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Resumo

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica centrada na interacdo entre um
composto fotossensibilizador (FS), oxigénio molecular e luz com comprimento de onda adequado
gerando, por transferéncia de energia, 0 oxigénio singleto ou espécies reativas de oxigénio (EROS). Os
derivados da clorofila a, feoforbideo (Pheid) e clorofilida de zinco (Zn-Chld), sdo considerados bons
FS’s para a TFD, sobretudo quando formulados em sistemas solubilizadores biotransportadores,
responsaveis por estabilizar seu estado monomérico essencial para a aplicacdo fotodinamica.

Mesmo oferecendo eficacia consideravel, as terapias centradas em um Unico agente podem
ser aprimoradas com a utilizacdo de um farmaco adjuvante, que podera agir sinergicamente elevando o
grau de morte celular. Nesse quesito, os fotossensibilizadores Pheid e Zn-Chld foram avaliados em
sistemas combinados com os farmacos lapachol e B-lapachona (naftoquinonas), cuja atividade ndo
depende da luz.

Em suma, verificou-se um comportamento anfifilico para as naftoquinonas, com boa
solubilidade em meios de menor polaridade, auto-agregacdo em meio aquoso e efeitos de solvatacédo
preferencial em proporcdes proximas a 50% (V/V) de adgua/etanol. Os estudos de pKa do lapachol em
meio homogéneo (50% é&gua/etanol) e incorporado nos sistemas micelares P-123 e F-127 atestaram
valores préximos ao pH fisioldgico. Os estudos de interacdo das formas protoliticas, na forma
individual (ligacdo em pH 4,5 para a forma neutra e pH 8,0 para o lapachonato) e combinadas (mistura
de espécies em agua pura com pH 5) com os sistemas micelares revelaram maior interacdo entre a
espécie neutra do lapachol com os sistemas micelares. Além disso, as avaliaces de ligacdo no tempo
inicial e apds o equilibrio, para a mistura de espécies (em agua pura com pH 5), apontaram a existéncia
de uma dependéncia temporal na estabilidade das naftoquinonas.

O processo de formulacdo das naftoquinonas foi satisfatorio, seja na forma individual ou
combinada com os fotossensibilizadores Pheid e Zn-Chld que, por sua vez, mantiveram-se

monomerizados na composicao do formulado misto. A estabilidade térmica e temporal dos formulados
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mistos atestaram que as espécies, naftoquinonas e fotossensibilizadores, na maior parte dos casos
mantem o comportamento intrinseco da forma individual.

A caracterizacdo das propriedades fotofisicas dos sistemas combinados expressou uma
redugdo significativa no rendimento quantico de fluorescéncia (@) para 0s sistemas obtidos a partir da
B-lapachona. Em adic#o, as avaliagdes vinculadas ao rendimento quantico de oxigénio singleto (®4'0,)
demonstraram valores elevados para os formulados obtidos a partir da Zn-Chld, o que pode estar
associado a erros vinculados a inespecificidade do &cido Urico ou ainda a complexacdo do metal do FS

com a naftoquinona (agente quelante).

Palavras chave: feoforbideo, clorofilida de zinco, naftoquinonas, pluronics, formulado multi-

componentes.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a therapeutic modality focused on the interaction involving
a photosensitizing compound (PS), molecular oxygen and light with a suitable wavelength, generating
singlet oxygen or reactive oxygen species (ROS) that causes apoptosis or necrosis of cells. The
derivatives of chlorophyll a, pheophorbide (Pheid) and zinc chlorophyllide (Zn-Chld), are considered
good PS for PDT, especially when formulated in biocarriers solubilizing systems, that are responsible
for stabilizing the PS in monomeric state suitable to Photodynamic Therapy.

Although offering significant efficacy in therapies that focus on a single agent can be
enhanced with the use of an adjuvant drug that may act synergistically, increasing the degree of cell
death. In this aspect, the Pheid and Zn-Chld photosensitizers were evaluated in combination with drugs
lapachol and B-lapachone (naphthoquinones), whose activity does not depend of light systems.

In short, there was an amphiphilic behavior for naphthoquinones, with good solubility in
less polar media. In aqueous media the naphthoquinones suffer self aggregation mainly in proportions
close to 50% water/ethanol (V/V). Studies of Lapachol’s pKa in homogeneous media constituted of
50% water/ethanol and added to micellar systems P-123 and F-127 attested pKa values close to
physiological pH. Interaction studies of protolytic forms in individual form (link at pH 4.5 for neutral
and pH 8.0 for lapachonato) and combined (mixed species at pH 5) with micellar systems revealed
greater interaction between lapachol neutral species with micellar systems. Moreover, the evaluations
of the initial bond and after equilibration time for the blend of Species (pH 5), showed the existence of
a time-dependent stability of naphthoquinones

The process of formulation of naphthoquinone incorporated in P-123 and F-127 was
satisfactory, either individually or in combination with Pheid and Zn-Chld photosensitizers, which in

turn remained monomerized in the composition of the formulated mixture. The thermal and temporal
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stability of mixed formulated showed that these species, photosensitizers and naphthoquinones, in most
cases hold the intrinsic behavior of the individual form.

The characterization of the photophysical properties of the combined systems expressed a
significant reduction in fluorescence quantum yield (®g) for systems obtained from the -lapachone . In
addition, evaluations linked to quantum yield of singlet oxygen (®,'0,) demonstrated high values for
formulated obtained from Zn-Chld, which may be associated with errors linked to the specificity of uric

acid or complexation of the PS metal with the naphthoquinone (chelating agent).

Keywords: pheophorbide, zinc chlorophyllide, naphthoquinones, pluronics and formulated multi-

components.
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Apresentacao

Por fins didaticos, o presente trabalho foi segmentado trés capitulos. O Capitulo 1 contempla uma
revisao da literatura referente aos temas relacionados a esta pesquisa, juntamente com o objetivo e as
descri¢cdes das metodologias de analise fisico-quimica empregadas. Os Capitulos 2 e 3 expdem 0s
resultados e discussdo para as naftoquinonas de forma isolada e combinadas com os

fotossensibilizadores Feoforbideo e Clorofilida de Zinco, respectivamente.
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1. Introducéo Geral

A TFD consiste em uma modalidade terapéutica empregada para o
tratamento de uma série de distdrbios, que tém como caracteristica comum o
crescimento anormal de tecidos (Rudys et al., 2013; Sanabria et al., 2013; Senge &
Radomski, 2013; C. Silva et al., 2013). O principio basico da TFD consiste em etapas
baseadas na i) administracdo topica ou sistémica do fotossensibilizador (FS); ii)
excitacdo do FS com luz de comprimento de onda adequado; iii) geragdo de oxigénio
singleto (TFD do Tipo Il) ou espécies radicalares de oxigénio (TFD do Tipo 1) e iv)
morte celular(Chatterjee, Fong, & Zhang, 2008; Milla Sanabria et al., 2013). A
eficiéncia da técnica esta atrelada a inimeras vantagens, como a capacidade de agir
sobre células com resisténcia a multiplas drogas (RMD), obtida comumente ap6s
tratamentos prolongados com farmacos convencionais (Hendrich, Wesotowska,
Motohashi, Molnéar, & Michalak, 2003a), ao carater anti-RMD, ja que a acumulacao
intracelular do FS néo é reduzida pela atividade da Glicoproteina-P (Tang et al., 2009) e
a minima toxicidade sistémica, devido a aplicagdo e irradiacdo in situ o que culmina em
uma elevada seletividade. Tais beneficios permitem o emprego de ciclos reprodutiveis
de tratamento, além da combinacdo com outras modalidades terapéuticas (L. Li et al.,

2010a; Milla Sanabria et al., 2013).

Por consideracBes econdmicas e ambientais, FS’s obtidos a partir de
matérias primas abundantes atraem maior interesse, comparados aos preparados por
rotas quimicas complexas (Yoon, Li, & Shim, 2013). Neste quesito, a Clorofila e seus
derivados apresentam aplicabilidade em tratamentos fotofisicos (Gomaa, Ali, EI-Tayeb,

& Abdel-kader, 2012b) amparados por suas caracteristicas intrinsecas, como absor¢do
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de luz na chamada “janela terapéutica” (600 a 800nm), devido a sua maior penetragdo
em tecidos, alto rendimento quintico de oxigénio singleto (®,'O,) e acentuada
hidrofobicidade, que incita maior tendéncia de permeacdo em membranas bioldgicas (A

Agostiano, Catucci, Colafemmina, Della Monica, & Scheer, 2000).

A partir da clorofila a (Mg-Chl) pode-se obter o derivado Feoforbideo
(Pheid), pela retirada do metal central e da cadeia fitilica. A incorporacdo do Zinco no
anel heteromacrociclico do Pheid permite a formacéo do derivado Clorofilida de Zinco
(Zn-Chld) (Gerola, Santana, et al., 2011). Ambas as espécies sdo frequentemente
relatadas na literatura por apresentarem atividade, na presenca de luz com comprimento
de onda adequado, contra uma série de linhagens de células tumorais e micro-
organismos (Cosma et al., 2008; Gomaa et al., 2012b; Jakubowska et al., 2013;

Ulatowska-Jarza et al., 2006).

Segundo a literatura, mesmo o tratamento oferecendo eficacia consideravel
em alguns casos, terapias antitumorais baseadas na utilizacdo de um Unico agente ou
farmaco séo limitadas devido a heterogeneidade das células doentes e sua resisténcia a
multiplas drogas (RMD) (Harmsen, Meijerman, Beijnen, & Schellens, 2007; Mroz,
Yaroslavsky, Kharkwal, & Hamblin, 2011; Shin, Alani, Rao, Rockich, & Kwon, 2009;
Tang et al., 2009). Dessa forma, combinacdes entre farmacos oferecem a possibilidade
de produzir uma resposta maior e retardar a resisténcia das células, elevando o grau de
morte celular (Harmsen et al., 2007; Shin et al., 2009). Além dos predicados
supracitados, vinculados a RMD, a combinacéo de farmacos pode ser avaliada sob outra
visdo, que leva em conta a interagdo medicamentosa dos compostos combinados. Por
conta desse efeito, as respostas dos farmacos mistos podem revelar-se de trés formas:

(1) soma dos efeitos individuais; (2) efeito sinérgico, onde se tem um resultado melhor
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que o esperado ou (3) resposta menor do que o potencial individual do medicamento

(Tallarida, 2001).

Amparado nessa perspectiva, o presente trabalho buscou investigar sistemas
combinados para tratamento fotodindmico, compostos por um agente antineoplasico,
ndo aplicavel a TFD, simultdneo a um fotossensibilizador (derivados de clorofila Pheid
e Zn-Chld). Tal combinacéo visa duas etapas de tratamento que compreendem i) etapa
ndo dependente da luz, onde se tem a agdo das naftoquinonas e ii) etapa no claro, com
acdo fotodindmica (geracdo de oxigénio singleto e/ou espécies radicalares de oxigénio)

(Lamberti, Vittar, da Silva, Ferreira, & Rivarola, 2013).

As naftoquinonas apresentam uma série de atividades farmacoldgicas,
incluindo antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatério, antipirético e atividade
anticancerigena(Kumar, Aithal, Rao, Udupa, & Rao, 2009). O lapachol, pertencente a
essa classe de compostos, é isolado a partir de plantas do género Tabebuia avellanedae
pertencentes a familia Bignoniaceae, facilmente encontradas nas regifes norte e
nordeste do Brasil (Hussain, Krohn, Ahmad, & Miana, 2007). O isomero B-lapachona é
obtido a partir do lapachol por meio de um tratamento acido (Barbosa & Diniz Neto,

2013).

A avaliacdo da natureza lipofilica dos medicamentos é um dos parametros
utilizados para previsdo de suas propriedades farmacocinéticas. Nesse quesito, estudos
amparados em sistemas modelos complexos, como as micelas copoliméricas, sao
amplamente realizados devido a mimetizacdo da complexidade da membrana celular,
composta por uma regido hidrofilica (grupos fosfatos) e hidrofébica (regido
lipidica)(Marsden, Tomatsu, & Kros, 2011). Alem disso, muitos trabalhos atribuem a

utilizacdo dos sistemas micelares a monomerizagdo dos fotossensibilizadores
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hidrofébicos e manutencdo das propriedades fotofisicas, indispensdveis para terapia
fotodindmica, além de efeitos de estabilizagdo e protecdo contra degradacdo no
organismo. Esse fato esta atrelado a distinta composicdo e polaridade dos
microdominios das micelas copoliméricas que, acima da TMC (temperatura micelar
critica) e CMC (concentracdo micelar critica) do surfactante, tendem a formar uma
regido de menor polaridade (centro hidrofébico), onde normalmente sdo solubilizados
os farmacos lipofilicos e, outra de maior polaridade, hidratada, responsavel pela
estabilizacdo e monomerizagdo de medicamentos menos lipofilicos (Trubetskoy, 1999;

van Nostrum, 2004).

Sendo assim, o presente trabalho buscou contribuir com a caracterizagao
fisico-quimica de formulados multi-componentes, compostos pelo FS (Pheid e Zn-Chld)
combinado a naftoquinona (lapachol ou B-lapachona), incorporados nos copolimeros

micelares da classe dos pluronics ® para aplicacdo na TFD.
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1.2. Revisao da literatura

1.2.1. Processos Fotofisicos e Fotoquimicos

Os processos fotoquimicos sdo oriundos da interacdo da luz com a matéria
que, ao absorver energia com comprimento de onda adequado, permite a promogéo de
um elétron do estado fundamental, denominado HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital), para o estado excitado LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), de
maior energia. O estado excitado é instavel e nele a molécula pode sofrer processos
quimicos ou fisicos. Os processos quimicos estdo envolvidos com rearranjos ou
fragmentacbes da molécula, enquanto os fisicos se referem a procedimentos de
desexcitacdo, dependente do tipo da molécula, natureza dos estados excitados

envolvidos e o efeito do solvente (Gracetto et al., 2011; Lakowicz, 2006).

Os mecanismos fotofisicos que regem a TFD sdo descritos pelo diagrama de
Jablonski, ilustrado na Figura 1. Nele, sdo representados 0s estados energéticos de uma
molécula e as transi¢des entre os mesmos. No diagrama, os termos S e T denotam o
estado de multiplicidade singleto e tripleto, respectivamente. Os subindices expressam 0
nivel energético, como o fundamental singleto (Sp), primeiro estado excitado singleto
(S1) e primeiro estado excitado tripleto (T;). Os estados séo arranjados verticalmente
por energia e agrupados de acordo com a sua multiplicidade de spin (singleto ou
tripleto). As transi¢fes que envolvem processos radiativos, isto €, com a emissao de luz,
sdo indicadas por setas retas e as ndo-radiativas por linhas onduladas. Os estados
fundamentais vibracionais de cada estado eletronico (So, Si1, Sp) sdo representados por
linhas menos espessas, apresentadas em verde no diagrama de energia (Agostinis et al.,

2011; Castano, Demidova, & Hamblin, 2005; Lakowicz, 2006).
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Figura 1. Representacdo Esquematica de um Diagrama de Jablonski.

Os elétrons de um farmaco no estado fundamental estdo dispostos em um

orbital de menor energia (HOMO), com seus spins opostos ou antiparalelos. Apos a
absorcdo de luz, em um comprimento de onda especifico, 0 composto fotossensivel é
promovido para o nivel vibracional de maior probabilidade do estado excitado de
mesma multiplicidade de spin (S;0u S;). Os casos em que ha a excitacdo para o estado
energético S (ou superior - S,) sdo seguidos por um rapido relaxamento (10%s) até o
nivel vibracional de menor energia do estado S;, sendo esse estado excitado o ponto de
partida para a maior parte dos processos fotoquimicos (Gracetto et al., 2010; Lakowicz,
2006). O tempo de vida no estado S; é curto (cerca de 10°s) e o decaimento (S;—So)
pode ocorrer via processo ndo radiativo e/ou radiativo. O primeiro estd vinculado a

perda de energia na forma de calor, influenciada por efeitos colisionais em um processo
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chamado Conversdo Interna (Cl), enquanto o segundo esta relacionado a emissdo de
fluorescéncia ou fosforescéncia, conforme representado na Figura 1 e 2 (Gracetto et al.,
2010).

A implicacdo desses processos sobre o0s espectros de absorcdo e emissdo dos
compostos é verificada atraves do deslocamento de Stokes, observado nas curvas de
potencial (parabolas representadas na Figura 2) em funcdo da distancia internuclear para

dois estados eletronicos (Gracetto et al., 2010; Lakowicz, 2006).

N

Deslocamento
De Stokes

Figura 2. Representacdo dos processos de absor¢do e posterior decaimento
radiativo/ndo radiativo nas curvas de potencial em funcdo da distancia internuclear (R)
para dois estados eletrdnicos, sendo 1-absorcdo, 2-conversdo interna, 3-fluorescéncia.
As linhas pontilhadas representam as transi¢Ges eletronicas refletidas nos espectros de
absorcéo e emissao de fluorescéncia. Modificado de Lakowicz, 2006.
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No que tange a Figura 2, as curvas em forma de parabolas descrevem a
energia potencial de moléculas diatbmicas como funcdo somente do comprimento da
ligagdo, sendo uma representante do estado eletronico fundamental e a outra do
excitado(Lakowicz, 2006). As setas continuas verticais representam as transi¢oes
eletronicas, as quais podem ser interpretadas sob 0 mesmo ponto de vista dos processos
discutidos anteriormente para o diagrama de Jablonski. As linhas horizontais continuas
representam os niveis vibracionais e as tracejadas o efeito do decaimento do elétron
entre os mesmos sobre o perfil espectral de absor¢do e emissdo dos compostos. Dessa
forma, devido a influéncia dos processos de relaxacdo da molécula, o féton emitido na
fluorescéncia sempre apresentard energia menor, comparado a energia
absorcgao/excitacdo, resultando em um sinal de emissdo deslocado para maiores
comprimentos de onda, isto €, em regiGes de menor energia (Agostinis et al., 2011;
Allison, Moghissi, Downie, & Dixon, 2011; Gracetto et al., 2010; Lakowicz, 2006).

Os processos discutidos até entdo ocorrem sem a inversdao de spin, isto é,
sem a mudan¢a na multiplicidade do sistema que, para a maioria das moléculas no
estado fundamental, apresenta-se como singleto (S). Entretanto, outro processo
competitivo de desativacdo do estado excitado pode ocorrer quando se tem a inverséo
de spin no estado excitado, passando de singleto para o tripleto (!S™>'T") em um
evento conhecido como cruzamento inter-sistemas (CIS) (Figura 1). Esse processo é
caracterizado como transi¢do ndo radiativa, envolvendo niveis vibracionais de mesma
energia e diferentes multiplicidades, proibidas por spin, porém favorecida quando se
tem atomos pesados que facilitem o acoplamento spin-orbita(Allison et al., 2011,
Gracetto et al., 2010; Lakowicz, 2006).

Uma vez no estado tripleto excitado (*T"), o decaimento para o estado

fundamental singleto pode acontecer por perda de energia através de colisbes sem
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emissdo de luz (processos nao radiativos) ou pela emissdo de fosforescéncia (processos
radiativos), além dos mecanismos vinculados a transferéncia de carga, mudanca
conformacional e interacdo no estado excitado com outras moléculas (Valeur, 2001).
Por se tratar de uma transicdo proibida (por spin), a constante de velocidade de
decaimento é varias ordens de magnitude menor que a fluorescéncia, resultando em um
maior tempo de vida na ordem de microssegundos para O estado excitado
tripleto(Lakowicz, 2006), tempo longo o suficiente para permitir a interagdo do farmaco
com moléculas vizinhas por rea¢fes do Tipo 1 e do Tipo 2 (Lakowicz, 2006; A. E. da
H. Machado, 2000).

O mecanismo do Tipo 1 (Esquema 1) estd vinculado a transferéncia de
elétrons do fotossensibilizador no estado tripleto excitado (3S*) para espécies organicas
(R), permitindo a formagao de substratos radicalares (radicais cations e/ou anions). Ja o
mecanismo do Tipo Il esta vinculado a transferéncia de energia para o oxigénio
molecular, gerando °S e 'O, Estes processos podem ocorrer simultaneamente,
dependendo da capacidade de transferéncia de energia do FS para o oxigénio molecular,
do meio e concentracdo de O, (Ishii, 2012; A. E. da H. Machado, 2000; Ronsein,

Miyamoto, Bechara, Di Mascio, & Martinez, 2006).
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Esquema 1. Representacdo dos mecanismos fotoquimicos do Tipo I e Tipo Il, sendo
%S fotossensibilizador no estado fundamental, !S* fotossensibilizador no estado excitado

singleto, S* fotossensibilizador do estado excitado tripleto, R' radical do substrato

organico (cétion ou anion), S radical do fotossensibilizador (cation ou &nion) e CIS
cruzamento inter sistemas (Ronsein et al., 2006).

O oxigénio no estado fundamental tem a configuracdo eletronica de dois
orbitais ©* degenerados (orbitais de mesma energia), ocupados por um elétron com spin
paralelo em cada orbital (Tabela 1)(Ishii, 2012; A. E. da H. Machado, 2000). Segundo a
Teoria do Orbital Molecular, o oxigénio no estado fundamental e excitado pode assumir
diferentes formas de ocupagéo dos orbitais moleculares antiligantes (Ishii, 2012; A. E.

da H. Machado, 2000), conforme apresentado na Tabela 1.

10
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Tabela 1.Distribui¢ao eletronica nos orbitais moleculares (n*) do oxigénio no estado
singleto excitado (12g*, *Ag) e no estado fundamental (3%g’). Adaptado de Ishii, K.
(2012) e Machado, A. E. H. (2000).

Estado Orbitais t* Energia (k) mol?!
S

im0 (P[] 1s9s

o [ 92,4

W, [ (N s24

% (1) 0

O oxigénio no estado fundamental apresenta dois elétrons desemparelhados
nos orbitais moleculares m* e my*. Esses elétrons, no estado fundamental, tendem a
assumir um estado de multiplicidade maxima (3Z'g,triplete) e menor energia (0 kJ mol™)
(Tabela 1)(Ishii, 2012; A. E. da H. Machado, 2000).

O estado 1Zg+, mais energético, por restricdes de simetria do estado
fundamental e excitado, decai rapidamente para a forma menos energética (*A, ou 1Ay),
apresentando um tempo de vida extremamente curto (ordem de picosegundos). Os
estados de energia intermediéria, designados por *A, e lAy, por apresentarem simetrias
diferentes entre o estado fundamental e excitado, possuem um tempo de vida maior e
sd0 0s responsaveis pela reatividade quimica do oxigénio singleto (Machado, 2000;
Ishii, K. 2012). Por se tratar de estados degenerados, os orbitais *A, e 1Ay podem ser

representados somente por 1Ag, A presenca do orbital vazio emlAg permite ao oxigénio

11
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singleto um caréater eletrofilico, favorecendo reacdes com substratos ricos em elétrons
(Ishii, 2012; A. E. da H. Machado, 2000).

O tempo de vida (1) do oxigénio singleto é profundamente influenciado pela
natureza do solvente. Em suma, meios que ndo oferecem ligacbes C-H e grupos
hidroxila em sua estrutura favorecem tempos de vida mais elevados (Lakowicz, 2006;
A. E. da H. Machado, 2000). Esse efeito esta associado a menor probabilidade de
sobreposicao entre os niveis vibracionais do supressor e do oxigénio singleto, ocorrendo
menor transferéncia de energia (A. da H. Machado, 2000). Em agua, como exemplo,0 t
encontra-se por volta de 2 a 4 us e em agua deuterada proximo a 70 ps. Em tetracloreto
de carbono o t encontra-se proximo a 30 ms e em cloroférmio perto de 250 us. Em
sistemas biolégicos, 0 t do 'O, é muito menor (< 0,04 ps), devido a presenga de uma
série de biomoléculas com as quais esta espécie reage por mecanismos de supressao (A.
E. da H. Machado, 2000). Sistemas ricos em elétrons, como lipidios insaturados,
amino&cidos, proteinas e acidos nucléicos, sdo rapidamente atacados levando a danos a
membrana celular e a diversas organelas citoplasmaticas (Lakowicz, 2006; A. E. da H.

Machado, 2000).

1.2.2. Terapia Fotodinamica

A Terapia fotodindmica baseia-se em uma modalidade terapéutica aprovada
para uso clinico em alguns paises, para tratamento de doengas como: vitiligo; artrite
reumatoide; patologias causadas por microorganismos (bactérias, fungos e protozoarios)
e crescimento anormal de tecidos (miopia patoldgica, degeneragdo macular da retina e

cancerem fase inicial e avangado) (Milla Sanabria et al., 2013; Simplicio, Maionchi,

12



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 1 — Introducéo Geral e Revisdo da Literatura

&Hioka, 2002). O tratamento consiste basicamente na administracdo de um
fotossensibilizador, de forma tdpica ou sistémica, que posteriormente sera ativado por
luz com comprimento de onda adequado (Milla Sanabria et al., 2013). As vantagens
desta terapia séo frequentemente relatadas na literatura, ora devido a sua elevada
seletividade, o que culmina em uma minima toxicidade sisttmica, ora a maior
efetividade sobre células resistentes a multiplas drogas (RMD) (Hendrich, Wesotowska,
Motohashi, Molnér, & Michalak, 2003b; Tang et al., 2009) e a possibilidade de
combinacdo com outras modalidades terapéuticas (L. Li et al., 2010b; Sanabria et al.,

2013).

Segundo Kubler (2005), por se tratar de uma técnica minimamente invasiva,
a TFD tem sido aplicada no tratamento de carcinomas primarios ou metastases
localizadas nas regifes da cabeca e pescoco, como a cavidade oral, faringe, laringe,
entre outros. O autor aborda uma série de resultados que demonstraram a eficacia da
terapia, seja na ressecdo completa da doenca ou na reducdo do volume tumoral, a fim de
minimizar riscos cirargicos e o sofrimento do paciente. A titulo de exemplo, Kubler traz
os resultados da aplicacdo do acido aminolevulinico (ALA), um pro-farmaco que, apés
sua aplicacdo e irradiacdo com luz visivel, induz a formacdo da substancia
fotodindmicamente ativa (Protoporfirina), comumente usada em lesbes externas, como

no tratamento da leucoplasia da cavidade bucal (Figura 3).

13
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Figura 3. Paciente com leucoplasia na regido bucal, sendo (a) antes do tratamento com
ALA e (b) ap6s o tratamento com ALA (Kibler, 2005).

Com o mesmo intuito, Li-bo Li et al (2010) desenvolveram pesquisas
centradas no efeito da terapéutica quando administrada i) em combinacdo com a
quimioterapia, ii) TFD de forma isolada e iii) somente quimioterapicos. As avaliacdes
foram realizadas em 90 pacientes, os quais foram divididos nos trés grupos. Os
tratamentos foram executados durante 2 anos, utilizando-se o Photofrin (FS) em uma
dose de 2 mg/kg. A irradiacdo foi empregada apds 48 horas (tempo de acumulacdo),
utilizando-se de fibra 6ptica com emissdo em 630 nm acoplada a um endoscopio. Em
termos de eficacia, os autores observaram maiores beneficios ao se utilizar a
quimioterapia como intervencdo complementar, estabelecendo a seguinte ordem
curativa observada: Terapia fotodinamica combinada a quimioterapia> terapia

fotodindmica>quimioterapia isolada (L. Li et al., 2010b).

Igualmente, Choi et al (2011) revelaram o sucesso da técnica aplicada a
tratamentos paliativos de colangiocarcinoma inoperavel, utilizando-se Photofrin como
fotossensibilizador e um endoscopio superior ultra-slim como fonte de guia e

iluminacdo, acoplado a um sistema de laser diodo de 630 nm com poténcia méxima de

14
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2.000 mW. Nove pacientes foram submetidos a dezessete sessdes, as quais faziam uso
da aplicagdo via intravenosa do farmaco 48 horas antes da iluminacdo. Decorrido o
tempo de acumulagdo do principio ativo no tecido canceroso (48 horas), a iluminacao se
deu por 450 segundos. A Figura 4 representa a atividade do sistema endoscopio no

tratamento do colangiocarcinoma (cancer das vias biliares).

Figura 4. Vista colangioscopica sendo (a) massa polipdide intraductal e (b) vista
colangioscépica com o sistema de iluminacdo ativado (Choi et al., 2011).

