcaitro e in vivo. A
estabilidade termodinamica é relacionada aos baiatiwes de concentragdo micelar
critica. Mesmo em situacdes abaixo da CMC, ao afete diluicdo, as micelas séo
mantidas por determinados periodos de tempo devisioa velocidade de dissolucao
lenta. A estabilizacdo de farmacos em ambienteidalonesmo abaixo da CMC é
importante do ponto préatico devido a diluicAo para grande volume de sangue,
evitando a precipitacdo do farmaco na corrente lsaeg, a0 menos em curtos
intervalos de tempo.

. Alta solubilidade em agua, solvente mais comumemgregado em
formulacdes de medicamentos.

. Baixa toxicidade, comparativamente a micelas i@ica

. Funcionalidades distintas atribuidas a presenguéds camadas (interna
e externa), cada uma apresentando funcfes diferetdiberacdo de farmacos. A
camada externa € responsavel pela interacdo coroorbpmnentes, ou seja,
biodistribuicdo e farmacocinética, enquanto a camaterna atua na atividade
farmacoldgica. As propriedades de ambas as fasd#svegmente e independentemente

controladas pela selecéo da cadeia polimérica.
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. Habilidade para evitar adsor¢cédo de proteinas ca@rnimanoglobulinas e
habilidade para prevenir adsor¢cdo sobre a superfios fagocitos, o que também
aumenta o tempo de circulacao no organismo (Lak e2008).

. Solubilizacdo de grande variedade de agentes féutiecs pouco
solaveis, que se acumulam eficientemente em areasodpo com vasculatura
comprometida (infartos e tumores), e podem serrizaitas por adicdo de ligantes
especificos em sua superficie (Kwon, 2005).

A localizacdo da molécula solubilizada na micetiependente das propriedades
do farmaco, como seu balanco hidrofébico/hidradilique influencia a permeabilidade
na membrana e assim a absor¢ao e distribuicdcar®scos podem ser localizados em
diferentes compartimentos micelares, apresentaadagdo de afinidade ao associar-se
com a micela. As moléculas mais lipofilicas locaiese preferencialmente na parte
interna da micela. Outra propriedade importantesolabilizacdo de um farmaco em
micelas é o volume molar da espécie solubilizads vez que o tamanho do composto
dificulta a solubilizagdo. Em relagdo a estrutuca adpolimero na estabilizacdo de
farmacos hidrofébicos tem-se que um aumento deblbirirofébicos e massa molar da
micela favorecem a capacidade de solubilizag&cc{iilar, 2001).

Adicionalmente, a incorporacao de farmacos queyamsgrupos acido-base em
micelas poliméricas é dependente do pH, uma vezoqgeau de protonacdo das
moléculas fotoativas determina a carga eletrost@ticmesma e influencia diretamente
na sua incorporagdo na micela bem como a velocielagentidade de farmaco liberado
nos sitios alvo (Tong e Wen, 2008).

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos em migellséricas é afetada por

varios parametros, incluindo temperatura de pregaraconcentracdo de polimero e

40|



Tese de Doutorad|)2013

concentracdo de farmaco inicial. Alta concentrafg@polimero leva a grande eficiéncia

de encapsulacao, contudo o tamanho da micela énéaniog(Liu et al., 2005).

2.7.2. Lipossomos

Os lipossomos foram descobertos por Alec Banghanl@®i. Ao dispersar
fosfolipidios em meio aquoso Alec observou a fordwage estruturas tipo células em
microscépio (Hoogevest et al., 2013). Os fosfolggdse estruturam em bicamadas
espontaneamente em meio aquoso, de maneira queadasas hidrofdbicas sado
protegidas da agua pelas cabecas polares formandpossomos, que sdo vesiculas
esféricas de dimensdes coloidais, nas quais amaitzs fosfolipidicas armazenam no
centro uma cavidade aquosa (Liu et al., 2008b).

A forgca motriz por tras da formacéo de lipossomasdréeracéo hidrofilica entre
a cabeca polar dos fosfolipidios, que tem caratéfileco, e a dgua. Por um lado, as
cadeias hidrocarb6nicas hidrofébicas preferem agiercom outras cadeias lipidicas
pelas interagdes hidrofébicas, fugindo do meio aquBsta interacéo hidrofébica leva a
grande diminuicdo do potencial quimico dos lipidams sair de um ambiente aquoso
para a fase lipidica. A grande variacdo de eneligia explica a preferéncia de
fosfolipidios para formar bicamadas (Liu et al.026).

O tamanho da vesicula é um parametro determinamnéegotempo de circulacéao
dos lipossomos. Baseado no numero de membranasippessomo e seu tamanho
meédio, os lipossomos séo classificados como Vexsduhilamelares Pequenas (SUVs)
(tamanho c.a. 15-100 nm), Vesiculas Unilamelaresm@s (LUVs) (tamanho c.a. 100-
1000 nm), e Vesiculas Multilamelares (MLV) (tamanta. 1-5um) (Figura 8). Em

lipossomos unilamelares, a vesicula tem uma Unczanada lipidica esférica ao redor
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do nucleo aquoso. Em lipossomos multilamelaresjeasculas tém uma estrutura de
cebola. Nesse caso, formam-se vesiculas de tanmasiar no interior de outra vesicula
de tamanho maior, obtendo-se uma estrutura mutlende fosfolipidios, de esferas

concéntricas separadas por camadas de agua (Hsbgeag, 2013).
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Figura 8. Esquematizacdo dos diferentes tipos de lipossorvesiculas
unilamelares pequenas (SUVs), Vesiculas Unilamel@m®andes (LUVS), e Vesiculas

Multilamelares (MLV) (Periyasamy et al., 2012).

Inicialmente, os lipossomos foram estudados praigipnte como sistema
modelo de membranas biolégicas, devido a estrufardicamada fosfolipidica do
lipossomo ser muito parecida com a estrutura dantada fosfolipidica das membranas
celulares. Posteriormente, os lipossomos passaraser ausados em sistemas de
liberacdo. Devido a sua composi¢do fisico-quimisalipossomos podem carrear
compostos sollveis em agua em sua fase aquosmaairgecompostos lipofilicos nos
dominios de acidos graxos da membrana lipossomalléculas anfifilicas na interface

hidrofilica-lipidica (Hoogevest et al., 2013; Toileh 2005). Além disso, o0s lipossomos
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possuem muitas caracteristicas biologicas espgediakindo interagdes especificas
com membranas bioldgicas e varias células (LaS@8;1Akbarzadeh et al., 2013).

Os métodos de preparacdo dos lipossomos envolvestapas de remocdo do
solvente organico do lipideo e dispersdo do lipideo meio aquoso. Para a
incorporacdo de farmacos em lipossomos tém-se alteagativas: passiva e ativa. Na
incorporacdo passiva o farmaco é encapsulado @uranformacdo do lipossomo,
enquanto na ativa a incorporacdo € realizada apfsn@acdo do lipossomo. Por
exemplo, farmacos hidrofébicos podem ser incorpmgadiretamente dentro do
lipossomo durante a formacdo da vesicula, e a igaaet de ligacdo e retencdo é
governada pela interacdo farmaco-lipidio. Frequeatge, obtém-se uma eficiéncia de
incorporacéo de 100%, contudo essa eficiéncia éndismte da solubilidade do farmaco
na membrana do lipossomo. Na encapsulacéo passif@rdacos sollveis em agua a
eficiéncia de incorporacdo depende do volume de &mpiosa (contendo o farmaco
dissolvido) presa no nucleo da vesicula e da dalalde do farmaco; nesta a eficiéncia
de encapsulacdo normalmente é menor de 30%. Par ladb, farmacos sollveis em
agua que tem fungbBes aminas ionizaveis podem s@ergémente incorporadas por
gradiente de pH, resultando em eficiéncia de imnmaigio de aproximadamente 100%
(Akbarzadeh et al.; 2013).

Os fosfolipidios séo encontrados em todas as céliNas e constituem cerca de
metade da massa das membranas plasmaticas des cahitaais. A capacidade dos
fosfolipidios formarem bicamadas num ambiente aguymsssibilita a utilizacdo dos
mesmos na formacao de vesiculas enddgenas paspdrende farmacos com menos
efeitos adversos em pacientes em comparacéo corlésulas sintéticas veiculares de

farmacos (Liu et al., 2008 b).
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Uma formulacdo lipossomal estavel com um farmaswlivel em &gua é
muitas vezes possivel, sem precipitagdo por diuipassibilitando a entrega de uma
dose muito maior do que a solubilidade em aguamblados lipossomais podem
atingir os sitios de inflamacao, infecgdo e nedpldsto porque nesses sitios, a doenga
leva a0 aumento dos espagos entre as células kBaidotpie revestem o0s capilares
locais. Assim, a encapsulacdo de farmacos em bpuss resulta em um aumento dos
niveis do farmaco nos locais alvos, quando comparadm as formulacdes
convencionais. Essa acgdo sitio-especifico reduaxigidade de medicamentos, sem
perda das suas eficiéncias, e tem sido utilizada mpalhorar os indices terapéuticos de
varias classes de farmacos. Os lipossomos possuras vantagens como sistemas
carreadores, dentre as quais, o0 aumento da edtalalivia encapsulacdo, sdo nao-
toxicos, flexiveis, biocompativeis, completamentabgradaveis, ndo-imunogénicos e
aumentam a penetracdo de farmacos em tecidos (r&@®05). Por outro lado, os
lipossomos podem ser desvantajosos devido a balxailgdade, pequeno tempo de
vida, alguns fosfolipidios sofrem oxidacdo e reacigo hidrélise, possuem alto custo
de producéo e sdo pouco estaveis com perdas dedetiabricacdo (Akbarzadeh et al.;
2013).

Adicionalmente, a limitacdo e os beneficios dosdgpmos como carreadores
dependem da interacéo do lipossomo com as célslas destino apos administragdo
vivo. Entre os mecanismos postulados pelos quais @sslynas podem interagir com as
células do sistema reticuloendotelial (RES), ataeskk que a adsorcéo, a endocitose, a
troca de lipidio e a fusdo sdo as mais importaikigsira 9) (Liu et al., 2008 b).

No mecanismo de adsorcéo, os lipossomos podendservalos ha membrana
de uma célula, em condicbes adequadas, por exerpplo,atracdo eletrostatica

(interacdo especifica com componentes da supecitigar) ou por for¢cas hidrofobicas
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(interacbes nao especificas). Durante a adsorciipagsomos em células, os farmacos
encapsulados sao lentamente liberados para o faxidacelular, e algumas moléculas
do farmaco podem penetrar através da membranaacgiata dentro da célula. A
endocitose (pela fagocitose celular do sistemauletndotelial) € um dos mais
importantes entre todos 0s mecanismos propostas.apenas alguns tipos de células
podem realizar esse mecanismo eficientemente. Wsasélerivadas da medula 6ssea
tais como 0s mondcitos, macrofagos e outras céhrbascas do sangue, sdo eficientes
no processo de endocitose de lipossomos. O terttpoade interacdo de lipossomas
com as células é a troca lipidica que envolve @steaéncia de moléculas de lipidios
individuais dos lipossomas para a membrana plasadta célula. Uma vez que as
moléculas de farmacos lipofilicas sdo aprisionadas bicamadas lipidicas dos
lipossomos, durante o processo de troca de lipddemoléculas de farmaco podem
penetrar na célula. Troca de lipidios também poderrer entre lipossomas e
lipoproteinas circulantes e as moléculas de farmépofilicos podem ser transferidos
dos lipossomas para lipoproteinas. O ultimo tipanderacdo, muito raro, € a fuséo,
onde se tem a intercalacdo de membrana externgpaksdmo dentro da membrana
celular, com simultanea liberacédo do conteudo $ipowl dentro do citoplasma (Liu et

al., 2008; Torchilin, 2005).

45|



Tese de Doutoradl>2013

(a) Lipossomo
adsorvido

(b) Lipossomo
sofrendo endocitose

Particulas
excretadas

53 Lipideos
= Lisossomo excretados
= pelo
EE lisossomo
%
e ..o
°® \
..
~ (d) Fusio (c) Troca de @

lipideo

Figura 9. Esquema dos mecanismos de interacao propostopassdmos com
células: (a) adsorcéo, (b) endocitose, (c) troci#gpitdeo, e (d) fusdo (Liu et al., 2008 b).

2.8. Utilizacdo de Sistemas Modelo na Mimetizagdo de Mdwranas

Biologicas

Ambientes micelares e lipossomais (Figura 10), titidos por uma regido
interna hidrofébica e uma externa hidrofilica emaraguoso, sdo modelos razoaveis de
ambientes celulares e fornecem informacgfes Utdieesas moléculas de FS frente a

sistemas organizados, biomimetismo. Lipossomos sédelos mais adequados do
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microambiente da parede celular. Neste tipo derssta localizacdo e a interagédo dos
FS com ambas as fases podem ser utilizadas comelosquhra fuséo e divisao celular,

permeacdo em membranas, etc., devido a semelhaimecg entre os componentes dos
sistemas. Dessa forma é interessante a realizagdsesl estudos com sistemas
biomimetizadores incluindo micelas que sdo modblstante simples da interface de
membranas bioldgicas.

A localizagéo do sitio de ligacdo do farmaco cometais/membranas pode ser
estimadavia supressédo de fluorescéncia, por exemplo. Ess&déapresenta inlmeras
aplicacdes em estudos bioquimicos, como deternmondgdacessibilidade de sondas a
supressores soluveis em agua e lipideos para éstnaa localizacdo em membranas,
estimativa de coeficiente de difusdo lateral e igiot dentro das membranas. A
supressao requer o contato molecular entre o flor@ o supressor. Assim, quando o
fluoréforo esta ligado na regido externa (maisdfitica) desses sistemas a utilizagéo
de um supressor solavel em agua permite o contdi® @s espécies levando ao
fendbmeno de supressdo de estados excitados, eaqpaat 0s compostos ligados na
parte interna necessita-se de supressores poun@soém agua (Lakowicz, 2006).

Estudos recentes com sistemas modelo tém mostia@@tegavés da adsorcéo
preferencial de sensibilizadores nos dominios rieterogéneos de micelas aquosas,
reversas ou lipossomos unilamelares, os equililttogstado fundamental podem ser
deslocados, favorecendo ou desfavorecendo a foomk;éimeros ou pares ibnicos dos
sensibilizadores, sendo possivel também direciomacessos de sensibilizacdo

(Gabrielli, 2004).
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Figura 10. Vista em corte de duas estruturas formadas porlip&fios
autoassociados (lipossomos e bicamadas lipidiB&presentacdo esquematica de uma
micela formada por anfifilicos. Representacdo es@tiea de uma seccdo da membrana

biolégica com seus principais constituintes.
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3. Objetivos

Geral:

» Investigar as propriedades fisico-quimicas da f€ilar@ seus derivados
formulados em lipossomo e micelas poliméricas, &udoc possiveis

fotossensibilizadores para aplicagbes fotodinamicas

Especificos:

> Obter e caracterizar formulados de clorofilas (TChésn micelas
poliméricas de pluroni€sP-123 e F-127 e sistemas lipossomais constitufdd3PPC.

> Investigar a estabilidade e propriedades fotofésidas formulados de
Chls, tais como rendimento quéantico de fotobranouezdo, oxigénio singlete e
fluorescéncia.

> Avaliar a acdo fotodinamica das Chls soBtaphylococcus aureus
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Mg-Chl foi extraida de espinafre de acordo com dodwogia descrita por
Dolphin (1978). Os derivados Pheo, Pheid, Zn-ChheChld foram sintetizados a partir
da Mg-Chl pura pelas metodologias descritas neatitea (Dolphin, 1978\asielewski
e Svec, 1980; Hynninen e Lotjomen, 1980; Nonomuia,el997; Kupper et al, 2000).
Todas as clorofilas foram caracterizadas pelos sspsctros de absorcéo eletronica
(UV-Vis Varian, Cary 50) eH NMR (Varian, Gemini 300 MHz). Os surfactantes
poliméricos da classe dos pluronics P-123 (MM= 58@00l') e F-127 (MM= 12600 g
mol ™) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e o fosfolipidiipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) da Avanti Polar Lipidis Co. (Alabama). Todos materiais (solventes,

surfactantes e reagentes) foram de grau analRiéo)(

4.1.1. Sistema de iluminacao

Sistemas de LED AMpa= 666 nm) foram utilizados nos experimentos de
fotobranqueamento enquanto um LASER de diodo (LA%ER, A= 659 nm) foi
usado como fonte de luz nos ensaios sobre micrn@Eos. Os espectros de emissao
das fontes de iluminacdo foram registrados em ymeodofluorimetro (Cary Eclipse,
Varian), e as poténcias medidas através de um l¢ahdlaser Power Meter (Edmund

Optics Inc., EUA) no comprimento de onda de max@éméssaoXmay da fonte.
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4.2. Obtencdo e caracterizagdo de formulados de Chls emmicelas

poliméricas e DPPC

4.2.1. Incorporagao e monomerizacdo dos derivadesctbrofila em sistemas

micro-heterogéneos constituidos de micelas polirogsie DPPC

Utilizou-se do método da adi¢éo direta de uma salwstoque de FS em DMSO
a solucBes de surfactante 2% (m/v) e de DPPC (g,thT), teor final de DMSO < 1%
(v/v), para avaliar a estabilidade das clorofilas forma monomérica em sistemas
micro-heterogéneos. Os espectros de absor¢ao netetrEspectrofotdmetro DU 800

Beckman) foram obtidos a 3¢°0.

4.2.2. Formulagéo dos derivados de clorofila em efas poliméricas

A incorporacdo das Chls (440mol L) em F-127 (2%, m/v; 1,59xT0mol LY
e P-123 (2%, mlv; 3,45xT0mol LY foi realizada através do método da disperséo
sélida (Zhang et al., 1996). Este método congstmeiramente, na cosolubilizacdo do
FS e do surfactante em cloroférmio, seguida daevegaoracdo do solvente, com a
formagcado de um filme Surfactante/Chl. Este foi ddix em repouso sob presséo
reduzida no dessecador durante 24 horas para aragap do solvente residual. Em
seguida, realizou-se a hidratacdo do filme com &mPBS, pH 7,4, & 60°C sob
agitacdo constante. Apds a solubilizacdo totalildeef a solugéo foi transferida para

um baldo volumétrico de 25,0 mL e completado commaédestilada. Os formulados
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obtidos foram caracterizados por espectroscopia allsor¢édo eletronica e de
fluorescéncia, a 30,TC. O comprimento de onda de excitaghig foi 411 nm.
O deslocamento de Stokedlf foi calculado para todas as clorofilas em etanol,
P-123 e F-127 pela Equacéao 1:
1 1

Av(em™) = 107(/1 — ) (1)

absmax }Lemi,max

onde, Aaps max € Aemimax S80 0S comprimentos de onda de maxima absorcdo e

emissao, respectivamente.

4.2.2.1. Determinagdo do coeficiente de absortidelanolar € em sistemas

micelares

Para a determinacdo do coeficiente de absortividadéar das clorofilas
formuladas em P-123 e F-127 (2%, m/v), realizoa-siluicdo desses formulados com
solucdes aquosas dos respectivos surfactantesni®?o,Apos cada diluicao registrou-
se 0s espectros eletronicos de absorcdo a %D,0 O valor do coeficiente de
absortividade molar foi obtido pela lei de Lami®eer - Equacédo 2 (Skoog et al.,

1992):

Abs = bce (2)

onde,Absé a absorbanci®, € o caminho optico (cm)®a concentracédo do FS

(mol LY.
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4.2.2.2. Estabilidade dos formulados de clorofika® surfactantes poliméricos

A estabilidade dos formulados hidratados com o teag armazenamento foi
investigada durante 15 dias, a temperatura ambiaobenpanhando-se a quantidade de
FS presente no formulado. Os espectros de absetetionica foram registrados em
intervalos de 24 h. Os formulados foram mantidosesouro para evitar possiveis
reacOes de fotobranqueamento do FS.

O efeito da temperatura na estabilidade do fornouéad micelas poliméricas foi
investigado na regido de 30,0 a 12®, monitorando os espectros de absorcdo
eletrbnica e de emissédo de fluorescéncia. Paradeli@nregistraram-se os espectros de
espalhamento de luz ressonante (RLS) - modo simoréoom AN = 0 em

espectrofluorimetro.

4.2.3. Formulacao dos derivados de clorofila emolgsomos de DPPC

As clorofilas (2,0umol LY foram incorporadas em lipossomos de DPPC (2,0

mg mL* - 2,72x10° mol L") pelo método do filme fino descrito por Lee (L&675).

Para isso, as Chls e o DPPC foram cosolubilizadoscleroformio em um tubo de
ensaio e o solvente evaporado por fluxo defdfrmando um filme DPPC/Chl no fundo
do tubo, que foi deixado em repouso no dessecatargiminar solventes residuais. A
hidratacdo foi realizada com tampéao PBS, pH 7,4 eguecimento, a mistura foi
agitada em um vortex mixer levando a formacdo deicukas multilamelares. Os
lipossomos unilamelares foram preparados pelo rmétled extrusdo de multilamelas
(Martin e Lasic, 1995; Lasic, 1993). Espectros bsoacdo e emissddd= 411 nm)

dos formulados obtidos foram registrados a 30,0
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4.2.3.1. Estudos de supressdo de fluorescéncia eivelas poliméricas e

lipossomo

Investigou-se a supressdo de fluorescéncia das @ds formulados de
surfactantes poliméricos (P-123 e F-127) e de $ipo® (DPPC) pela adi¢do de Kl (3,0
mol LY. A constante de Stern-Volmer ¢ foi calculada pela equacdo 3 (Lakowicz,

2006):
14K [17] @3)

onde,F, e F sdo as intensidades de fluorescéncia na ausérmiasenca do

supressor respectivamentgld, é a concentracao de iodeto.

4.3. Determinacdo do potencial zeta ) dos formulados micelares e

lipossomais

As cargas totais de superficie das particulas areele lipossomais foram
medidas usando um Nanoplus Zeta Potential. O palereta foi determinado por
Electrophoretic Light Scattering (ELS) pelo menasasl vezes para cada amostra
preparada em agua Mille-Q. As medidas foram reddiga 30,0C.

As particulas carregadas, positiva ou negativamei@ndo expostas a campos
elétricos de cargas opostas migram em direcaorgascapostas. Quando as particulas
em migracao sao irradiadas e dispersam luz, oameéito Doppler em funcdo da

mobilidade eletroforética dessas particulas. Aipea determinacdo do deslocamento
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Doppler (Equacdo 4) e da mobilidade eletroforé{lEgquacédo 5), determinou-se o

potencial zeta (Equagéo 6).

Av = 2Vnsin(6/2)/2 (4)

Onde,4v é o deslocamento Doppléf,é a velocidade da particulag o indice

de refracdod é o angulo de deteccaol@ o comprimento de onda de excitacao da luz.

U=V/E (5)

onde,U é a mobilidade eletroforéticaeeé o campo elétrico aplicado.

Os valores de potencial zeta foram automaticamesitulados pelo aparelho

usando a equacdo de Smoluchowski abaixo:

¢=nU/§  (6)

onde,7 € a viscosidade &€ a permissividade (constante dielétrica).

4.4. Investigacdo de propriedades fotofisicas e fotodindicas das Chls

formuladas em micelas poliméricas e lipossomo

4.4.1. Determinagéo do rendimento quantico de flaecéncia @)

Para a determinacéo @& utilizou-se a Mg-Chl em éter etilico como padré@e,

= 0,35 (Nyman e Hynninen, 2004). Os espectros dergho e emissdo das amostras
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foram obtidos a 30°C. O comprimento de onda detag@o foi fixado em 411 nm e a
emissao foi registrada na faixa de 600 a 800 nnvalises de®- foram calculados a

partir da equacéao 7 (Valeur, 2002):

_ AbsF.n?

- ® 7
AbsF.n2 ° 0

F

onde,P é o padraoC as clorofilas,n é o indice de refracéo fe a area do

espectro de emissao.

4.4.2 Determinacgéo do rendimento quéantico de oxigénioglgie @)

Os valores de®, das clorofilas formuladas em micelas poliméricaBRPC
foram determinados pela medida direta da luminesg&o oxigénio singlete em 1270
nm. As amostras foram excitadas em 355 nm com ldes&ombeamento (Nd:YAG)
pulsado a 10 Hz com pulsos de 5 ns. A radiacdoidamitelo’O, em 1270 nm foi
detectada em angulo reto por uma fotomultiplicagbl@mamatsu R5509) resfriada em
nitrogénio liquido (-80°C). As absorbancias no campnto de onda de excitagdo da
amostra e do padrédo (Pheid eOlL% Tritonx100/5% etanolkp,= 0.49) (Redmond
and Gamlin, 1999) foram registradas em um espetfoietro (Cary 50, Varian). O
valor do rendimento quéantico de oxigénio singleds dlorofilas nos sistemas micro-

heterogéneos foi calculado pela equacéo 8 (Mattzi,2007):

__ Absplctp

Dy (8)

o Absclptc
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onde,P é o padr&oC as clorofilas) é a intensidade de fosforescéncid@eem
1270 nm Absé a absorbancia nQy. 7é o tempo de vida do oxigénio singletepeé o

rendimento quantico de oxigénio singlete do padrao.

4.4.3.Processos de fotobranqueamento

O fotobranqueamento (FB) das clorofilas formulagasmicelas poliméricas e
sistemas lipossomais foi estudado com iluminacadimea utilizando-se LED como
fonte de luz (30 mW), a temperatura ambiente. Asstamtes de velocidade de

degradacéadkgg) foram calculadas pela equacéo 9:

= —kppt 9)

ondeA, A,, e Ay sdo as absorbancias no tempor(o infinito, e no tempo inicial,
respectivamente.
O rendimento quantico de fotobranqueamendgg) foi determinado pela

equacéao 10, adaptada de Hadjur et al., 1998:

(Ag—A)VsNghc

(10)

brp = I

t
slj
0

N

Pyl o L=107%) e ' dAdt

1

>

onde, | € o caminho Optico (cm)gs é a absortividade molar do FS no
comprimento de onda de analise (L thehi?), Vs é o volume da amostra (LB, é a

constante de Planck € 6,626x10** Js),c a velocidade da luz no vacuo= 2,997x16
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ms?), Nao nimero de AvogadriNg = 6,022x16° mol), P é a poténcia da fonte (mW)

ely(1 — 107P¢¢) é a intensidade de luz absorvida.