Segundo os autores, a técnica se mostrou vantajosa para sete dos nove
pacientes, sendo que dois destes morreram durante o tratamento por causa de
comorbidades adjacentes ndo relacionadas as lesdes biliares. Para um paciente houve a
ressecdo completa do tumor, enquanto para os demais houve uma reducdo significativa
no tamanho do mesmo. Os dados verificados sugerem que a TFD guiada por
endoscopio ultra-slim é viavel e segura para o tratamento de pacientes com

colangiocarcinoma extra-hepatico inoperavel (Choi et al., 2011).
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Em adicdo, diversos artigos de revisdo reportam o avanco da pratica clinica
para 0s mais diversos tipos de cancer. Foi nessa perspectiva que Bozzini et al (2012)
recapitularam os estudos relacionados a TFD aplicada a neoplasias uroldgicas. Os dados
revelaram resultados oncoldgicos promissores, porém a presenca de efeitos colaterais
demonstraram a necessidade de mudanca no protocolo de aplicacdo a respeito do
planejamento dosimétrico(Bozzini et al., 2012). Outro artigo de revisao, encabecado por
Tardivo et al (2005), também discutiu a acdo fotomedicinal do azul de metileno para
uma série de moléstias, tais como carcinoma basocelular, sarcoma de Kaposi,
melanoma, virus e infec¢bes fungicas. Os autores remetem alguns trabalhos que
denotam a eficiéncia curativa da técnica em casos especificos, como o trabalho de
Bernstein reportado que investiga o efeito da TFD sobre o tumor maligno Sarcoma de
Kaposi (Figura 5), comum em pacientes com AIDS. A avaliagéo foi realizada em 25
pacientes que receberam 1,0mg/kg de Photofrin, 48 horas antes da exposicao a luz com

comprimento de onda de 630 nm (Tardivo & Giglio, 2005).

Figura 5.Paciente com diagnéstico de sarcoma de Kaposi sendo (A) antes e (B) ap6s
tratamento fotodindmico com solugdo de azul de metileno (2% m/V) e azul de toluidina
(2% m/V) durante duas semanas (Tardivo & Giglio, 2005).
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Como resultado, Bernstein notou que de 348 lesdes tratadas, 33%
apresentaram resposta clinica completa, 63% parcial e 4% insucesso. Além disso, foi
verificada uma forte correlacdo entre a resposta e a dose de luz, sendo que a melhor

dose/resposta obtida encontra-se entre 250 e 300 J/cm? (Tardivo & Giglio, 2005).

Assim, a elevada seletividade e eficacia comprovada da TFD fez dessa
modalidade terapéutica foco de diversos estudos in vitro e in vivo e, por isso, tornou-se
também objeto de estudo deste trabalho, na composicdo de agentes terapéuticos
potencializados (Allison et al., 2011; Gomaa et al., 2012b; Simplicio et al., 2002;

Ulatowska-Jarza et al., 2006).

1.2.3. Derivados da Clorofila como Fotossensibilizadores para TFD

As clorofilas (Chl-Mg) sdo pigmentos naturais abundantes em plantas e
responsaveis por executar as fungdes principais na fotossintese. Na natureza, é possivel
encontrar os tipos de clorofilas a, b, ¢ e d, sendo que as espécies a e b sdo
frequentemente obtidas de vegetais de folhas verdes e as ¢ e d em alguns protistas e
cianobactérias (Fennema, 1996). Além de possuir uma estrutura heteromacrociclica
assimétrica insaturada, com elétrons frouxamente ligados e Magnésio como metal
central, apresenta longa cauda de hidrocarbonetos (representada em azul na Figura 6),
quase sempre ligada a estrutura complexa em anel, atuando no posicionamento da
clorofila em um ambiente hidrofébico nas lamelas dos cloroplastos. Nesse meio
ocorrem as reagdes fotoquimicas, promovidas na membrana dos tilacoides e,

bioquimica, no estroma dos cloroplastos (Fennema, 1996; Zeiger, 2004).
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Em termos estruturais, as Clorofilas (Chls) sdo formadas por ciclos
tetrapirrélicos, complexados com o fon Magnésio (Mg?®*). A presenca do anel pirrol na
forma reduzida (Figura 6) permite a essas substancias aplicabilidade na TFD, devido a

alteracOes na simetria e conjugacéo do anel heteromacrociclico (Gerola, Tsubone, et al.,

2011).
CH3
o) FS Ligante (L) Radical (R)
CO.CH Mg-Chl Mg Fitil
ars Pheid 2H H
Zn-Chld Zn H
\
CH,CH,CO,R

Figura 6. Estrutura molecular da clorofila e seus derivados

De um modo geral, as Chls e seus derivados apresentam cinco bandas de
absor¢do originadas por transigdes do tipo 1 — m *, onde duas apresentam maior
absortividade molar, sendo uma denominada Soret, na regido de 400 nm (transig¢éo do
tipo Sp—Sy), e outra Q (Sp—S1), na regido de 600 a 700 nm (Moreira et al., 2010).
Outras bandas Q, de menor intensidade, sdo correlacionadas a assimetria do anel

clorinico ou a transicdo metal-ligante, para os derivados desmetalados e metalados,
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respectivamente. Os espectros de emissdo de fluorescéncia dessa classe de compostos
assinalam a presenca de bandas caracteristicas da transicdo S;—S, (Angela Agostiano et

al., 2002; Gerola, Santana, et al., 2011; Gerola, Tsubone, et al., 2011; Pale et al., 2013).

A partir da clorofila de magnésio (Mg-Chl) pode-se obter o derivado
Feoforbideo (Pheid), pela retirada do metal central e da cadeia fitilica. A incorporagdo
do Zinco no anel heteromacrociclico do Pheid permite a formagdo do derivado
Clorofilida de Zinco (Zn-Chld), ambos menos hidrofobicos que seu precursor (Chl-
Mg)(Gerola, Tsubone, et al., 2011). Tais derivados clorinicos sdo frequentemente
relatados na literatura por apresentarem atividade, na presenca de luz com comprimento
de onda adequado, contra uma série de linhagens de células tumorais e micro-
organismos (Cosma et al., 2008; Gomaa, Ali, El-Tayeb, & Abdel-kader, 2012a;

Jakubowska et al., 2013; Ulatowska-Jarza et al., 2006).

Goma et al (2012) estudaram a eficacia e a seguranca genética, no que diz
respeito a efeitos mutagénicos e genotoxicos, do derivado da clorofila (clorofilida)
como fotossensibilizador no tratamento do céncer de mama. Os resultados obtidos
foram comparados a avaliacbes da resposta celular ao quimioterapico metotrexato
(MTX). Os testes de viabilidade, em linhagens de células MCF-7, apresentaram efeito
pronunciado do fotossensibilizador em concentracbes cerca 138 vezes menor que a
empregada utilizando o quimioterapico MTX. Além disso, foi verificada a auséncia de
efeitos colaterais genéticos para os tratamentos via TFD e a presenca dos mesmos

(quebras cromossémicas) em células submetidas a8 MTX (Gomaa et al., 2012a).

Jakubowska et al (2011) estudaram a atividade da clorofilida de zinco em
neoplasias malignas glandular, em termos de absorgéo celular, localizagdo do FS e os

mecanismos de morte celular. Segundo os autores, uma das vantagens em se utilizar a
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clorofilida de zinco como FS estd em seu longo tempo de retencdo, permitindo niveis
mais elevados na regido tumoral. As avaliagcbes foram realizadas em trés linhagens
celulares, sendo: linhagem de adenocarcinoma de pulmédo humano de células epiteliais
(A549), adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e adenocarcinoma de colon
humano (LoVo). Os autores verificaram que, mesmo em menores concentragdes e
baixas doses de luz, o FS provoca morte celular de 100% por apoptose e necrose. Em
avaliacdes do efeito do FS em tumores A549 foi verificada uma reducdo significativa do

tamanho ou ainda a eliminacdo completa do tumor (Jakubowska et al., 2013).

No que tange ao desenvolvimento de propriedade intelectual envolvendo
clorofila e seus derivados, Kim et al (2012) patentearam a sintese de um novo foto-
farmaco, sob o registro US20130210756A1, constituido pelo derivado da clorofila
Feoforbideo modificado, quimicamente, com o0s quimioterapicos Doxorrubicina e
Paclitaxel. Os autores ndo utilizaram sistemas carreadores, considerando apenas as
implicacbes observadas para o fotossensibilizador modificado em comparacdo ao
Feoforbideo puro, ndo levando em consideracdo 0S processos auto-agregacionais

caracteristicos de espécies hidrofébicas em meio aquoso.

Semelhantemente, Vernet (2007) registrou o titulo de propriedade
temporaria (US 20100255045 A1) da clorofilina (derivado da clorofila) associada a um
antioxidante (alfa ou beta-hidroxi &cido) para rejuvelhecimento da pele. O autor
incorpora os farmacos em sistemas biotransportadores compostos por uma matriz
polimérica reticulada (hidrogel), ndo considerando os efeitos auto-agregacionais

resultantes da liberacdo gradual do fotossensibilizador em meio aquoso.

De forma simil, Brandis et al (2000) garantiram propriedade de

composigdes farmacéuticas compostas por ésteres de clorofila e bacterioclorofila, sob o
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registro US 2003148926. A patente propde uma série de derivados de clorofila e
bacterioclorofila a partir de reacdes de transesterificacdo em diversos sitios ativos do
anel tetrapirrolico. A distincdo principal entre os derivados ésteres obtidos na patente
supracitada e os explorados nesse trabalho (clorofilida de zinco e feoforbideo) estd na
rota quimica demasiadamente complexa para os derivados ésteres, além do maior tempo
de preparo que pode chegar a 14 dias de reacdo a elevadas temperaturas. Os derivados
clorofilida de zinco e feoforbideo apresentam efeito citotoxico foto-induzido
comprovado e sdo obtidos por uma rota quimica simples e rapida. Em termos dos
sistemas de solubilizacdo, a patente supradita exp0e a incorporacdo dos derivados em
sistemas lipossomais, materiais de elevado custo e baixa estabilidade. Propomos a
utilizacdo de sistemas biotransportadores de baixo custo, compostos por nanoparticulas
de copolimeros tribloco da classe dos pluronics®, cujo principio é solubilizar os
farmacos hidrofébicos (manutencdo de suas propriedades fotofisicas) e interagir
preferencialmente com células resistentes a mdltiplos farmacos (inibir a acdo da
glicoproteina-P relacionada a RMD). Tais atributos, vinculados & inibigdo da
Glicoproteina-P, favorecem a implementacdo de outras modalidades terapéuticas
simultaneas ao tratamento via TFD, como a quimioterapia, com possibilidade de

potencializacdo do efeito quimioterapico.

Da mesma forma, Albrecht (2003) sob o registro W02004093980 (Al),
reservou 0s direitos vinculados a acdo do Feoforbideo em meio homogéneo
administrados em tempos pré-estabelecidos, para manter uma concentracdo maior no
sitio tumoral em primazia as células sadias. Uma distingdo marcante entre a patente
citada e o presente trabalho est4 na auséncia de processos de formulacdo. Neste trabalho

propomos a incorporacdo dos fotofarmacos em micelas copoliméricas que, por
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garantirem maior estabilidade do FS no estado monomeérico, exigem concentragdes

menores para eficacia terapéutica.

1.2.4. Terapia de combinacao de drogas.

O desenvolvimento de medicamentos promissores requer da ciéncia o
aprimoramento de investigacfes pautadas na acdo conjunta de dois ou mais farmacos
(Janet Woodcock, M.D., Joseph P. Griffin, J.D., and Rachel E. Behrman, M.D., 2011).
Tal anseio esta atrelado a ineficicia da terapia de agente Unico em muitos casos,
derivada da heterogeneidade das células doentes e sua resisténcia a multiplas drogas
(RMD)(Harmsen et al., 2007; Shin et al., 2009; Tang et al., 2009). A vista disso,
combinacges entre agentes oferecem, além da possibilidade de resposta potencializada,
retardo a resisténcia das células, elevando o grau de morte celular (Harmsen et al., 2007;
Shin et al., 2009). N&o obstante, os modelos clinicos tradicionais, mesmo reconhecendo
a necessidade da implementacdo da terapia de combinacdo, avaliam a acdo de um
agente por vez, até mesmo para doencas nas quais a combinacdo € necessaria (Janet

Woodcock, M.D., Joseph P. Griffin, J.D., and Rachel E. Behrman, M.D., 2011).

A Food and Drug Administration (FDA), érgdo governamental responsavel
pelo controle de alimentos, suplementos, medicamentos (humano e animal) e
cosméticos, reconhece a importancia da terapia de combinacéo de drogas. Com base nos
pressupostos da FDA, a evolugdo desse paradigma requer o detalhamento da

contribuicdo de cada medicamento no efeito global, 0 que muitas vezes é um desafio
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clinico devido a efeitos sinérgicos ou antagdnicos (Janet Woodcock, M.D., Joseph P.
Griffin, J.D., and Rachel E. Behrman, M.D., 2011; Tallarida, 2001). A resposta a esse
impasse, segundo as politicas da FDA, sugere a utilizacdo da combinacdo de drogas
para o tratamento de doengas de maior gravidade (cancer e doengas infecciosas),
embora ofereca potencial atividade para melhora na resposta de uma série de
tratamentos (Janet Woodcock, M.D., Joseph P. Griffin, J.D., and Rachel E. Behrman,

M.D., 2011).

A combinacdo entre agentes terapéuticos pode ser avaliada sob a visdo que
leva em conta a interagdo medicamentosa dos compostos combinados. Por conta desse
efeito, as respostas dos farmacos mistos podem revelar-se de trés formas: soma dos
efeitos individuais, um efeito sinérgico, onde se tem um resultado melhor que o
esperado ou uma resposta menor do que o potencial individual de cadamedicamento
(Tallarida, 2001). O tratamento dos dados vinculados a dose-efeito dos farmacos
isolados e combinados é complexo, rendendo inimeros modelos, métodos, hipdteses e
teorias discutidas em uma série de artigos de revisdo, publicados desde longas datas até
a atualidade (Chou & Talaly, 1977; Elion, Singer, & Hitchings, 1954; Greco, Bravo, &

Parsons, 1995; Loewe, 1957; Miranda, Puig, Prieto, & Pinardi, 2006; Tallarida, 1992).

Hsueh-Lin Lu et al (2011) avaliaram o efeito da coadministracdo de
Ftalocianina (Fc) e Doxorrubicina (Dox), encapsulados em dendrimeros micelares (Dmic).
Os sistemas eram formados primeiramente pela combinacdo entre a ftalocianina com
dendrimero anibnico, com posterior interacdo com os copolimeros em bloco (polietileno
glicol e poli lisina PEG-PLL), formando um sistema complexo dendrimero micelar
ftalocianima (DmicFc). As nanoesferas (DmicFc com tamanho médio de 50 nm) combinadas
com o0 quimioterapico Dox foram testadas em células da mama e avaliadas em termos do

processo de internalizagdo fotoquimica, ramo especifico da TFD, cujo mecanismo envolve a
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quebra da membrana endossomal/lisossomal (compartimentos acidos que reduzem a
concentracdo do farmaco Dox em processos de RMD) por fotoativacdo do FS. Os autores
notaram que o sistema DmicFc, em presenca de luz com comprimento de onda adequado, foi
eficaz no rompimento da membrana lisossomal, corroborando para maior acumulo do
quimioterapico doxorrubicina. Além disso, a combinacdo entre quimioterapico e
fotossensibilizador (DmicFc-Dox) mostrou atividade antitumoral melhorada, comparado ao

efeito do sistema DmicFc de forma isolada (Lu, Syu, Nishiyama, Kataoka, & Lai, 2011).

Da mesma forma, Lambert et al (2013) exploraram o efeito da naftoquinona [3-
lapachona combinada com o metil aminolevulinato, este Gltimo considerado pro-farmaco
devido a sua rota biossintética que produz, de forma enddgena, o FS protoporfirina.
Segundo os autores, células cancerosas apresentam maior quantidade da enzima quinona
oxiredutase (NQOL1) e, farmacos ativados por essa enzima, como as naftoquinonas que
agem por mecanismo redox, devem mostrar efeito antineoplasico significativo. Aplicando a
combinacdo em células MCF-7C3 foi verificado interacdo sinérgica e a combinacdo

promissora no tratamento do cancer (Lamberti et al., 2013).

Miranda et al (2006) estudaram o efeito antinociceptivo (reducdo da
capacidade de perceber a dor) em camundongos, provocados pela co-administracdo
(intraperitoneal e oral) de combinacdes entre o paracetamol e diferentes anti-
inflamatdrios ndo esteréides (diclofenaco , ibuprofeno, cetoprofeno, meloxicam,
metamizol, naproxeno, nimesulida , parecoxib e piroxicam) (Miranda et al., 2006). Os
resultados obtidos pelos autores revelaram a presenca do efeito sinérgico entre as

espeécies e a combinacdo vantajosa no tratamento da dor.

Shin, H. et al (2009) estudaram formulacdes em micelas de copolimeros em
bloco compostos por poli(etileno glicol) e poli(D, L, &cido latico) (PEG-b-PLA) para

solubilizacdo de diferentes anticancerigenos, como paclitaxel (PTX), etoposide (ETO),

24



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 1 — Introducéo Geral e Revisdo da Literatura

docetaxel (DCTX) e 17-alil-amino-17- demetioxigeldanamicin (17-AAG), forma

individual e combinada, conforme Figura 7 (Shin et al., 2009).

Micela carregada com Micela carregada com
unica droga multiplas drogas

® PTX A17-AAG W ETO

Figura 7.Respresentacdo da micela copolimérica (PEG-b-PLA) proposta por Shin, H. et
al (2009).

Os autores observaram a auséncia de mudangas na dimensdo micelar, maior
capacidade de carga (97% do farmaco imobilizado) e estabilidade para micelas com trés
medicamentos incorporados. Além disso, por meio da técnica de espectroscopia de
RMN H!, estimaram a localizagdo dos antineoplasicos na forma isolada e mista nas
micelas de (PEG-b-PLA), verificando que 0S mesmos encontram-se no core
hidrofébico. Os autores constataram que todos os medicamentos, seja na forma
individual ou combinada, foram significativamente solubilizados e mantiveram-se
estaveis por 24 horas nos sistemas micelares, sobretudo para os compostos combinados
sendo, portanto, um sistema carreador promissor para terapia de associacdo de drogas

(Shin et al., 2009).
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Diante do exposto, o presente trabalho buscou investigar sistemas combinados
para tratamento fotodindmico, constituidos por um farmaco potencialmente antineoplasico,
cuja atividade nao depende da luz (como as naftoquinonas lapachol e B-lapachona — Figura
8), simultaneo a um fotossensibilizador (derivados de clorofila Pheid e Zn-Chld — Figura 6).
Com base nos pressupostos reportados na literatura, a combinagdo de farmacos busca
potencializar a atividade terapéutica global incluindo uma etapa adicional no tratamento ndo
dependente da luz (a¢do das naftoquinonas). Da mesma forma, o sistema de formulacao visa
contribuir em melhorias na biodistribuicdo, manutencdo das propriedades fotofisicas do FS,
aumentar o tempo de circulagcdo além de tornar o processo de liberacdo dos farmacos

reprodutivel, devido a estreita distribuicdo de tamanho das micelas formadas.

1.2.5. Naftoquinonas

As quinonas sdo classificadas como metabolitos secundarios, isto €, sao
compostos ndo participantes das funcGes de crescimento, desenvolvimento e reproducéo
dos organismos. Em termos estruturais, as quinonas sdo obtidas a partir da oxidacdo dos
fenois, formando dois grupos carbonilicos e um sistema conjugado (Hussain et al.,

2007; Ough et al., 2005).

A literatura considera a presenca de trés classes principais de compostos
quinolinicos: as benzoquinonas, com a presenca de um anel benzénico, naftoquinonas,
com um anel naftalénico e antraquinonas, com um anel antracénico. (Figura 8). Na
natureza ja foram comprovadas a presenca de aproximadamente 1500 quinonas, cujas
funcbes sdo distintas e dependentes do tipo de organismo vivo (Hussain et al., 2007;

Ough et al., 2005).
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Figura 8. Estrutura quimica das quinonas.

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse nas pesquisas das
naftoquinonas, em especial o lapachol e B-lapachona, devido a sua eficacia terapéutica.
O lapachol é extraido da casca do Ipé Roxo (género Tabebuia avellanedae pertencentes
a familia Bignoniaceae), facilmente encontrado em regiGes norte e nordeste do Brasil
(Hussain et al., 2007). O isomero B-lapachona (Figura 8) é obtido a partir do lapachol
por meio de tratamento &cido. O estudo de tais compostos desperta o interesse das
industrias farmacéuticas devido a uma série de propriedades particulares, como: efeito

antitumoral (Hussain et al., 2007; Ough et al., 2005), bactericida (Guiraud, Steiman,
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Campos-Takaki, Seigle-Murandi, & Simeon de Buochberg, 1994; Pereira et al., 2006),
malaricida, inibidora do HIV-1, anti-inflamatéria (Moon, Choi, Kim, Park, & Kim,
2007), tripanocida (Goulart, Falkowski, Ossowski, & Liwo, 2003), Leishmanicida
(Hussain et al., 2007), antifungica (Medeiros et al., 2010) e efeitos contra larvas Aedes

aegypti (Hussain et al., 2007).

Maeda et al (2008) estudaram in vitro e in vivo a atividade do lapachol
como inibidor de metéstase de células de melanoma B16BL6. Os ensaios in vitro foram
conduzidos utilizando uma concentracdo etanélica de 40 mmol L™ de lapachol (a
mesma quantidade de etanol foi adicionada ao controle). Os testes in vivo utilizaram
camundongos BALB machos e seguiram os procedimentos relatados nas diretrizes da
Comissdo de Animais Experimentais em Kanazawa University Medical. Os autores
observaram um aumento da metastase em ratos com deficiéncia das células T e NK,
tratados com doses elevadas (toxicas 80-100mg/kg) do farmaco. Esse efeito foi
vinculado a um estado de hipercoagulabilidade induzido pelo lapachol, conhecido
antagonistada vitamina K. Por outro lado, a administracdo oral de baixas concentracdes
da naftoguinona (5-20 mg/kg) suprime significativamente a metastase, o que sugere
uma possivel utilizacdo como agente anti-metastatico (Maeda, Murakami, Takegami, &

Ota, 2008).

Macedo et al (2013) estudaram a atividade antimicrobiana do lapachol e -
lapachona combinados a seis diferentes antimicrobianos (ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefoxitina, gentamicina, ciprofloxacina e meropenem) contra 0 agente
etiologico Staphylococcus aureus, causador de grande parte das infeccdes hospitalares.
Os autores verificaram maior capacidade inibitoria para a pB-lapachona, onde a
concentragdo inibitoria minima (CIM) variou de 8-32 pug/mL. Das estirpes de S. aureus

estudadas, quatro foram resistentes a todos antimicrobianos testados. A linhagem que
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mostrou maior resisténcia a p-lapachona foi escolhida (CIM = 32 ug/mL) para os testes
de interacdo entre a naftoquinona e antimicrobianos. Segundo Macedo et al (2013) a
adicdo da B-lapachona potencializou a atividade anti-estafilocdcica de todos os agentes
antimicrobianos, exceto para a combinagdo com cefoxitina contra estirpes resistentes
(LFBM 31 e LFBM 33). A atividade sinérgica foi detectada por uma reducgdo
significativa CIM (> 87,5 %) e determinada pelo indice de Concentragdo Inibitoria
Fractionalpara todos os agentes antimicrobianos combinados com a B-lapachona

(Macedo et al., 2013).

No Brasil, o LAFEPE (Laboratério Farmacéutico de Pernambuco)
comercializa cpsulas com 250 mg de lapachol para tratamento de neoplasias malignas,
como Sarcoma de Yoshida, carcinosarcoma de Walker, adenocarcinoma, carcinomas
escamosos do aparelho digestivo, epidermdide do colo de Utero ou ainda como
adjuvante na quimioterapia. Um dos efeitos prescritos no campo de indicacdes da bula
do medicamento € a reducdo das dores em pacientes com neoplasias malignas. O uso
difundido da casca do Ipé roxo, comercializado como*Pau d’arco”, em Pernambuco
talvez esteja vinculado ao fato da regido ser o berco dos estudos da aplicacdo do
lapachol na terapéutica(Vasconcelos, Feitosa, Maria, Xavier, & Randau, 2011).
Entretanto, a disseminacdo da eficacia levou varios laboratérios de diferentes paises a
comercializar e exportar formulagbes ricas em lapachol como suplemento

medicamentoso (Figura 9).
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Figura 9. Medicamentos ricos em lapachol comercializados em diversas localidades,
entre elas (a) California, Nebraska e lowa, (b) desenvolvido por convénio firmado entre
Brasil e Universidade de Teykio (Japdo) conveniada a Empresa Tradepia Corporation,
(c) Estados Unidos, Bélgica, Bulgaria, Colémbia, Croacia, Franca, Germania, Israel,
Italia, Coreia, Peru, Portugual, Venezuela, Kuwait, entre outros, (d) Estados Unidos, (e)
Portugual e (f) Espanha.

Segundo a LAFEPE, os medicamentos com o fitofarmaco [-lapachona séo
promissores para o tratamento de céncer e encontram-se em fase de avaliagdo em
pacientes pela Anvisa (Freitas-Neto et al., 2012).

Dessa forma, considerando a eficacia terapéutica do lapachol e pB-
lapachona, buscou-se investigar o efeito aditivo das naftoquinonas em sistemas
combinados com os FS (feoforbideo e clorofilida de Zn) para aplicacdo na Terapia
fotodindmica. O primordio desse estudo serd centrado na caracterizacdo fisico-quimica
e fotofisica dos FS na presenca dos adjuvantes, investigando possiveis efeitos sinérgicos

ou antagdnicos das espécies combinadas.
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1.2.6. Sistemas de formulacéo

Conhecer a natureza lipofilica dos farmacos € de extrema importancia para
prever suas propriedades farmacocinéticas. Assim, estudos amparados em substratos
utilizados como sistemas modelos, como as micelas poliméricas, tém servido para
prognosticar seu transporte, biodistribuicdo, acumulacdo e eficicia(Peetla, Stine, &
Labhasetwar, 2009; Sarpietro et al., 2011). A razdo para a dada comparacdo estd
atrelada a similaridade em termos de complexidade da micela copolimérica e a
membrana celular.

A presenga de distintos microdominios micelares, ditos como hidrofébico e
hidrofilico, permitem estimar a tendéncia de particdo do medicamento de acordo com a
regido em que o mesmo foi solubilizado. Comparado a outros modelos de membranas,
as micelas poliméricas apresentam como vantagens: a minima toxicidade, distribui¢do
estreita de tamanho, maior tempo de permanéncia no sistema circulatério,
biodisponibilidade melhorada e maior estabilidade do fotossensibilizador incorporado
(A. George, 2011).

Por um lado, compostos hidrofobicos apresentam maior interacdo com
membranas celulares (Peetla et al., 2009), por outro, em meio aquoso, estas espéecies
tendem a formar auto-agregados que, além de reduzir drasticamente o ®,0,, podem
provocar dor no ato da administracdo intravenosa ou ainda morte devido a obstrugédo de
artérias por precipitados (Simplicio et al., 2002). Dessa forma, além de servir como
sistema modelo, as micelas poliméricas tém sido uma alternativa vantajosa para superar
os problemas de solubilidade e estabilidade dos agentes terapéuticos (van Nostrum,

2004).
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Em termos de constituicdo, as micelas poliméricas sdo formadas por um
nacleo hidrofobico, composto por segmentos de 6xido de propileno (OP) que pode
facilitar a solubilizacdo de farmacos lipofilicos, envolto por uma camada exterior
hidrofilica de grupos 6xido de etileno (OE) (Figura 12) (Trubetskoy, 1999; van
Nostrum, 2004). O balango hidrofobico é determinado pelo tamanho dos segmentos
hidrofobicos e hidrofilicos OE-OP-OE (Wanka, Hoffmann, & Ulbricht, 1994).

A utilizacdo de polimeros coloidais como biotransportadores de farmacos
tem sido extensivamente estudada devido a algumas caracteristicas especificas, como: i)
tamanho das nanoesferas formadas (10-100 nm), ii) longa circulagéo, sendo dificilmente
reconhecidos e internalizadas pelo sistema reticulo endotelial, iii) capacidade de
solubilizar drogas hidrofébicas (P. Liu, Wang, & Weili Qiao, 2008), iv) maior interacdo
com as células com resisténcia a maltiplos farmacos (RMD), v) internalizados pelas
células doentes comumente exercem influéncia sobre a mitocondria, causando a reducéo
na producdo de ATP e consumo de oxigénio(Alakhova et al., 2010) e vii) inibe a
Glicoproteina-P, responsavel pelo efluxo de drogas, permitindo maior acumulacdo do
farmaco no meio intracelular (efeito anti-RMD)(Alakhova et al., 2010; Kabanov,

Batrakova, & Alakhov, 2002).