4.4.4. Ensaios sobre micro-organismos

Experimentos constaphylococcus aurey®&TCC 26923) foram realizados em
caldo Tryptic Soy Broth (TSB) segundo a metodolatgacrita por Peloi et al., 2008. O
inéculo foi calibrado a TOUFC mL! (Unidades formadoras de colénia por mL) e
posteriormente diluido a 5xX1QMFC mL* em formulados de micelas poliméricas e
lipossomal; em seguida 5QQ foram transferidos para placas de cultura celd@a#
cavidades. Os experimentos foram realizados emgio®os: um com exposicao a luz
durante 5, 10 e 15 min (dose de energia aplicadali®% 306 e 459 J cMm
respectivamente) e o outro no escuro. O contraétipo foi preparado pela mistura de
50 uL de inéculo (18 UFC mL') com 950 uL de surfactante ou lipossomo
multilamelar, e o controle negativo de 98D de surfactante mais 50L de solucdo
fisioldgica (sem micro-organismos). Nos gruposetests concentracdes dos FS foram
4,0umol L™ em micelas poliméricas e 2ol L em lipossomo. O LASER de diodo
(Laser Line, P= 100 mW &yna= 658 nm) foi colocado verticalmente sobre as s8¢
nas placas de cultura a temperatura ambiente. Aplisninacdo as amostras foram
diluidas e semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA) ekbadas por 24h a 3. Em
seguida, o numero de UFC foi contado. Todos osrarpatos foram realizados em

triplicata.
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4.4.4.1. Ensaios de adsorcao de FS pelas célulasdrmnas

A quantidade de clorofilas adsorvidas pelas bagdni quantificada de acordo
com o método de Demidova e Hamblin (2005). Os iloécaalibrados (10UFC mL?Y)
foram incubadas durante 1 hora com as clorofilamtfitadas em micelas poliméricas e
DPPC, no escuro a temperatura ambiente (aproximamtan30°C). As moléculas de
clorofilas ndo ligadas foram separadas por cegaugéio durante 10 min a 4000 rpm e
0S micro-organismos foram lavadas com solucdo tampBS, centrifugada e o
sobrenadante descartado. Para 0s micro-organisesbantes, adicionou-se dodecil
sulfato de so6dio (SDS, 2% m/v). A suspenséo foitidarem repouso durante 24 h a
temperatura ambiente. A concentracdo de clorofbaorvida pelas bactérias foi
determinada por espectroscopia de emissao de $leéeia; o comprimento de onda de
excitacao foi 411 nm para todos os compostos. etatm-se as curvas de calibracao
das clorofilas puras dissolvidas em SDS 2% (m/\padir das quais se determinou a
concentracdo de FS ligadas as bactérias pelassitdeles de emissdo. Os valores
relacionados a quantidade de FS ligado as bactfmam obtidos pela divisdo do
namero de moléculas de Chl dissolvida pelo nimerorddades formadoras de col6nia

(UFC) a partir da equacéo 11:

_ _[FslNg
Upv = 1000.UFC (11)
onde,Uyv é o valor de clorofilas ligadas por UHES] € a concentragéo do FS

(mol LY, N, é o nimero de Avogrado (6,022%imol™), 1000 é o fator de converséo

de unidades volumétricas|J&C sao as unidades formadoras de colénias / mL.
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4.4.4.2. Microscopia de fluorescéncia e Microscopide Contraste de

Interferéncia Diferencial (DIC)

Apos a inativagdo fotodindmica & aureususando Pheid e Pheo formulados
em DPPC e F-127 como FS, a integridade funcionah@abrana celular bacteriana foi
avaliada por microscopia de fluorescéncia. Utiliseuum marcador de membrana
celular danificada - iodeto de propidio (PI) seguondorocedimento descrito por Kranz
e colaboradores (Kranz et al, 2011). Apés incubat&d 0 min, as amostras foram
analisadas por Microscopia de Contraste de Intarééa Diferencial (DIC), também
conhecida como contraste de interferéncia de Nd&in&MIC) ou Microscopia de
Nomarski. Trata-se de uma técnica utilizada paraestar o contraste nas amostras a
partir de principios de interferometria para ob&nde informagfes sobre a densidade
Optica da amostra. Em seguida, analisou-se a mesnustra por microscopia de
fluorescéncia (Olympus bx51) usando uma lente FL@f)/1,30 Oil Ph 4DL (Nikon,

Kanagawa, Japan) e uma camera digital (DigitaltSigh 2 Mv; Nikon).

4.4.4.3. Microscopia de Transmisséo Eletronica (TEM

As suspensdes de células $leaureug10’ UFC mLY) em PBS foram tratadas
com FS (4,0umol L™ em micelas poliméricas e 2y6nol L em DPPC) no escuro e
durante 10 min de iluminagcédo. As suspensOes bacteyiforam centrifugadas e as
células foram submetidas a fixacdo primaria emagildeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sédio 0,1 mol'Ldurante 24 h a 4C. Em seguida as células foram

lavadas trés vezes com tampao cacodilato e readir@p0Os-fixacdo com tetroxido de
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6smio 2%, em tampao cacodilato 0,2 mdldontendo ferrocianeto de potassio 1,6% e
cloreto de célcio 0,01 mol 'L (v/v), a temperatura ambiente durante 40 min.
Posteriormente as bactérias foram lavadas com tanga&odilato de sodio e
desidratadas com solugdes de acetona 50, 70, 00%. 1O tempo de contato em cada
adicao foi de aproximadamente 10 min, a temperatoniaiente. Apés a desidratacdo as
células bacterianas foram infiltradas em resinedEB©N. Para isso uma mistura de
EPON e acetona (1:2) foi transferida para o frasmdendo as bactérias e mantido em
repouso durante 12 horas. Em seguida a mistura ER@©tdna (1:2) foi substituida por
EPON/acetona (1:1) e novamente mantida em repoussnt@ 12 horas. O mesmo
procedimento foi realizado para substituicdo dian@ltmistura por EPON/acetona (2:1),
e posteriormente por EPON puro. Para o EPON pueong@o de contato a temperatura
ambiente foi de 6h. Para polimerizagcdo da resimaaterial foi colocado em forma
contendo as amostras nas extremidades e incub&¥Cadurante 72 h. Sec¢des finas
foram cortadas com o auxilio de uma lamina de didenam um ultramicrotomo sobre
grades de cobre. As amostras foram coradas corat@aakt uranila 2,5% e citrato de
chumbo. Finalmente as amostras foram examinadawmgrdfadas em um microscépio
de transmissao eletronica JEOL JEM-1400, operadoatensdo de aceleracdo de 100

kV.
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5. Resultados e discussao

5.1. Caracterizagao espectroscopica de derivados de abditas

As clorofilas, clorinas substituidas, apresentaemmbandas caracteristicas na
regido do visivel, uma na regidao do azul (band&tper outra na do vermelho (banda
Q), ambas com alta absortividade molar (Figura PBra as clorinas, a elevada
absortividade molar da banda Q (janela terapéutiea®-se a perda de simetria advinda
da hidrogenacéao (reducédo) de um dos anéis pirsdlidatra caracteristica relevante de
clorinas para TFD é o deslocamento batocrémicoetagdio as porfirinas, isso porque a
energia necessaria para excitar o elétron de uadeste menor energia para um de
energia mais alta aumenta com o numero de elétrorael porfirinico; dessa forma,
clorinas com 20 elétrons absorvem em comprimentos de onda maior do que as
porfirinas com 22 (Macdonald e Doughert, 2001).

Adicionalmente, as clorofilas possuem outras bardasdas da assimetria do
anel porfirinico para os compostos de base liviguanto para as moléculas metaladas
as bandas sao relacionadas as transi¢cdes metakligdgura 11). Assim, a presenca de
metais coordenados ao anel tetrapirrélico € de itapoia fundamental para a
determinacdo das caracteristicas espectrais, comdmm e intensidade de absorcao.
Como pode ser visto nos espectros, a intensidadbdstrcédo da banda Q de clorofilas
complexadas com Zhe Mdf* sdo maiores do que para as de base livre, cdsticr
relevante afetando diretamente a quantidade dendétabsorvidas pelo FS e
consequentemente os processos fotoquimicos. Par ladto, a cadeia fitilica pouco
afeta os espectros eletronicos de absorcdo, costo para Pheo e Pheid que tém

espectros iguais entre si (Figura 11), bem coma garChl e Zn-Chld, com variagbes
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nas intensidades. Considerando-se que a diferestgausal (Figura 1A) entre esses
compostos é a cadeia fitilica que ndo esta diretearenvolvida na parte cromoférica
da molécula, as alteracbes de intensidade e dgianabservadas sao atribuidas a

estabilizacdo em um determinado meio.

1,2 - Pheo

Absorbancia
(= o
()] (o]
1 1

o
w
1

0,0 T T T
400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 11. Espectros eletronicos da clorofila e seus derivastosacetona, a
30,0 °C.

As caracteristicas espectrais de moléculas samdeptes de alguns fatores do
solvente, dentre os quais se podem citar, a caesthelétrica, a polarizabilidade e a
polaridade, além de propriedades do FS como estadgregacao, grau de protonacao,
etc.. Dessa maneira, propriedades especificas éenFfiferentes meios sédo estudadas e
relacionadas com sitios de ligacdo de sondas aomat#Fculas em pesquisas

bioquimicas (Lakowicz, 2006).
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5.2.  Formulacéo das clorofilas em micelas poliméricasedP-123 e F-127

Inicialmente, optou-se pela adicao direta de unac&o estoque de FS em
DMSO a uma solucdo de surfactante 2% (m/v), tewl file DMSO < 1% (v/v), para
solubilizagéo das clorofilas em micelas. Os espeadtetronicos de absor¢do da Pheo
em P-123 e F-127 sao apresentados na Figura 1Bfgnjente com o espectro em
etanol, meio no qual o FS encontra-se monomeri{dttoreira et al., 2009). Em
sistemas micelares observou-se um pico adicionamparativamente ao meio
homogéneo (etanol), caracteristico de FS autoagpegam torno de 700 nm
(Eichwurzel et al., 2000). Além disso, analisandaasFigura 12B verificou-se desvio
negativo da linearidade da lei de Beer, igualmesdeacteristico do processo de
autoagregacdo. Esses fatos evidenciam que a megmiale adicdo direta ndo foi

eficaz na obtencéo das clorofilas no estado moriomér

(A) Eﬁggl (B) = Etanol
0,6+ F-127 087 ° P23
F-127
0,6
(U n
‘©
c
«S
< 044 .
]
o
< n
[ ]
0,2- .
1 L ]
Awﬂ‘/ 1
0’0 . R e e 0.0
T T T T ) T T T

r r r
6 9 12

w

T T T
400 500 600 700 800 0
Comprimento de onda (hm) Concentracéo (umol |_'1)

Figura 12. (A) Espectros de absorcdo eletronica da Pheo ol L™
adicionada diretamente as solucdes de P-123 e R%2(n/v) e em etanol, a 307C.
(B) Variacédo da absorbancia® 668 nm) em funcdo da concentracdo de Pheo em P-

123, F-127 e etanol.
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Diante da ineficacia do método de adicdo diretammeomerizacdo dos FS
optou-se pela formulagdo das clorofilas em micglaiméricas pelo método da
disperséo solida (Zhang et al., 1996). Como mostraa Figura 13 os formulados
micelares mantiveram as caracteristicas espeadti@s Chls monoméricas, com a
manutengédo da banda Soret na regido do azul-(&;) e da banda Q na regido do
vermelho (9 - S) (Weiss, 1978). Além disso, ndo se observou cargttas
espectrais das clorofilas autoagregadas, como digdio da intensidade de absorcao,
alargamento, deslocamento e aparecimento de baadia®nais, confirmando a
incorporagéo das clorofilas monomerizadas em nsaddalF-127 e P-123.

Os valores de coeficiente de absortividade malpdés Chls formuladas em
surfactantes poliméricos obtidos a partir da EquaZdao mostrados na Tabela 2.
Observou-se que os formulados obtidos mantiveraaftea capacidade de absorcéo,
inclusive na regidao do vermelho (em torno de 660demmaior interesse a TFD) para
todas as clorofilas. Os valores dforam proximos aos obtidos em etanol, meio no qual

as clorofilas estdo monomerizadas.
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Figura 13. Espectros de absorcéo eletronica das clorofilaPet?3 e F-127
(2%, m/v), gua e etanol a 3¢0. [FS]= 4,0pmol L. (A) Pheo; (B) Pheid; (C) Zn-
Chl; (D) zn-Chid e; (E) Mg-Chl. Os formulados foraobtidos pelo método da

dispersao sélida.
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Tabela 2.Coeficiente de absortividade molar das Chls emodéta formuladas

em P-123 e F-127 (2%, m/v) pelo método da dispes§hda, a 30,0C.

€ (10°L mol™ cm™®)

FS A (nm) Etanol F-127 P-123
402 169+ 1,1 190,8: 1,9 146,6t 3,7
Pheo 498 17,9+ 0,9 21,4:0,8 18,9+ 0,5
667 69,3+ 1,0 78,0+ 0,7 74,7+ 1,8
409 133+ 0,8 116,9+ 1,2 116,6: 0,3
Pheid 502 15,0+ 0,9 13,4£1,1 18,0 0,7
667 57,3 0,7 57,5 0,6 56,7+ 0,2
426 147+ 0,9 150,# 1,2 157,6: 0,9

Zn-Chl 610 19,2+ 1,1 16,8t 0,5 9,1+ 0,7
658 93,3+ 0,8 105,0: 0,8 108,4+ 0,7
428 116+ 1,2 110,#1,0 130,6t 1,6
Zn-Chld 616 16,0+ 1,3 18,3t 0,2 24,2+ 0,3
658 65,3+1,1 52,9+ 0,2 57,9 0,3
425 124+ 0,9 113,Gt 0,7 118,9+ 1,0
Mg-Chl 613 16,7+ 0,5 17,%0,2 18,2+ 0,2
662 93,3+ 0,7 92,6+ 0,5 90,4+ 0,1
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Os espectros de emissdo de fluorescéncia das ilder@m agua, etanol e
formuladas em P-123 e F-127 (2%, m/v) sao mostraddsgura 14. Esses apresentam
apenas uma banda caracteristica de emissao rdatiigasicdo S—» S. A emissao de
fluorescéncia ndo € dependente do comprimento da d@ excitacdo, uma vez que ao
excitar um fluoroforo na banda Soret, transicgo-S S,, ela decai rapidamente ao
primeiro estado excitado por conversao interna.dgoma a intensidade de emissdo dos
FS é praticamente nula, devido ao processo degregacao das clorofilas que leva a
autossupressao de energia do estado excitado egeemse diminuicdo da intensidade
de emiss&o (Agostiniano et al., 2003; Eunderlikatval., 2004). Com a formulacéo das
clorofilas em micelas poliméricas houve um granglento na intensidade de emisséao,
que é relacionada a monomerizacdo do FS nesses.meio

Os espectros de emissdo das clorofilas formuladas Pel123 e F-127
apresentaram perfis idénticos (Figura 14) com eiifeas na intensidade de emissao
decorrente das diferentes absortividades em cattars (Tabela 2).

O ombro adicional observado em torno de 720 nmspearo de emissédo das
clorofilas é devido as transicoes referentes agsisnde energia vibracionais (Dolphin,

1978).
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Figura 14. Espectros de emissdo de Chls em agua, etanoleenasstmicelares

de P-123 e F-127 (2%, m/v), a 30 eAex= 411 nm. Os formulados micelares foram

obtidos pelo método da disperséao sélida.
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A energia de emissao de fluoréforos € tipicamemtepouco menor do que a
energia de absorcao, que resulta no deslocamegrectesd batocromico da transicég S
- &, deslocamento de Stokedy, resultante da relaxagéo vibracional no nivel de
energia $ Assim, os maximos de absorcédo e emissado e ocdestmto de Stokes dos
FS em etanol e nos formulados micelares sdo apeelenna Tabela 3. Os valores de
Av para Pheo, Mg-Chl e Zn-Chl foram praticamente tidéa ao valor em etanol,
mostrando que a polaridade do microambiente miceagqual essas moléculas estao
incorporadas € similar a do etanol. Estudos de apataridade dessas micelas
mostraram que 0 seu core possui polaridade proginatanol (Pandit et al., 2000).
Assim, pode-se inferir que essas clorofilas sdoaalas na camada interna das micelas.
Esse resultado esta em concordancia com estudodoadizacdo realizados
anteriormente (Gerola et al., 2011). Para os déowdorbideos (Pheid e Zn-Chld) o
valor de 4Av obtido em sistemas micelares foi maior do que asrgs em etanol,
indicando que essas moléculas estdo em um micreatebnais polar, provavelmente a

camada externa da micela (Gerola et al., 2011).