Diversos trabalhos reportam a eficiéncia das micelas poliméricas na
solubilizacdo de drogas hidrofobicas. Zhao, Y. et al (2011) estudaram as propriedades
fisico quimicas da doxorrubicina (DOX) imobilizada quimicamente e fisicamente no
copolimero micelar F-68. Os resultados observados pelos autores demonstraram
melhores efeitos para as micelas copoliméricas modificadas quimicamente com DOX,
seja nas propriedades fisico-quimicas (tamanho, CMC, liberacdo prolongada)
comparada ao sistema de formulagdo e aprisionamento convencional do farmaco. Da

mesma forma, testes em células de carcinoma de pulmdo (linhagem Ab549)
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demonstraram que a modificacdo quimica proposta pode aumentar a atividade
antitumoral (Zhao et al., 2011).

De forma anéloga, Nakamura, H. et al (2012) estudaram um conjugado
formado pela modificagdo quimica do copolimero neutro HPMA (N-2-hidroxipropil
metacrilamida) com protoporfirina de zinco (ZnPP). Segundo os autores, 0 conjugado
formou macromoléculas circulares (diametro de 82,8 + 41,8 nm) composta por cadeias
de menor peso molecular. As avalia¢Ges de citotoxicidade in vivo, utilizando luz de
Xenon (normalmente usada em endoscopia convencional, em 420 nm), demonstraram
que o FS apresenta maior tempo de permanéncia no organismo e encontra-se
estabilizado no estado monomérico, atuando na geragdo de oxigénio singleto. Além
disso, os autores observaram que os sistemas micelares HPMA-ZnPP podem ser Uteis
para imagiologia de tumores, conforme Figura 10. Segundo os autores, a relagdo entre
os resultados de fluorescéncia obtidos para o sistema micelar (HPMA-ZnPP)
comparado a ZnPP em meio homogéneo demonstraram a monomerizacdo do FS e

maior afinidade do conjugado pelo tecido tumoral(Nakamura et al., 2013).

Figura 10.Aplicacdo de HPMA-ZnPP e ZnPP (meio homogéneo) em ratos, utilizando
endoscopia com lampada de Xenon. Adaptado de Nakamura, H. et al (2012).
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Segundo Batrakova, E. et al (2008), os polimeros micelares utilizados como
biotransportadores oferecem outras vantagens, alem da estabilizacdo, protecdo e
melhora na biodistribuicdo do medicamento. Esse paradigma esté prestes a sofrer uma
evolucdo substancial devido a fortes indicios que levam a crer que esses compostos sdo
capazes de atuar preferencialmente em células cancerosas especificas (resistentes),
exercendo uma atividade potencializadora (Batrakova & Kabanov, 2008).

Os mecanismos complexos relacionados aos efeitos dos pluronics em celulas
RMD foram exaustivamente estudados. Ha evidéncias que tais compostos sdo:(1)
incorporados pela membrana, resultando em modificacdes em sua microviscosidade; (2)
internalizado pelas mitocondrias interferindo nas etapas da respiracdo celular, causando
reducdo nos niveis de ATP; (3) inibidores de proteinas responsaveis pelo efluxo de
drogas (Glicoproteina-P); (4) responsaveis pela liberacdo do citocromo C, aumentando
os niveis de EROS no citoplasma, além de favorecer a sinalizacdo pro-apoptdética e
decrescimo da defesa anti-apoptética em células RMD; (5) inibidores da
glutationa/glutationa sistema S-transferase de desintoxicacdo e (6) impedidoresdo
sequestro de medicamento por vesiculas citoplasmaticas. A Figura 11 representa as

etapas preconizadas por Batrakova e colaboradores.
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Figura 11.Efeitos do Pluronic em células RMD, com sinalizacdo das etapas de dano.
Adaptado de Batrakova, E. V. et al (2008).

Além disso, os autores verificaram efeitos mais pronunciados em condi¢des
abaixo da CMC, sugerindo que 0s unimeros sdo 0s responsaveis por tais propriedades
modificadoras. Uma verificagdo importante reportada pelos autores e que fundamenta
essa condicdo, é que a regido hidrofébica dos copolimeros (OP) é responséavel por
interagir e modificar a microviscosidade da membrana. Dessa forma, para que exista
essa interacdo € preciso que a concentracao de surfactante polimérico seja baixa (abaixo
da CMC), caso contrario os unimeros se organizaram na forma de micelas, onde os
grupamentos hidrofébicos irdo compor o nucleo micelar, com menor acesso a
membrana plasmatica (Batrakova & Kabanov, 2008).

Dentro da classe dos copolimeros micelares destacam-se poloxameros,
surfactantes tribloco comercializados com o nome de Pluronics®. Tais surfactantes
copoliméricos sdo compostos por unimeros que apresentam um centro hidrofdbico,

formado por grupos oxido de propileno (OP) e extremidades hidrofilicas, constituidas
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por grupos Oxido de etileno (OE) (Figura 12). Sob condi¢Bes de concentracdo e
temperatura especifica, 0os unimeros se rearranjam na forma de micelas poliméricas,
cujo tamanho pode variar de 10-100 nm (Bakshi & Sachar, 2006; Roux, Douhéret, &

Roux-Desgranges, 2005; Sharma & Bhatia, 2004).

Hidrofébico (OP)

10-100 nm

Hidrofilico (OE)

(b) H«EO CHZCH%—[CHZCHO}—[CHZCHZO}H
X
CH; Y x

P-123: OE99oOP700Egg

F-127: OE1000Pg50E 100

Figura 12. Representacdo esquematica dos copolimeros micelares sendo (a)
constituicdo da micela polimérica formada pelos surfactantes pluronics® e (b) estrutura
dos poloxameros P-123 e F-127.

Além da baixa toxicidade e CMC, comparada aos surfactantes usuais, 0s
pluronics® podem variar a hidrofobicidade da micela alterando o niimero de unidades
repetitivas das cadeias hidrofilicas (OE) ou hidrofobicas (OP). Nesse sentido, um
aumento dos segmentos hidrofilicos contribui para a melhora na capacidade de
solubilizacdo de moléculas de menor hidrofobicidade e, da mesma forma, um aumento
no tamanho da por¢do composta por grupos OP favorecem um core com maior tamanho

e capacidade de solubilizacdo de farmacos hidrofobicos (Torchilin, 2001).
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A TMCe CMC dos surfactantes poliméricos denotam a temperatura e
concentracdo limite a partir da qual se tem a formacdo de micelas poliméricas. A baixa
CMC dos surfactantes poliméricos (na ordem de 10° mol L) oferece a vantagem de
resisténcia aos efeitos de diluicdo do formulado no plasma sanguineo. De forma
analoga, a TMC oferece a vantagem de agregar efeitos termo-responsivos, fazendo com
que a micela polimérica torne-se um gel a temperatura do corpo. Essas caracteristicas
permitem a prevencdo da aderéncia das micelas nos tecidos e vantagens no perfil de
liberacdo, descrevendo o sistema como promissor para aplica¢fes clinicas (Cohn,

Sosnik, & Levy, 2003).
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1.3.0bjetivos

Investigar as propriedades fisico-quimicas (propriedades espectroscopicas
de solubilidade, organizacdo estrutural e interacdo com os copolimeros micelares) do
lapachol e da B-lapachona em meio homogéneo, constituido por solventes de diferentes
polaridades e, em meio micro-heterogéneo, composto por micelas formadas pelos
copolimeros micelares da classe dos pluronics® F-127 e P-123. Caracterizar por técnicas
Opticas (espectroscopia de absorcdo eletronica e emissdo de fluorescéncia) o0s
formulados multi-componentes obtidos pela combinacdo das naftoquinonas com o0s
fotossensibilizadores (FS) derivados da Clorofila (feoforbideo e clorofilida de zinco),
incorporados em sistemas biotransportadores, visando aplicagdes em TFD e Inativacdo

Fotodinamica de Microorganismos (IFDMO).
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Metodologias de Analises Fisico-Quimicas
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1.4. Metodologias de Analises Fisico-Quimicas

1.4.1. Materiais

O lapachol (Figura 8) foi obtido a partir da serragem do Ipé roxo, segundo a
metodologia de extracdo proposta por Barbosa e Neto (2013). O derivado B-lapachona
(Figura 8)foi preparado a partir do lapachol, conforme procedimento reportado no
mesmo trabalho. Os compostos foram caracterizados por RMN *H e FTIR-ATR
atestando elevado grau de pureza.

A extracdo da Clorofila a (Mg-Chl) da folha do espinafre seguiu a
metodologia descrita por Jubert e Bailey (2007). O derivado Pheid foi preparado a partir
da Mg-Chl, seguindo a metodologia proposta por Hynninen e Lotjonen (1980) e a Zn-
Chld obtida através da metalacdo do Pheid, conforme procedimento descrito nos
trabalhos de Gerola et al (2011). A clorofila e seus derivados (Figura 6) foram
caracterizados por seus espectros de absorcdo eletronica UV-Vis (espectrofotbmetro
DUB800, acoplado ao sistema controlador de temperatura do tipo peltier da Beckman) e
emissdo de fluorescéncia (espectrofluorimetro Cary Eclipse da Varian/Agilent
Tecnologies) (Gerola et al, 2011; Chen et al, 2010). Os surfactantes poliméricos da
classe dos pluronics® P-123 (MM= 5800 g.mol™) e F-127 (MM= 12600 g.mol™) (Figura
12) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes e demais reagentes empregados

foram de grau analitico (P.A.) e utilizados sem purificacdo prévia.

40



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 1 — Metodologias de Andlise Fisico-Quimicas

1.5. Meétodos

Propriedades espectroscépicas das naftoquinonas em meio homogéneo

1.5.1. Determinacgéo da absortividade molar (g) do lapachol e da -

lapachona em etanol, diclorometano e octanol

Os espectros de Absorcéo eletronica UV-Vis e emissdo de fluorescéncia do
lapachol e B-lapachona foram obtidos, respectivamente, nas concentracfes de 1,6x10°
>mol L™ e 1,3x10°mol L™, para experimentos envolvendo a analise dos espectros de
absorcéo eletronica e, 4,2x10°mol L™ e 3,8x10°mol L™para medidas de emissdo de
fluorescéncia, respectivamente. Os valores de coeficiente de absortividade molar(e) das
naftoquinonas em etanol, diclorometano e octanol foram determinados a partir de
diluicbes acompanhadas pela aquisicdo dos espectros de Absorcao eletronica UV-Vis. A
partir dos espetros de absorbancia versus concentracdo molar das espécies,
determinaram-se os valores de ¢ obtidos pela lei de Lambert-Beer, Equacédo 1, (Y. Li,
Scales, Blankenship, Willows, & Chen, 2012). Todas as analises foram realizadas a

30,0 °C.

Abs=b.c. ¢ Equacdo 1

Sendo: Abs a Absorbancia, b o caminho Optico (1 c¢cm) e ¢ a concentracdo da

naftoquinona (mol L™).
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1.5.2. Comportamento espectroscopico do lapachol e da -

lapachona em meio homogéneo monofésico constituido de mistura dgua/ etanol

Com o intuito de investigar as possiveis formas auto-agregadasdas
naftoquinonas em solucdo, foram realizados estudos espectroscopicos por absorcao
eletronica UV-Vis e emissdo de fluorescéncia dos compostos em sistema binario
homogéneo, composto por diferentes proporcdes de agua/etanol (V/V). Os espectros de
absorcdo eletronica foram obtidos a partir de solucdes de lapachol (4,6x10°mol L™) e
B-lapachona (2,0x10°mol L™), enquanto que os espectros de emissdo de fluorescéncia
foram adquiridos a partir de concentracdes 5x10°mol L™ para ambas as espécies nas
diferentes propor¢des das solucGes binarias monoféasicas. Os espectros foram coletados
apos 15 minutos de estabilizacdo (a fim de obter medidas no equilibrio),a 30,0 °C

(Vilsinski, 2013).

1.5.3. Determinacdo do pKa do lapachol em mistura de solventes

agua/etanol

A determinacdo do pKa do lapachol em meio homogéneo, constituido por
uma mistura binaria homogénea &gua/etanol 50:50 (V/V), foi realizada por
espectroscopia de absorcao eletrénica UV-Vis, utilizando-se solu¢bes tampdes (Tampéo
Fosfato e Acido citrico 0,32 mol L™ até pH 8 e tampéo cloreto de potassio e Acido
bérico 0,2 mol L™ para pH 8,5 até 10,3) com forca idnica constante (NaCl = 0,1 mol L™

) e pH variando entre 2,7 e 10,3. Neste experimento, aliquotas de 44,3 uL de uma
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solucdo estoque de lapachol em etanol (1,3x10°mol L™) foram adicionadas as solucdes
nas cubetas (2 mL) contendo tampédo em mistura de agua/etanol 50:50 (V/V), obtendo-
se uma concentracdo de lapachol de 2,9x10° mol L™. Os dados foram avaliados pelo
método univariado, utilizando a Equacdo 2 para o ajuste da sigmdide e, pelo método
quimiométrico multivariado (Batistela et al., 2011; Freisinger, 2007; Sena, Collins,

Collins, & Scarminio, 2001). As medidas foram realizadas a 30,0 °C.

Atotar = 1+10(Pka—pH) Equacéo 2

Sendo A a absorbancia da forma idnica eAj;pn a absorbancia da forma neutra do

lapachol (Freisinger, 2007).

1.5.4. Determinagdo do coeficiente de particdo (K,) agua/octanol

para as naftoquinonas

A determinacéo do coeficiente de parti¢do (K,) dos compostos no sistema
bifasico dgua/octanol foi realizada com o intuito de avaliar o grau de hidrofobicidade
dos mesmos, que reflete a tendéncia das espécies em distribuir-se entre as biomoléculas
hidrofébicas (exemplo membranas celulares) ou solugdes aquosas (plasma sanguineo)
(Shojaei, Linforth, & Taylor, 2007).

Em um funil de separacdo contendo 30 mL da mistura agua/octanol a 50%
(V/V), adicionou-se a naftoquinona (2,0x10°mol L™). Apés agitacéo vigorosa e repouso

de 48 horas no escuro, determinou-se a concentracdo da espécie na fase aquosa e
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organica por absorgdo eletronica UV-Vis, a 30,0 °C. O coeficiente de particéofoi

calculado pela Equacéo 3 (dos Santos et al., 2013; Pellosi et al., 2012).

__[Naft]pct

= Equacao 3
[Naft]sgua auag

P

Onde [Naft]o: corresponde a concentragdo da naftoquinona em octanol e [Naf]sgua @

concentragdo em agua.

Propriedades fisico-quimicas das naftoquinonas incorporadas nos

sistemas micelares biotransportadores P-123 e F-127.

1.5.5. Determinagéo do pKaa, do lapachol em micelas poliméricas

de P-123 e F-127

A determinacéo do pKag, do lapachol foi realizada por espectroscopia de
absorcdo eletrénica UV-Vis, utilizando-se solucdes tampdes (Tampéo Fosfato e Acido
citrico 0,32mol L™ até pH 8 e tampdo cloreto de potassio e Acido bérico 0,2 mol L™
para pH 8,5 até 10,3) com forca idnica constante (NaCl = 0,1 mol L) e pH variando de
3,5 a 95 para o sistema em P-123 e 3,5 a 8,0 para o sistema em F-127. Neste

experimento aliquotas de 44,3 uL de uma solugdo estoque de lapachol em etanol
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(1,3x10°mol L™) foram adicionadas as solucdes nas cubetas contendo tampdo e
copolimero 2% (m/V; 3,0x10° mol L* para F-127 e 7,0x10° mol L™ para P-123)
totalizando 2 mL, atingindo-se uma concentracio de lapachol de 2,8x10° mol L. As
medidas foram realizadasa 30,0 °C. Da mesma forma, os dados foram analisados pelo
método univariado e quimiométrico multivariado, utilizando a Equacgéo 2 para o ajuste
dos graficos de perfil sigmoidal obtidos (Batistela et al., 2011; Freisinger, 2007; Sena et

al., 2001).

1.5.6. Estudo da interacdo das naftoquinonas com F-127 e P-123:

analise da isoterma de Ligacao (Kp)

As investigacBes sobre a interagdo primaria das naftoquinonas (2x10°mol L

1) com os copolimeros micelares foram realizadas em duas condicées:

i) Por titulagbes das naftoquinonas inicialmente em agua destilada (pH 5,0)
com solucdes estoques dos copolimeros F-127 (4% m/V; 3,0x10° mol L°
) e P-123 (4% m/V; 6,9x10° mol L™) em meio aquoso (Pellosi et al.,
2012).

i) Para o lapachol, devido ao seu valor de pKa encontrar-se préximo ao pH
fisiologico, buscou-se avaliar separadamente o perfil de interacdo das
micelas copoliméricas com as formas protoliticas (lapachol na forma
neutra e lapachonato). Para tal, foram realizadas titulagdes do mesmo em
tampdes acidos (pH 4,5) e basicos (pH 8). Os estoques dos copolimeros
F-127 (4% m/V; 3,0x10° mol L) e P-123 (4% m/V; 6,9x10° mol L™)

foram preparados nos respectivos pHs (Nascimento & Tabak, 1994).
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Os estudos de interacdo foram efetuados por meio de titulacdo das
naftoquinonas, nas condicdes i) e ii) descritas acima, com aliquotas de uma solugéo
estoque de F-127e P-123, preparadas em meio aquoso ou nos respectivos pHs, com
concentracdo de F-127 e P-123 variando de 0 a 5x10* mol L™. O monitoramento da
interacdo foi feito por espectro de emissdo de fluorescéncia, a 30,0 °C, no tempo inicial
(To)(condicéo i e ii) e apos o equilibrio (Teg) (apos 48 horas, somente para condicéo i),
com o objetivo de avaliar efeitos de auto-agregacdo e reorganizacdo do farmaco no
micro ambiente micelar (Vilsinski, 2013). O valor da constante de ligacdo (Kp) foi

determinado a partir da Equagao 4.

(Kb([S]—CMC)n

Equacéo 4
)+1 quag

Onde F correspondea intensidade de fluorescéncia, Fr emissdo da naftoquinona ligada
ao surfactante, F, a emissdo na auséncia de surfactante, [S] a concentracdo de
surfactante, CMC a concentracdo micelar critica e n o nimero de micelas copoliméricas

por molécula de farmaco (Caetano & Tabak, 1999).

1.5.7. Formulacdo das naftoquinonas incorporadas em nanoesferas

de Poloxameros ®

A incorporagdo do lapachol (1,6x10° mol L™)e B-lapachona (1,3x10” mol L)

nos copolimeros micelares F-127 (0,8% m/V; 6,3x10* mol L™) e P-123 (1,4% m/V;
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2,4x10° mol L™), na proporcdo 1:1 (farmaco:micela) (Wanka et al., 1994), foi realizada
pela técnica de dispersdo solida (Aruna, Babu, Thadanki, & Gupta, 2011; Sinha et al.,
2010; Zhang, Jackson, & Burt, 1996). Esse método consiste na co-solubilizacdo do
farmaco e do copolimero em solvente organico (etanol), seguido da evaporagdo do
solvente e formagdo da matriz solida. Esta foi deixada sob vacuo por aproximadamente
12 horas e posteriormente hidratada com agua destilada, a 70,0 °C, sob agitacdo
vigorosa por 4 horas. Apo6s a completa solubilizacdo, a solucdo foi transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL e completado com &gua destilada. O mesmo procedimento
foi realizado sem a adicéo do farmaco, para obter o “branco” ou referéncia nas medidas.
Os formulados obtidos foram caracterizados por técnicas Opticas de andlise (absor¢do

eletronica e emissdo de fluorescéncia) a 30,0 °C.

O célculo da razdo farmaco/micela levou em consideracdo o nimero de
agregacéo dos copolimeros proposto por Wanka et al (1994), sendo Nag = 222 para o P-
123 e Nag = 67 a 30,0 °C. Os formulados foram preparados com a concentra¢éo de
copolimero necesséria (8,0x10° g/mL de F-127 e 1,4x10 g/mL de P-123) para que se

tenha um farmaco solubilizado por micela copolimérica (Wanka et al., 1994).

1.5.8. Estabilidade temporal e influéncia do efeito térmico na

organizacao estrutural das naftoquinonas incorporadas em P-123 e F-127.

A estabilidade das naftoquinonas incorporadas nos sistemas nano-
estruturados biotransportadores foi avaliada acompanhando-se uma aliquota (2 mL)
durante 25 dias, por espectros de absorcdo eletronica UV-Vis dos componentes

estudados. Também foram realizados estudos da estabilidade e organizagdo molecular
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em funcdo da temperatura, monitorando-se suas propriedades Opticas em temperaturas
entre 14,0 e 30,0 °C, isto é, em condigdes acima e abaixo dos valores da temperatura

micelar critica destes copolimeros (Vilsinski, 2013).

Preparo e caracterizacdo do formulado misto, composto por Naftoquinona-Pheid e

Naftoquinona-ZnChld, incorporados nos sistemas micelares P-123 e F-127.

1.5.9. Formulagdo da naftoquinona simultaneo ao FS nos

copolimeros micelares P-123 e F-127 pelo método de disperséo solida

Os formulados mistos foram obtidos seguindo o mesmo procedimento
descrito na secdo 1.5.7. para as naftoquinonas. Nesse caso, a matriz solida foi preparada
pela solubilizacdo do surfactante P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L™) ou F-127 (1,0%
m/V; 7,7x10* mol L™), naftoquinona (lapachol 1,6x10"° mol L™ ou p-lapachona 1,3x10°
> mol L™), juntamente com um dos derivados da clorofila (Pheid ou Zn-Chld, ambos
2,0x10° mol L) (Aruna et al., 2011; Sinha et al., 2010; Zhang et al., 1996) na
proporcdo 1:1 (farmaco/micela)(P Alexandridis, Athanassiou, & Hatton, 1995; Wanka
et al., 1994). Nessa etapa obtiveram-se oito formulados, sendo quatro em cada um dos
poloxdmeros  (Pheid/Lap-Copolimero,  Pheid/B-lap-Copolimero,  Zn-Chld/Lap-
Copolimero e Zn-Chld/B-lap-Copolimero). A caracterizagdo espectroscopica dos
compostos formulados foi obtida por espectros de absorcdo eletrénica UV-Vis e
emisséo de fluorescéncia.

Semelhantemente ao apresentado na secdo 1.5.7., os célculos da razéo

farmaco/micela consideraram o nimero de agregacdo dos copolimeros proposto por
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Wanka et al (1994) (Nag = 222 para 0 P-123 e Ny = 67 a 30,0 °C). Os formulados
mistos, da mesma forma, foram preparados com a concentracdo de copolimero
necessaria (9,7x107 g/mL para F-127 e 1,7x10° g/mL para P-123) para que se tenha um
farmaco (naftoquinona ou fotossensibilizador) solubilizado em cada micela

copolimérica (Wanka et al., 1994).

Estudos das propriedades fotofisicas do formulado misto: Determinacdo do

rendimento quintico de fluorescéncia (®) e de oxigénio singleto (®'O,).

1.6.0. Determinacido do rendimento quintico de fluorescéncia (®¢)

das Clorofilas em etanol (contendo as naftoquinonas) e no formulado misto

Para a determinagdo do ® foi utilizado como padrdo o Pheid em etanol
(®Fp= 0,28), conforme procedimento reportado por Eichwurzel (2000). Os derivados
clorinicos foram excitados na banda Soret (Aexc Variando de 433 a 437 nm) e a leitura
registrada na regido de 600 a 800 nm. Os valores de ®r foram obtidos a partir da

Equacdo 5 (Eichwurzel, Stiel, & Rdder, 2000; Gerola, Tsubone, et al., 2011).

Absy,Fyn? ~
Op = ——L Qg Equacdo 5
Absmenm p
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Sendo Fp referente ao padréo, m referente aos derivados da clorofila no formulado
misto, n correspondente ao indice de refracdo e Fy (ou Fp) a area do espectro de

emissao.

1.6.1. Determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singleto

(®4'0,) das Clorofilas em etanol, na presenca de naftoquinonas.

A determinacdo da capacidade de geracdo de oxigénio singleto (*O,) foi
realizada pelo método indireto, utilizando-se como substrato quimico o acido Urico
(AU) (5,0x10™° mol L%, forte sequestrante de oxigénio singleto. O principio dessa
analise esta na correlacdo direta entre a foto-oxidacdo do substrato (AU) com a
quantidade de 'O, gerado pelo FS, ap6s irradiado com luz de A adequado, permitindo
assim estimar do valor de ®,'0,, Nos experimentos realizados foram utilizadas solugGes
dos derivados Pheid e Zn-Chld em etanol, em concentragcbes nas quais obtém-se 0s
derivados no estado monomérico (concentracdes variadas de 1 a 3 pmol L™) (Gerola,
2013). No mesmo ambiente, adicionou-se a naftoquinona (com concentracgdes entre 0,8
e 2,3x10™ mol L™ para o lapachol e 0,7 a 2,0x10™° mol L™ para a B-lapachona) a fim de
observar a influéncia da presenca do lapachol e B-lapachona nos valores de ®,'0,. Os
sistemas foram iluminados continuamente com um Laser de diodo (100 mW,; Ansx: 663
nm) adaptado a um espectrofotobmetro Cary 50 (Figura 13) que, por trabalhar com
radiacdo em fase, permite a incidéncia de iluminagdes externas sem interferéncia nas

medidas (Rabello et al., 2012).
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== N

Figura 13. Sistema utilizado nos experimentos de determinacdo da atividade
fotodindmica quimica, com acido urico, para as misturas FS/naftoquinona em etanol,
sendo (a) fonte de alimentacdo LASERIline, (b) fonte de emissdo LASERIine iZi, (c)
detector e (d) fenda.

A cinética de degradacdo do &cido Urico foi monitorada em 293 nm. Os
ajustes cinéticos foram realizados por meio do modelo bi-exponencial de primeira
ordem (Equacdo 6) para o maximo de absorcdo eletrénica do sensor quimico (Gerola,

2013).

y =y, + AjeF1t + A,e k2t Equac&o 6

Sendo Aj, Ay, ki e k, as amplitudes de decaimento da absor¢édo eletrénica e constantes
de velocidade de degradacdo na primeira e segunda etapa, respectivamente(Rabello et
al., 2012). Nos calculos foram utilizados somente os valores de ki, pois somente essa
constante de velocidade é diretamente proporcional ao nimero de fétons absorvidos
(Naps) (Gerola, 2010; Rabello et al., 2012).

Concomitante a reducdo da banda de acido drico (293 nm) com o tempo de

irradiacdo, avaliou-se o fotobranqueamento do Pheid e Zn-Chld monitorando-se a banda
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Q para consideragdo nos célculos. As cinéticas de fotobranqueamento foram ajustadas

por meio da Equacdo 7 (Gerola, 2013).

ln (A_AOO)

AoAs = —kggt Equacéo 7

A quantidade de fdtons absorvidos (Nays) pelos derivados clorinicos
combinados as naftoquinonas foi determinada por meio da Equacdo 8 (Rabello et al.,

2012).

¥ Equacéo 8
N s =~ [ [ PCA)1, @105 ) e d
N,.hcy zi

alth

Sendo N aps 0 nNUmero de fotons absorvidos pelo Pheid ou Zn-Chld, N, a constante de
Avogadro (6,02x10%% mol™), h a constante de Planck (6,63x10™** Js), ¢ a velocidade da

Kogt

luz (2,3x10° ms™?), e 0 termo que considera reacdes de fotodegradagdo ou

fotobranqueamento do fotossenssibilizador, 1o(1-10%%) a fracdo de luz incidente

absorvida pelos FS e P a poténcia em cada comprimento de onda.

A partir do Ngaps pode-se determinar eficiéncia de formacdo de oxigénio

singleto (y,) a partir da Equagéo 9.

Equacéo 9

Va X

N Abs
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Sendo y, a eficiéncia de formacdo de oxigénio singleto e k; a constante de
fotodegradacdo do substrato. Por fim, o rendimento quantico de oxigénio singleto
(0,*0,) pode ser obtido por meio da Equacéo 10 (Rabello et al., 2012).
S
D40, :¢_A57A
Va

Equacéo 10

Onde ®°, corresponde ao rendimento quantico do padrdo Pheid, y,* a eficiéncia de
formacdo de oxigénio singleto do padrdo e y, a eficiéncia de formacdo de oxigénio

singleto do FS em presenca da naftoquinona.