Tabela 3.Deslocamento de estoqués] e comprimentos de onda de maxima

absorcéoXapd € emissaoNem;) das clorofilas em P-123, F-127 e etanol.

Aabs (NM), banda Q Aemi (NM) Av (cm™)

Etanol F-127 P-123| Etanol F-127 P-123| Etanol F-127 P-123

Mg-Chl 664 662 662 670 668 668 135 137 137
Pheo 667 667 667 675 675 67% 178 178 178
Pheid 668 667 667 673 676 67] 111 200 221

Zn-Chl 659 659 659 665 665 661 137 137 137

Zn-Chld | 659 658 658 668 669 66 204 250 250

70|



Tese de Doutorad«l) 2013

5.2.1. Estabilidade dos formulados de Chls em satéates poliméricos

Para verificar a estabilidade dos formulados deofila em formulados
micelares monitoraram-se 0s espectros eletréniosscdmpostos encapsulados pelo
método da dispersao sélida, durante 15 dias em7KHigura 15) e P-123 (Figura 16).
A partir desses espectros de absor¢cdo, montoupsefibcinético noAnax da banda Q
(Figura 17) para todas as clorofilas. Verificaraenapenas pequenas variacdes na
intensidade de absor¢cdo com o tempo em ambos t&ctsmtes e manutencao das
propriedades espectroscopicas, mostrando queroslados permaneceram estaveis.

Adicionalmente, esses estudos permitem avaliarygEisscinéticas de liberagcéo
do FS do sistema carreador. Devido ao fato dasfiks serem insolGveis em agua, a
liberacdo dessas moléculas para o meio aquos@lagaegacao e/ou precipitacdo com
alteracbes nos perfis espectrais (Moreira et @92Moreira et al.; 2010). Uma vez que
as variacdes espectrais foram pequenas pode-geqdieeas moléculas fotossensiveis
nao foram liberadas do sistema carreador nas diesliem que os formulados foram
armazenados (temperatura ambiente e pH fisiologitsne fato pode ser explicado pela
forte interacdo dessas moléculas com o sistemeadhr estudado, como mostrado em

estudos anteriores (Gerola et al., 2011).
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Figura 15. Sobreposicao espectral das clorofilas formulada&-dra7 2% (m/v)

durante 15 dias, a temperatura ambiente.
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durante 15 dias, a temperatura ambiente.
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Figura 17. Cinéticas de estabilidade das clorofilas formulaatasP-123 e F-127

(2%, m/v), a temperatura ambiente.

5.2.2. Estabilidade térmica dos formulados de Ché&sn surfactantes

poliméricos

Adicionalmente, investigou-se o efeito térmico nstabkilidade das Chls
formuladas em micelas de P-123 e F-127, uma vez exilde dependéncia das
propriedades de organizacdo estrutural dos Pligdnicom a temperatura
(Caragheorgheopol et al., 1997; Grant et al., 2@)graishi et al., 2010; Liu et al.,
2008). O efeito térmico foi avaliado por sucessidaminuicdes na temperatura e
posterior retorno a temperatura inicial (volta)pfesenca de micelas dos copolimeros
na auséncia de FS foi avaliada por espalhameniiirdessonate (RLS) que possibilita
averiguar a presenca de agregados grandes, commpldicado para o F-127 e o P-123
na Figura 18A e 18C, respectivamente. A intensiddgl@spalhamento em funcéo da
temperatura é apresentada na Figura 18B e 18Dggasistemas de F-127 e P-123,
respectivamente. Com a diminuicdo da temperaturdicoel-se a diminuicdo na
intensidade do sinal de espalhamento, até o sell desaparecimento em baixas

temperaturas (< TMC), onde se tem apenas unimblas.regides intermediarias de
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temperatura 20 - 36C para o F-127 e 15 — Z& para o P-123, a diminuicdo da

intensidade de espalhamento com a diminuicdo dpetertura € devido a diminuicédo

do numero de agregacdo das micelas poliméricastendm constante a concentragdo

de surfactante (Liu et al., 2008). Conhecidameateliminuicdo da temperatura em

sistemas micelares de copolimeros em bloco levaiauicdo do nUmero de agregacao

e consequentemente do tamanho das micelas, podengoometer a capacidade de

solubilizacdo de compostos.
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Apés a incorporacdo das clorofilas nos sistemaslares pelo método da
dispersdo soélida, avaliou-se a estabilidade térndoa formulados obtidos por
espectroscopias de absorcéo eletronica e de enmuesdlmorescéncia. As clorofilas
foram utilizadas como sondas espectrofotométrisamultaneamente as analises de
espalhamento de luz ressonante.

Inicialmente, investigaram-se as variacdes nos cagise de absorcao das
clorofilas formuladas em micelas poliméricas de2F-12% m/v) com a variacdo da
temperatura (Figura 19), visto que a diminuicdo ml@mero de agregacdo e
consequentemente do tamanho da micela, devido iawdgaéo da temperatura, podem
reduzir a solubilizacdo de solutos hidrofobicos coas clorofilas. Além disso, em
temperaturas abaixo da TMC, onde apenas 0s unirest@s presentes pode ocorrer 0
processo de autoagregacao do FS. No presentehwabalificou-se a manutencéao das
caracteristicas espectroscopicas das clorofilasomerizadas e auséncia de picos de
agregados em toda regido de temperatura estudaml@udd, o abaixamento da
temperatura levou a reducéo nas intensidades @decabs além de causar um pequeno
deslocamento nos maximos de absorcdo para as paimcbandas das clorofilas,
principalmente na banda Soret, com excecdo da Zm-Chjo espectro de absorcéo
manteve-se praticamente constante (Figuras 19F-e 19

O deslocamento do maximo de absorcdo para o vesm@haslocamento
batocromico) com a diminuicdo da temperatura € c@@3do0 a mudanca do
microambiente no qual as clorofilas séo localizadas seja, com o abaixamento da
temperatura os FS sé@o expostos a microambientaspolares. Esse fato é condizente
com os estudos anteriores que mostram que a digdmuwda temperatura aumenta a
polaridade dos microambientes micelares devidoiarrhadratacdo das micelas (Pandit

et al., 2000).

76|



Tese de Doutorad«i) 2013

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

(&) PheoF-127
Temperatura (°C)
031 —u
—12
—13
- ©
- g
0,2
—18 8
— 2
0,1
0,0
T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
©  zncnlFa27
Temperatura ('C)
0,3
—1
—12
—13 o
—14 g
0,2 6 s
—18 =
—20 2
—25 <
0,1 —30
——30volta
0,0
T T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
05
® MgCh F127
Temperatura °C
0,4 1
14 2
—16 =4
0,3 18 3
R Qo
20 <
25 o
—30 ©
0.21 —— 30 volta %
a
S
(%2}
0.1 g
o
L E
Ovo T T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 19. Espectros de absorcdo eletrénica dos FS 6l L) em F-127
(2%, m/v) com a variacdo da temperatura: (A) PiiBd;Pheid; (C) Zn-Chl; (D) Zn-
Chid e; (E) Mg-Chl. (F) Intensidade de absorcadaada Soret dos FS em F-127 em

B . ,
06{®  pheid 127 iil =
—15
N —17
—20
—22
N —25
—27
0,3 —:
——30volta
0,2
0,14
0,0 . — I |
300 400 0 - = |
Comprimento de onda (nm)
D) Zn-Chid ~127 Temperatura (°C)
04 e
—14
—16
—18
0,3 —
—2
—30
0,2 —5
0,11
0,0 - ' I | |
400 o ~ . |
Comprimento de onda (nm)
0.6
®  —=—MgChl
—e— Pheo
Pheid
.
> Zn-Chid
/I I
./l
0.4+ o
' ]
0
v *
0.3 .
/V/v// V/ — .
v—7 pe
o
T T T T : ' I | | |
12 15 18 o x s -
Terrperatura (OC)

funcdo da temperatura. A “volta” refere-se ao retcx temperatura inicial.

771



Emissao

Emissao

Emissao

Tese de Doutorad«i) 2013

] (A Pheo F-127 Temperatura (°C)
250 —12
—15
—18
200 —20
—23
——25 o
150 1 — 28 lg
—30 g
— 30 volta
100 w
50
O I I T T
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)
200
{© Zn-Chl F-127 Temperatura (°C)
—12
160+ 15
—18
—20
120+ —23 o
——25 b
—08 2
—30 £
80 L
—— 30 volta
40
0 I I T T T
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)
2004 () Mg-ChiF-127 Temperatura (°C) =
— 12 S
—15 ©
—18 E
4 N S
150 20 >
2 &
—25 P
100 2 =
—30 (o
—— 30 volta )
©
S
50 S
i
(%]
c
2
0 I T T T E
550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

240 -
(B) Pheid F-127 Temperatura ('C)
200 12
] —15
—18
160+ 20
—23
—25
120+ —28
—30
—— 30 volta
80+
40+
0 I I T T
500 550 600 650 700 750 800
160 Comprimento de onda (nm)
(D) zn-Chid F-127 Temperatura (°C)
—12
120 15
—18
—20
—23
—25
80 — o3
—30
—— 30 volta
40
0 I T T T T
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)
F
1o- (F)
P
0,8
—&— Mg-Chl
—e— Pheo
0,64 —4&— Pheid
—v— Zn-Chl
—<— Zn-Chid
0,4
0,2
T T T T T T
10 15 20 25 30

Temperatura (°C)

Figura 20. Espectros de emissdo dos FS ndol L) em F-127 (2%, miv)
com a variacdo da temperatura: (A) Pheo; (B) Ph€il;Zn-Chl; (D) Zn-Chld e; (E)

Mg-Chl. (F) Intensidade de emissado normalizada ESsem F-127 em funcdo da

temperatura. A “volta” refere-se ao retorno a terapea inicial.

78]



Tese de Doutorad«l) 2013

Adicionalmente, avaliaram-se os efeitos térmicasabarofilas em micelas de F-
127 por espectroscopia de emissao de fluoresc@rigiara 20). Diferentemente do que
foi observado nos estudos de absorcao eletrOnitevedlse uma grande diminuicdo na
intensidade de emissdo com o abaixamento da tetageraom excecao novamente da
Zn-Chld, cuja intensidade de absorcdo manteve-sgicpmente inalterada e a
intensidade de emissdo apresentou uma variacamided® muito menor do que para
as demais clorofilas.
A diminuicdo na intensidade de emissao ndo podemgaicada diretamente

pela diminuicdo da temperatura, uma vez que o @stadnenor agitacdo térmica leva a
diminuicao de processos de desativacdo ndo ramsats como colisdo com moléculas
de solvente, vibracdes intramoleculares e rota@pmaque aumentaria o rendimento
quantico de fluorescéncia (Valeur, 2002). Uma polsdade para explicar os resultados
obtidos é a formacdo de espécies autoagregadas,regiuzem drasticamente a
capacidade dos FS emitirem. Contudo nos espeatrabsbr¢cdo ndo ha indicios de FS
autoagregados (cujos espectros normalmente sdadm@cteristicos). Diante dos fatos
expostos, a variagcdo na intensidade de emissao ggdestificada pela mudanca de
microambiente no qual as clorofilas estdo locahgadEssa modificacdo foi verificada
nos estudos espectroscopicos de absorcao eletidmta diminuicdo da temperatura,
cujos espectros apresentaram um deslocamento @aioor indicando o aumento da
polaridade do meio. Para melhor avaliar a difereshgamicroambientes das micelas
poliméricas com a diminuicdo da temperatura detesmse a diferenca das energias de
absorcdo e emissdo das clorofilas, deslocament&tdkes (Figura 21), que esta
relacionado com a micropolaridade do ambiente. G@baixamento da temperatura as
clorofilas com a cadeia fitilica apresentaram urmexnto do deslocamento de Stokes

em temperaturas proximas a TMC, indicando o aumetdo polaridade do
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microambiente em baixas temperaturas, ou sejaS@Ea& expostos a um ambiente mais
polar (com maior quantidade de &agua). Por outro,lad derivados forbideos néo
apresentaram modificac6es no deslocamento de Stoé®®0 abaixo da TMC devido a
localizagdo desses FS na camada externa de mawmppolaridade e contendo

guantidade de agua mais elevada.
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Figura 21. Deslocamento de Stokes para as clorofilas formaladaF-127 com

a diminuicdo da temperatura.

Além disso, com a diminuigdo da temperatura h4 tedacdo no numero de
agregacdo dos copolimeros (aumento da quantidadeagd@ no core) e no
entrelacamento das cadeias do copolimero diminuindigidez do microambiente e
consequentemente a microviscosidade local do cdoelan contribuindo para a
diminuicdo da intensidade de emissdo. Estudozeels por Shiraishi e colaboradores
mostraram que a diminuicdo da microviscosidadepéreipal fator na diminuicdo da
intensidade de emissdo com a diminuicdo da temypargBhiraishi et al., 2010). Por
outro lado, a diminui¢cdo da rigidez do microamleeatimenta a suscetibilidade do FS
ao ambiente aquoso polar e possibilidade de chogoes moléculas de agua.

Conhecidamente, a 4gua pode atuar como agentessaprésraceto et al., 2010)
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diminuindo a intensidade de emissdao do fotossdizsidor. Assim a maior
suscetibilidade ao agente supressor leva a metenrsidade de emissédo das clorofilas
com a diminuigéo da temperatura.

Simultaneamente as andlises espectroscopicas dea@b® emissdo, analisou-
se a estabilidade térmica dos formulados micelamegspalhamento de luz ressonante
(Figura 22). Verificou-se a presenca da banda wakide emisséo das clorofilas em
torno de 660 nm, caracteristicas das clorofilasanmrizadas (Paula et al., 1995). Com
a diminuicdo da temperatura a intensidade dessdabdiminuiu, devido a menor
capacidade das clorofilas emitirem em baixas teatpexs nesses formulados, como
discutido anteriormente. Além disso, alteracbesperis de espalhamento das micelas
foram observadas com a incorporacéo das clorqimgira 22) em relacdo as micelas
puras (auséncia de clorofila) (Figura 18), o queaneente demonstra a interacdo das
clorofilas com as micelas poliméricas. O sinal dpathamento adicional em torno de
500 nm é atribuido as micelas e nao a presencatdagregados de clorofila, pois com
a diminuicdo da temperatura o sinal diminuiu, entuainais de espalhamentos de FS

autoagregados aumentam.
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Figura 22. Espectros de RLS dos FS (4ol L) em F-127 (2%, m/v) com a

refere-se ao retorno a temperatura inicial.
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(F) Intensidade de RLS em 310 nm normalizada emamma temperatura. A “volta”
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Nos espectros de RLS dos formulados micelares d27Fcontendo FS,
observou-se um sinal de espalhamento mesmo emsbi@imgeraturas (até 10 graus,
Figura 22F), enquanto para a micela de F-127 nénais de FS a intensidade de
espalhamento chegou a zero em temperaturas memaee$8°C. Essa diferenca no
perfil de espalhamento com a incorporagao das fdEsandica que a presenca destas
moléculas aumentou a estabilidade térmica das asiad F-127. Esse resultado pode
ser explicado pela estabilizacdo das micelas pstsepca de aditivos (clorofila)
reportada na literatura (Biswas et al., 2013). Besaso, a interacdo das clorofilas,
moléculas altamente hidrofébicas, com os gruposhifobicos devem ser um fator
importante na estabilizacdo das micelas. A estalgdio térmica das micelas
poliméricas foi mais acentuada com a incorpora@g@mChld (Figura 22D e 22F) e
apresentou a maior intensidade de espalhamentoetapdo as demais clorofilas,
sugerindo uma interacdo muito forte e especifidaeeesse fotossensibilizador e os
copolimeros. Sabe-se de estudos anteriores que-Ghldné localizada na camada
externa das micelas poliméricas e possui uma faggégdo com esses copolimeros
(Gerola et al., 2011), o que pode justificar a deapstabilizacdo térmica causada por
essa molécula nas micelas de F-127. Adicionalmerdemento na estabilidade térmica
das micelas de F-127 contendo Zn-Chld justificpexrpuenas variacdes observadas nos
espectros de absorcdo e emissao, discutidos anterite.

AplOs o0 abaixamento da temperatura, retornou-sengoei@tura inicial. Os
experimentos de RLS mostraram que a intensidadespalhamento foi recuperada,
indicando que as micelas de F-127 retornaram aarthm original. O mesmo
procedimento foi efetuado nos experimentos de gbsoe emissdo. Os espectros de
absorcéo das clorofilas retornaram a mesma intetside absorcédo, com excecao da

Pheo. Ja nos experimentos de emissao apenas waddsriorbideos (Pheid e Zn-Chld)
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recuperaram a intensidade inicial de emissdo. Desmaeira, as observacoes feitas
indicam que a reconstituicdo das micelas ao tamamiginal ocorre arrastando

moléculas de agua junto aos blocos de EO e PO, rdantk a micropolaridade dos
ambientes. As clorofilas fitilicas localizadas norec da micela sofreram maior

influencia, enquanto os derivados forbideos loedlis na corona, constituida
principalmente de PEO (ambiente com maior micraojotdae — rico em agua), tiveram

suas caracteristicas iniciais recuperadas.

Os estudos de estabilidade térmica dos formuladoglarofilas em P-123
mostraram a manutencdo dos FS monomerizados (F@8yacom uma pequena
diminuicdo da intensidade de absorcéo, principalenpara a banda Soret; excecao é a
Zn-Chld (Figura 23D e 23F) que mostrou uma variag&nor na intensidade de

absorcéo com a temperatura, assim como observa@el&.
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Figura 23. Espectros de absorcéo eletrdnica dos FShol L) em P-123

m/v) com a variacado da temperatura: (A) PliBp;Pheid; (C) Zn-Chl; (D) Zn-

Chid e; (E) Mg-Chl. (F) Intensidade de absorcadmaada Soret dos FS em P-123 em

funcdo da temperatura.
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Figura 24. Espectros de emissdo dos FS (nfol L) em P-123 (2%, m/v)
com a variacdo da temperatura: (A) Pheo; (B) Ph€l;Zn-Chl; (D) Zn-Chld e; (E)
Mg-Chl. (F) Intensidade de emissado normalizada BSsem P-123 em funcao da

temperatura. A “volta” refere-se ao retorno a terapea inicial.
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Figura 25. Espectros de RLS dos FS (4ol L) em P-123 (2%, m/v) com a
variacdo da temperatura: (A) Pheo; (B) Pheid; (&)al; (D) Zn-Chld e; (E) Mg-Chl.
(F) Intensidade de RLS em 374 nm normalizada eméamia temperatura. A “volta”

refere-se ao retorno a temperatura inicial
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Nos estudos térmicos com P-123 verificou-se umanga diminuicdo da
intensidade de emisséo para o Pheid e a Zn-Clnhaepg@quena variagdo para as demais
clorofilas (Figura 24). Esses resultados podemra@cionados aos experimentos de
RLS (Figura 25) que mostraram maior estabilidadmité&a para as micelas poliméricas
de P-123 contendo Mg-Chl, Pheo e Zn-Chld. Mesmmnagsde-se verificar que todas
as clorofilas influenciaram o perfil de estabilidaérmica das micelas (Figura 25F).

Para as micelas de P-123 houve um menor efeiterdperatura na diminui¢ao
do numero de agregacao, tamanho da micela, e n@dagamento entre as cadeias de
copolimero e consequentemente no aumento da miaraame do meio, favorecendo
a manutencdo das caracteristicas espectroscomsaslatofilas. Como exemplo, os
deslocamentos de Stokes determinados para asilderofrmuladas em P-123 (Figura
26) foram constante com a variacdo da temperatara,pequenas variacdes para a Zn-

Chl e a Zn-Chld em baixas temperaturas.

300

N
8]
o
1
<

v v v v v

200+ o ° ° ° ° ° °
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e Pheo
150 Pheid

v Zn-Chl
Zn-Chid

Deslocamento de Stokes (cm™)
u

100 +

12 15 18 21 24 27 30 33

Temperatura (°C)
Figura 26. Deslocamento de Stokes para as clorofilas formaladaP-123 com
a diminuicao da temperatura.

As intensidades de absorcéo das clorofilas voltasas valores iniciais ao

retornar a temperatura de partida, contudo, assidades de emissdo foram reduzidas,
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0 que indica a mudanca das propriedades do miclieatebmicelar. Salienta-se que
essas alteracbes foram menores do que as obsergadds217. Além disso, as
intensidades de espalhamento das micelas aumengagaificativamente ao retornar a
temperatura inicial, principalmente para os siseemgas clorofilas apresentaram maior
variacdo na intensidade de emissao, ou seja, affilds que sofreram maior variacao
do meio. O aumento do tamanho micelar ao retorrtanmgoeratura original pode ser
explicado pela hidratagdo principalmente dos grup®® com a diminuicdo da
temperatura, que arrastam as moléculas de agueorganizacdo das micelas. Com a
hidratacdo dos grupos EO ha uma reducéo da repeigé® as cadeias hidrofilicas do
copolimero, fator limitante na autoassociacdo dogolkimeros e limitante para a
formacdo de agregados relativamente pequenosbpibasdo a formacao de micelas
maiores (Biswas et al., 2013).

A maior estabilidade das micelas de P-123 em relagsénicelas de F-127 pode
ser associada a diferentes fatores envolvidosmaafgio das micelas. Por exemplo, um
fator importante € a fracdo de grupos hidrofobicesponsaveis pelas interacoes
hidrofobicas que promovem a micelizacdo. Estudpsrtam que o aumento da fracao
hidrofobica diminui os valores de CMC e TMC de rfasepoliméricas, ou seja, as
favorecem termodinamicamente. Assim, a maior dgtalle térmica das micelas de P-

123 pode ser associada a maior razdo PPO/PEO agAgels micelas de F-127.
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5.2.3. Estudos de supresséao de fluorescéncia stersias micelares

A localizacdo aproximada das Chls nas micelas @oicas foi avaliada por
experimentos de supressao de fluorescéncia conioigdapressor "aquo-soluvel”)
(Lakowicz, 2006), nos quais substratos localizatgarte interna da micela ndo séo
afetados, enquanto os FS expostos (parte exteofi@s supressao de energia com
consequente diminuicdo da intensidade de emissd® sidtemas micelares de P-123 e
F-127 as clorofilas com a cadeia fitilica (Pheo,-® e Zn-Chl) ndo sofreram
supresséo, indicando uma localizagcdo mais inteangegido hidrofobica. Enquanto as
clorofilas sem a cadeia fitilica, Pheid e Zn-CHtatam suprimidas pelo iodeto, como
ilustrado para o Pheid na Figura 27. Essas obsggaqdicam uma localizacdo mais
externa dos derivados forbideos nas micelas engéelas clorofilas com a cadeia
fitilica, devido a maior hidrofilicidade dos primes. Os valores das constantes de
Stern-Volmer determinados pela equacéo 3 (FiguB) para os derivados forbideos

sao apresentados na Tabela 4.

750

(A) Pheid em F-127 (B) Pheid em F-127
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Figura 27. (A) Espectros de emissao de fluorescéncia do Rimaitr-127 (2%,
m/v) com a adicdo de.I(B) Plot de Stern-Volmer do Pheid em F-127 (2%y)m

Experimentos realizados a 30@, Aex= 411 nm \em= 675 nm.
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Tabela 4 Valores da constante de Stern-Volmi€gj das clorofilas em micelas

poliméricas, a 30,6C.

Ksv (L mol™)
FS P-123 F-127
Pheid 0,31 + 0,02 0,50 + 0,01
Zn-Chld 0,17 +0,01 0,28 + 0,01

O maior valor deKsy obtido para o Pheid (Tabela 4) em ambos os sistemas
micelares indica que esse fotossensibilizador peskcalizagdo mais externa, seguido
da Zn-Chld. A localizacdo externa do Pheid na®sias micelares pode ser explicada
pela presenca de um grupo &cido-base negativamanegado no pH de trabalho, o
que inviabiliza a incorporacdo do Pheid na regi@ofdbica. Por outro lado, a Zn-
Chid é a molécula mais hidrofilica dentre os esfodacomo mostrado pelos dados de
coeficiente de particdo em agua/octanol (Gerol.e2011), e assim o esperado seria
que ela fosse localizada mais externamente emasiesh relacdo as demais clorofilas.
Uma explicagdo pode ser a estrutura complexa d@€ha-onde o grupo carboxilato
estaria coordenado ao metal (Gerola et al., 20Iqi)eopoderia atenuar parcialmente a
carga e favorecer uma maior quantidade do FS incadp a micela, mesmo este
ficando localizado mais externamente comparad@@ogpostos com cadeia fitilica.

Adicionalmente, a localizagcdo das clorofilas emetais poliméricas pode ser
confirmada pelos deslocamentos de Stokes mostna@oBabela 3. Esses resultados
possibilitaram estimar que as clorofilas com cadiiica sdo localizadas na parte
interna da micela, enquanto os forbideos estacarta pxterna através da comparacao

dos valores delv em micelas poliméricas e etanol. Além disso, aomeériacdo do

valor dedv para o Pheid em micelas e etanol em comparacao@hld sugerem a
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localizacdo do Pheid em um ambiente mais polae Essultado estd em concordancia
com os estudos de supresséo.

Os maiores valores désy nos formulados de F-127 em relagdo aos formulados
em P-123 (Tabela 4) podem ser explicados pela ntpiantidade de grupos EO no
primeiro, o que possibilita a maior difusdo de sspores aquo-solUveis (Kabanov e

Zhu, 2005) nesta camada externa das micelas, @8 estédo localizados.

5.3. Formulagao das clorofilas em sistemas lipossomais ®PPC

Assim como nos sistemas micelares, investigou-séciaimente a
monomerizacao das clorofilas em sistema lipossacovatituido de DPPC (estrutura na
Figura 1C) pelo método da adicdo direta. De marsgindar aos fatos observados nos
surfactantes poliméricos, os espectros de absaigfidnica em DPPC apresentaram
caracteristicas de clorofilas autoagregadas, cargahento das bandas e aparecimento
de picos de agregados (ndo mostrado). Diante di@dom na monomerizacao dos FS
pela adicdo direta em DPPC, optou-se pela formalagdizando o método do filme
fino (Lee, 1975). Os espectros de absorcédo elembabtidos sdo apresentados na
Figura 28A e mostraram a manutencao das proprisdespeectroscopicas das clorofilas
monomericas (sem a presenca de picos adicionastdagregados).