1.6.2. Estabilidade temporal e influéncia do efeito térmico nos
formulados multi-componentes (naftoquinona/fotossensibilizador) incorporados

nos biotransportadores copoliméricos P-123 e F-127

A estabilidade dos sistemas mistos, compostos pelo FS em combinacéo a
naftoquinona incorporados nos sistemas biotransportadores coloidais, foi estudada
seguindo 0 mesmo procedimento reportado na secdo 1.5.8. Para isso, monitorou-se
diariamente por espectros de absorcdo eletrdnica UV-Vis uma aliquota (2 mL) do
formulado armazenado em uma cubeta tampada, onde a solugdo € mantida em repouso
durante 25 dias. A estabilidade e organizacdo molecular em funcdo da temperatura
também foi avaliada, monitorando-se as propriedades dpticas em temperaturas entre
14,0 e 30,0 °C, isto €, em condigdes acima e abaixo dos valores da temperatura micelar

critica do copolimero (Vilsinski, 2013).
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Propriedades Espectroscopicas das naftoquinonas em meio homogéneo

2.1. Determinacdo da Absortividade molar (g¢) do lapachol e da -

lapachona em Etanol, Diclorometano e Octanol

Inicialmente, buscou-se avaliar a organizagéo estrutural
(monomerizada/auto-agregada), refletida nos espectros de absorcéo eletronica e emissdo
de fluorescéncia, do lapachol ¢ B-lapachona em meio homogéneo. Andlises dessa
natureza servem como ferramenta para posterior interpretacdo do estado estrutural das
naftoquinonas nos microambientes micelares dos copolimeros P-123 e F-127. Na Figura
14 encontram-se 0s espectros de absorcdo eletronica e emissdo de fluorescéncia do

lapachol e B-lapachona em etanol e agua.
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Figura 14. Caracterizacdo espectroscopica das naftoquinonas sendo (a) absorcao
eletronica do lapachol (4,6x10™ mol L™), (b) Emissdo de fluorescéncia do lapachol
(4,2x10°mol L™, Aee= 235 nm, fenda 10/10 nm),(c) absorcdo eletronica da B-
Lapachona (2,0 x10™° mol L™) e (d) emissdo de fluorescéncia da B-Lapachona (3,8x10°
mol L™, Aexe= 230 nm, fenda 10/10 nm), em etanol e 4gua destilada pura (pH 5,0), a
30,0 °C. O inserte 14-d corresponde a ampliagio do espectro de emissdo da P-
Lapachona em meio aquoso.

Com base nos espectros de absorgdo eletronica UV-Vis do lapachol e da -
lapachona (Figura 14-a e 14-c) em etanol, pode-se verificar a presenca de quatro bandas
situadas na regido de comprimento de onda entre 230 e 500 nm. As primeiras bandas

(regido de 230 a 350 nm) sao originadas por transi¢des 1 — m * de conformagdes
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planares do anel benzénico e quinona (Khan & Khan, 2005; I. Singh, Ogata, Moore,
Chang, & Scheuer, 1968). A Gltima, de menor intensidade (regido de 390 a 450 nm),
refere-se a transi¢des do tipo n — w * do grupo carbonilico (Khan & Khan, 2005; I.
Singh et al., 1968).

No que tange aos espectros de absorcdo eletronica do lapachol e f-
lapachona em &gua, pode-se verificar maior implicAncia do meio aquoso para o
lapachol, que demonstrou uma acentuada reducdo das principais bandas de absorcédo
(entre 230 e 450 nm), sobretudo para a banda localizada em 250 nm. Esse efeito esta
associado a insolubilidade da espécie em meio aquoso (processos de auto-agregacao)
(Gerola, Tsubone, et al., 2011; Moreira et al., 2009) e ser4 melhor investigado na se¢do
2.1.1.

No que se refere ao espectro de emisséo de fluorescéncia do lapachol e da -
lapachona em etanol (Figura 14-b e 14-d), foram obtidas duas bandas localizadas entre
250 e 400 nm, resultantes de transi¢cdes S;—Sy (de Lucas et al., 2012). Para o lapachol,
Figuras 14-a e 14-b, verificou-se que o espectro de absorcdo (em etanol) € imagem
especular do espectro de emissao (em etanol), o que pode estar relacionado a inalteracédo
da geometria da molécula no estado fundamental e excitado (Lakowicz, 2006). A
auséncia dessa caracteristica entre os espectros de absor¢do e emissdo da B-lapachona
(em etanol) (Figura 14-c e 14-d) pode estar associada a alguns efeitos, como: presenca
de transi¢Bes do tipo So—S, na absorcdo eemissdo fluorescente devido a transicéo
S;—So, @ mudanca da geometria da molécula no estado excitado, a presenca de espécies
auto-agregadas ndo identificadas no espectro de absorcdo ou ainda a maior
sensibilidade da molécula a polaridade do meio no estado excitado, dadas as

semelhangas verificadas entre os espectros de absorcdo em agua e etanol e as
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diferencas(com inversdo das bandas em 290 e 340 nm) observadas no espectro de
emissdo de fluorescéncia nesses meios (Gracetto et al., 2010; Lakowicz, 2006).
As absortividades molares (¢) do lapachol e p-lapachona em etanol,

diclorometano e octanol foram determinadas eencontram-se apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de absortividade molar do lapachol ¢ B-lapachona em etanol,
diclorometano e octanol.

Composto (meio) £ (10°) (cm™ mol L)

lapachol (etanol) 251nm 278nm 331nm
17,4 11,5 2,2

lapachol (diclorometano) 250nm 280nm 332nm
18,0 11,5 1,5

lapachol (octanol) 251nm 279nm 335nm
19,7 12,5 1,3

B-lapachona (etanol) 254nm 261nm 281nm
23,4 20,0 6,9

B-lapachona (diclorometano) 256nm 263nm 281nm
24,5 21,4 7,0

B-lapachona (octanol) 254nm 263nm 281nm
24.8 21,5 7,5

Os dados revelaram valores de ¢ na ordem de 10° para as espécies nos
meios citados, bem como um aumento sutil da absortividade molar dos compostos com

a reducdo da polaridade do meio, 0 que sugere maior interacdo das naftoquinonas com
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solventes ou micro ambientes de menor polaridade. Esse efeito serd melhor
compreendido por meio da determinacdo do coeficiente de particdo apresentado na
secdo 2.1.3, que ird propor a tendéncia de particdo das naftoquinonas, seja em micro
ambientes de maior ou menor polaridade.

Adicionalmente, investigou-seo perfil espectral das formas auto-agregadas
das naftoquinonas em mistura binaria homogénea, composta por diferentes propor¢des
de &gua e etanol. Conhecimentos dessa natureza servem como ferramenta para obtencéo
de dados complementares qualitativos relacionados & organizacdo estrutural desses
compostos, seja em meio homogéneo ouquando incorporados nas micelas

copoliméricas. Estes estudos foram realizados e serdo discutidos na proxima secao.

2.1.1. Efeito da mistura de solventes agual/etanol nos processos

agregacionais das naftoquinonas

Diversos trabalhos reportam os efeitos causados pelo aumento da polaridade
em mistura de solventes sobre o comportamento de absorcéo dos compostos (Bevilaqua,
Gongcalves, Venturini, & Machado, 2006; Farajtabar, Jaberi, & Gharib, 2011; Moreira et
al., 2010). Deslocamentos acentuados nos comprimentos de onda (batocrémico ou
hipsocrémico) sdo obtidos ao se avaliar sondas solvatocrémicas, cuja intensidade e
posicdo dos maximos de absorcdo dependem fortemente da polaridade ou composicao
do meio (Bosch & Roses, 1992; D. C. da Silva, Ricken, Silva, & Machado, 2002;
Etienne, Michaux, Monari, Assfeld, & Perpéte, 2014).

Além disso, estudos envolvendo misturas binarias podem servir como uma

importante ferramenta para se obter informacGes detalhadas acerca das caracteristicas
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espectroscopicas das possiveis formas auto-agregadas dos compostos. Essas avaliacdes
sdo fundamentais para posterior comparagdo e compreensdao dos fendmenos de auto-
agregacao que ocorrem em meio micro-heterogéneo (Murakami, 2002; Vilsinski, 2013),
seja no formulado individual, formado apenas pela naftoquinonas, ou multi-
componentes, composto pela combinagdo entre o fotossensibilizador e a naftoquinona.
Os espectros de absorcdo eletronica e emissdo de fluorescéncia do lapachol em

diferentes porcentagens agua/etanol (V/V) sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Espectros de (a) Absorcdo eletronica (4,6x10° mol L™), (b) méximo de
absorcéo, (c) emissdo de fluorescéncia (5,0x10° mol L™ | Aexe= 225 nm, fenda 10/10
nm) e (d) maximo da intensidade de emissdo (I. E.) do lapachol em mistura agua/etanol
(VIV), a 30,0 °C, sendo -- 0%, --10%, --20%, --30%, --40%, --50%, --60%, --80%, --
100% de agua. As setas indicam a dire¢do da variacdo espectral com o aumento do teor
de &gua no sistema.
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Primeiramente, verifica-se através dos espectros de absor¢éo eletrénica UV-
Vis do lapachol (Figura 15-a) que o aumento da polaridade do meio ndo resultou em
deslocamentos significativos nos comprimentos de onda de méaxima absorcdo. J& em
termos das intensidades de absorcdo, foi verificado um aumento continuo da
absorbancia (cerca de 20% de acréscimo, melhor visualizado pela Figura 15-b) e
alargamento das principais bandas de absor¢cdo com o aumento do teor de agua até
aproximadamente 80% (V/V; Figura 15-a). Igualmente, os espectros de emissdo de
fluorescéncia para o lapachol nestes sistemas (Figura 15-c 15-d) mostraram um aumento
nas intensidades de emissdo na regido de 290 e 340 nm, mais evidente até 40% (V/V) de
agua.

O aumento da absorbancia (Figura 15-a) e emissao de fluorescéncia (Figura
15-b) em determinadas proporcGes de agua e etanol, por sua vez, podem estar
vinculados ao processo de solvatacdo preferencial, que considera a presenca de trés
espécies na mistura binaria de solventes (agua, etanol e clusters, compostos pela
associacdo agua-etanol) (Delgado, Holguin, Almanza, Martinez, & Marcus, 2011;
Farajtabar et al., 2011; Ito, Ito, Yoshikawa, Watanabe, & Kokubun, 1996; Nomura,
Onoda, & Miyahara, 1982). Dados referentes a sistemas mistos envolvendo agua e
alcoois, reportados anteriormente na literatura, foram utilizados no estudo da solvatacédo
preferencial e avaliados em termos das interacdes soluto-solvente e solvente-
solvente(Farajtabar et al., 2011).

Como exemplo, Silva et al (2002) investigaram a polaridade da Merocianina
em misturas binarias agua/etanol e observaram que a composicdo da esfera de
solvatacdo justifica as variagbes no comportamento da energia de transicdo (Ert)

(deslocamentos nos comprimentos de onda de méxima absorcao) pela fragdo molar do
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componente de maior polaridade. Os autores verificaram ainda a contribuicdo de cada
espécie de solvente na camada de solvatacdo do cromoéforo e aplicaram esse
conhecimento para explicar o comportamento cinético da metilacdo do 4-nitrofendxido
de s6dio, em misturas de acetona—agua (D. C. da Silva et al., 2002).

O aumento continuo (aproximadamente 20%) da absorbancia do lapachol
até a proporc¢do de 80% de agua (V/V) (Figura 15-a e 15-b) sugere que a composicao da
camada de solvatacdo € distinta do seio da solu¢do. Nessa condicdo o composto, retido
em uma esfera de solvatacdo caracteristica, pode ser solvatado por dois efeitos: (i)
interacOes ndo especificas (interacdo preferencial com o componente de maior constante
dielétrica “enriquecimento dielétrico”) e (ii) interagdes especificas, como ligacGes de
hidrogénio(Ghoneim, 2001; Jozefowicz, 2011). Além disso, estudos mostram que
diversas solucBes compostas por misturas binarias sdo formadas por regiGes com
microdominios diferentes, resultante de um comportamento ndo ideal da mistura de
solventes (aze6tropos), constituidos por espécies associadas (dgua/etanol) chamadas
“clusters”(Peeters & Leroy, 1994; A. Wakisaka, Komatsu, & Usui, 2001). Esses
clusters, compostos por misturas de agua e alcool, foram relatados na literatura e
comprovados pela técnica de espectrometria de massa (eletronspray) (A. Wakisaka et
al., 2001; Akihiro Wakisaka, Matsuura, Uranaga, Sekimoto, & Takahashi, 2011). Ainda
no que se refere a Figura 15-a ou 15-b (entre 80 e 100% de agua), pode-se notar uma
reducdo do méaximo de absorcdo do lapachol em 250 nm e um aumento na intensidade
em 279nm, sugerindo a formacdo de espécies auto-agregadas a medida que 0 meio se
torna saturado de agua(Gracetto et al., 2010). A porcentagem de agua agregacional
critica para o lapachol, que corresponde a porcentagem de agua limite em que néo se
verifica a formacgéo de espécies auto-agregadas (Gracetto et al., 2010), encontra-se na

regido de 80% de agua.
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De forma simil, a elevacdo dos méaximos de emissdo de fluorescéncia até
40% sdo decorrentes da composic¢do da camada de solvatacdo e dos diferentes tipos de
interacéo entre o lapachol e os componentes da mistura. A redugdo na intensidade de
emissdo de fluorescéncia observada em proporcoes superiores a 40% de agua pode estar
associada a supressdo por moléculas de agua (Kyrychenko, Sevriukov, Syzova,
Ladokhin, & Doroshenko, 2011; Lopez Arbeloa, Lopez Arbeloa, Tapia, & Lopez
Arbeloa, 1993).

A determinagdo do pKa do lapachol em mistura bindria homogénea (50%;
VIV) etanol/agua, realizada neste trabalho e exposta na secdo 2.1.2, revelou que uma
pequena variacdo de pH na regido de 6,2 causaria também mudancas nos espectros de
absorcdo dos compostos. Entretanto, os pHs das misturas binarias foram medidos e
ficaram préximos a 5,7, indicando que as modificagdes espectrais ndo eram decorrentes
de variagdes no equilibrio protolitico da espécie.

Para melhor caracterizar a organizacdo estrutural do sistema e estimar a
porcentagem de agua agregacional critica, analisou-se a razdo entre as bandas
(Absz79nm/AbSzs0nm) (Figura 16), semelhantemente aos estudos reportados na literatura
para o pireno (sonda de micro polaridade em que a resposta é fornecida por meio da
razdo da primeira e terceira banda vibronica do espectro de emissdo de

fluorescéncia)(Basu Ray, Chakraborty, & Moulik, 2006).
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Figura 16. Razdo entre os maximos de absorcao do lapachol (Abs279 nm/Abs250 nm)
com a proporcdo de agua e etanol (V/V) a 30,0 °C.

De acordo com a Figura 16 pode-se conferir uma constancia dos quocientes
(aproximadamente 0,65) até 80% de &gua; quanto mais proximo de 0.65 (razdo em
100% etanol) mais intensa € a banda em 250 nm, comparada a0 maximo em 279 nm e,
mais 0 composto estaria em seu estado monomérico. Todavia, em meios ricos em agua
(acima de 80%) o processo auto-agregacional foi favorecido devido a insolubilidade do
composto em meio aquoso.

O estudo das propriedades fisico-quimicas da B-lapachona em mistura binéria

também foi realizado e encontra-se apresentado na Figura 17.
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Figura 17. Espectros da B-lapachona sendo (a) Absorcéo eletrdnica Uv-Vis (2,0 x107
mol L™), (b) maximo de absor¢do em 255 nm,(c) Emissdo de fluorescéncia (5x10°mol
L™, Aexc=220 nm, fenda 10/10 nm) e (d) maximo de emissdo em 333 nm a 30,0 °C,
sendo -- 0%, -- 10%, --20%, --30%, --40%, --50%, --60%, --70%, --80%, --90%, --
100% de agua. As setas indicam a direcdo da variacdo espectral.

Por sua vez, para a p-lapachona em diferentes porcentagens de agua/etanol
(V/V) nédo foram observadas mudancas consideraveis no perfil do espectro de absorcao
eletrénica UV-Vis com o aumento do teor de 4gua no sistema (Figura 17-a), exceto para
as proporcOes entre 40 e 50% de agua, que demonstraram um subito aumento da

absorcéo eletrénica em aproximadamente 30% com posterior retorno. A Figura 17-b
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complementa os resultados evidenciando uma inexpressiva mudanca na intensidade de
absorcédoeletronica para a maioria das proporgdes (A. Wakisaka et al., 2001; Akihiro
Wakisaka et al., 2011). Tais resultados apontam, mais uma vez, que a mistura dos
solventes ndo pode ser considerada como um meio continuo, caracterizado apenas por
suas constantes fisicas (constante dielétrica, densidade, indice de refracdo), mas sim
como um meio descontinuo, constituido por moléculas de solventes individuais que
interagem mutuamente (Christian Reichardt, 2004). A descricdo do processo de
solvatagdo das moléculas em misturas de solventes é complexa, pois a espécie estara
solvatada preferencialmente pelo componente (dgua, alcool ou clusters) que permita
uma menor energia de Gibbs de solvatacdo (Christian Reichardt, 2004). Dessa forma,
avaliando os dados empiricos observados para a B-lapachona, nas porcentagens 40 e
50% de &gua (Figura 17-a), pode-se sugerir que o subito aumento notado nas
intensidades de absorcdo eletronica UV-Vis esté vinculado a composicdo da camada de
solvatagdo e ao processo de solvatacdo preferencial da espécie. Segundo Guo et al
(2004) tais eventos também podem estar associados a miscibilidade parcial do meio a
nivel molecular, bem como a forte associacao entre os solventes conjugados, regida por
ligacGes de hidrogénio, na formacgao dos “clusters” (J.-H. Guo et al., 2004).

No que tange aos espectros de emissdo de fluorescéncia para a -lapachona
(Figura 17-b), pode-se observar um aumento na intensidade de emissdo para as bandas
localizadas entre 275 a 375 nm variando de 0 a 20% de agua no meio. Em concordancia
aos espectros de absorgdo eletronica, 0 aumento na intensidade de emissdo de
fluorescéncia(Figura 17-c e 17-d) entre essas proporgdes de agua pode ser atribuida a
formagéo dos clusters e a influéncia dos mesmos na solvatacdo e monomerizagdo da
naftoquinona (D. C. da Silva et al., 2002). Em meios ricos em agua a diminui¢do na

intensidade de emiss@o de fluorescéncia, como observado para a p-lapachona e
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igualmente para o lapachol (Figura 16-d), pode ser resultante de dois efeitos, uma
agregacao mais intensa dos compostos com o aumento da polaridade do meio (Moreira
et al., 2010) e/ou ainda a desativacdo da fluorescéncia por moléculas de &gua
(Lakowicz, 2006). O fendmeno da supressdo de fluorescéncia em meio aquoso foi
investigado por Kyrychenko et al (2011) a partir de modelagem tedrica e por estudos de
fluorescéncia da 2,6-bis(1H-benzimidazol-2-il) piridina, em &gua e na presenca de
sistemas modelos mimetizadores. Nestes, foram examinadas as propriedades fotofisicas
e a capacidade do composto atuar como sonda para 0 meio aquoso, pois a fluorescéncia
da espécie foi observada somente em baixos teores de &gua. Segundo os autores, a
supressao de fluorescéncia por moléculas de agua é atribuida a formacéo de ligagdes de
hidrogénio intermoleculares, que favorecem a dissipacdo da energia excessiva de
moléculas eletronicamente excitadas (Kyrychenko et al., 2011; Lopez Arbeloa et al.,
1993).

Da mesma forma, estudos envolvendo sistemas binarios agua/etanol foram
realizados para a clorofila o por Moreira et al, 2010 e notado uma forte influéncia da
composigdo do meio na organizagdo estrutural da clorina. Em suma, os autores
verificaram uma queda nos espectros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia dos
compostos com o0 aumento do teor de &gua, atribuindo essa observacdo a elevada
polaridade da mistura binaria que, por favorecer as interacfes hidrofébicas, resulta na
auto-agregacéo do fotossensibilizador (Moreira et al., 2010).

Diante do exposto para as naftoquinonas, estes estudos mostraram, portanto,
o perfil espectral com a variacdo do meio refletido nas organizacGes estruturais das
especies. O proximo passo é avaliar o pKa do lapachol para a proporg¢do 50:50 (V/V)
agua/etanol (meio homogéneo), para posteriormente correlacionar com os dados de pKa

do mesmo quando incorporado em micelas copoliméricas.
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2.1.2. Determinacdo do pKa do lapachol em mistura binaria

homogénea constituida de agua/etanol

A atividade terapéutica de um medicamento esta intimamente subordinada a
permanéncia do mesmo no organismo. Assim, estudos que revelam a trajetéria do
farmaco no corpo sdo indispensaveis e fazem parte da avaliacdo farmacocinética do
principio ativo (Manallack, 2008; Y. Wang, Wang, Qiao, & Yin, 2010).

De uma forma geral, o0 medicamento s6 pode exercer efeito farmacoldgico a
partir do momento que transpor a membrana bioldgica e entrar na circulacdo sistémica,
responsavel pela trajetoria para diferentes tecidos e 6rgaos. A velocidade de transporte
e 0 processo de absorcdo das substancias sdo influenciadas por propriedades fisico-
quimicas que levam em conta o tamanho, forma molecular, coeficiente de particdo,
solubilidade, lipofilicidade, cristalinidade e a constante de dissociacdo (pKa),
parametros bastante difundidos em estudos biofarmacolégicos.

Devido a bicamada lipidica da membrana bioldgica, a lipofilicidade e
solubilidade da substancia em meio aquoso influencia a taxa de difusdo passiva (Binghe
Wang, Teruna J. Siahaan, 2005; Caetano & Tabak, 1999). O aumento da natureza
hidrofobica da espécie permite um acréscimo exponencial do fluxo intramembranar até
um dado limite, associado a reducdo da solubilidade e auto-agregacdo com consequente
diminuicdo da fluéncia (Binghe Wang, Teruna J. Siahaan, 2005).

Outro fator determinante no processo de biodisponibilidade refere-se ao
carater acido e basico dos farmacos e seus respectivos pKas. Devido ao maior carater

apolar das membranas bioldgicas, substancias neutras interagem melhor, sendo mais
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internalizadas que os compostos presentes na forma ionizada (Binghe Wang, Teruna J.
Siahaan, 2005). Amparados nessa conjuntura, os estudos envolvendo pKa dos farmacos
ganharam sentido, recebendo a devida ateng&o no desenvolvimento deste trabalho.

A avaliacdo do pKa do lapachol se fez inicialmente em mistura binéria
homogénea, constituida por &gua e etanol em uma propor¢éo 50:50 (V/V). O tratamento
dos dados espectrofotométricos foi realizado por dois métodos: i) método univariado,
que considera a contribuicdo da forma &cida e béasica apenas nos maximos de maior
absorcdo eletrénica relativa a cada espécie e ii) método quimiométrico multivariado, que
considera a contribuicdo das espécies em todos 0s comprimentos de onda avaliados e,
por isso, agrega maior confiabilidade aos resultados (Batistela et al., 2011; Sena et al.,
2001).

A Equacdo 11, utilizada para os ajustes sigmoidais univariados, parte do

equilibrio de dissociacdo do lapachol apresentado abaixo:

LapH— Lap + H' Equacdo 11

Como somente as espécies LapH e Lap™ influenciam no perfil do espectro

de absorcéo, as absortividades molares () podem ser escritas da seguinte forma:

glap[Lap] + €gpn[LapH] = €otar([Lap] + [LapH]) Equagdo 12

Considerando a proporcionalidade entre a absorbéancia e a absortividade

molar, a Equacéo 12 pode ser reescrita sob a forma:
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Atotal( [Lap] + [LaPH] ) = ALap [LaP] + ALapI-I [LapH] Equagéo 13

Sendo que a A corresponde a contribuicdo espectral das formas &cida (LapH) e
basica (Lap’) no maximo de absorcdo correspondente a cada espécie. A partir de
propriedades matematicas e consideracdes tedricas, como preconizado anteriormente no
trabalho de Freisinger (2007), a Equacéo 13 pode ser rearranjada sob a forma sigmoidal
aplicavel aos ajustes das curvas experimentais (Caetano & Tabak, 1999; Freisinger,

2007):

A _ Alapt Alapﬂlo(pka—pﬂ)
total — 1+10(Pka—pH)

Equagéo 2

Dessa forma, por considerar somente as implicagfes das formas protoliticas
em comprimentos de onda fixos, as avaliacbes realizadas sdo classificadas como
univariadas e, em muitos casos, limitadas na obtencdo de informacdes e precisdo dos
dados. Para confirmar as analises exploratérias dos graficos utilizou-se de metodologias
baseadas em andlises multivariadas, as quais utilizam simultaneamente todas as
variaveis na interpretacdo tedrica do conjunto de dados e, por isso, agregam maior
confiabilidade aos resultados (Batistela et al., 2011; Sena et al., 2001).

Na Figura 18 encontra-se o0 espectro de absorcdo eletrénica UV-Vis do

lapachol com a variagéo do pH.
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Figura 18. Espectro de absorcéo eletrdnica do lapachol em solugbes compostas por
mistura de solventes agua/etanol 50:50 (V/V) em pHs variando entre 2,5 e 10,3 a 30,0
°C.As setas indicam a direcdo da variacdo espectral com o aumento do pH.

Com base na Figura 18 pode-se verificar a influéncia do grau de protonacao do
meio nas alteracdes espectrais do lapachol, evidenciada pelo decaimento do maximo em

250 nm com simultanea elevacdo da banda em 275 nm (Ossowski et al., 2008).

As curvas sigmoidais para as formas protoliticas do lapachol em meio
homogéneo, estimados pelos dois métodos de andlise univariado e multivariado,

encontram-se apresentadas nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 20. Curvas sigmoidais da concentracdo relativa em funcdo do pH para o
lapachol, obtido pelo método quimiométrico multivariado.
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A partir das metodologias quimiométricas de analise multivariada,
utilizando-se o método da Matriz-K (Sena et al., 2001), obteve-se a projecédo

(simulacéo) dos espectros de absorbancia das espécies puras, conforme Figura 21.
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0,6 1

©

‘o

(% 0 4_
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o

a
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260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura 21. Espectro das espécies protoliticas puras estimados pelo método da Matriz-K.

No que concerne a Figura 21 pode-se verificar a presenca de dois méaximos
de absorcdo eletrénica para a forma neutra do lapachol, situados entre 240 e 300 nm. A
presenca da forma ibnica da espécie, lapachonato, foi verificada por meio da elevagéo
da banda na regido de 275 nm, com concomitante reducdo do maximo em 250 nm.

Para obtencdo dos valores de pKa aplicou-se aos dados a equacdo de
Handerson-Hasselbalch, resultando nos valores de 6,1+0,09 para analise univariada e
6,2+0,1 pelo método de avaliagdo multivariada, dado concordante com os resultados
verificados por Ossowski et al (2008), obtidos por titulagcdo potenciométrica na mesma

mistura de solventes.
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Para a maioria das células animais, a 37,0 °C, o pH fisioldgico encontra-se
proximo de 7,4 (Raman, Selvaganapathy, & Radhakrishnan, 2014). Isso indica que o
lapachol em pH fisiol6gico sera encontrado como uma mistura de formas protoliticas
(aproximadamente 10% na forma neutra e 90% lapachonato), onde cada uma podera
interagir diferentemente e apresentar diferentes velocidades de absorcéo pela membrana
celular, modulando seu efeito in vivo (Binghe Wang, Teruna J. Siahaan, 2005;
Manallack, 2008). O perfil de difusdo de cada forma protolitica frente & membrana
celular poderé ser estimado por meio da constante de ligacdo do lapachol em pH 4,5,
onde prevalece a forma neutra, e 8,0, em que predomina a forma idnica. Este estudo foi
desenvolvido e encontra-se apresentado na secéo 2.1.6.

Apos avaliar o pKa do lapachol em meio homogéneo, buscou-se avaliar a
interagdo das naftoquinonas com nanoesferas copoliméricas, sistemas utilizados, a
principio, para melhorar a solubilizagdo, estabilidade e biodistribui¢do do fa&rmaco.Para
isso, foram explorados previamente modelos experimentais simplificados que
respondem a tendéncia de solubilizacdo do farmaco, seja em micro-ambientes de maior
ou menor polaridade, a fim de se complementar os estudos da distribuicdo dos mesmos
em sistemas biomédicos solubilizadores/transportadores (Smith et al., 2012;

Wainwright, 2003).

2.1.3. Determinacao do coeficiente de particdo agua/octanol

O coeficiente de particdo do farmaco é uma medida quantitativa que fornece
informagdes acerca do carater hidrofobico/hidrofilico dos compostos em sistemas

bifasicos. Esses estudos sdo Uteis para compreensdo de fendbmenos fisico-quimicos e
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biofisicos de distribuicdo (Banerjee, 1980) dos farmacos in vitro (tendéncia de
distribuicdo nos sistemas carreadores) e in vivo (membranas bioldgicas, enzimas,
proteinas ou plasma sanguineo e fluidos intracelulares) (Smith et al., 2012).

Usualmente,valores negativos de log K, sdo atribuidos a compostos
hidrofilicos e indicam maior tendéncia dos mesmos a se particionarem para a fase
aquosa. Da mesma forma, valores de log K, superiores 1,5 séo caracteristicos de
compostos lipofilicos, que apresentam uma migracdo preferencial para a bicamada
lipidica. Valores intermediarios, entre 0 e 1,5, sdo caracteristicos de especies com
comportamento anfifilico (Smith et al., 2012; Wainwright, 2003).

Para o lapachol foi obtido log K, igual 0,97 e para B-lapachona 1,0
indicando que ambas as espécies apresentam um comportamento anfifilico, podendo
migrar tanto para a bicamada lipidica das membranas bioldgicas quanto se dissolver no
plasma sanguineo (J. Guo, Song, Ding, Zhang, & Sun, 2012; Smith et al., 2012;
Wainwright, 2003). A mesma anélise foi realizada para os derivados da clorofila a por
Gerola (2013), revelando um carater mais hidrofobico para a Pheid (log Kp 2,32) e

relativamente menor para a Zn-Chld (log Kp 1,5) (Gerola, 2010).

Propriedades fisico-quimicas das Naftoquinonas incorporadas em copolimeros

micelares P-123 e F-127

2.1.4. Determinacéo do pKa do lapachol nos copolimeros P-123 e F-

127.

A difusdo efetiva de principios ativos acidos e basicos através da bicamada

lipidica, conforme discutido na sec¢do 2.1.2., pode ser afetada pelo estado de carga do
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farmaco, determinado pelo pKa da espécie (David, Armstrong April, Ehrin, & Tashjian
Armen H., 2009). Assim, identificar a forma protolitica que o composto assumird empH
fisiologico e microlocal é de extrema importancia, uma vez que o grupo ionizavel
atribuira diferentes propriedades de ligagdo com sitios ativos da membrana celular
(Caetano & Tabak, 1999; Pellosi et al., 2013).

Vale ressaltar que os valores de pKa experimentais para lapachol em
sistemas micelares sé&o resultantes de variagGes ocorridas devido a interagdo do mesmo
com o sistema coloidal e, por isso, serdo chamados neste trabalho como pKa aparente
(pKagp)(Previdello, Carvalho, & Tessaro, 2006). Os experimentos foram conduzidos
utilizando-se concentracOes de surfactantes relativamente elevadas (2% m/V, o que
corresponde a 3,0x10®°mol L™ para F-127 e 7,0x10°mol L™ para P-123), para garantir a
ligacdo completa entre a naftoquinona e a micela copolimérica (Caetano & Tabak,
1999). Os resultados foram comparados aos obtidos em meio homogéneo, apresentados
na secao 2.1.2.

A determinacdo do pKa aparente do grupo oxidrila presente no lapachol se
fez pelo método espectrofotométrico de absorcdo eletrénica UV-Vis, avaliando-se a
variacdo da absorcgéo eletrénica UV-Vis das bandas de maior absortividade molar, que
concerne as formas &cidas e béasicas, em 250 e 273 nm, respectivamente (Freisinger,
2007; Previdello et al., 2006). Os tratamentos dos dados espectrofotométricos foram
realizados pelo método univariado e quimiométrico multivariado, cujas caracteristicas
foram discutidas na secdo 2.1.2. (Batistela et al., 2011; Sena et al., 2001).

Na Figura 22 encontram-se 0 espectro de absorcao eletrénica UV-Vis para o

lapachol em F-127 em diferentes pHs.
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Figura 22. Espectro de absorcéo eletronica do lapachol em F-127 (2% m/V; 3,0x10°
®mol L™) em pHs variando de 3,5 e 8,0 a 30,0 °C. As setas indicam a diregdo da
variacgao espectral com o aumento do pH.

A partir da Figura 22 pode-se verificar que a influéncia do pH do meio nas
alteracdes espectrais do lapachol foi semelhante aos resultados obtidos para a mistura
binaria homogénea (Figura 18 da secédo 2.1.2.). O aumento do pH foi acompanhado pela
reducdo do maximo em aproximadamente 250 nm com simultanea elevacao da banda na
regido de 275 nm (Ossowski et al., 2008).

Nas Figuras 23 e 24 encontram-se as curvas sigmoidais obtidas pelas

metodologias de analise univariada e quimiométrica multivariada, respectivamente.
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Figura 23. Curvas sigmoidais para o lapachol em diferentes pHs, sendo (a) e (b)
aplicacdo do método univariado para o lapachol formulado em P-123 (2% m/V;
7,0x10° mol L™, (c) e (d) aplicacdo do método univariado para o lapachol formulado
em F-127 (2% m/V; 3,0x10° mol L), nos maximos de 250 e 274 nm, respectivamente.
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Figura 24. Curvas sigmoidais de concentracdo relativa em funcdo do pH para o
lapachol obtidas pelo método quimiométrico multivariado, sendo (a) em P-123 (2%
m/V; 7,0x10° mol L) e (b) em F-127 (2% m/V; 3,0x10° mol L™).

Os ajustes das curvas sigmoidais (Figura 23), realizados a partir da Equacéo
2 (método univariado), para o lapachol em F-127 e P-123, resultaram nos valores de
pKa de 6,2+0,1 e 7,0+0,1, respectivamente.

A concentracdo relativa das espécies protoliticas (Figura 24) envolvidas nos
sistemas, obtida pelo método quimiométrico multivariado, foi aplicada na equacdo de
Handerson-Hasselbach, obtendo-se os valores de pKa,, de 6,0+0,1e 6,6+0,1 para 0
lapachol em F-127 e P-123, respectivamente(Batistela et al., 2011; Sena et al., 2001).
Os dados obtidos pelos métodos de anélise univariado e multivariado apontaram valores
menores de pKay, para o lapachol em F-127 (6,2 e 6,0) e maiores valores para o
lapachol em P-123 (7,0 e 6,6).

Sob o ponto de vista tedrico, as micelas formadas pelos copolimeros F-127 e
P-123 sdo caracterizadas como ndo ibnicas e, portanto, infere-se que os efeitos de

superficie sdo resultantes da carga de polarizacdo e menos expressivos que nos sistemas
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analogos idnicos. Segundo a literatura, existem duas formas de interpretacdo dos
resultados de pKag, dos compostos incorporados em micelas néo ionicas. Por um lado,
alguns trabalhos desconsideram a variacdo de pKa (entre a superficie da micela ndo
ibnica e a agua) e explicam seus resultados com base na conjectura de que o pKa
intrinseco € o mesmo medido em superficies neutras (Fernandez & Fromherz, 1977,
Fromherz & Masters, 1974; Loginova, Samokhina, Mchedlov-Petrossyan, Alekseeva, &
Sawvina, 2001). Por outro, a compreensdo dos deslocamentos no equilibrio de
dissociacdo dos compostos nesses sistemas levam em consideracdo uma interacdo entre
os ions hidrdnio (Hz0") com os segmentos polares (OE) da regido hidrofilica da micela,
causando uma leve reducédo de pH micro-local na regido interfacial da mesma (Caetano
& Tabak, 1999; Previdello et al., 2006). Em estudos desse tipo, os efeitos vinculados a
localizagcdo do farmaco na micela copolimérica também sdo considerados, visto que a
posicdo do mesmo influencia diretamente em seu acesso aos protons e,
consequentemente, na estabilizacdo da forma protolitica predominante da espécie no
meio micelar (Caetano & Tabak, 1999; Harada & Okada, 1990).

A Figura 25 ilustra a influéncia que o tamanho do segmento hidrofilico pode

acarretar no equilibrio de dissociacdo do lapachol.
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Figura 25. Efeito da concentracdo de fons hidronio [H'] sobre o equilibrio de
dissociacdo do lapachol.

As micelas de F-127 sdo mais volumosas que as micelas de P-123, devido a
maior razdo entre grupos OE/OP (6xido de etileno/oxido de propileto) (Figura 12 e
Figura 25), que Ihe conferem uma regido hidrofilica com volume e area superficial cerca
de 5 vezes maior (P Alexandridis et al., 1995; Bakshi & Sachar, 2006; Shiraishi, Inoue,
& Hirai, 2010; Wanka et al., 1994). Esse fato pode estar vinculado a pequena variacédo
no valor de pKaap, para o lapachol em micelas de F-127 comparado a P-123 (Caetano &
Tabak, 1999).

Os segmentos OE causam uma mudanca da polaridade do micro-ambiente,
podendo influenciar no equilibrio de dissociacdo do lapachol (Fernandez & Fromherz,
1977; Previdello et al., 2006). As micelas de P-123 apresentam um tamanho de
segmento hidrofilico menor, contendo uma razdo mais baixa de grupos OE/OP e um
maior carater hidrofobico em relagdo ao F-127 (Wanka et al., 1994). Regido por seu
carater anfifilico, o lapachol pode ter se alojado em um micro-ambiente complexo

(Bonnet, Berleur, Roman, & Fatome, 1989) que desfavoreca a dissociacdo da
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naftoquinona por efeitos vinculados &: maior interagdo entre a espécie neutra com a
micela ou simplesmente ter deslocado o equilibrio para minimizar os efeitos de repulsdo
eletrostatica (grupos OE e a espécie anidnica lapachonato) (Loh & Volpe, 1992). Além
disso, o maior valor de pKaa, obtido pode indicar maior acesso dos ions hidroxdnios ao
lapachol, provavelmente devido a menor extensdo da porcdo hidrofilica (Figura 25),
deslocando o equilibrio para a forma neutra.

Sob 0 mesmo ponto de vista, as micelas de F-127 oferecem uma regido
hidrofilica maior e com maior teor de agua estruturada. Assim, a similaridade entre a
polaridade do ambiente aquoso e dos micro-compartimentos da corona micelar (mais
hidratados), podem justificar a semelhanca entre os valores de pKa,, obtidos para o
lapachol em micelas de F-127 (Shiraishi et al., 2010). Além disso, os efeitos de
localizagédo da naftoquinona na micela podem contribuir para baixas variagdes entre 0s
dados em meio homogéneo e micro-heterogéneo. Descrigdes que levam em conta o
posicionamento do farmaco no micro-ambiente micelar e sua influéncia nos valores de
pKaa, foram reportadas por Harada et al (1990), que estudaram a dissociacdo de
propilamina e metilamina incorporadas em micelas SDS. Os autores atribuiram as
variacfes nos valores de pKa as distintas posicdes das espécies nos micro-dominios
micelares (Harada & Okada, 1990).

Ap0s os estudos que evidenciaram as formas protoliticas predominantes das
naftoquinonas nos micro-ambientes das micelas, buscou-se investigar as isotermas ou
perfil de associagdo das mesmas com os copolimeros micelares, conforme apresentado

na proxima secao.
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2.1.5. Avaliacdo da Interagdo das naftoquinonas com sistemas
micelares copoliméricos em &agua pura (pH 5,0): andlise das isotermas de

associacao naftpquinona/poloxamero.

Apos verificar o comportamento dos compostos em meios ricos em agua
(Secédo 2.1.1.), o balanc¢o hidrofdbico das espécies (Secéo 2.1.3.) e a forma protolitica do
lapachol no micro ambiente micelar (Secéo 2.1.4), partiu-se para estudos que avaliam a
interagdo primaria das naftoquinonas com os sistemas solubilizadores micelares
(Rangel-Yagui, Hsu, Pessoa-Jr, & Tavares, 2005).

Devido a proximidade verificada entre o pKa do lapachol (préximo a 6,2) e
o pH fisiolégico (7,4), optou-se por avaliar a interacdo dessa espécie com 0S
copolimeros micelares em diferentes condi¢Ges: em meio acido (pH 4,5 onde prevalece
a forma neutra do lapachol), basico (pH 8,0 em que predomina a forma idnica) e em pH
5 (4gua destilada). O objetivo da investigacdo estd vinculado a previsdao do
comportamento das formas protoliticas do lapachol, na forma protolitica individual (em
pH 4,5 e 8) e combinada (em meio aquoso, com mistura de formas protoliticas), em
presenca dos surfactantes poliméricos que, além de desempenharem a funcdo de
biotransportadores, atuam também como sistemas mimetizadores da membrana celular
(Fendler, 1982). A avaliacdo da interacdo primaria (To) do lapachol e pB-lapachona com
os copolimeros micelares foi complementada com estudos de ligacdo apds 48 horas
(Teg), a fim de identificar efeitos de reorganizacdo estrutural e auto-agregacao dos
compostos dependente do tempo. As avalia¢Ges da interacdo em pHs especificos foram
realizadas somente no tempo inicial e serdo apresentadas na proxima secao.

Os estudos de interacdo com os surfactantes poliméricos servirdo como base

para compreender o comportamento, no que diz respeito a influéncia nas propriedades
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fisico-quimicas e fotodindmicas in vitro e in vivo, das naftoquinonas sozinhas e
combinadas com os fotossensibilizadores derivados da clorofila, incorporados nos
sistemas micelares nanoestruturados pelo método de dispersdo solida (Zhang et al.,
1996). A administracdo das naftoquinonas formuladas buscou contribuir no efeito
terapéutico global com uma adicional citoxicidade n&o dependente da luz,
complementando o tratamento fotoinduzido dos fotossensibilizadores, os quais fazem
uso de irradiacdo com comprimento de onda especifico (Lamberti et al., 2013). Para o
caso do lapachol e B-lapachona, o sistema de solubilizacdo utilizado visa influir na
farmacocinética, melhorando sua biodisponibilidade, estabilidade no organismo, além
de favorecer a seletividade na entrega do farmaco (Batrakova et al., 2010).

Os estudos basearam-se no monitoramento da emisséo de fluorescéncia com
a titulacdo de uma solucdo da naftoquinona (2x10°mol L™) em meio aquoso (ou
tamponado em pH 4,5 e pH 8, apresentados na proxima se¢do), contendo 0,2% (V/V) de
etanol (porcentagem esta que n&o interfere na estabilidade das micelas)(Vilsinski,
2013), com diferentes volumes dos copolimeros micelares, variando entre 0 e 5x10™mol
L, partindo de uma solucéo estoque 4% (m/V; o que corresponde a 3 mmol L™ de F-
127 e 7 mmol L™ de P-123), em meio aquoso (ou nos respectivos tampdes), para se
obter as isotermas de ligacdo naftoquinona-copolimero (K. Liu, Wang, Yao, & Luo,
2007). A afinidade dos compostos com os pluronics® foi estimada por meio da
constante de ligacdo (Kp), parametro obtido a partir de ajustes que levam em conta a
variagdo na intensidade de emissdo com a concentragdo do surfactante, considerando os
parametros CMC (concentracdo micelar critica) e n (nimero de micelas por moléculas
de FS), importantes na analise da ligacdo entre os sistemas copoliméricos micelares e o
principio ativo(Caetano & Tabak, 1999; Pellosi et al., 2013). Os espectros de emissao

fluorescéncia do lapachol no Ty € Teq, monitoramento do maximo de emissdo (Amax=
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334nm) em funcgdo da concentragdo dos copolimeros P-123 e F-127 e os ajustes das

isotermas de ligagdo encontram-se apresentados no Figura 26.
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Figura 26.Lapachol (2x10° mol L™) em concentragdes variadas de P-123, sendo (a)
espectros de emissdo de fluorescéncia no Ty, (b) espectros de emissdo de fluorescéncia
N0 Teg(Aexe= 230 nm, fenda 10/10 nm) e (c) isotermas de ligacdo no Ty e Teq Obtidas a
30,0 °C e em agua destilada com pH 5. As setas indicam a direcdo da variacao espectral
com a adi¢do de copolimero.

Por intermédio das Figuras 26-a e 26-b, referentes ao lapachol em P-123 no
To e Teq, pode ser observado que a intensidade de emissédo de fluorescéncia para o

lapachol (2x10° mol L™) em &gua foi extremamente pequena, fato justificado pelo
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efeito da auto-agregacdo dos compostos em meio aquoso, conforme verificado na se¢éo
2.1.1 em sistemas binarios homogéneos compostos por agua e etanol, além do processo
da autosupressdo de fluorescéncia por moléculas de agua (Gracetto et al., 2010;
Kyrychenko et al., 2011; Lakowicz, 2006; Lopez Arbeloa et al., 1993). Com a adic¢éo
subsequente de aliquotas do copolimero P-123, foi observado um aumento na
intensidade de emissdo de fluorescéncia do composto de forma semelhante no To e Teq,
efeito possivelmente associado a: i) redugdo da supressdo por moléculas de agua com a
particdo do farmaco para as micelas e ii) a associacdo dos compostos com a micela
induz & monomerizagdo dos mesmos e redistribuicdo no microambiente micelar com
consequente recuperacdo da fluorescéncia (Paschalis Alexandridis & Hatton, 1995). No
que tange a Figura 26-c pode-se notar que as intensidades de emissdo de fluorescéncia
no To e Teq Se assemelham, indicando que o sistema foi capaz de estabilizar o lapachol
no estado monomerizado e que ndo houve uma reorganizacao significativa do farmaco
na micela ap6s o equilibrio. Dessa forma, para o lapachol em P-123, o sistema se
mostrou eficiente na solubilizagdo no Ty e Teq € demonstrou aparentemente um processo
de estabilizagdo relativamente rapido (Vilsinski, 2013).

Na Figura 27 encontram-se os espectros de emissdo de fluorescéncia e as

isotermas de ligagdo obtidas no Ty e Teq para o lapachol em F-127.
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Figura 27.Lapachol (2x10°mol L) em concentracdes variadas de F-127, sendo (a)
espectros de emissdo de fluorescéncia no Ty, (b) espectros de emissdo de fluorescéncia
NO Teq (Aexc= 230 nm, fenda 10/10 nm) e (c) isotermas de ligacéo no To e Teq, Obtidas a
30,0 °C e em agua destilada com pH 5. As setas indicam a direcdo da variacao espectral
com a adi¢do de copolimero.

Com base na Figura 27 pode-se verificar a presenca de resultados analogos
aos supracitados para o lapachol em P-123 no T, (Figura 27-a) que, da mesma forma,
demonstrou associar-se imediatamente & micela propiciando a desagregacdo e

redistribuicdo no microambiente micelar durante um processo primario de ligacéo.
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Entretanto, as medidas no Teq diferiram do comportamento esperado (Figura27-b e 27-
c),demonstrando um decaimento do maximo de emissdo de fluorescéncia com o
aumento da concentragdo do surfactante, indicando que houve uma reorganizagéo
estrutural do composto nos nanocarreadores de F-127, com auto-agregados na micela
polimérica apds a estabilizacdo termodindmica (Vilsinski, 2013). Os dados dos
experimentos envolvendo absorgao eletronica UV-Vis para o lapachol em F-127 no T
(ndo mostrados) corroboram com o verificado para a emissdo, evidenciando uma
diminuicdo e alargamento das principais bandas de absorcéo eletrénica resultantes da
reducdo da concentracdo das espécies monomerizadas. De modo semelhante, Vilsinski
(2013) verificou uma reorganizacdo estrutural da Ftalocianina de Aluminio-cloro no
copolimero P-123 e F-127 com o passar do tempo, dependente da razéo [FS]/[micela],
através de medidas de absorcéo eletronica UV-Vis. Esta reorganizacédo foi explicada em
termos da complexidade do micro-ambiente micelar copolimérico.

Semelhantemente, as isotermas de ligagdo obtidas para a B-lapachona nos
copolimeros micelares P-123 e F-127 apontaram o efeito de reorganizacdo dependente

do tempo, conforme Figuras 28 e 29, respectivamente.
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Figura 28. p-Lapachona (2x10°mol L™) em concentracdes variadas do copolimero P-
123, sendo (a) espectros de emisséo de fluorescéncia no Ty, (b) espectros de emissao de
fluorescéncia no Teq (Aexc= 230 nm, fenda 10/10 nm) e (c) isotermas de ligagdo no To e
Teq, Obtidas a 30,0 °C e em &gua destilada com pH 5. As setas indicam a dire¢do da
variacdo espectral com a adi¢do de copolimero.

No que tange a Figura 28-a e 28-b, para o sistema -lapachona/P-123, pode-
se verificar um aumento da intensidade de emissao de fluorescéncia com a concentracao
do copolimero no Ty, com efeitos de redistribuicdo e/ou auto-agregacdo da naftoquinona

no Teq (Figura 28-c).
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Figura 29.p-Lapachona (2x10°mol L™) em concentracdes variadas do copolimero F-
127, sendo (a) espectros de emisséo de fluorescéncia no Ty, (b) espectros de emissao de
fluorescéncia no Teq (Aexc= 230 nm, fenda 10/10 nm) e (c) isotermas de ligagdo no To e
Teq, Obtidas a 30,0 °C e em &gua destilada com pH 5. As setas indicam a dire¢éo da
variacdo espectral com a adi¢do do copolimero.

Da mesma forma, as Figuras 29-a e 29-b demonstram a particdo da

naftoquinona para o copolimero, evidenciada pelo aumento na intensidade de emissao
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de fluorescéncia com a adi¢do do surfactante polimérico, sobretudo para a Figura 29-a
(B-lapachona/F-127) comparado aos outros sistemas (Figura 26 a 29). Para a Figura 29-
a e 29-c verifica-se uma desagregagdo mais expressiva no Ty, visto que a intensidade de
emissdo de fluorescéncia foi cerca de 29 vezes maior ao valor obtido no Tegrevelando
uma interagdo inicial mais acentuada da B-lapachona com o copolimero F-127. A menor
intensidade de emissdo da f-lapachona no Teq deve-se, como ja discutido anteriormente,
ao processo de reorganizagdo molecular e auto-agregagdo do composto com o decorrer
do tempo nos microambientes complexos das micelas copoliméricas.

No que concerne ao comportamento da B-lapachona/F-127 no Teq (Figura29-
b e 29-c) pode-se verificar um perfil digressivo para a isoterma de ligagéo, ou seja, a
mesma apresentou uma expressiva reducdo na intensidade de emisséo de fluorescéncia
comparada ao Tp, mais uma vez vinculada a efeitos de redistribuicdo e reorganizagéo
temporal da naftoquinona nos microambientes micelares (Vilsinski, 2013).

Os valores de Ky (constante de ligagédo), que refletem o grau de interacdo
dos farmacos com as nanoesferas coloidais (Tabela 3), foram obtidos por meio da
Equacdo 4, para as Figuras 26, 27, 28 e29-c (Caetano & Tabak, 1999; Lazaro et al.,
2008). Os valores de Ky considerados foram aqueles que ofereceram a melhor qualidade

do gréfico de residuos regular obtido nos ajustes ndo lineares (ndo mostrado).
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Tabela 3. Valores de K, (constante de ligagcdo) do lapachol e B-lapachona com sistemas
micelares de P-123 e F-127, a 30,0 °C, em &gua destilada (pH 5,0), estimados pela
Equacdo 4, no To=tempo inicial.

Ky(10°Lmol™)  CMC(10°molL™) n
lapachol/F-127 16,8+0,8 4,41+0,9 1,040,001
lapachol/P-123 1,28+0,03 29,6+£3,9 1,0+0,001
B-lapachona /F-127 7,8+0,5 6,80+0,9 0,8+0,01
B-lapachona /P-123 4,7+0,2 0,38+2,7 1,0+0,005

As isotermas no Teq para o0s sistemas naftoquinona/copolimero ndo puderam
ser ajustadas pelo modelo proposto, devido a complexidade do perfil de interacdo
naftoquinona/copolimero (Hosseinzadeh, Maleki, Matin, & Nikkhahi, 2008; Moore,
Harris, & Palepu, 2007; Vilsinski, 2013). Esse efeito foi associado a estabilizacdo da
naftoquinona nos sistemas micelares copoliméricos que, quando comparados aos
surfactantes usuais, apresentam caracteristicas intrinsecas e que podem conferir aos
sistemas comportamentos anémalos, dependendo da concentracdo, complexidade na
organizacdo estrutural e localizacdo do farmaco no micro ambiente (Vilsinski, 2013).
Uma das distingdes mais marcantes entre as micelas usuais (SDS, CTAB, entre outras) e
as copoliméricas esta na constituicdo dos unimeros poliméricos que, individualmente,
apresentam a capacidade de solubilizar farmacos hidrofébicos, mesmo abaixo da CMC,
devido a sua auto-associacdo em meio aquoso e a formacdo de micro dominios com
propriedades especificas e polaridade distinta (P. Liu et al., 2008).

Segundo os dados apresentados para as naftoquinonas incorporadas nos
copolimeros micelares F-127 e P-123 (Tabela 3) pode-se verificar, no geral, maior

interacdo de ambos os compostos com o copolimero F-127 no Ty, visto que 0S mesmos
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ofereceram maior constante de associac¢do (Kp). Além disso, comparando-se as medidas
nos tempos iniciais (To) da Figura 26-c (lapachol/P-123) com 27-c (lapachol/F-127) e
28-c (B-lapachona/P-123) com 29-c (B-lapachona/F-127) pode-se verificar que ambos
interagem significativamente com os copolimeros micelares no Ty, sem reorganizagdo
aparente, provavelmente devido ao primeiro contato com o sistema micelar que, por
apresentar maior area superficial com relagdo ao farmaco, oferece maior capacidade de
adsorver a naftoquinona. No T, o0 lapachol apresentou os maiores valores de Ky, para o
sistema em F-127, sendo aproximadamente 10 vezes maior que seu analogo em P-123.
Para a B-lapachona o mesmo foi verificado, sendo que o valor de K, obtido foi
aproximadamente duas vezes maior ao verificado em P-123 no T, (Tabela 3). Esse
efeito pode estar atrelado a maior extensdo do segmento OE caracteristico dessas
micelas quando comparadas as obtidas em P-123 (Figura 25) e a baixa hidrofobicidade
das naftoquinonas, conforme verificado pelos coeficientes de particdo agua/octanol
apresentados na Sec¢do 2.1.3, permitindo maior interagdo naftoquinona/regido OE das
micelas de F-127.

No que tange ao pardmetro n (Tabela 3), associado ao nimero de moléculas
de farmaco por nanoparticula coloidal,pode-se verificar valores proximos a unidade,
indicando a presenca de uma molécula de naftoquinona solubilizada por micela. A
respeito dos valores de CMC verificados (Tabela 3), pode-se afirmar que a presenca da
naftoquinona forneceu valores razodveis de CMC nos ajustes, tanto para o F-127
(CMCiiteratura N@ ordem de 107°) quanto para 0 P-123 (CMCiierawura Na ordem de 107°)
(Paschalis Alexandridis & Hatton, 1995; Su, Wang, & Liu, 2002).

As respostas obtidas nesses estudos (reorganizacéo estrutural dos compostos
nos copolimeros com o passar do tempo) levam a concepcao de que as naftoquinonas

ndo podem ser formuladas pela simples adi¢do de surfactante, metodo direto, e que o
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procedimento de formulagdo por dispersdo solida (DS) poderia ser mais eficiente na
estabilizacdo do composto na matriz micelar. A prerrogativa que caracteriza 0 método
DS vantajoso esta vinculada a formagéo de uma matriz sélida amorfa que, pelo fato das
moléculas estarem arranjadas ao acaso, requer uma energia de solvatacdo e
homogeneizacdo menor, favorecendo uma dissolucdo rapida e efetiva, além de permitir
um encapsulado com maior concentragdo de espécies monomerizadas devido ao maior
contato farmaco/copolimero (Shi et al., 2013).

Diante da complexidade das isotermas de ligacdo e da dificuldade em se
obter o parametro que estima a interacdo naftoquinona/copolimero (Kp), avaliaram-se
também os valores de K}, pela equacéo tradicional de duplo reciproco, que ndo considera
influéncia das variaveis CMC e o termo n em suas determina¢cdes (ndo mostrado). Os
valores de Ky obtidos no Ty a partir da equacdo de duplo reciproco, embora superiores
aos apresentados na Tabela 3 seguiram a mesma tendéncia e demonstraram Ky’s
maiores para 0s sistemas naftoquinona/F-127, sendo aproximadamente 10 vezes maior
para o lapachol e 1,3 vezes maior para a B-lapachona, comparada a seus analogos em P-
123.

Investigacdes envolvendo a ligagdo entre os copolimeros e os derivados da
clorofila haviam sido previamente realizadas nos estudos desenvolvidos por Gerola
(2011). Na Figura 30 encontram-se os espectros de emisséo de fluorescéncia obtidos por

Gerola (2011) para os derivados Pheid em F-127 e P-123.
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Figura 30.Estudos de ligacdo clorofila/copolimero desenvolvidos por Gerola et al
(2011) e Gerola (2013) sendo, (a) espetros de emissdo de fluorescéncia do Pheid
(5,0x107 mol L™) com a adic&o de aliquotas de P-123 2% (m/V), (b) Amax 610 nm do
Pheid em P-123, (c) espetros de emissdo de fluorescéncia do Pheid (5,0x107 mol L™)
com a adicdo de F-127 2% (m/V) e (d) Amax 610 nm do Pheid em F-127. Dados extraidos
de Gerola, 2010.