Os espectros de emissao de fluorescéncia dos desiwke clorofila formulados
em DPPC sao apresentados na Figura 28B. Observaieseintensos caracteristicos

dos FS no estado monomeérico.
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Figura 28. Espectros das clorofilas 2ymol L™ formuladas em DPPC (2mg
mL™) pelo método do filme fino: (A) Espectros de ak#oreletronica e (B) Espectros

de emissao de fluorescéncia, a 3CO

5.3.1. Estudos de supresséao de fluorescéncia eméibedos lipossomais

Diferentemente dos resultados de supressdo obéidosnicelas poliméricas,
verificou-se para os formulados lipossomais deofilas contendo a cadeia fitilica uma
qgueda inicial da intensidade de emisséo relaciorsdsupressédo, seguida de um
aumento na intensidade de emissdo com a adicaoddei Esse aumento pode ser
explicado pela complexacdo do agente supressmym as clorofilas. A coexisténcia
desses processos nos formulados lipossomais ihzéahideterminagcao da constante de
Stern-Volmer. Ainda assim, pode-se concluir quemmess clorofilas com a cadeia
fitilica estavam suscetiveis ao agente supressporganto, possuem uma localizacéo
mais externa. Essa suposi¢do é confirmada poresulal literatura de localizacdo de
clorofilas em modelos de membrana (Lee, 1975) gpertam que o anel clorinico das
clorofilas estad na regido limitante da bicamad&iga, préximo da cabeca polar e a
cadeia fitilica inserida na regido hidrocarbénipalar da bicamada lipidica em uma

conformacéo estendida (Hurley and Tollin, 1982).dJmez que o anel clorinico esta
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préximo a parte polar e rodeado pela fase aquetapede interagir com moléculas de
agua (Murata e Sato, 1978) e/ou supressores adjineso
Os valores d&sy determinados para os derivados forbideos (Phé&id-€hld)

formulados em DPPC (Tabela 5) foram préximos. itstiica que ambos séo localizados
em regides similares na bicamada lipidica, proxéncabeca polar do fosfolipidio
(Yang et al., 1999) e, portanto, provavelmente tema posicdo similar as clorofilas
com a cadeia fitilica. Esses resultados estdo del@com estudos de localizacdo da
clorofilida (derivado de clorofila sem a cadeidlifit) que mostraram uma localizagcéo
proxima a cabeca polar da bicamada lipidica e amaib precursor fitilico (Stillwell e
Karimi, 1980). Ainda assim, o maior valor de\/para o Pheid sugere uma localizacéao

mais externa desse em relacdo a Zn-Chid.

Tabela 5 Valores da constante de supresd&g)(das clorofilas em DPPC por
fons iodeto, a 30,%C.

FS Ksv (L mol™)
Pheid 1,40+ 0,16
Zn-Chld 1,60+ 0,05

Além disso, a localizacdo mais externa das cl@®filos lipossomos em relagéo
as micelas poliméricas é confirmada pelo desloctoriegstocromico da banda Q para
todas as clorofilas (incluindo as fitilicas) (Tab@él). Esse deslocamento é reportado na
literatura para clorofila em sistemas lipossom@isapman e Fast, 1968) e, € explicado
pela localizacdo do anel clorinico em ambientesrpsl ou seja, proximo a cabeca
polar do fosfolipidio e possivelmente exposto adiemte aquoso (Murata e Sato,

1978).
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Tabela 6.Comprimentos de onda de maxima absorcao da bawda Qorofilas

em etanol e formuladas em DPPC.

Amax (NM)
Etanol DPPC
Mg-Chl 664 665
Pheo 667 670
Pheid 668 670
Zn-Chl 659 662
Zn-Chid 659 662

5.4. Determinacéo do potencial zeta

Os valores de potencial zefg (elacionados as cargas superficiais das parsicula
coloidais sdo apresentados na Tabela 7. Todasrdsufss constituidas de micelas
poliméricas de P-123 e F-127 na presenca e auséadi® apresentaram potencial de
superficie negativa a 3T em agua Mille-Q. Resultados similares foram olztws
em outros trabalhos envolvendo formulagcdes a pagticopolimeros em bloco (Liu et
al., 2005). Esse potencial negativo de superfidevido a grande densidade eletronica
decorrente da presenca dos oxigénios nos blocos pEfiipais constituintes das

superficies desses tipos de micelas.
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Tabela 7. Potencial zetal) das particulas constituidas de micelas polimgrica
(P-123 e F-127) e de lipossomos (DPPC) na aus@eiaco) e presenca de FS, &30

em agua Mille-Q.

Potencial zeta (mV)

F-127 P-123 DPPC

Branco -28,0+ 1,0 -17,4+ 0,5 5,10+ 0,1
Mg-Chl -6,40+ 0,6 -0,70+ 0,5 0,86+ 0,1
Pheo -7,70+£ 0,3 -0,90+ 0,7 1,44+ 0,8
Pheid -8,60+ 0,2 -1,23+ 0,5 -0,7+0,4
Zn-Chl -3,60+ 0,1 -0,50+ 0,2 0,58+ 0,2
Zn-Chld -12,3+ 0,6 -1,60+ 0,4 -2,10+ 0,4

Os valores de potencial zeta obtidos mostraram apiemicelas de F-127
possuem uma superficie com maior densidade de naggdiva do que as micelas de P-
123 para todos os casos avaliados. Esse fato pogiestificado pela maior quantidade
de grupos EO na primeira micela, que apresentaggal pmportante na densidade de
carga superficial, mesmo essas micelas podendonassanformacfes e geometrias
diferentes.

A incorporacdo das clorofilas nas micelas polinraidiminuiu o carater
negativo da superficie das micelas. Essa variagéonérada € um indicativo de que as
clorofilas influenciam diretamente nas propriedadis micelas. Isso porque a
incorporacdo do FS as micelas modifica as intesagdesentes na formacdo e
estabilizacdo das mesmas devido a presenca dagdésradicionais entre FS e sistemas
micelares.

Para as micelas de P-123 com a incorporacdo dos PS8tencial zeta foi
aumentado de -17,4 mV (P-123 2% m/v) a valoresiprox a zero, principalmente para

os derivados com cadeia fitilica. Essa variacdoufoi pouco menos intensa para as
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micelas contendo os derivados forbideos. A mesmdétecia foi observada com a
incorporagao dos FS nas micelas de F-127. Essdsadess podem ser justificados pelo
fato de que os derivados forbideos contendo umaidbate de carga negativa sao
localizados na camada externa das micelas.

A diminuicdo do potencial negativo da superficies daicelas com a
incorporagdo dos FS pode ser um fator importanendm se pensa em aplicacdes
bioldgicas, uma vez que as camadas celulares possmea densidade de carga
negativa. Este efeito diminui a repulsdo eletrastaéntre micelas e biomembranas.
Contudo as cargas presentes sao um requisito pastahilidade do formulado, de
maneira que para o P-123 o potencial zeta de amadiote zero na presenca dos
derivados com cadeia fitilica pode levar a juncas dhicelas e consequentemente
aumentar o tamanho do coléide bem como modificas guopriedades. Esse fato pode
ser associado a maior estabilidade térmica obsapac os formulados de clorofila em
P-123 na sec¢éao anterior.

Por outro lado, para os lipossomos constituidosD&C obteve-se uma
densidade de carga superficial positiva (5,1 m¥3olpode ser uma vantagem para o
DPPC como sistema carreador em relacdo as micelasépicas, uma vez que 0
potencial positivo pode favorecer a sua interagiim cmembranas biolégicas. Assim
como para as micelas poliméricas, a incorporacéchbaofilas em lipossomos alterou
os valores de potencial zeta. Com a incorporac&@ R o potencial zeta diminuiu
tornando-se menos positivo. Essa variacdo foi naasntuada para os derivados
forbideos chegando a valores negativos, o que pederelacionado em parte a
densidade de carga negativa do FS, além da padsilglde mudancas conformacionais

na cabeca polar do fosfolipidio (Makino et al.; 199
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5.5. Propriedades fotofisicas e fotodindmicas das clditas formuladas

em micelas poliméricas e lipossomo

5.5.1. Rendimento quantico de fluorescéncig¥)

A determinacdo do rendimento quantico de fluoreseén de
fotossensibilizadores é importante, uma vez queocutds altamente fluorescentes néo
sao eficientes para TFD. Isso ocorre porque a @mide fluorescéncia € um processo
concorrente a formacao de oxigénio singlete condoitastrado na Figura 2. Assim, 0
rendimento quantico de fluorescéncia dos formuladesChls foram determinados

através da equacao 7 e sdo apresentados na Tabela 8

Tabela 8 Rendimento quéantico de fluorescénci@) das Chls em etanol,
DPPC, P-123 e F-127.

D
FS DPCC F-127 P-123 Etanol
Mg-Chl 0,07 0,16 0,16 0,06
Pheo 0,10 0,11 0,11 0,07
Pheid 0,15 0,16 0,16 0,30
Zn-Chld 0,10 0,16 0,16 0,11
Zn-Chl 0,15 0,12 0,12 0,18

Em etanol o valor déx para o Pheid monomérico € 0,30, enquanto paraial Ph
agregado (dimero) esse valor é menor qué(Eichwurzel et al., 2000). Como citado

anteriormente, a autoagregacéo leva a diminuicamtéasidade de fluorescéncia a
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praticamente zero. Assim os valores obtidoszgerelativamente altos indicam que as
clorofilas encontram-se formuladas na forma mon@agrEste resultado esta em
concordancia com os discutidos anteriormente.

Os valores de?: foram idénticos para todas as Chls em ambos dactamtes
estudados, o que indica que as mesmas estéo &mzdizm microambientes micelares
similares. Além disso, pode-se inferir que ambasmaselas tiveram eficiéncias
similares na monomerizacdo das clorofilas quandpgradas pela técnica de dispersao
sélida. Por outro lado, em sistemas lipossomai®BPC o rendimento quantico de
fluorescéncia das clorofilas (Mg-Chl e Zn-Chld) foenor do que para os formulados
micelares. Uma vez que as clorofilas apresentamatieristicas espectrais de espécies
monoméricas, em lipossomos pode-se ter o favoretimee outros mecanismos de
desativacdo do estado excitado, concorrente a &wmisemo formacdo de oxigénio
singlete e reacdes de fotobranqueamento. Adicicargkn outro mecanismo de
desativacao do estado excitado € a supressao IEiresocom a agua (Lakowicz, 2006;
Gracetto et al., 2010), sendo que o menor valaBidem lipossomos é consistente com

a localizacdo dos FS na regido polar do fosfolipddide se tem altos teores de agua.

5.5.2. Rendimento quéantico de oxigénio singlet@/)

Os rendimentos quanticos de oxigénio singlete donulados de clorofila em
micelas poliméricas ([FS]=@mol L") e DPPC ([FS]= 21mol L}) foram determinados
pela emissdo do oxigénio singlete em torno de 120 utilizando-se o Pheid em
D,0/1% Triton X100/5% Etanol como padrdo. Os valates®, obtidos (Tabela 9)
foram elevados em todos os formulados estudadelatezamente proximos aos valores

em etanol (Redmond e Gamlin, 1999) onde as clas&hcontram-se monomerizadas.

99|



Tese de Doutorad«l) 2013

Assim como para @ os valores d&, foram similares para os formulados micelares.

Os altos valores d@, reforcam o interesse desses sistemas para a PED. e

Tabela 9 Rendimento quéntico de oxigénio single@®,) usando BO/1%

Triton X100/5% Etanol como padrao.

FS DPCC F-127 P-123 Etanol
Mg-Chl 0,40 0,56 0,54 0,44
Pheo 0,49 0,53 0,50 0,60
Pheid 0,56 0,49 0,56 0,51
Zn-Chl 0,39 0,54 0,55 0,45
Zn-Chld 0,52 0,50 0,46 0,46

5.5.3. Processos de fotobranqueamento das clorofilas

As fontes de iluminacdo utilizadas nos ensaios adebfanqueamento (LED,
Ama= 663 nm, P= 30 mW) apresentaram intensa sobre&msigm todas as clorofilas
estudadas (Gerola et al, 2011b).

Nos ensaios de fotobranqueamento das clorofilammuladas em micelas
poliméricas e lipossomos a Pheo e o Pheid mantivem estaveis frente a radiacdo
emitida pelo LED, enquanto a Mg-Chl, Zn-Chl e ZnkCHoram rapidamente
degradadas, como exemplificado para Zn-Chl em F{ERyura 29). Conhecidamente
as clorofilas metaladas com Zne Mg possuem alta tendéncia em sofrer
fotobranqueamento (Gerola et al, 2011b). A decoigfosdos FS quando expostos a
luz pode ser uma vantagem quando se pensa em lpegasios para eliminacdo do

corpo em aplicagbas vivo. Por outro lado, os processos de fotobranqueanhevam
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a reducdo da concentracdo do principio ativo ntersg, e consequentemente, a

diminuicdo da acéo fotodindmica com o tempo.

0,7

0,6 1

0,5 1

Absorbance (659 nm)

0,4 0 200 400 600

Time (min)

Absorbancia

0,0

T T T T T T T
400 500 600 700
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Figura 29. Sobreposicédo espectral da Zn-Chl (ol L) em F-127 (2%,
m/v) com iluminacdo continua, a temperatura ambief$ setas indicam a diminuicdo
das bandas com a exposicao a luz. O inserte apaesemetica de fotobranqueamento
da Zn-Chl em F-127.

As cinéticas de fotobranqueamento foram monitoraamaximo da banda Q
(inserte na Figura 29). As constantes de velocidiedotobranqueamentégg) foram
calculadas pelo ajuste das cinéticas ao modelo nexpml de primeira ordem
apresentado na equacdao 9 e sdo mostradas na TabeldA velocidade de
fotobranqueamento dos FS seguiu a sequéncia: Mg-ZhtChld > Zn-Chl >> Phes
Pheid. A mesma tendéncia foi observada em etanefo(& et al, 2011b). Um dos
mecanismos de fotobranqueamento de FS é a reag@o cxigénio singlete formado
durante a iluminagdo (Bonnet e Martinez, 2001). abodhs clorofilas estudadas
apresentam um alto rendimento quantico de oxig&mglete, assim as maiores

velocidades de degradacdo observadas para as ilalrohetaladas podem ser
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explicadas pela maior interacdo destas co®.eem relacdo as clorofilas desmetaladas
(Bonnet e Martinez, 2001). Isso porque o oxigérdepligar-se axialmente aos metais
e a proximidade da espécie reativa de oxigénio &ipéde aumentar sua oxidacao.
Adicionalmente, a menor estabilidade dos derivdddddeos (Zn-Chld) sob irradiagdo
em relagdo a seus precursores deve ser devidoiudiio do fator estérico advindo da
auséncia da cadeia fitilica proxima ao anel paifid, o que facilita a aproximacao de

espécies reativas.