No que tange as Figuras 30-a e 30-c podem-se verificar comportamentos
similares aos observados para as naftoquinonas, isto é, um aumento na intensidade de
emissdo de fluorescéncia com a adi¢do do copolimero. Segundo a autora, tais eventos
estdo atrelados a efeitos de interacdo, associagdo e monomerizagdo da clorina nos

microdominios micelares. Com base nas Figuras 30-b e 30-d podem-se verificar
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comportamentos divergentes aos verificados para as naftoquinonas. As curvas
experimentais obtidas para o derivado clorinico mostram comportamentos semelhantes
e comumente observados em isotermas de ligagéo, caracterizado por uma etapa simples
de interagdo com tendéncia a saturacdo na interagdo com o copolimero(Hosseinzadeh et
al., 2008; Moore et al., 2007). As isotermas com perfil definido ndo foram obtidas para
as naftoquinonas, sobretudo no Teq, sendo esse efeito foi atribuido a complexidade do

sistema.

As constantes de ligagcdo (Kyp), que estimam a interacdo clorofila/copolimero,
foram determinadas pelos ajustes da Equacéo 4, fixando n igual a 1. Os dados obtidos
revelaram uma forte interacéo clorofila/surfactante, com valores de Ky, na ordem de 10*

(Gerola, 2010; Gerola, Tsubone, et al., 2011).

2.1.6. Avaliacdo da Interacdo do lapachol com sistemas micelares

copoliméricos em pHs &cido (4,5) e bésico (8,0)

As micelas copoliméricas, assim como outros sistemas biotransportadores,
sdo frequentemente utilizadas para transporte e entrega de farmacos devido a uma série
de vantagens. A protecdo contra degradacdo ou excrecdo do farmaco, efeito da
solubilizacdo do medicamento, entrega direcionada e a protecdo contra os efeitos
colaterais sdo os beneficios que atribuiram a esses sistemas destaque na pesquisa (van
Nostrum, 2004).

Uma vez na corrente sanguinea, o farmaco incorporado no biotransportador

pode alojar-se no tecido doente por dois efeitos principais: a retencéo e permeabilidade
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aumentada (EPR - Enhanced Permeability and Retention), com liberacdo da carga de
uma forma ndo controlada ou ainda por um estimulo responsivo, com mecanismo de
liberacdo desencadeado por estimulos locais do tecido doente, como temperatura e
pH(Gao, Li, & Lee, 2013). O pH dos tecidos tumorais ¢ mais acido que os tecidos
sadios (pH 7,4). Isso ocorre devido a maior taxa de glicélise nessa regido produzindo,
entre outros &cidos, o &cido latico em condicdes aerdbias e anaerdbias (Gao et al.,
2013). Essa caracteristica tem sido utilizada como fonte de estimulo interno para
liberacdo do medicamento. Além disso, a maior acidez das organelas endossomo (5,5-
6,5) e lisossomos (4,5-5,0) faz com que o copolimero tenha maior tendéncia de
incorporacdo nas mesmas. A desestabilizacdo causada € um ponto importante para a
maior permanéncia e atividade do medicamento no citosol (I. Lee et al., 2013).

Os polimeros sensiveis ao pH sdo constituidos por grupos ionizaveis, que
alteraram sua forma protolitica em resposta a uma variagdo do pH do meio. A medida
que os valores de pH sdo modificados, a ionizacdo do polimero pode ser alterada,
resultando em modificagdes no didmetro hidrodindmico e estado molecular das cadeias
de polimero (Louro, Nascimento, & Tabak, 1994; K. Singh, Dharaiya, Marangoni, &
Bahadur, 2013).

Singh et al (2013) estudaram a influéncia da p-toluidina, cujo pKa é 5,1,na
viscosidade, forma e tamanho micelar com a variagdo do pH em micelas de surfactantes
anidnico (SDS- dodecil sulfato de sddio), catidnico (DTAB - brometo trimetilaménio de
dodecilo), zwiteriénico (DDMPS - dodecil-N,N-dimetil-3-amino-1-propanosulfonato),
catidnico ndo anidonico (DMDAO - oxido de amina dodecil — dimetil) e ndo idnico
(Triton X-100). Os autores verificaram que dependendo da forma protolitica da p-
toluidina pode ocorrer interacdo eletrostatica ou hidrofobica com os surfactantes. A

localizagdo da substancia na micela polimérica influi em sua forma e esta pode ser
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modificada com a variacdo do pH do meio. De uma forma geral, os autores notaram
comportamentos particulares para cada surfactante, obtendo uma modificagéo estrutural
mais significativa para as micelas de SDS em baixos valores de pH, que passaram de
cilindricas para bastonetes. O efeito foi atribuido a formacéo do par iénico entre os
monomeros SDS e a forma catidnica da p-toluidina (pKa 5,1), favorecendo a
solubilidade da p-toluidina e ao aumento da viscosidade em pH baixo. De forma
analoga, as micelas de DMDAO demonstraram sensibilidade de tamanho e forma com a
variacdo de pH. Nesse caso, as modifica¢des verificadas foram influenciadas pelo grau
de protonacdo da “cabega” o6xido amino do surfactante, que influencia nas interagdes
eletrostaticas e ligacGes de hidrogénio. Os resultados demonstraram a presenca de
micelas na forma de haste entre pH 5-6, regido essa de maior viscosidade, esférica em
pH baixo e eliptica em meio alcalino. As respostas obtidas para as micelas de Triton X-
100, da mesma forma, demonstraram sensibilidade ao pH e um aumento do tamanho
micelar em meios alcalinos. O efeito foi associado a forma protolitica da substancia
acima do ponto isoelétrico (pH 5,1) que, por ndo causar efeitos de repulsdo, permitiu o
crescimento micelar. Em pHs baixos o inverso foi verificado. A protonacdo da p-
toluidina e os segmentos o0xido de etileno da micela geraram efeito de repulséo, fazendo
com que a p-toluidina se aloje em um micro ambiente externo da micela, na interface
micela-4gua, reduzindo o tamanho do carreador de forma semelhante a “referéncia”
obtida sem a presenca da p-toluidina. Os resultados obtidos para os sistemas DTAB /
DDMPS demonstraram certa inércia da forma e tamanho micelar com a varia¢do do pH
do meio (K. Singh et al., 2013).

Louro et al (1994) estudaram a ligagdo pH-dependente da dibucaina,
farmaco utilizado como anestésico local, com micelas i6nicas (CTAC-cloreto de

cetiltrimetilamonio, LPC-isoleucina e SDS-dodecilsulfato de sddio) por espectroscopia
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de emissdo de fluorescéncia. A estrutura quimica de muitos anestésicos locais envolve a
presenca de uma amina terciéria e anéis aromaticos. O grupo amina terciaria apresenta
um valor de pKa préximo ao pH fisioldgico, o que implica a presenca de duas formas
protoliticas interagindo com os sistemas bioldgicos. Os anéis aromaticos apresentam
propriedades fluorescentes particulares que variam com o estado de protonagéo,
permitindo o acompanhamento das mudangas no valor de pKa decorrentes da
associacao dibucaina /micela. A mudanca nas intensidades de emissdo foi o parametro
utilizado pelos autores para a determinacdo da constante de ligacdo para as formas
carregada e neutra da espécie. Segundo os autores, a proximidade entre o pKa da
substancia e o pH fisiol6gico exige estudos cujo objetivo é a investigacdo das
propriedades de ligacdo de cada forma protolitica com a membrana celular. Para isso, a
utilizacdo de sistemas modelos, como as micelas poliméricas, sdo fundamentais para
estimar a afinidade de moléculas anfipaticas com a membrana biol6gica, seja na
avaliagdo do pKagp) ou determinacdo da constante de ligagdo, ambos resultantes da
interacdo do medicamento com sistemas membranares ou biotransportadores em si.
Com relacdo as constantes de ligagdo pH dependentes (realizadas em pHs que
favorecam a presenca de somente uma forma protolitica), obtidas entre a dibucaina e as
micelas ibnicas (CTAC, SDS e LPC), os autores observaram que a forma protolitica
neutra em micelas de CTAC e LPC atingiram a saturagcdo em concentragdes mais baixas
de surfactante, comparada a forma ionizada. Isso quer dizer que os valores de constante
de ligacdo obtidos para a forma neutra nesses sistemas micelares foram maiores,
comparados aos valores obtidos para a forma protonada. Para as micelas de SDS, o0s
autores verificaram que a saturagdo de surfactante foi atingida em menores
concentracdes para a forma protonada (meio &cido), comparada a forma neutra, levando

a um valor de K, aproximadamente 11 vezes maior para a forma ionizada. Esse efeito
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foi justificado pela interagéo entre as cargas opostas das micelas de SDS (anionica) e a
forma protolitica da dibucaina, carregadas positivamente em meio acido (Louro et al.,
1994).

Yang, B. et al (2006), utilizando-se das técnicas de espectroscopia no
infravermelho, fluorescéncia e microscopia, investigaram o efeito da adicdo de acido no
tamanho, TMC e constituicdo de micelas de P-123. Os autores utilizaram como sonda
de micropolaridade o Pireno, que apresenta cinco picos de fluorescéncia (I3, Ip...Is),
onde a razéo entre 11/13 permite estimar a micropolaridade do ambiente. Nesses casos,
meios que oferecam razdes (li/13) elevadas sdo caracterizados por apresentar maior
polaridade. Os autores verificaram, por espectros de FTIR, uma redugdo da interacao
dos grupos metila do copolimero (segmento hidrofbico) com as moléculas de agua ao
adicionar concentracdes de 0,5 a 2,0 mol L™ de HCI, resultando em um encurtamento
do tamanho do segmento apolar da micela polimérica, conforme Figuras 31-a e 31-b. J&
0s segmentos polares, compostos por grupos Oxido de etileno, sofreram uma espécie de
fortalecimento ou reforgo das ligagdes de hidrogénio com a adicdo de fons H* até 2 mol
L™ de HCI, resultando em um alongamento da area dos segmentos polares do carreador
micelar. Em condigfes abaixo da TMC, a razéo entre as bandas do pireno indicou a
presenca de um ambiente de elevada polaridade, decorrente do refor¢o das ligagOes de
hidrogénio pelos protons adicionados. Em condigbes acima da TMC ocorre a
desidratacdo dos grupos éxido de propileno, formacdo do core hidrofébico, com uma
mudanca abrupta na polaridade do meio indicada pela baixa razdo entre as bandas do
pireno. O aumento da temperatura e da acidez do meio (3 mol L™ de HCI) resulta em
razbes ainda mais baixas decorrentes ndo sO da desidratacdo dos segmentos OP, mas
também da degradacdo dos grupos oxido de etileno do copolimero. Foi verificado ainda

nos trabalhos de Yang, B. et al (2006) um aumento da TMC do copolimero para 14, 16,
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18, e 22,0 °C para as concentragdes 0, 1, 2 e 3 mol L™ de HCI. A Figura 31 ilustra os

efeitos da adicdo de &cido sobre a constituicdo micelar (Yang et al., 2006).

Unimero
JU UL
OE OP OE

@o
H,0*
H,0* .

H,0*

Figura 31. Representacdo esquematica, extraida de Yang, B. et al (2006), com
modificagdes, sobre o efeito da adicdo de acido na agregacdo e constituicdo das micelas
de P-123.

A Figura 31-a representa a constituicdo das micelas de P-123 sem a adicdo
de acido. As micelas de P-123, comparadas as de F-127, apresentam um tamanho de
segmento hidrofilico menor, contendo uma razdo mais baixa de grupos OE/OP e um
maior carater hidrofobico (Wanka et al., 1994). A adicdo de ions H*, Figura 31-b,
permitiu um reforco das ligagdes de hidrogénio entre o copolimero e as moléculas de
agua protonada, tornando a desidratacdo mais dificultada (aumento da TMC) (Yang et
al., 2006). Esse reforco (originado pela interacdo com as moléculas de dgua protonada)

gerou um alongamento das cadeias de oxido de etileno e um aumento no tamanho do
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segmento hidrofilico, resultante da minimizagéo de repulsdo de cargas dos grupos OE.
A presenca de moléculas de agua protonada na superficie da micela causou a reducgéo da
polidispersividade, pois as mesmas foram responsaveis por forcas de repulsdo entre as
cargas geradas na superficie micelar (YYang et al., 2006).

Diante das caracteristicas particulares das micelas frente a variacGes de pH e
das diferentes propriedades de ligacdo das formas protoliticas com o0s sistemas
micelares, buscou-se complementar os estudos estimando qual espécie protolitica
(lapachol ou lapachonato) apresentard maior tendéncia de particdo e solubilizacdo nas
micelas poliméricas, sistemas modelo que mimetizam a membrana celular. As
avaliacdes foram realizadas em pHs especificos, que favorecam o predominio de uma
forma protolitica, escolhida com base nos estudos de pKa apresentado nas se¢fes2.1.2 e
2.1.4. Os resultados obtidos para o sistema lapachol/P-123 em pH 4,5, onde se obtem
99% das espécies na forma neutra e em pH 8,0, com aproximadamente 96% das

espécies na forma i6nica (lapachonato), encontram-se na Figura 32.

102



Intensidade de Emisséao

Intensidade de Emissao

Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 2 — Resultados e Discusséo
Naftoquinonas

2501 (Q) pH 4,5 2504 (b)
| |
200 200 -
E [ ]
150 - & 150+
(2]
mx
100 uJ_5100-
"~ 50
50
0_
0 ST DL - T T T T T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 420 0.0 5.0x10* 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10°
Comprimento de onda (nm) [P-123] (mol L'1)
600 600
(c) pH8,0 | (d) .
500 - .
450 -
400 -
0 E
S
300 3 3001
g
Ll
2007 = 150-
100
0_
O T T T T T T T T T - T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 420 0.0 5.0x10™ 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10°
Comprimento de onda (nm) [P-123] (mol L'1)

Figura 32. Espectros de emissdo de fluorescéncia obtidos a 30,0 °C (a) (c) e isoterma
de ligacdo (b) (d) obtidos a partir da titulacdo do lapachol com copolimero P-123 nos
pHs 4,5 e 8,0, respectivamente. As setas indicam a direcdo da variagdo espectral com a
adicao de copolimero.

Com base na Figura 32-a e 32-c, referentes ao lapachol em P-123 nos pHs
45 e 8,0, pode-se verificar inicialmente uma baixa intensidade de emissdo de
fluorescéncia para o lapachol (2x10° mol L™) em meio aquoso tamponado. Esse fato
pode estar associado, conforme discutido nos estudos de misturas binarias agua/etanol

(secdo 2.1.1.), ao efeito da auto-agregacdo dos compostos nesse meio ou ainda ao
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processo da supressdo de fluorescéncia por moléculas de agua (Gracetto et al., 2010;
Kyrychenko et al., 2011; Lakowicz, 2006; Lopez Arbeloa et al., 1993). Com a adicdo
subsequente de aliquotas do copolimero P-123, cujo estoque foi preparado no respectivo
tampéo, foi verificado um aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia do
composto em ambos os pHs estudados. Segundo Alexandridis e Hatton (1995) esse
efeito pode estar vinculado, conforme discutido na se¢do 2.1.5, a redugdo da supressao
por moléculas de agua e a monomerizacdo do farmaco resultante da associagdo com o
sistema micelar (Paschalis Alexandridis & Hatton, 1995). A menor intensidade de
emissdo verificada para o sistema Lapachol/pH 4,5 pode estar associada a um baixo
rendimento quantico da espécie protonada, uma vez que seria esperado maior
intensidade de emissdo como resposta da maior interacdo dessa espécie com 0s
copolimeros micelares.

Os resultados obtidos para o lapachol em F-127 na forma neutra (pH 4,5
com 97% na forma LapH) e ionizada (pH 8,0 com 99% na forma Lap’) encontram-se na

Figura 33.
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Figura 33. Espectros de emissao de fluorescéncia obtidos a 30,0 °C (a) (c) e isoterma
de ligacdo (b) (d) obtidos a partir da titulagdo do lapachol com copolimero F-127 nos
pHs 4,5 e 8,0, respectivamente. As setas indicam a direcdo da variagao espectral com a

adicao de copolimero.

No que tange as Figuras 33-a e 33-c, relativas ao lapachol em F-127 nos pHs 4,5

(forma neutra) e 8,0 (lapachonato), verificou-se 0 mesmo comportamento particular de
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ligagéo discutido anteriormente, caracterizado por uma baixa intensidade de emisséo de
fluorescéncia para o lapachol inicialmente em meio aquoso tamponado, seguido do

aumento da mesma coma adicdo do copolimero micelar.

A constante de ligacdo (Kp), que estima a interacdo entre 0s copolimeros e o

farmaco, foi determinada e encontra-se apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de Kpestimados pela Equagéo 4, para as isotermas de ligacdo do
lapachol em pH 4,5 (neutra) e 8,0 (lapachonato).

pH Ky(10°Lmol™®)  CMC(10° Lmol™) n

45 Neutra/ P-123 5,0+0,05 16,3+4,75 1,0+0,00
8,0 Lapachonato/ P-123  3,0+0,02 6,85+0,01 1,0+0,00
45 Neutra/ F-127 3,240,10 30,8+7,44 1,0+0,00
8,0 Lapachonato/ F-127  2,4+0,07 10,42+0,02 1,0+0,00

Embora as Figuras 32 e 33 demonstrem maiores intensidades de emissdo
para a forma ibnica (lapachonato) (Figura 32 e 33-c e 33-d), sugerindo maiores
interacdes desta com os copolimeros micelares, 0s ajustes apontaram o inverso, isto é,
maiores valores de K, para a forma neutra da espécie. Essa observacdo pode estar
vinculada a constituicdo da micela polimérica em meio acido que, por apresentar um
segmento hidrofilico maior (segmentos OE) (Figuras 6 e 25) acomoda melhor a
substancia(Yang et al., 2006). Em adicdo, a monomerizacdo primaria verificada pode
também estar atrelada a acomodacdo do f&rmaco em um micro ambiente que favoreca
maior monomerizagao, j& que a localizacdo é também dependente do pH do meio (K.
Singh et al., 2013). Além disso, os ions H" presentes na solugdo podem fortalecer as

ligagbes de hidrogénio existentes entre lapachol/copolimero, permitindo os maiores
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valores de K, observados (Basak & Bandyopadhyay, 2013; Chen & Li, 2011; Yang et
al., 2006). Tratando-se ainda dos dados apresentados nas Figuras 32 e33 e Tabela 4, a
menor interacdo verificada entre o lapachol na forma ionizada e a micela copolimérica
pode estar associada a efeitos de repulsdo com os segmentos de Oxido de etileno, que

constituem a regido hidrofilica da micela copolimérica.

Tais resultados vdo de encontro ao trabalho desenvolvido por Basak e
Bandyopadhyay (2013), que estudaram os efeitos da solubilizagdo de farmacos
hidrofobicos, temperatura e pH em micelas de F-127. Os autores observaram uma
reducdo consideravel da TMC e da polidispersividade e um aumento da hidrofobicidade
dos segmentos OP com a adi¢cdo do medicamento. Além disso, 0s autores constataram
que a incorporacdo do farmaco carregado negativamente gerava um aumento no
tamanho da micela, originado pela repulséo entre as cargas. Em pHs mais alcalinos o
medicamento foi liberado para 0 meio extra micelar, sofrendo o processo de auto-
agregacdo (Basak & Bandyopadhyay, 2013). Dessa forma, pode-se sugerir que o
comportamento das isotermas de ligacdo apresentadas na secdo 2.1.5. obtidas em agua
pura(pH 5,0) (P-123 tem-se 97% na forma LapH e F-127 91% na forma LapH)
apresentam a contribuicdo das duas formas protoliticas, sendo que a forma neutra, por
apresentar aparentemente maior interacdo com os sistemas micelares, contribuiu de

forma mais efetiva para obtencédo dos valores de Ky,

Apébs analisar o comportamento de ligacdo das naftoguinonas, buscou-se
investigar as propriedades fisico-quimicas das mesmas quando submetidas ao método
de formulacdo por dispersdo sélida nos copolimeros micelares. Este estudo foi

desenvolvido e encontra-se apresentado na proxima secéo.
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2.1.7. Formulacéo do lapachol e B-lapachona nos copolimeros P-123

e F-127.

Apos estudar os processos de auto-agregacdo em meio homogéneo e
afinidade dos compostos com os copolimeros em diferentes pHs, buscou-se investigar a
capacidade de solubilizacdo e as propriedades espectroscopicas do lapachol e pB-
lapachona nesses sistemas copoliméricos coloidais. O encapsulamento foi realizado pelo
método de dispersdo solida (zZhang, Jackson, & Burt, 1996) na proporgdo 1:1
[Naftoquinona]/[copolimeromic], o que corresponde 1% m/V ( 6,0x10*mol L™) para o F-
127 e 2% m/V; (2,4x10°mol L™) para o P-123 a 30,0 °C. A literatura aponta que a
partir dessa metodologia pode-se alcancar melhor eficiéncia de encapsulamento devido
a formacdo inicial de uma matriz sélida amorfa, composta pelo farmaco disperso no
copolimero micelar (Dhirendra, Lewis, Udupa, & Atin, 2009; Kimura, Hirayama,
Arima, & Uekama, 2000; Mogal, Gurjar, Yamgar, & Kamod, 2012; Shi et al., 2013). A

caracterizacdo espectral dos compostos formulados encontra-se na Figura 34.
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Figura 34. Espectros de absor¢do e emissao das naftoquinonas em etanol e nos sistemas
micelares F-127 (1% m/V ; 6,0x10* mol L™) e P-123 (2% m/V; 2,4x10° mol L) sendo
(a) absorcdo eletronica (1,6x10° mol L™) e (b) emissdo de fluorescéncia do lapachol
(4,8x10° mol L™Y); (c) absorcdo eletdnica (1,3x10° mol L™?) e (d) emissdo de
fluorescéncia da B-lapachona (3,8x10° mol L™). Aexe=230 nm; 30,0 °C (fenda 5/5 nm)
em agua destilada.

Pode-se verificar, a partir da Figura 34-a, pequenos deslocamentos
batocrémicos no espectro de absorcdo eletronica UV-Vis do lapachol formulado em F-
127 e P-123. Nota-se que o sistema lapachol/F-127 apresenta uma maior intensidade de
absorcdo e alargamento da banda de absorgdo eletrdnica em 273 nm, o que pode estar
associado a trés efeitos: i) consequéncia da polaridade ou variacbes do pH no micro
ambiente micelar, como observado nos estudos de pKa (se¢es 2.1.2 e 2.1.4); ii) a

presenca de espécies auto-agregadas, conforme verificado nos estudos prévios efetuados
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em meio homogéneo envolvendo misturas binérias de agua e etanol (se¢éo 2.1.1.) ou iii)
a mudanca na forma espectral como caracteristica intrinseca do lapachol nesse meio.
Para melhor caracterizar tais sistemas prepararam-se formulados a 2, 4 e 8%
(m/V) do lapachol nos surfactantes poliméricos P-123 (3,4; 6,9; 13,8 mmol L™) e F-127
(1,3; 3,2; 6,4 mmol L™). Os perfis espectrais obtidos para esses formulados foram
semelhantes aos apresentados na Figura 34, mostrando que 0S mesmos ndo sdo
dependentes da propor¢do de copolimero empregada. A estes formulados adicionaram-
se aliquotas de &cido (0,05 mol L™) e base (0,5 mol L") a fim de identificar a
sensibilidade do lapachol ao pH do meio em funcdo da sua localizacdo e também do
tamanho micelar. Notou-se que as formulagdes obtidas em menores concentragdes de
copolimero (2% m/V) apresentaram maior sensibilidade aos ions H* e OH" adicionados,
sobretudo para o sistema lapachol/F-127. Nestes, a adicdo de &cido resultou em um
aumento na intensidade de absor¢do da banda em 250 nm, com reducéo significativa do
maximo em aproximadamente 273 nm. De forma anéloga, a adi¢do de base resultou em
um aumento da banda em aproximadamente 273 nm com concomitante redugéo do sinal
em torno 250 nm (ndo mostrado). Para os formulados obtidos em 4% (m/V) os efeitos
da variacdo do pH foram menos expressivos e ausentes para as formulagdes a 8% (m/V)
do copolimero (ndo mostrado). Esse comportamento provavelmente esta vinculado ao
aumento no numero de agregacdo micelar com o aumento da concentracdo do
copolimero(Lam, 1999). Assim, em concentracbes de copolimero maiores a
naftoquinona encontra-se em um microambiente de maior complexidade e dificil acesso
aos ions adicionados. Tal avaliacdo permitiu propor que as variacdes observadas nos
espectros de absorcdo do lapachol (Figura 34) correspondem preferencialmente aos
efeitos de variacdes microlocais de pH oriundas da localizacdo do farmaco na micela

copolimérica.
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Com relacdo aos espectros de emissdo de fluorescéncia do lapachol em
etanol e nos meios micelares (Figura 34-b), pode-se verificar uma maior intensidade de
emissdo dos formulados em P-123 e F-127, com relacdo ao valor obtido em etanol. As
diferengas nas intensidades de emissdo das espécies apos a formulagcdo podem estar
associadasa efeitos de localizacdo do lapachol na micela copolimérica e sua
acessibilidade a moléculas de &gua (supressor de fluorescéncia) ou resultantes de
diferentes rendimentos quanticos da espécie no micro ambiente micelar.

No que diz respeito a p-lapachona formulada em P-123 e F-127,
apresentadas nos espectros de absorcdo eletrénica UV-Vis da Figura 34-c, pode-se
verificar semelhancas entre os perfis espectrais dos sistemas em meio homogéneo
(etanol) e micro heterogéneo (F-127 e P-123). As distin¢Ges na forma e intensidade das
bandas verificadas nos espectros de emissdo de fluorescéncia, para a B-lapachona em
etanol e incorporada nos sistemas micelares (Figura 34-d), podem estar associadas a
maior influéncia da polaridade do meio sobre o estado excitado da molécula (Christian
Reichardt, 2004; Joshi & Pant, 2012).

Estudos envolvendo a incorporacdo dos derivados da clorofila a (Pheid e
Zn-Chld em concentracdes na ordem 10° mol L™) nos sistemas micelares (P-123 e F-
127 a 2% (m/V)), foram investigados por Gerola (2013). Os resultados demonstraram a
monomerizacdo dos derivados quando formulados pelo método de adicdo direta e
dispersdo sélida. Segundo Gerola (2013), os formulados micelares mantiveram as
caracteristicas espectrais das espécies monoméricas, com a manutencdo da banda
Soret(regido do azul) e da banda Q (regido do vermelho), sem a observacdo de
alargamento, surgimento de banda adicional na regido de 700 nm ou deslocamentos

espectrais, caracteristicos da presenca de espécies auto-agregadas (Gerola, 2013).
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Apbs conhecer o perfil espectral das naftoquinonas incorporadas nos
copolimeros micelares P-123 e F-127, buscou-se avaliar a estabilidade térmica e
temporal desses sistemas. Esses estudos foram desenvolvidos e encontram-se

apresentados nas proximas secoes.

2.1.8. Estudo do efeito da temperatura nas propriedades espectrais

das naftoquinonas incorporadas em micelas copoliméricas

Os sistemas micelares poliméricos apresentam caracteristicas intrinsecas
como a CMC (concentracdo micelar critica) e a TMC (temperatura micelar critica), que
denotam concentracdo/temperatura limite a partir do qual se tem a auto-organizagao dos
copolimeros em sistemas micelares (Kang, Kim, & Lim, 2001; Letchford & Burt, 2007;
Wanka et al., 1994; Wei, Cheng, Zhang, & Zhuo, 2009). Anélises que levam em conta a
resposta que a temperatura induz ao sistema sao de extrema importancia, pois 0 nimero
de agregacdo da micela, polaridade dos microambientes, raio dos segmentos polar
(6xido de etileno) e apolar (6xido de propileno) e a microviscosidade dependem
diretamente desse parametro (Dutt, 2005; Kumbhakar, Goel, Nath, Mukherjee, & Pal,
2006; Shiraishi et al., 2010; Wanka et al., 1994). Além disso, a compreensdo das
propriedades fisico-quimicas instigadas pela temperatura sdao relevantes pelo fato do
sistema farmaco/micela sofrer uma série de variacbes de temperatura até o ato da
administracdo, seja em processos de preparo, liofilizacdo para armazenamento, até a sua
aplicacdo in vivo (37,0 °C) (Vilsinski, 2013).