Tabela 1Q Constantes de velocidade de fotobranqueaméntd das clorofilas

em etanol e sistemas micro-heterogéneos.

keg (10%s7)

FS F-127 P-123 DPPC Etanol
Mg-Chl 7,12+ 0,20 7,18t 0,18 11,8+ 0,58 1,60+ 0,06
Zn-Chl 1,93+ 0,05 2,32+ 0,02 5,1+ 0,65 0,39 0,01
Zn-Chld 5,65+ 0,14 5,0Gt 0,17 8,14 0,29 0,45 0,01

Outro fator relevante nas velocidades de fotobraaoento foi o meio no qual
as clorofilas foram formuladas. A tendéncia dosse8erem fotobranqueamento em
relacdo aos meios foi DPPC > F-12P-123. Essa maior tendéncia das clorofilas em
sofrer fotobranqueamento em DPPC pode ser explipaldalocalizagcdo mais externa
dos fotossensibilizadores nesse meio. O efeitmdairacdo de FS em lipossomos na
fotoestabilidade foi estudado por Sekher and Gadoe mostraram que um
fotossensibilizador incorporado na bicamada ligidjambiente aprético e apolar) é

mais fotoestavel do que os FS expostos a regidar i@l matriz lipidica (Sekher e
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Garbo, 1993). Assim, nas micelas poliméricas alilagio mais interna dos FS atua na
fotoprotecao do FS.

Estudos adicionais de fotobranqueamento das dEsofem agua foram
realizados, sendo que nesse meio as clorofilasecoateia fitilica (Mg-Chl e Zn-Chl)
nao sofreram fotodecomposicdo (Gerola et al., 201ldévido ao processo de
autoagregacéo, que desfavorece processos fotoggisomo a foto-oxidacao do FS. Ja
a Zn-Chld sofreu fotodegradacdo em meio aquos@ copstante de velocidade foi
1,77x10° s*. O maior valor dég da Zn-Chld em agua em relacéo aos formulados
micelares e lipossomal mostra mais uma vez quec@rporacdo do FS no sistema
carreador aumenta a estabilidade da clorofila érentluz (Sekher e Garbo, 1993).
Estudos da literatura tém reportado que a fotodistadbe de porfirinas apresenta uma
correlagcdo com a constante dielétrica do meio €@iR92); por exemplo, Reddi et al.
mostraram que a velocidade de fotobranqueamentorataporfirina de Sn (IV) em
agua é maior do que em metanol (Reddi et al., 189juanto a incorporacao de FS na
regido hidrofébica de lipossomos protege o FS tlabfanqueamento em relacdo a fase
aquosa (Handa et al., 1988).

Uma vez que a constante de velocidade de fotobeamgento do FS é
dependente da quantidade de luz absorvida pelpdf& melhor avaliar a tendéncia das
clorofilas sofrerem fotobranqueamento determinoueserendimento quantico de
fotobranqueamento pela equacdo 10 (Tabela 11).eNest-se em consideracdo a
poténcia e 0 grau de sobreposicdo da luz emitidafpete com a absorvida pelo FS. A
ordem encontrada foi Zn-Chld > Mg-Chl > Zn-Chl. Ape da Mg-Chl apresentar as
reacdes de fotobranqueamento mais rapida, a Zn-@bktrou o maior rendimento
quantico de fotobranqueamento. Uma vez que o \Gdo®-gz € dado pela razdo de

moléculas de FS degradadas pelo nimero de fotmwmvatios, tem-se que dentre os
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compostos utilizados a Zn-Chld utiliza a menor qdacde de fétons para degradar o

mesmo numero de moléculas dentre as clorofilaslagés.

Tabela 11 Valores de poténcia absorvid@a,f), numero de fétons absorvidos
(Nab9 € de rendimento quantico de fotobranqueame#g) (das clorofilas formuladas

em diferentes meios.

Pabs (MW) Nabs (10° mol) o
Mg-Chl 10,6 89,7 0,05
F-127 Zn-Chl 10,9 138 0,02
Zn-Chld 7,08 66,8 0,08
Mg-Chl 10,9 92,0 0,07
P-123 Zn-Chl 12,3 151 0,02
Zn-Chld 6,70 66,5 0,06
Mg-Chl 9,60 60,0 0,31
DPPC Zn-Chl 2,23 22,0 0,14
Zn-Chld 4,95 39,0 0,24
Mg-Chl 12,9 168 0,020
Etanol Zn-Chl 11,9 173 0,005
Zn-Chld 11,9 172 0,008
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5.5.4. Inativagédo Fotodinamica

5.5.4.1. Sistema de iluminacgao

O espectro de emissdo do LASER utilizado comomeetede iluminagao nos
ensaios sobre micro-organismos é apresentado neaF3§. Uma alta sobreposi¢do de
emissdo da fonte em relacdo a banda de absor¢caGhissna regido do vermelho
(banda Q) foi observada, como exemplificado pardoamulados em F-127 (Figura
30). Essa sobreposicdo € um requisito basico pdi@éneia de processos
fotodinamicos, uma vez que apenas a luz absorvataum sistema pode causar

alteracfes quimicas (Rohatgi-Mukherjee, 1978).
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Figura 30. Espectros de absorcdo dos derivados de clorofilaFeh27 e

espectro de emissédo do LASER utilizado nos en$atiodinamicos.

Para efeito de comparacao apresenta-se na Figaa@ireposicéo espectral de
absorcgéo das clorofilas em F-127 com a emissadlEDs utilizados nos experimentos

de fotobranqueamento. Os LEDs apresentaram umapsmdicdo muito maior com a
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banda Q das clorofilas do que o LASER. Entretamtpoténcia do ultimo (100 mW) é

bem maior do que a poténcia dos LEDs (5 mW).
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Figura 31. Espectros de absorcdo dos derivados de clorofilaFeh27 e

espectro de emisséo do LED utilizado nos experiosetié fotobranqueamento.

Para avaliar a melhor fonte a ser utilizada nosaiess fotodinamicos,
considerou-se a sobreposicdo espectral de emissdonte e absorcdo dos FS, o
coeficiente de absortividade molar das clorofilas @oténcia das fontes. Assim,
determinou-se a poténcia absorvida para todasditds, utilizando as duas fontes de

iluminacgéo a partir da equagéo 12.
A —
Paps = [, Py-To(1 —107°¢%)d 4 (12)

onde,l,(1 — 1077¢¢) é a intensidade de luz absorvida e P é a potéacfante

(mW).
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Os valores de poténcia absorvida determinados fonamres para o LASER
como sistema de iluminacdo para todas as clorofflesbela 12), devido ao
prevalecimento da maior poténcia de emissdo demste.fAssim, optou-se pela

utilizagdo do LASER nos ensaios fotodinamicos sgbsetes.

Tabela 12. Poténcia absorvida pelas clorofilas em F-127 atildo LED e

LASER como fonte de iluminacéo.

Pabs(MW)

LASER LED

Mg-Chl 47,8 2,0
Pheid 27,9 1,4
Zn-Chld 35,9 1,4
Zn-Chl 53,0 1,7
Pheo 31,7 1,4

5.5.4.2. Ensaios fotodindmicos sobre S. aureus em sistemeefar e

lipossomal

A acédo fotodinamica das Chls formuladas em micetdsnéricas (F-127 e P-
123) e lipossomos (DPPC) foi avaliada sobre a bac®e aureusNa auséncia de luz as
clorofilas ndo apresentaram efeito toxico intrimsa&td composto sobre o micro-
organismo. Experimentos controle dos surfactantg®gesomos na auséncia e presenca

de irradiacdo mostraram que 0s mesmos ndo sagibiaes.
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Em sistemas micelares de F-127 e P-123 as clsafdatendo a cadeia fitilica
(Mg-Chl, Zn-Chl e Pheo) ndo apresentaram acdao iftdotica sobreS. aureuscom
iluminacdo de 10 min (306 J &y como exemplificado para os formulados em F-127
na Figura 10. Uma vez que todas as clorofilas estaglapresentam um alto rendimento
quantico de oxigénio singlete, a ineficicia desta®filas na inativacdo d8. aureus
pode ser explicada pela localizagéo interna dessdéculas no core hidrofobico das
micelas poliméricas (Gerola et al., 2011). Issor@@orque as Chls com a cadeia
fitilica no core da micela ndo interagem com aslaél alvo. Além disso, como o
oxigénio singlete possui um tempo de vida relatimat® curto em meio aquoso, € 0
mesmo foi formado no core da micela, onde o FSasjado, 0O, precisaria percorrer
uma distancia relativamente grande para alcancéluéa alvo; possivelmente este sofre

reacOes/desativacOes antes de alcancar o alvo.

6] | F-127 [—JEscuro

10 3 :I V] lluminado
105—:
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c+ Mg-Chl  Zn-Chl Pheo Pheid  Zn-Chld
Figura 32. Taxa de mortalidade para diferentes Chls ilunmasacom LASER
sobreS. aureusAmostras tratadas com FS 4ol L™ em F-127 2 % () mantidas

no escuro ou com iluminacao de 10 min. C+ € o otatra auséncia de FS. Cada ponto

representa a média + desvio padrao das medidaspticata.
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Por outro lado os formulados micelares dos derisdddbideos (Pheid e Zn-
Chld) - sem a cadeia fitilica, foram eficientesimativacdo fotodindmica d8. aureus
com reducdo de.a. 2 ciclos logaritmicos de UFC rifL com iluminacdo de 10 min
(Figura 32). A grande eficiéncia desses na inafivade S. aureusdemonstra a
proximidade do FS com as células alvo, de maneieaajoxigénio singlete formado
reage prontamente com a camada celular das bactésg resultado novamente indica
qgue os derivados forbideos, mais hidrofilicos, amllzam na corona hidrofilica das
micelas poliméricas (camada externa) (Gerola g2@l1).

Microscopias de fluorescéncia dos ensaios utiliaaPldeo e Pheid (4j0mol L
Y formuladas em F-127 2% (m/v), sob iluminacéo @erin (612 J ci) e na auséncia
de luz foram realizadas utilizando-se o iodeto mpialio (Pl) como sonda para avaliar
a integridade funcional da membrana celular daébiac{Figura 33 e 34). O marcador
fluorescente utilizado (PI), com emissdo no vermeBomente penetra nas bactérias

gue apresentam a membrana danificada.
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Figura 33. Imagens DIC (a esquerda) e suas correspondeni@gens de

microscopias de fluorescéncia (a direita) de celdeS. aureusom PI (vermelho). (A)
e (B) Pheo em F-127 no escuro; (C) e (D) Pheo eidapoés iluminacdo de 20 min
(612 J cnf).

As imagens a esquerda nas Figuras 33 e 34 saentfgrao DIC e mostram as
bactérias vivas e mortas; as imagens de microsapifuorescéncia correspondentes
sdo apresentadas a direita. Na auséncia de luzrcadoa ndo penetrou na bactéria
(Figuras 33B e 34B) para ambos os FS, ou sejasar@ a integridade da membrana
celular é mantida. O mesmo resultado foi obseng@ta o controle na auséncia de FS
(ndo mostrado). Ja as amostras tratadas com Plkwid formuladas em F-127 e
submetidas a iluminagdo mostraram fluorescénciane#ia demonstrando o dano a

membrana e morte das células (Figuras 33D e 34B)xdwparacdo entre os dois FS
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com iluminacdo de 20 min verifica-se que a inatiafotodinamica do Pheid/F-127
levou a 100% de mortalidade das bactérias no calamnostra analisado (Figuras 34C
e 34D), enquanto a Pheo/F-127 matou uma fracabatdérias. O maior efeito da Pheo

observado nos experimentos de microscopia de Buéreia em relacdo aos estudos

anteriores é decorrente da maior dose de luz dplica

Figura 34. Imagens DIC (a esquerda) e suas correspondentagenmade
microscopias de fluorescéncia (a direita) de celd&S. aureusom PI (vermelho). (A)
e (B) Pheid em F-127 no escuro; (C) e (D) Pheid=eh27 apdés iluminacdo de 20 min
(612 J crif).

Assim como nos formulados micelares, a Mg-Chl fdeda em DPPC néo
apresentou acédo fotodinamica significativa (FigB®a sobre a bactéri@. aureusPor

outro lado, a Zn-Chl e a Pheo apresentaram ac&dpsesta potencializada com o
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tempo de iluminagao (Figura 35). A eficiéncia dativacdo fotodinamica sobr®.
aureusem DPPC foi Pheo > Zn-Chl > Mg-Chl, cuja ordem @p@@r relacionada ao
rendimento quantico de oxigénio single®) e processos de fotobranqueamento, uma
vez que a Mg-Chl e a Zn-Chl apresentam os menaieses de®, em DPPC (Tabela

9) e 0os maioregxg (Tabela 11). A acdo fotodindmica mais eficaz d&Chhem relacéo

a Mg-Chl pode ser explicada em parte pelo mehgy deste FS (Tabela 11). Como
discutido anteriormente, reacdes de fotobranquetnuéminuem a concentracéo do FS
e consequentemente reduz a capacidade de absac¢fdods (processo primério a
TFD), comprometendo a geracao de oxigénio singletde outras espécies reativas de
oxigénio. Assim a maior agdo fotodindmica da Phereditada ao maio®, em DPPC

associado a maior estabilidade frente a luz.
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Figura 35. Taxa de mortalidade para Mg-Chl, Zn-Chl e Pheo |@@! L) em
DPPC (multilamelar) sobr®8. aureueem diferentes tempos de iluminagcdo com LASER
(5, 10 e 15 min). Cada ponto representa a mediasvia padrdo das medidas em

triplicata.
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Para avaliar a acdo da Pheo formulada em DPPC sobnéegridade das
membranas da bactéria foram realizadas microscalgidhiorescéncia como descrito
anteriormente. As imagens de DIC apresentaram além bactérias, as vesiculas
multilamelares de DPPC (Figura 36A). Como podevsto na Figura 36B a Pheo em
DPPC matou todas as bactérias presentes na aranatisada com a iluminagéo de 20
min (612 J crif) (Figura 36A e 36B). Confirmando a maior acdo ddsS formulado
em DPPC em relagdo ao mesmo FS formulado em mipelaséricas (Figura 33C e
33D).

Estudos de localizacdo das clorofilas em sisteipasdomais mostraram que a
cadeia fitilica das clorofilas € intercalada asetasl dos fosfolipidios presentes no
lipossomo, enquanto o anel porfirinico se voltaabeca polar da vesicula. Assim, a
grande diferenca observada para os derivados cocadaia fitilica em micelas
poliméricas, deve-se ao fato de que nesses sistsras clorofilas sdo incorporadas no
core hidrofébico das micelas dificultando a intéaegfetiva entre o FS e a membrana
celular alvo, enquanto nos lipossomos essa inter@écdavorecida pela localizacao
externa do anel porfirinico (responsavel pela dgtamliinamica). Além do que enquanto
a membrana no lipossomo tem dimensdo curta, aslamigmliméricas possuem

camadas maiores (PPO e PEO).
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Figura 36. Imagem DIC (A) e sua correspondente imagem de stoma de

fluorescéncia (B) de células & aureuscom Pl (vermelho). Pheo (2pmol L) em

DPPC (multilamelar) apés iluminacdo de 20 min (8127).

Assim como nos sistemas micelares, os derivaddsidieos formulados em
DPPC foram os mais eficazes na inativacao fotodicgicheS. aureusA diferenca dos
efeitos fotodindmicos encontrada para os derivéoitiideos em diferentes sistemas de
formulacdo pode ser averiguada na Figura 37. A do&mdindamica em micelas
poliméricas de P-123 e F-127 foi estatisticameagtali devido a similaridade estrutural
da camada externa dessas micelas constituidasugesgPEO, onde esses derivados
provavelmente sdo localizados. Um aumento drasticanativacao fotodinamica foi
observado para as clorofilas formuladas em sistdipassomais de DPPC. Para o
Pheid e a Zn-Chld a diminuicdo de UFC Tnfoi de c.a. 2 ciclos logaritmicos em
micelas poliméricas e de.a. 3 ciclos logaritmicos em DPPC. A maior eficiéncia
fotodindmica dos FS formulados em lipossomos padeegplicada pela tendéncia
natural desses sistemas carreadores ligarem-gerandedos tipos de tecidos e células,
uma vez que o0s lipossomos sdo quimica e biologiceEmsimilares as células

(Akbarzadeh et al., 2013). Além disso, estudosodalizacdo dos derivados forbideos
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em DPPC usando iodeto (supressor sollvel em agosfyatam uma localizagdo mais
externa desses FS em lipossomo em relacdo aomasstaicelares. Essa localizagao
mais externa favorece a interacdo do FS com as mead da bactéria, e

consequentemente a maior eficiéncia fotodinamica.
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Figura 37. Inativacdo fotodindmica do Pheid (A) e da Zn-ChHi) (em
diferentes sistemas de formulagéo sdbraureuseem funcdo do tempo de iluminacéo.
A concentracdo de FS foi de 4ihol L em P123 e F-127, e 2ol L™ em DPPC.
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5.5.4.2.1. Efeitos de PDI na ultraestrutura bacteriana por mimscopia de

transmisséo eletrénica (TEM)

A estrutura celular d&. aureusfoi analisada por microscopia de transmissao
eletrénica (TEM) para avaliar o efeito fotodinAmiem nivel morfolégico. Para isso,
amostras d&. aureug10’ UFC mL?) foram preparadas em solucdes contendo Pheid
formulado em F-127 (2% m/v, [FS]= 46nol L) e em DPPC (2 mg mt, [FS]= 2,0
umol LY. As amostras submetidas & iluminac&do (10 minjatitias no escuro foram
analisadas por TEM, os resultados obtidos séo eqpiaa$os na Figura 38 para o F-127 e
na Figura 39 para o DPPC, respectivamente.

Andlises morfolégicas do controle, sem iluminag&igura 38A) apresentou a
morfologia de "cocos" caracteristica desse tip@m@nismo, com 6tima definicdo da
parede celular e da membrana citoplasmatica. Aagip de PDI levou a diferentes
efeitos na ultraestrutura do micro-organismo. Naguras 38B e 38C verifica-se
claramente a formacdo de lamelas e multilamelas tigesossomos, indicando
alteracfes na membrana citoplasmatica, instrumsntsintese da parede celular. Uma
perturbacdo dessa membrana pode afetar a integridadparede celular (Spesia e
Durantini, 2013; Valduga et al., 1993). Além dissbjeve-se a formacao de regibes
elétron-transparente contendo alto teor de acidoteicos (Valduga et al., 1993) nas
Figuras 38A, 38B e 38C. Estudos de inativacdo fofodica mostraram que a
formacdo dessas regides ocorreu antes do tempasaeice de iluminacdo para
formacdo das lamelas tipo mesossomo. Aléem dissoFigara 38D observou-se a
ruptura da membrana citoplasmatica e variabilidageespessura da parede celular.
Adicionalmente, as células sofreram alteracdo eannsarfologia com diminuicdo da

densidade eletrbnica no citoplasma. Pequenas @tsdoram observadas nas células
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controle (Figura 38A), provavelmente devido ao pssamento ao qual as amostras
foram submetidas, porém essas alteracées nao sgmacveis ao efeito causado pelas

aplicacoes fotodinamicas.

Figura 38. Analise ultraestrutural d&. aureus(A) Controle sem iluminacao;
(B), (C) e (D) ap6s PDI com Pheid em F-127 (2% 1#$]= 4,0umol L) e 10 min de

iluminacao.
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Figura 39. Andlise ultraestrutural d8. aureus(A) Controle sem iluminacao;
(B), (C) e (D) ap6s PDI com Pheid em DPPC (2 mg'njES]= 2,0pmol L) e 10 min

de iluminacao.

Os efeitos morfolégicos causados soBreureusisando Pheid em DPPC como
FS (Figura 39) foram similares aos observados ecelas de F127, com formacgao de
lamelas tipo mesossomos e regides elétron-tramgpareAs células controle assim
como em F-127 apresentaram boa definicho da pacetidar e da membrana
citoplasmatica. Contudo apds a aplicacdo da TFBg&éo citoplasmatica e a parede
celular apresentaram uma aparéncia mais homogérkeando danos a membrana

citoplasmatica.
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Portanto, mudancgas ultraestruturais analisadaslBbdt mostraram que a PDI
interfere nas fungdes da membrana podendo aféias de biossintese de membranas
estimulando o acumulo de macromoléculas e levanddtesiacbes na estrutura da
membrana celular. Isto pode levar a inabilidadea paultiplicar e produzir bactérias
viaveis. Portanto, pode-se estimar que os prirgiplios de acdo fotodindmica desses

formulados sobr&. aureusdo a membrana citoplasmaética e os acidos nusleico

5.5.4.2.2.  Adsorcao das clorofilas pelas células bacterianas

Determinou-se a quantidade de FS adsorvido pelagrizs em todos os
sistemas de formulacédo avaliados (Tabela 13). Antiede de clorofila ligada as
bactérias foram maiores quando o sistema carresdiiaado foi constituido de DPPC,
mesmo partindo-se de uma menor concentracao denE¥P®C em relacdo as micelas
poliméricas.

Analisando o0s resultados em DPPC verifica-se quequantidade de
moléculas/UFC foi praticamente constante para tedaslorofilas. Ressalta-se o fato
desses FS apresentarem uma localizacdo similapossbmo, o que pode justificar a
similaridade de concentracdo adsorvida indepencdemti® da estrutura das clorofilas.
Associa-se a maior concentracdo de FS adsorvida baagrias a maior acao
fotodinamica das clorofilas formuladas em DPPCn@sores efeitos observados para
os derivados com a cadeia fitilica sobre as basté@teve-se provavelmente a fatores
estéricos, que podem dificultar a distribuicdo &oaFsitios especificos.

A concentracdo de clorofilas adsorvidas pelos micganismos foi
praticamente idéntica para os sistemas carreaderésl27 e P-123. Fato que justifica

a similaridade nos ensaios fotodindmicos. Em micelaadsor¢cdo dos derivados
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forbideos pelo micro-organismo foram maiores do das derivados com a cadeia
fitilica, fato que justifica a maior atividade dmsmeiros. A menor acdo da Zn-Chld em
relacdo ao Pheid em micelas vai ao encontro comemomconcentragao de FS
adsorvido. A pequena acéao fotodindmica dos der/éitibcos em micelas poliméricas
é decorrente além dos fatores estéricos pela lcaixeentragdo de FS junto ao micro-

organismo.

Tabela 13.Moléculas de FS adsorvidas pelos micro-organismos.

FS adsorvido (10 moléculas/célula)

DPPC F-127 P-123

Mg-Chl 9,9+ 0,8 0,2+ 0,2 0,3t 0,4

Zn-Chl 11,5+ 0,5 0,4+ 0,5 0,3+ 0,3

Pheo 12,0+ 0,7 0,3+ 0,2 0,3+ 0,1

Pheid 12,9+ 0,3 5,0+ 0,3 4,8+ 0,2

Zn-Chld 12,7+ 0,9 2,8+ 0,5 2,3+ 0,1
5.5.4.2.3. Determinagéo do valor D

O tempo necessario para inibicdo de 90 % dos noigganismos (valor D) foi
calculado para as clorofilas formuladas em micefadiméricas e vesiculas
multilamelares de DPPC. Os valores D obtidos pardesivados forbideos em micelas
poliméricas de P-123 e F-127 foram estatisticamigiigs (Tabela 14). Os mesmos FS
formulados em DPPC precisaram de menor tempo danagéo para erradicacdo de
90% das bactérias, mesmo utilizando-se uma corag@atrde FS 2 vezes menor nesses

formulados.
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Tabela 14 Valores D (min) obtidos para as clorofilas formalacem F-127, P-
123 ([FS]= 4,0umol L") e DPPC ([FS]= 2,umol LY frente aS. aureusUtilizando

Laser de diodo (100 mW¥ma= 658 nm) como fonte de iluminacao.

FS DPPC F-127 P-123
Mg-Chl - - -
Zn-Chl 23+ 3,8 - -

Pheo 13+ 2,0 - -
Pheid 51+0,2 6,63 0,1 6,53 0,1
Zn-Chld 3,7£0,4 8,88+ 0,1 7,95+ 0,1

A inativacéo fotodinamica do Pheid em micelas pétisas foi maior do que a
da Zn-Chld, como pode ser visto na Tabela 14 petmamtempo necessario para
erradicacdo de 90% dos micro-organismos. Uma vez agl derivados forbideos
apresentam rendimento quantico de oxigénio singilaigo proximos (Tabela 9), a
diferenca observada pode ser explicada pela lacd@le mais externa do Pheid em
relacdo a Zn-Chld em micelas poliméricas (Gerolalgt2011) e maior estabilidade
frente a luz. Além disso, estudos de ligacdo des @kl bactérias mostraram a maior
adsorcéo do Pheid em formulados micelares do quindahld (Tabela 13). Por outro
lado, em sistemas lipossomais a acgédo fotodinamecZrdChld sobreS. aureusfoi
maior do que a do Pheid, mesmo o primeiro compasifsrendo reacdes de
fotobranqueamento. Estudos de localizacao realizado lipossomo mostraram que a
Zn-Chld possui a localizagdo mais externa em relaggdPheid. Essa localizacdo mais
externa da Zn-Chld provavelmente favorece a inferatlp FS com as membranas da

bactéria, levando a inativagdo mais eficiente pase FS.
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Os valores D obtidos para as clorofilas formulagimsmicelas poliméricas (P-
123 e F-127) e sistemas lipossomais de DPPC (Tdlgldoram promissores, com
baixas concentracdes de FS e tempo de ilumina{gdto/aenente curto para erradicagéo
das bactérias. Além disso, estudos futuros devemresdizados com diferentes

linhagens de células e organismos, com boas péinspec
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6. Conclusobes

A formulacao da clorofilaa (Mg-Chl) e seus derivados Pheo, Pheid, Zn-Chl e
Zn-Chld em micelas poliméricas (P-123 e F-127) ¢temias lipossomais de DPPC
levou & monomerizagdo das clorofilas e manuteng8qbpriedades espectroscopicas
e fotofisicas (rendimento quantico de fluorescéecaxigénio singlete) das mesmas, o
que possibilitou a aplicacédo desses FS em ensdmdiriamicos.

Os formulados micelares apresentaram alta estatddidemporal e térmica. A
estabilidade térmica desses formulados foi depdadininteracdes especificas entre o
FS e o copolimero. As micelas poliméricas apresamauma densidade de carga
superficial negativa, enquanto os lipossomos aptasem um potencial de superficie
positivo, indicando que os Ultimos s&do sistemaseadbres mais promissores para
aplicacdo em membranas celulares, com densidadarda negativa. A incorporacao
dos FS afetaram os potenciais de superficie deengs carreadores, aproximando-se
de zero e diminuindo a estabilidade das suspensoes.

Nos formulados micelares as clorofilas com a cafigii@a (Mg-Chl, Zn-Chl e
Pheo) localizaram-se no core hidrofébico da mierquanto os derivados forbideos
(Pheid e Zn-Chld) na camada externa hidrofilica. ®dro lado, as clorofilas com a
cadeia fitilica nos formulados lipossomais orgamigase de maneira que o anel
clorinico foi localizado na regido limitante da dmeada lipidica, proximo da cabeca
polar e a cadeia fitilica inserida na regido hidrbénica apolar da bicamada. Ja os
derivados forbideos foram incorporados na monocameatérna do lipossomo proximo
a cabeca polar do fosfolipidio.

As clorofilas desmetaladas Pheo e Pheid mantivemrmstaveis frente a luz,

enquanto as clorofilas metaladas conf'Za Md* sofreram fotobranqueamento. A

123]



Tese de Doutorad«l) 2013

ordem de velocidade de degradacgéo das clorofildgdeChl > Zn-Chld > Zn-Chl em
todos os formulados estudados, mesma ordem obtidaetanol. O processo de
fotobranqueamento das clorofilas foi dependentendm no qual as moléculas foram
incorporadas. A sequéncia da velocidade de degiadagtida foi DPPC > F-127 > P-
123.

Os derivados de clorofila levaram a erradicacabatdériaS. aureusO sistema
carreador constituido de lipossomo DPPC potenoala agdo fotodindmica dos FS,
que foi dependente de processos de fotobranqueamecdlizacdo®, e adsorcdo das
clorofilas nas células bacterianas. Adicionalmemtacgancas ultraestruturais analisadas
por TEM mostraram que os principais alvos de agfodinamica desses formulados
sobreS. aureusdo a membrana citoplasmatica e os acidos nusleico

Assim, a inativagdo fotodindmica da bact&iaureusnostrou que os derivados
de clorofila sdo potenciais FS para PDI, princigaite os derivados forbideos (Pheid e

Zn-Chld) formulados em lipossomos.
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