Diante do exposto, neste estudo, a estabilidade das naftoquinonas
incorporadas nos copolimeros micelares foi analisada monitorando-se as propriedades

espectroscopicas, em temperaturas abaixo e acima da TMC dos surfactantes (17,8 °C
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para P-123 e 20,4 °C para F-127)(Wanka et al., 1994), variando de 30,0 a 15,0 °C,

conforme Figura 35.
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Figura 35. Espectros de absorcéo eletronica das naftoquinonas em diferentes temperaturas, sendo (&) lapachol (1,6x10°° mol L™) em P-123 (2% m/V; 2,4x107
mol L™); (b) absorgdo eletronica (Ay73 € A 247 "M — referente & Figura a); (c) F-127 (1% m/v ; 6,0x10™ mol L™); (d) absorgio eletronica (Az7: € Aasg NM —
referente & Figura c); (¢) p-lapachona (1,3x10° mol L™) em P-123 (2% m/V; 2,4x10% mol L™) e () F-127 (1% m/V ; 6,0x10™ mol L™), respectivamente. As
setas indicam a direcdo da variacdo espectral com a redugéo da temperatura.
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No que diz respeito as Figuras 35-a a 35-d pode-se verificar a estabilidade
do lapachol nas micelas na faixa de temperatura entre 20,0 a 30,0 °C, temperaturas estas
acima da TMC dos copolimeros, evidenciada pela similaridade dos méximos de
absorbancia apresentados nas Figuras 35-b e 35-d. Em temperaturas inferiores (abaixo
da TMC) tem-se uma reducdo significativa no nimero de agregacéo micelar, efeito este
refletido nos perfis dos espectros de absorgédo eletrénica do lapachol. A reducdo da
banda em aproximadamente 250 nm com concomitante elevacdo do maximo em torno
de 270 nm (Figura 35-a a 35-d) pode estar associada as distintas localizagdes do
farmaco na micela copolimérica com a dindmica micelar. Além disso, as contribuigdes
auto-agregacionais, decorrentes da insolubilidade do lapachol em meio aquoso (segéo
2.1.1), podem exercer efeito aditivo aos efeitos de localizacdo no que diz respeito as
alteracdes espectrais verificadas, sobretudo em baixas temperaturas.

Quanto as Figuras 35-e e 35-f, para a [-lapachona incorporada nos
copolimeros micelares, pode-se verificar que ndo houve variacdo significativa do
comportamento espectral com as modificagOes na termperatura.

E sabido que a variagio da temperatura afeta diretamente a estabilidade das
micelas poliméricas (Letchford & Burt, 2007; Wei et al., 2009). Esta modificacao,
resultante da implicacéo térmica, pode ser verificada a partir de alteracGes nos perfis de
absorcdo eletrdnica dos compostos insolGveis em agua como resposta a: dissociacdo
micelar, mudanca no grau de hidratacdo dos compartimentos micelares (corona e nucleo
micelar), mudanga na micropolaridade, tamanho e microviscosidade dos segmentos
hidrofilicos e hidrofobicos em condic¢des acima e abaixo da TMC do copolimero (Dultt,
2005; Kumbhakar et al., 2006; Shiraishi et al., 2010; Su et al., 2002).

O processo de micelizagdo acontece a partir de uma concentragdo e

temperatura particular para cada copolimero. Por se tratar de um sistema endotérmico, o
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calor inserido estd intimamente ligado ao processo de desidratacdo dos segmentos OP,
tornando-os insolUveis em &gua e permitindo a formacao dos agregados micelares (Dutt,
2005; Kumbhakar et al., 2006; Wanka et al., 1994).

As interacfes hidrofobicas entre os segmentos OP déo sustentacdo a
formagdo/equilibrio das micelas poliméricas e a intensidade de tais interacbes é
modulada pela hidratacdo desses segmentos, pois as ligacdes de hidrogénio com
moléculas de agua sdo responsaveis por diminuir as forcas de interacdo hidrofdbicas.
Embora o numero de agregacdo varie com o incremento da temperatura, a literatura
reporta que o raio hidrodindmico da micela é pouco afetado e que as maiores distin¢gdes
estdo atreladas a mudancas na polaridade, microviscosidade e tamanho dos segmentos
micelares, resultantes da desidratacdo dos segmentos hidrofilicos e hidrofébicos do
copolimero (Paschalis Alexandridis & Hatton, 1995; Kumbhakar et al., 2006; Shiraishi
et al., 2010). Assim, a elevacdo na temperatura é responsavel pela desidratacdo e
consequente aumento da hidrofobicidade dos segmentos OP e OE, resultando em
aumento do tamanho dos segmentos apolares e reducdo da regido hidratada, de forma
que o tamanho da micela (raio hidrodindmico) ndo sofra variacGes consideraveis (Chen
& Li, 2011; Kumbhakar et al., 2006)

Su et al (2002) estudaram, por meio de espectroscopia no infravermelho
FTIR, o efeito da temperatura nas alteracfes estruturais dos segmentos OE-OP-OE. Os
autores verificaram que em temperaturas proximas da TMC os grupos metilo (segmento
hidrofébico) estdo experimentando um ambiente menos polar, com interacfes
enfraquecidas com moléculas de agua. Em maiores temperaturas os grupos metilo sdo
desidratados e um micro ambiente mais apolar é criado, isto é, as micelas passam a ter

um nucleo de maior tamanho, viscosidade e densidade (Su et al., 2002).
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Da mesma forma, Kumbhakar et al (2006) estudaram as micelas de F-127 e
P-123 utilizando compostos Cumarinicos como sonda de micro polaridade, em uma
propor¢do 1:1 farmaco/micela. A partir dos deslocamentos de Stokes observado nos
espectros de emissdo de fluorescéncia, os autores observaram que a regido hidrofilica
das micelas de F-127 é mais hidratada comparada ao P-123. Segundo os autores, 0
micro ambiente das micelas de F-127 sofre uma mudanca repentina acima de 55,0 °C
devido a desidratacdo dos segmentos. O efeito da desidratacdo ¢ mais pronunciado do
nacleo em direcdo a corona micelar. Nessas condigdes, 0s colapsos entre os grupos OE
desidratados sdo responsaveis pelo aumento da viscosidade local. Os autores reportam
ainda a formacdo de clusters entre os segmentos OE e moléculas de agua estruturadas e
estes, por sua vez, atuam como um componente de refor¢co no processo de solvatagéo
rapida do corante em maiores temperaturas (Kumbhakar et al., 2006).

Em adicdo, Shiraishi et al (2010) estudaram corantes de cianina, que
mostram fluorescéncia baixa em menores temperaturas e fluorescéncia melhorada apds a
TMC do copolimero micelar F-127. Os autores verificaram, por meio de deslocamento
de Stokes, que a viscosidade do nucleo micelar é maior e que esta diminui em direcdo a
corona hidratada. Além disso, os autores avaliaram a relagdo entre o deslocamento de
Stokes com o aumento da temperatura, constatando que o nucleo micelar apresenta
polaridade semelhante a do etanol (Shiraishi et al., 2010).

Conforme ja mencionado, a elevacdo da temperatura acarreta em um
aumento do numero de agregacdo do copolimero (Nishiyama & Kataoka, 2006). Um
acréscimo de temperatura de 25,0 para 35,0 °C, por exemplo, aumenta mais que o dobro
0 numero de agregacao (n=37 a 25,0 °C e n=82 a 35,0 °C) para o F-127 e quase o triplo
para micelas de P-123 (n= 86 a 25,0 °C e n=244 a 35,0 °C) (Wanka et al., 1994). Ja

abaixo da TMC (20,0°C para F-127 e 18,0 °C para o P-123 (Paschalis Alexandridis
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&Hatton, 1995) alguns trabalhos consideram a presenca de somente unimeros em
solucdo, devido a auséncia de energia para desidratagdo dos grupos OP (Paschalis
Alexandridis & Hatton, 1995; Wanka et al., 1994), outros, por sua vez, reportam que
esses unimeros na verdade fazem parte de uma micela de maior extensdo, onde 0s
efeitos da hidratacdo acentuada e aumento da solubilidade dos grupos OP resultam em
maior vulnerabilidade & solvatagdo/hidratacdo do farmaco (Basak & Bandyopadhyay,
2013).

Dessa forma, considerando os efeitos da dindmica micelar nos perfis de
absorcéo lapachol em P-123, Figura 35-a, pode-se verificar uma modificacdo espectral
com a reducgéo da temperatura de 25,0 para 20,0 °C, evidenciada pela reducgéo da banda
em torno de 250 nm com elevacdo do méximo em aproximadamente 270 nm. Esse
resultado pode estar associado a maior hidratacdo dos segmentos hidrofébicos, com
modificacbes na micropolaridade e microviscosidade do compartimento hidrofilico
(OE), onde possivelmente a naftoquinona encontra-se acomodada. Entre as temperaturas
de 18,0 e 20,0 °C, para o lapachol em P-123, notaram-se alteracdes significativas
possivelmente vinculadas a sensibilidade do composto ao meio de maior polaridade,
obtido a partir do aprisionamento e fortalecimento das interacdes do copolimero com
moléculas de dgua (Dutt, 2005; Kumbhakar et al., 2006; Shiraishi et al., 2010).

Os mesmos perfis podem ser observados para o lapachol incorporado em F-
127 (Figura 35-c). Nesse caso, 0 préprio sistema de formulacéo acarretou uma elevacao
da banda em torno de 270 nm, com simultdnea reducdo do mA&ximo em
aproximadamente 250 nm (secdo 2.1.7.). Assim, a atenuagdo da temperatura fez com
que as variacOes se tornassem mais intensas por conta da dindmica micelar refletida na
acomodacéo ou localizacdo do farmaco, sobretudo na regido entre 20,0 e 18,0 °C, onde

se tem a TMC para o F-127.
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Uma caracteristica marcante verificada para o lapachol formulado nos dois
sistemas micelares foi o restabelecimento da sua condigdo inicial com o retorno da
temperatura, sendo que em ambos o0s casos, além de restabelecer, houve uma
significativa monomerizacdo e/ou redistribuicdo do composto nos micro-dominios
micelares (linha tracejada nos espectros). Esse fato estd concordante com as
constatacBes a respeito da ligacdo farmaco/micela discutidas na secdo 2.1.5., que
demonstram a incorporacao do lapachol na forma auto-agregada na micela.

No que se refere ao efeito da temperatura na estabilidade da p-lapachona
formulada (Figura 35-c e 35-d), pode-se dizer que ndo houve efeitos significativos antes
e apés a TMC dos surfactantes. Essa verificacdo vem de encontro com os estudos de
particdo (log Kp= 1,00 se¢éo 3.1.4.) e ao comportamento da naftoquinona em mistura
binéria agua etanol (secdo 2.1.1), os quais revelaram um comportamento anfifilico para
0 composto. Além disso, a manutengdo do perfil espectral da B-lapachona com a
atenuacdo da temperatura pode estar associada a reducdo da TMC do copolimero
(Gerola, 2013), ou ainda a interagdes com unimeros ou sistemas micelares de maior
extensdo, obtidos a partir da hidratagdo e solubilizagdo dos segmentos OP em
temperaturas menores. Segundo a literatura, mesmo estando abaixo da CMC, apenas um
unimero pode assumir uma estrutura definida capaz de estabilizar o principio ativo (P.
Liu et al., 2008).

A avaliacdo do efeito térmico sobre a organizagdo estrutural dos derivados
da clorofila a, incorporadas em micelas de F-127 e P-123, foi realizada por Gerola
(2013) que, da mesma forma, ndo verificou alteragcBes espectrais nos formulados,
mesmo em condic¢des abaixo da TMC para ambos os surfactantes. De forma anéloga,

Gerola (2013) atribuiu esse efeito a reducdo da TMC observada por medidas
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deespalhamento de luz ressonante que mostraram a presenca de micelas em baixas

temperaturas (Gerola, 2013).

2.1.9. Estudo da Estabilidade das naftoquinonas formuladas em F-

127 e P-123

O acompanhamento da dindmica dos formulados se faz necessario para
obter informacbes a respeito da estabilidade (reorganizacdo do farmaco na micela
copolimérica e liberacdo com o passar do tempo). A estabilidade do formulado foi
monitorada por meio de espectros de absorcdo eletrénica UV-Vis por um periodo de 25

dias e encontra-se apresentada na Figura 36.
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Figura 36. Estabilidade do lapachol (1,6x10”° mol L™) incorporado em micelas de (a)
F-127 (1% m/V; 6,0x10™ mol L™) e (b) P-123 (2% m/V; 2,4x10° mol L), em 4gua
destilada (pH 5,0) a 30,0 °C.
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Para o lapachol em F-127 (Figura 36-a), notou-se um aumento do maximo
de absorcdo em 250nm, com simultdneo decaimento da banda em 275nm com o passar
do tempo. J& o composto incorporado em P-123 (Figura 36-b), verificou-se um aumento
sincronico dos dois maximos de absor¢cdo com o decorrer dos dias.

Com base nos estudos previamente realizados vinculados ao comportamento
agregacional do lapachol em mistura de solventes (se¢do 2.1.1.) e a estabilidade do
formulado com a temperatura (secdo 2.1.8.), esperava-se obter um comportamento
espectral semelhante (reducdo da banda em 250 nm com elevacdo e alargamento do
sinal em 273 nm), associado a efeitos de liberacdo ou reorganizacdo com auto-
agregacdodo farmaco no micro-ambiente micelar. Entretanto, avaliando-se o
comportamento dos espectros de absorcdo UV-Vis para o lapachol encapsulado no
copolimero F-127, Figura 36-a, pode-se propor a existéncia de efeitos de reorganizacéo,
com difusdo e provavel monomerizacdo do composto dependente do tempo. Tais
indicios podem ser verificados pelo aumento do sinal em 250 nm com concomitante
reducdo do maximo de absorcéo eletronica em 275 nm. Além disso, avaliando-se o
quociente entre 0s maximos de absor¢do (275/250 nm) pode-se verificar uma alta razéo
inicial (275/250 nm=1,31) com uma tendéncia a reducdo com o passar dos dias (razdo
final de 0,53), vinculando esse efeito a monomerizacdo do composto. De forma
analoga, o lapachol em P-123 (Figura 36-b) apresentou alteraces mais sutis, que
demonstraram uma reducao na razdo entre 0s maximos (275/250 nm) de 0,59 para 0,46
no 25° dia. A mesma avaliacdo foi realizada para os formulados obtidos a partir da j3-

lapachona (Figura 37).

121



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 2 — Resultados e Discusséo
Naftoquinonas

0,36 S
— o
)
< 0,30 ya
~ [ )
S o4l /
50,24— .
< ] /
07187 \. T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Dias
0,60 - o ——©
4 ./
IS o—
c 0,454 /.
0 1 . (b)
N 0,30 /
3 | ®
< o
0,15 -
T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 37. Estabilidade da B-lapachona (1,3x10™ mol L™) incorporada em micelas de
(a) F-127 (1% m/V; 6,0x10“ mol L™) e (b) P-123 (2% m/V; 2,4x10° mol L™) em 4agua

destilada (pH 5,0), a 30,0 °C.

Para os formulados obtidos com a B-lapachona pode-se notar um aumento
significativo do méximo de absorcao eletrénica na regido de 250nm (Figura 37-a e 37-
b) dependente do tempo e relativamente maior que o observado para o lapachol. Da
mesma forma, o comportamento foi atribuido a efeitos de reorganizacdoda naftoquinona
no microambiente micelar com o passar dos dias.

As avaliagdes envolvendo a clorofila a e seus derivados, da mesma forma,
foram desenvolvidas em estudos prévios realizados por Gerola (2013). Por meio do
monitoramento dos espectros de absorcao eletrdnica dos compostos formulados, durante
15 dias, a autora obteve o que chamou de perfil cinético (Figura 38) no Amax da banca Q

para os diferentes derivados da clorofila.
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Segundo a autora, os formulados permaneceram-se praticamente estaveis e

mostraram apenas sutis variacfes na intensidade de absorcao eletronica com o decorrer

do tempo, em ambos os surfactantes copoliméricos (Gerola, 2013).
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3.1. Formulacdo nos copolimeros micelares P-123 e F-127 pelo

método de dispersao solida

Pesquisas pautadas na incorporacdo de agentes duplos em sistemas
micelares tem um carater necessario para tratamentos prolongados, devido ao menor
efeito da RMD (Harmsen et al., 2007; P. Liu et al., 2008; Y. Wang et al., 2010). Aplicar
essa pratica na terapia fotodinamica pode trazer beneficios relacionados ao retardo da
RMD e potencializagéo do efeito terapéutico. Os espectros de Absorbancia UV-Vis dos

formulados mistos, nos pluronics® P-123 e F-127, encontram-se na Figura 39.

125



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 3 — Resultados e Discusséo
Formulado Misto

04

o o
[N w

Absorbancia

o
=

0,4
= 7Zn-Chld/Lap em P-123

= 7Zn-Chld/Lap em F-127
= Zn-Chld
== 7n-Chld/Lap em Etanol

(@)

Absorbancia

= Pheid/Lap em P-123
== Pheid/Lap em F-127
= Pheid

- Pheid/Lap em Etanol

(b)

800

0,0
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm) 04 Comprimento de onda (hm)
04 : _
() = Zn-Chld/B-lap em F-127 (d) — Phe!d/B—Iap em F-127
= Zn-Chld /g-lap em P-123 = Pheid/p-lap em P-123
03 = Zn-Chld 0.3 = Pheid
' | == Zn-Chid/p-lap em Etanol ' = Pheid/p-lap em Etanol
o]
8 T
Q c
@ @
202 2 0.2
S 2
3 el
< <
0,1+ 0,1+
0,0

0,0

700

400 500 600
Comprimento de onda (nm)

300

400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

300

Figura 39. Espectros de absorcdo dos formulados mistos obtidos a 30,0 °C, em agua
destilada (pH 5)sendo, (a) formulados obtidos pelo encapsulamento simultaneo do

lapachol com Zn-Chld, (b) lapachol com Pheid
lapachona com Pheid(Lap=1,6x10"mol L™,

, (¢) B-lapachona com Zn-Chld, (d) B-
B-lap=1,3x10°mol L™, derivados da

clorofila 2x10®mol L™, F-127 1,0% m/V: 7,7x10“*mol L e P-123 1,7% m/V: 2,9x10°

mol L.

A avaliagdo espectral do formulado

misto serd centrada principalmente nos

derivados da clorofila, visto que os mesmos tém sua acdo fotodindmica dependente da

organizagdo estrutural. Segundo 0s espectros
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pode-se inferir que os derivados de clorofila estudados no formulado misto, Pheid e Zn-
Chld, mantiveram o perfil espectral relativo a forma monomerizada, necessaria para
aplicabilidade na TFD, sobretudo no que diz respeito a banda Soret (regido de 400 nm)
e banda Q (em torno de 650 nm).Verificou-se um sutil deslocamento batocromico para
0 Pheid e Zn-Chld combinados as naftoquinonas ap6s a formulagédo (Figura 39-a a 39-
d), o que pode estar associado ao micro ambiente em que o fotossensibilizador encontra-
se alojado. Embora ndo haja indicios de auto-agregacdo, notou-se uma redugdo na
absorcdo de até 29% para as principais bandas do Pheid e Zn-Chld (Figura 39-c e 39-d)
quando combinados a B-lapachona que, da mesma forma, pode estar associada a
absortividade molar do fotossensibilizador frente & micro polaridade local na micela
copolimérica. Segundo a literatura, as clorofilas no estado auto-agregado apresentam
alargamentos nas principais bandas de absor¢do UV-Vis e uma banda adicional
caracteristica de auto-agregados na regido de 700 nm, o que néo foi verificado para os
formulados mistos em meio homogéneo e micro heterogéneo (Figura 39) (Correia,
Andrade, & Viseu, 2012; Cosma et al., 2008; Dentuto, Catucci, Cosma, Fini, &
Agostiano, 2004; Moreira et al., 2010). A auto-agregacao dos compostos limita sua acéo
fotoinduzida, pois permite baixo tempo de vida no estado tripleto e, consequentemente,
um baixo rendimento quantico de oxigénio singleto (Allison et al., 2011).

A respeito das naftoquinonas, ndo ha relatos na literatura que vinculem a
dependéncia da organizacdo estrutural (monomérica/auto-agregada) com os resultados
in vitro e, amparados nesse conhecimento, as aplicagdes em micro-organismos poderao
ser realizadas com a presenca de naftoquinonas solubilizadas na forma monomérica ou

auto-agregada.
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3.1.1. Estabilidade dos formulados mistos durante processo

liofilizagdo/reidratacdo: estudos espectroscopicos

A estabilidade de um fotossensibilizador incorporado em micelas
copoliméricas é um critério importante para avaliar a manutencdo de sua eficacia.
Assim, estudos envolvendo fotoestabilidade, liberacdo com o tempo e reorganizacéo
molecular frente as variacBes térmicas no sistema atuam como uma importante
ferramenta para garantir a preservacao do efeito terapéutico (Vilsinski, 2013).

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de monitorar a organizagao
molecular (formas monomerizadas/auto-agregadas) dos fotossensibilizadores no
formulado misto, ap6s ser submetido ao processo imediato de liofilizacdo e reidratacao
(& temperatura ambiente) apds um periodo de 30 dias na forma liofilizada e armazenada
a temperatura ambiente. A capacidade estabilizante ou crioprotetora dos copolimeros
coloidais F-127 (1,0% m/V; 7,7x10* mol L™) e P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L) foi
investigada, avaliando-se os espectros de absorcao eletronica dos fotossensibilizadores
(Pheid ou ZnChld; 2x10®°mol L™) neles incorporados (Di Tommaso, Como, Gurny, &
Moller, 2010; Koo, Rubinstein, & Onyuksel, 2005). Além disso, este estudo permite
prever o efeito temporal na reducdo da temperatura, que pode ser de forma lenta e
gradual (que serdo discutidas na secdo 3.2.3.) ou de congelamento instantaneo
(liofilizag&o), nos processos de reorganizagdo dos fotossensibilizadores no micro
ambiente micelar. Na Figura 40 encontram-se os espectros de absor¢do eletronica dos
formulados mistos ap6s o processo de liofilizagdo e reidratacdo apds 30 dias, com

leitura imediata a reidratacao.
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Figura 40. Espectro de absorcdo eletrénica do formulado misto, contendo o derivado da
clorofila (2,0x10° mol L™) combinado (a,b) lapachol (1,5 x10° mol L™) ou (c,d) p-
lapachona (1,3 x10™° mol L) solubilizados em micelas copoliméricas de F-127 (1,0%
m/V; 7,7x10* mol L) e P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L™), proporcdo 1:1
(farmaco:micela), antes e ap6s a liofilizagdo. Medidas a 30,0 °C, obtidas em agua
destilada. As setas indicam a direcdo da variacdo espectral apds o processo de
reidratacao.

Com base na Figura 40, pode-se verificar através dos espectros de absorcéo
eletrbnica dos formulados mistos, incorporados nos sistemas micelares P-123 e F-127,

uma diminuicdo da absorcéao eletronica (entre 20% e 40%) para a banda Q da clorofila
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para a maioria dos formulados (Figura 40-a, b, c), sem a presenca de alargamento ou
surgimento de banda adicional. Diferentemente, as naftoquinonas nos formulados
liofilizados e reidratados mostraram um aumento significativo para algumas bandas de
absorcdo eletronica. Para o lapachol, foi verificado um aumento expressivo na
intensidade do maximo em 270 nm. Da mesma forma, a B-lapachona apresentou um
aumento acentuado na intensidade da principal banda de absorcédo situada na regido de
273 nm. Tais comportamentos podem ser ocasionados por efeitos da localizacéo,
liberacdo, reorganizacdo ou modificagcbes na micropolaridade dos segmentos micelares
apos serem submetidos ao stress térmico (Di Tommaso et al., 2010).

Para o formulado obtido pela mistura do Pheid e B-lapachona foi constatado,
ao contrario dos demais, um aumento na intensidade de emissdo de aproximadamente
65% para a banda Q da clorofila. Esta observac¢do pode estar associada a variagdes no
micro ambiente com reorganiza¢des dos FS’s no sistema antes e apos a liofilizacéo,
resultando em modificagcbes nas intensidades de absorcdo apds o processo de
reidratacdo a temperatura ambiente (Song et al., 2011).

A liofilizacdo consiste em um método de desidratacdo do substrato por
sublimacdo, a temperatura e pressdo reduzida (Di Tommaso et al., 2010). O
congelamento instantaneo, desidratacdo, presenca de crioprotetores, tempo e
temperatura de armazenamento até a ressuspensdo sdo variaveis determinantes para a
estabilidade dos compostos (W. Wang, 2000). Entretanto, um dos pardmetros mais
explorados nessa questdo envolve as alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
estruturais dos sistemas carreadores, provocadas durante a etapa de congelamento
atraveés do stress térmico gerado pela cristalizagdo de moléculas de agua (Schaffazick,
Guterres, Freitas, & Pohlmann, 2003). Segundo Tommaso et al, 2005 a etapa de

congelamento do formulado ¢é a mais critica na liofilizagéo, pois dependendo da rapidez
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em que o processo € efetuado, pode-se permitir a separacao de fases (copolimero, gelo e
crioprotetores, quando empregados), aumento do raio hidrodindmico, ruptura micelar,
além de uma distribuicdo heterogénea de tamanho (Di Tommaso et al., 2010).

Dessa forma, as variagfes na absorbancia verificadas para os derivados da
clorofila (Pheid e Zn-Chld) (Figura 40) podem estar também vinculadas a agregacdo das
micelas copoliméricas durante a remocdo do solvente, podendo ser necessaria, em
alguns casos, a adicdo de estabilizantes/ protetores (como exemplo acgucares) (Di
Tommaso et al., 2010). Os crioprotetores atuam na formacdo de uma matriz amorfa ao
redor dos sistemas carreadores. Isso faz com que exista um espacamento entre eles
responsavel por dificultar a agregacgdo e tornar a ressuspensao facilitada (Konan, Gurny,
& Allémann, 2002; Saez, Guzman, Molpeceres, & Aberturas, 2000). Outro efeito que
pode estar associado as alteracdes verificadas estd na separacdo de fases (copolimero e
gelo), resultante da presenca de &gua residual originada por um congelamento
incompleto do formulado (Di Tommaso et al., 2010). Tais observacdes sinalizam que o
processo de liofilizacdo, por causar uma reducdo nos espectros de absorcdo do
fotossensibilizador na maior parte dos sistemas estudados, devera ser melhor
investigado, por exemplo, com a adicdo de espécies crioprotetoras e com ressuspensao
em menores intervalos de tempo. Além disso, a reidratacdo com o emprego de
temperatura e tempo de agitacdo poderia ocasionar melhores resultados, caso os efeitos
observados sejam resposta de uma resolubilizagdo ineficiente. Embora tenha ocorrido
uma reducdo na intensidade de absorcdo para a maior parte dos sistemas apos a
reidratacdo, o sistema de liofilizacao para os formulados foi considerado vantajoso, pois
ndo mostrou sinais de auto-agregados (alargamento da banda Q e surgimento de banda
adicional na regido de 700 nm). A manutencdo do estado monomeérico é a principal

condicgéo que o sistema deve respeitar para tornar-se viavel para terapia fotodinamica.
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3.2 Estudos das propriedades fotofisicas dos derivados da
clorofila na presenca de naftoquinonas: Determinacéo do rendimento quéantico de
fluorescéncia (®¢) e de oxigénio singleto (®*0,)

3.2.1. Rendimento quantico de fluorescéncia (®¢) do Pheid e Zn-
Chld em meio homogéneo, na presenca de naftoquinonas, e no formulado misto

antes e apos a liofilizacdo

O rendimento quantico de fluorescéncia de um composto é importante para

a compreensdo de suas propriedades fotofisicas. Compostos que apresentam elevado ®¢

tendem a ser inapropriados para TFD, pois apresentam baixo rendimento quantico do

estado tripleto e, consequentemente, baixo rendimento quéntico de oxigénio singleto

1

(@A O).

Na Figura 41 encontram-se 0s espectros de emissdo de fluorescéncia para a

combinacdo dos farmacos em etanol e incorporado nos sistemas micelares P-123 e F-

127 pelo método de dispersao sélida.
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Figura 41. Espectros de emisséo de fluorescéncia da mistura dos derivados da clorofila
(2x10°® mol L™ com lapachol (a,c) (1,6 x10®° mol L™) ou B-lapachona (b,d) (1,3 x10°
mol L) em etanol e incorporados nos sistemas micelares F-127 (1,0% m/V; 7,7x10™
mol L) e P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L™), a 30,0 °C. Excitacdo na banda Q para
absorcdo menor que 0,1.

Pode-se verificar a partir da Figura 41-a uma maior intensidade de emisséo,
com sutil deslocamento batocromico de aproximadamente 3 nm para 0s sistemas
encapsulados compostos por Pheid/lapachol, comparados ao comportamento do

fotossensibilizador em meio homogéneo (Shiraishi et al., 2010). Este comportamento
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pode estar atrelado a efeitos de localizagdo (Shiraishi et al., 2010) e/ou monomerizagao
dos fotossensibilizadores nos micro ambientes micelares (Gerola, 2013; Gerola,
Tsubone, et al., 2011). Diferentemente, na Figura 41-b pode-se observar uma redugéo
na intensidade de emissdo de fluorescéncia com um sutil deslocamento batocrémico (3
nm) que, mais uma vez, pode estar associado a localizacdo do fotossensibilizador na
micela copolimérica (Shiraishi et al., 2010) e sua acessibilidade a moléculas de &gua,
supressores de fluorescéncia (Gracetto et al., 2011; Lakowicz, 2006).

A respeito dos espectros de emissdo de fluorescéncia obtidos para a
combinacdo entre a clorofilida de zinco e lapachol em etanol (Figura 41-c), pode-se
verificar a presenca de trés méximos de emissdo, situados em aproximadamente 640,
660 e 710 nm. Apos o processo de formulagdo, estes sistemas (Zn-Chld/lapachol nos
copolimeros micelares) mostraram uma reducdo das bandas em aproximadamente 640 e
710 nm, com inexpressiva alteracdo nos maximos de emissdo em torno de 710 nm. No
que se refere a Figura 41-d, para o sistema Zn-Chld/B-lapachona incorporada nos
copolimeros, verificou-se uma reducdo acentuada no méaximo de emissdo em 660 e 710
nm, com elevagédo da banda de emissdo em aproximadamente 640 nm, o que pode estar
associado a: interacdo com a naftoquinonaou micela copolimérica e influéncia nos
niveis eletrdnicos relacionados a transi¢des vibracionais do fotossensibilizador.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos derivados da clorofila nos
sistemas mistos foram determinados através da Equacao 5 e encontram-se apresentados
na Tabela 5. Os valores de absorbancias dos derivados da clorofila foram menores que
0,1 no comprimento de onda de excitacdo, objetivando-se minimizar efeitos de filtro
interno (Dhami et al., 1995; Lakowicz, 2006). Utilizou-se como padrdo o Pheid em

etanol (®g= 0,28 determinado por Eichwurzel et al, 2000).
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Tabela 5. Rendimento quéntico de fluorescéncia para os derivados Pheid e Zn-Chld em
meio micro heterogéneo (F-127 1,0% m/V; 7,7x10*mol L™ e P-123 1,7% m/V; 2,9x10°
*mol L) e em etanol.

F-127 P-123 F-127 ® P-123® Etanol
ZnChld- Lap 0,19 0,19 0,22 0,28 0,51
Zn-Chld —lap 0,09 0,07 0,14 0,23 0,20
Pheid — Lap 0,20 0,23 0,31 0,35 0,17
Pheid —plap 0,05 0,05 0,24 0,18 0,13
ZnChid 0,16 0,16 © - - 0,49
Pheid 0,16 © 0,16 © - - 0,28@

*(a) Eichwurzel et al, 2000, (b) formulados ap6s processo de liofilizacdo e reidratacdo e (c)

Gerola (2013).

No que tange aos valores de ®rda mistura formada pelo fotossensibilizador
e a naftoquinona em etanol, Tabela 5, comparado aos valores de ®g dos
fotossensibilizadores Pheid e Zn-Chld em etanol (sem naftoquinonas), pode-se verificar
uma reducéo de 40 a 60% para os sistemas Pheid/Lap, Pheid/B- lap e ZnChld- B-lap, o
que pode estar relacionado a processos de supressao de fluorescéncia da clorofila pela
naftoquinona. O sistema ZnChld/Lap ndo apresentou grandes variagbes em meio
homogéneo.

Os valores de @ para o Pheid e Zn-Chld nos sistemas micelares P-123 e F-
127 foram estudados por Gerola (2013), que obteve valores coincidentes para ambos
derivados nos copolimeros micelares, sendo 0,16 para os sistemas em P-123 e F-127

(Tabela 5). Amparada na literatura, nos valores obtidos de ®f e nos espectros de
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absorcdo eletronica UV-Vis, a autora caracterizou as micelas poliméricas como
eficientes na solubilizacdo e monomerizacao dos derivados da clorofila (Gerola, 2013).

No que tange aos formulados mistos incorporados nos sistemas micelares P-
123 e F-127, pode-se verificar através da Tabela 5 um aumento sutil nos valores de ®¢
para os formulados obtidos a partir da Zn-Chld/lapachol e Pheid/lapachol. Em adicé&o,
pode-se notar uma reducdo nos valores de @ superior a 45% para os formulados
obtidos a partir da Zn-Chld/B-lapachona e Pheid/p-lapachona. Tal atenuacdo pode estar
associada preferencialmente a despopulagdo do estado excitado via processos nao
radiativos, envolvendo colisdes com moléculas do solvente (conversdo interna) ou
cruzamento intersistemas (CIS), onde estados de diferentes multiplicidades estéo
envolvidos (Lakowicz, 2006). A possibilidade da existéncia de agregados em solugéo
que contribuam com a reducdo dos valores de ®ré pequena, pois 0s mesmos ndo foram
identificados nos espectros de absorgéo eletrénicaUV-Vis da Figura 39 (Gerola, 2013).

Conforme j& mencionado, o processo de liofilizacdo submete o formulado a
variacOes bruscas de temperatura e desidratacdo. O estudo das propriedades
espectroscopicas apés a reidratacdo (Figura 40) serve como ferramenta para
compreender a estabilidade do liofilizado durante longos periodos, maiores que em
solugdo (Vilsinski, 2013). Os dados de ®f obtidos ap0s a liofilizagdo, apresentados na
Tabela 5, demonstram um sutil aumento para os sistemas obtidos com o lapachol ¢ -
lapachona. Esse efeito pode estar associado ao processo de redistribuicdo do FS no
micro ambiente micelar ap6s a reidratacdo, acomodando-se em um micro ambiente de
diferente polaridade e viscosidade, onde se tem menor acesso a moléculas de agua que
atuam como supressores de fluorescéncia (Vilsinski, 2013).

A protecdo dos formulados frente ao processo de liofilizacdo/reidratagédo

verificada nesse estudo vai de encontro ao trabalho desenvolvido por Lee e Lin (2011),
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qgue estudaram a estabilidade estrutural da Calcitonina de salmdo, um hormonio
peptideo, em distintos meios micelares antes e apo6s a liofilizagdo. Os autores
verificaram, por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
manutencdo da estrutura secundaria da proteina incorporada no copolimero F-68 ap6s o
“estress” térmico (T.-H. Lee & Lin, 2011).

Ao avaliar a manutencdo do estado monomérico dos fotossensibilizadores
em presenca das naftoquinonas em meio micelar (Figura 39), verificaram-se alguns
pontos que poderiam estar vinculados a algum tipo de interagdo medicamentosa. A
manutencdo do estado monomérico do FS (Figura 39) em oposicdo as variagbes nos
espectros de emissdo de fluorescéncia para os sistemas obtidos a partir da Zn-Chld
(Figura 41), assim como a reducdo acentuada no ®g para os formulados obtidos pela
combinagdo entre FS/B-lapachona (Tabela 5), demonstraram a necessidade de estudos
que avaliam a eficiéncia dos FS nos sistemas combinados. Este estudo foi desenvolvido

e encontra-se apresentado na proxima sec¢&o.

3.2.2. Determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singleto

(®4'0,) dos derivados da clorofila em presenca das naftoquinonas em etanol

Ao se tratar de estudos fotodinamicos, estudar a eficacia dos compostos
fotossensibilizadores na geracao de oxigénio singleto (*O.) é de extrema importancia. A
quantificacdo pode acontecer de duas formas: método fisico direto, de maior custo,

realizado por medidas de tempo de vida onde o FS, excitado por um laser, emite

137



Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 3 — Resultados e Discusséo
Formulado Misto

fosforescéncia na regido do infravermelho préximo (1270 nm) ou pelo método indireto
ou alternativo, cujo principio € a utilizacdo de uma sonda quimica, como o &cido Urico
(AU), utilizado como captor de 'O, em reacdes de foto-oxidacdo (Rabello et al.,
2012).0 menor custo e a simplicidade envolvida na técnica envolvendo a utilizacéo do
AU ndo sdo os unicos beneficios, uma vez que a pequena sobreposicdo espectral entre o
espectro de absorcdo eletronica dos FS’s e do AU (A=293 nm em etanol) facilita o
tratamento dos dados. Além disso, o0 AU ndo absorve na regido de fotoexcitacdo dos
derivados da clorofila, permitindo ao mesmo estabilidade frente a iluminacdo. A
degradacdo do substrato observada é resultante dos processos fotofisicos e fotoquimicos
descritos pelo diagrama de Jablonski (Figura 1), onde o FS no estado excitado gera, na
TFD do tipo 11, o oxigénio singleto responsavel pela oxidacdo do sensor quimico.

Para que estas reacOes fotoquimicas sejam desencadeadas é imprescindivel
que haja sobreposicéo entre o espectro de absorcdo dos derivados da clorofila (Pheid e
Zn-Chld) com o espectro de emissdo do sistema de excitacdo empregado (LASER),

conforme Figura 42.

138



Absorbancia Normalizada

Absorbancia Normalizada

Dissertacdo de Mestrado
Capitulo 3 — Resultados e Discusséo
Formulado Misto

=1

@

1,04 —=—Zn-Chld ™. -1.0 3

—=—LASER LA 5

0,8 1 hy /\ . L 0,8 @

) L] o

[ ] \. @D

. = . m

0,6 . / I . L0,6 3.

u - »

L \ n

.l L gz

0,4 3 - \ . L 0,4 ~

n >

] [ - o

N / 3 2

0,2+ " 0,2 @

| ] ;

[ * &

0,0 . —a . : 002
600 625 650 675 700

Comprimento de onda (nm) _

T T T T T 2

104 —a— Pheid e F10 3

1 —— LASER =% o

i n L] L Q

0,8 / /./ \. 0,8 o)

\ a

[ ] .\ (9]

0,61 . . L0,6 M

}- 1 " 3

[ ] )

! . n

0,4 - \ -0,4 &

l- L] \. —~~

| - S

.I O 2 2

0,2_ [ ] I~ Y 3

_ el "'h..\ D

[ N’

0,0 . P P 0,0 8

600 625 650 675 700 o

Comprimento de onda (nm)

Figura 42. Sobreposicdo (normalizada) dos espectros de absorcdo da Zn-Chld e Pheid
(2,0x10°® mol L™) em etanol (Amns=660 nm) com a emissdo do LASER de diodo (Amax=

663 nm) a 30,0 °C.

Por meio da Figura 42 pode-se verificar a sobreposi¢do espectral entre 0s

espectros de absorgdo eletronica dos derivados da clorofila com o de emissdo do

LASER (Amax= 663 nm), sendo total para a Zn-Chld e parcial para o Pheid. A

dependéncia temporal da reacdo do AU com 'O, observada (cinética), por sua vez, ira
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depender principalmente da poténcia do LASER (energia fornecida pelo seu fluxo de
fétons). A poténcia de méxima emissdo do LASER medida é de 100 mW, suficiente
para a observacdo da reacdo do consumo total do acido Urico no experimento. Na Figura
43 encontram-se apresentados 0s espectros de absorcao eletrénica UV-Vis e a cinética
de degradacéo do AU (5,0x10° mol L™), em etanol contendo fotossensibilizador Pheid

(2,0x10"® mol L) em funcdo do tempo de iluminac&o.
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Figura 43. Espectros de absorcdo eletrénica UV-Vis dos derivados da clorofila em presenca das naftoquinonas e cinéticas de degradacdo do
4cido Urico (293 nm) em etanol sendo (a,b) Pheid (2,0x10® mol L™), (c-d) Pheid (3,0x10°® mol L™)/-lapachona (2,0x10°° mol L™), (e-f) Zn-Chld
(3,010 mol L™)/p-lapachona (2,0x10”° mol L™), (g,h) Pheid (1,5x10° mol L™)/lapachol (1,3x10”° mol L™) e (i,j) Zn-Chld (1,5x10° mol L’
Y/lapachol (1,3x10™ mol L™), a 30,0 °C, pH basico (9,0) e com sistema de iluminagao acoplado LASER de diodo, com Ams= 663nm. As setas
indicam a direcdo da variacdo espectral com o tempo de iluminacao.
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Com base nas Figuras 43-a e 43-j pode-se notar a fotodegradacdo do
derivado da clorofila na presenca de luz, evidenciada pela redugédo na intensidade de
absorcdo da banda Q da clorofila (669 nm). A fotodegradacdo da clorofila resulta na
abertura do anel tetrapirrélico em uma das pontes metilo, formando tetrapirrdis lineares
oxidados de menor massa molar (Fennema, 1996). Além do efeito da luz, tanto o
oxigénio singleto quanto os radicais hidroxila, gerados pela clorofila durante a etapa de
iluminag&o, reagem com os tetrapirrdis formando radicais livres e peroxidos que causam
a destruicdo da estrutura clorinica (Cuny, Romano, Beker, & Rontani, 1999; Fennema,
1996).

Além disso, verifica-se na Figura 43 o decaimento da banda em 293 nm,
correspondente ao processo fotodegradativo do &cido urico (Rabello et al., 2012), com
aumento sutil do maximo em aproximadamente 320 nm correspondente a formacéo do
intermediério (Rabello et al., 2012). A degradacdo do &cido Grico via 'O, melhor
visualizada pelas Figuras 43-b, 43-d, 43-f, 43-h e 43-j, € ajustada por uma equacao
biexponencial, que considera duas etapas consecutivas de primeira ordem (ki e k»).
Estudos mostram que somente a primeira etapa da reacdo (ki) deve ser utilizada nos
célculos e a segunda constante (k,), embora dependa do ataque do 'O, é relativa ao
intermediario e independente da luz (Rabello et al., 2012). O mecanismo de
fotodegradacdo do &cido urico em diferentes pHs foi estudado por George e Bhat (1979)

e encontra-se apresentado no Esquema 2 (M. V. George & Bhat, 1979).
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Esquema 2. Mecanismo de foto oxidacdo do acido Urico em meio alcalino (George e
Bhat, 1979 modificado).

Segundo George e Bhat (1979) o ataque do oxigénio singleto resulta na
formacdo do hidroperoxido. Este, por sua vez, pode ser clivado formando quatro
compostos. O mecanismo de foto degradacdo é dependente do pH e os produtos obtidos
em maior quantidade, em condicGes alcalinas, € 0 oxonato de sédio (B) com 69% e
triureto (A) com 8% (M. V. George & Bhat, 1979). Na Tabela 6 encontram-se 0s
valores das constantes de velocidade de consumo do acido Urico e fotobranqueamento,

bem como a eficiéncia fotodindmica (Equacdo 9) quimica utilizada para determinacao
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do rendimento quantico de oxigénio singleto (®»'0,). A relacéo entre os valores de k;
com o nimero de fotons absorvidos (Equacdo 9) (Figura 44) fornece uma relacéo linear,

onde o coeficiente angular da reta corresponde a eficiéncia fotodindmica (ya).
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Figura 44. Relacdo entre k; e o numero de fotons absorvidos para (a) Pheid, (b)
Pheid/B-lapachona, (c) Pheid/lapachol, (d) ZnChld/ B-lapachona e (e) Znchld/ lapachol.
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Tabela 6. Constantes de velocidade (k;) determinadas nos experimentos de oxidagéo
fotoinduzida do AU utilizando LASER, Constante de fotobranqueamento (krg) e

Eficiéncia fotodindmica quimica (yA).

FS/Naftoquinona Experimento k1(10% s krg(10?s™) va (10%)
Pheid A 24,7+1,65 5,05+0,19
B 12,3+0,01 8,39+0,33 4,27+0,45
C 16,3+0,15 10,50+0,30
Pheid/Lap A 9,9+0,28 3,20+0,20
B 14,0+0,39 8,80+0,12 2,27+0,55
C 15,0+0,48 7,50+0,10
Pheid/p-Lap A 13,0+0,25 7,40+0,21
B 15,5+0,50 11,51+0,23 4,16%0,38
C 22,2+0,72 11,50%0,18
Zn-Chld /Lap A 9,07%0,02 20,82+0,47
B 16,3+1,39 21,16+0,49 9,85+0,66
C 30,51+0,46 21,06+0,63
Zn-Chid /p-Lap A 0,23+0,00 27,74£1,54
B 2,0£0,02 40,86+1,95 7,11+1,07
C 27,9+0,28 51,41+3,44

No que tange a Tabela 6, pode-se verificar maiores velocidades de

fotodegradagéo para o derivado metalado, em concordéncia com os dados da literatura
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(Gerola, Santana, et al., 2011). As reacdes de fotodegradacao dos derivados da clorofila
séo evidenciadas pela reducdo na intensidade no espectro de absorgéo eletronica (Figura
43), fazendo com que uma menor concentracdo de espécies fotoativas participe das
reacOes. O processo de fotodecomposicao pode ser explicado pela formagdo de espécies
reativas que atacam tanto o composto sonda quanto o fotossensibilizador. A
metodologia descrita neste trabalho considera os efeitos do fotobranqueamento nos
calculos (termo e ~*FBt da Equacdo 8), reduzindo assim os erros sistematicos (Rabello et
al., 2012).

O rendimento quantico de oxigénio singleto (®,'O,) foi determinado
utilizando-se a Equacdo 10, tendo o Pheid como substancia padrdo. Os valores

encontrados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Rendimento quantico de oxigénio (®,'0O,) determinado para os derivados da
clorofila em presenca das naftoquinonas em etanol, usando Pheid como padréo.

FS/Naftoquinona ®,0;
Pheid/Lap 0,27
Pheid/g-lap 0,51
ZnChld/Lap 1,00
ZnChld/ g-lap 0,86
Pheid* 0,51
Zn-Chld* 0,47

* dados obtidos por Gerola (2013)
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Avaliacdes envolvendo a estabilidade do &cido Urico em presenca das
naftoquinonas foram realizadas para servirem como referéncia. Os resultados obtidos
(ndo mostrados) demonstraram que o &cido Urico ndo € degradado pelas naftoquinonas
com e sem a presenga de iluminagdo (LASER).

Com base na Tabela 7 podem-se notar maiores valores de rendimento
quantico de oxigénio singleto para os formulados mistos obtidos a partir da Zn-
Chld,comparado aos sistemas preparados a partir do Pheid. Para o derivado metalado,
os dados do sistema misto divergem dos apresentados na literatura para as formas
individuais Pheid e Zn-Chld (Gerola, 2013). Gerola (2013) observou valores de ®A 0,
préximos para os derivadosa clorofila a (Mg-Chl) e seus derivados, sendo 0,51 para o
Pheid, 0,48 para a Zn-Chld e 0,47 para Mg-Chl em etanol. O aumento observado para as
formas combinadas Zn-Chld/naftoquinona pode ser resultante da complexacdo da
naftoquinona (agente quelante bidentado) com o zinco do fotossensibilizador,
permitindo maior acoplamento spin-érbita o que favorece maior conversdo inter-
sistemas, onde sdo formadas as espécies citotoxicas, como o oxigénio singleto. Diversos
trabalhos estudam a sintese de organometalicos terapéuticos, obtidos a partir da
complexacdo do lapachol, ligante anti cancer bidentado bioativo, com uma série de
metais, como cobre, cobalto, zinco e ruténio (Goulart et al., 2003; Martinez, Jiménez,
Castellano, Piro, & Aymonino, 2005) em meio basico.O objetivo desses autores é
otimizar a atividade bioldgica do lapachol apds inserir um centro metalico, com caréater
positivo, que permite maior interacdo com biomoléculas de carga negativa (segmentos
de DNA) (Kandioller et al., 2013). Assim, sugere-se que além de permitir a otimizagéo
da atividade do fotossensibilizador (aumento no rendimento quantico de oxigénio
singleto), a complexacdo tende a influenciar de forma positiva a eficicia da

naftoquinona.
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3.2.3. Influéncia da temperatura na auto-agregacdo do formulado

misto incorporado em F-127 e P-123

As propriedades espectroscopicas dos farmacos, que compdem os sistemas
mistos, foram estudadas frente as mudancas estruturais dos surfactantes polimericos,
induzidas por variacdes na temperatura entre 14,0 e 30,0 °C (condicGes acima e abaixo
da TMC dos copolimeros). Na Figura 45 sdo mostradas as propriedades espectrais dos
farmacos (naftoquinonas e derivados de clorofila) formulados nos sistemas micelares F-

127 e P-123.
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Figura 45. Estabilidade do formulado misto com a temperatura, sendo (a) Zn-
Chld/Lapachol em F-127 (1,0% m/V; 7,7x10“ mol L), (b) Zn-Chld/Lapachol em P123
(1,7% m/V; 2,9x10° mol LY), (c) Pheid/Lapachol em F127 (1,0% m/V; 7,7x10*mol L
1), (d) Pheid/Lapacholem P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L™). [lapachol]=1,6x10"
mol/L e [Chis]= 2x10°® mol/L. Nos insertes sdo apresentados os Amsx monitorados para
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cada composto.

em sistemas multifarmacos, em micelas F-127 e P-123, verifica-se o processo auto-
agregacional em baixas temperaturas, indicado pela redu¢cdo do méaximo de absor¢do em

250nm com elevagdo da banda em 275 nm. O efeito associativo do lapachol e as

No que tange as Figuras 45-a a 45-d, com relac¢do ao lapachol incorporado
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variagdes na estrutura micelar néo resultaram em implica¢Ges para os derivados Pheid e
Zn-Chld, indicados pela inalterabilidade do maximo de absor¢do da banda Q (regido de
655 nm) correspondente a cada espécie. A avaliagdo dos formulados obtidos a partir da

B-lapachona também foi realizada e encontra-se apresentada na Figura 46.
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Figura 46. Estabilidade do formulado misto com a temperatura, sendo (a) Zn-Chld Blap
em F-127 (1,0% m/V; 7,7x10* mol L™), (b) Zn-Chld Blap em P-123 (1,7% m/V;
2,9x10° mol L™), (c) Pheid plap em F-127 (1,0% m/V; 7,7x10“ mol L™) e (d) Pheid
Blap em P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L™). [B-lapachona]=1,3x10mol/L e [Chls]=
2x10°mol/L; em &gua destilada (pH 5). Nos insertes sdo apresentados 0S Amax
monitorados para cada composto.

Da mesma forma, os formulados obtidos com encapsulamento simultaneo

da B-lapachona com as respectivas clorinas, Figuras 46-a a 46-d, mostraram um perfil
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constante para a banda Q, do Pheid e Zn-Chld, ¢ para banda em 255nm da B-lapachona.
Dessa forma, verificou-se que somente o lapachol sofreu maior implicancia do efeito
térmico devido a acessibilidade mais pronunciada a moléculas com a atenuacdo da
temperatura, conforme discutido na se¢do 2.1.8. A estabilidade da B-lapachona e do
lapachol no formulado misto, com relagdo & dindmica micelar, estd de acordo com o
comportamento verificado para os sistemas naftoquinona/F-127 e P-123, discutido na
secdo 2.1.8, atestando que as espécies se comportam de forma independente em um
ambiente com mais de um farmaco. A constancia dos maximos de absorcao eletrénica
com a variagdo da temperatura para os derivados Pheid e Zn-Chld também foi
verificada nos estudos desenvolvidos por Gerola (2013). Por meio de espectros de RLS
(espalhamento de luz ressonante) obtidos em baixas temperaturas a autora atribuiu tal

comportamento a redugdo na TMC dos surfactantes (Gerola, 2013).

3.2.4. Estabilidade do Formulado Misto incorporado em F-127 e P-

123 com o0 Tempo

Este estudo foi realizado com o intuito de se obter informacGes a respeito da
estabilidade/reorganizacdo, com possiveis efeitos de liberacdo dos compostos mistos
nas micelas poliméricas, para posterior correlacdo com os dados apresentados na secao
2.1.9. A estabilidade dos formulados mistos foi monitorada por meio de espectros de
absorcdo eletrdnica UV-Vis registrados durante um periodo de 25 dias. Foram
avaliadosos méaximos de absorcdo eletrénica das principais bandas do lapachol (250 e

273 nm), B-lapachona (255 nm) e dos fotossensibilizadores Pheid e Zn-chd (banda Q
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em 660 e 667 nm). Na Figura 47 estdo apresentados 0s maximos de absorcao eletrénica

com o passar dos dias para os formulados multi-farmacos propostos.
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Figura 47. Estabilidade do formulado misto com o tempo, sendo (a) Pheid/Lap em P-
123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L), (b) Zn-Chld/Lap P-123 (1,7% m/V; 2,9x10° mol L’
1), (c) Pheid/Lap em F-127 (1,0% m/V; 7,7x10“ mol L™) e (d) Zn-Chld/Lap F-127
(1,0% m/V; 7,7x10* mol L™), em agua destilada (pH 5) a 30,0 °C.

Com base nos maximos de absor¢do eletrdnica UV-Vis para os sistemas
mistos Pheid/Lap e Zn-Chld/Lap, formulados em P-123 (Figura 47-a e47-b), pode-se
verificar similaridade com os sistemas apresentados na secéo 2.1.8, para a naftoquinona
encapsulada na forma isolada. Para ambos os farmacos pode-se verificar

comportamento independente, com rearranjo do lapachol no micro-ambiente micelar e
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simultanea estabilidade dos derivados da clorofila. O mesmo ndo é apurado sobre 0s
sistemas formulados em F-127. A caracteristica do perfil lento de ligacdo e
monomerizacgdo do lapachol nessas micelas resultou em vulnerabilidade do Pheid e Zn-
Chld, fazendo com que os mesmos apresentem uma menor estabilidade. Analogias
podem ser feitas para os formulados mistos compostos por P-lapachona, onde o0s
encapsulados em micelas de F-127 apresentaram uma menor estabilidade para os
derivados da clorofila, demonstrando que o processo de reorganizacgdo da naftoquinona
influi na acomodagdo do fotossensibilizador. As discussdes acerca dos sistemas
formulados em P-123 para o lapachol, sobredito anteriormente, também sdo coerentes
para os sistemas mistos compostos por B-lapachona/clorofila (ndo mostrado), atestando
um processo de liberagéo independente.

Estudos prévios vinculados a estabilidade dos derivados da clorofila nas
micelas ndo ibnicas, desenvolvidos por Gerola (2013), demonstraram estabilidade do
fotossensibilizador nos sistemas micelares por um periodo de 15 dias, sendo, portanto,

correspondentes ao verificado para os sistemas mistos (Gerola, 2013).
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4. Conclusao

Neste trabalho foram estudadas as propriedades fisico-quimicas e
espectroscopicas das naftoquinonas Lapachol e B-Lapachona em meio homogéneo e
micro-heterogéneo, constituido de micelas poliméricas da classse dos Plurdnicos®, P-
123 e F-127, bem como o formulado misto composto pelo encapsulamento simultaneo
dos fotossensibilizadores, derivados da clorofila (Pheid e Zn-Chld), e as naftoquinonas.
Os estudos espectroscopicos em meio homogéneo mostraram que o lapachol e a -
lapachona apresentam boa solubilidade em etanol, diclorometano, octanol e baixa
solubilidade em meio aquoso, apresentando-se majoritariamente na forma auto-
agregada neste meio. Inclusive, os coeficientes de absortividade molar das principais
bandas de absorcao das naftoquinonas mostraram maior tendéncia de solubilizacdo em
solventes de menor polaridade. Deste modo, o etanol foi selecionado para o preparo das
solucdes estoques para os estudos subsequentes.

Nos estudos envolvendo misturas binarias homogéneas, constituidas de agua
e etanol, objetivando-se estudar as possiveis formas auto-agregadas das naftoquinonas
em meios ricos de agua, verificou-se o efeito da solvatacdo preferencial, com aumento
das principais bandas de absorcao eletrénica e emissao de fluorescéncia em proporcoes
préximas 50% (V/V) de dgua. O comportamento auto-agregacional das naftoquinonas
revelou maior sensibilidade e tendéncia a auto-agregacdo do Lapachol frente a f-
lapachona, que ndo apresentou variacdes espectroscépicas consideraveis com o aumento
da polaridade do meio.

O coeficiente de particdo das naftoquinonas foi determinado objetivando-se
estudar os fendmenos fisico-quimicos e biofisicos de distribuicdo dos farmacos nos

sistemas carreadores ou nas membranas biologicas. Os resultados apontaram um
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comportamento anfifilico para as naftoquinonas, evidenciando que as mesmas podem
migrar tanto para a bicamada lipidica das membranas bioldgicas quanto se dissolver no
plasma sanguineo quando administradas in vivo, por exemplo.

Os estudos de pKa para o lapachol foram realizados com o intuito de
identificar o estado de carga do farmaco em pH fisioldgico, j& que as diferentes formas
protoliticas apresentam distintas taxas de difuséo através da bicamada lipidica. Avaliou-
se 0 pKa do lapachol em meio homogéneo (50% etanol) e em meio micro-heterogéneo,
constituido de micelas copoliméricas P-123 e F-127. Os valores de pKa em meio
micelar demonstraram menores variag0es para o lapachol em micelas de F-127,
indicando que 0 mesmo encontra-se em uma regido micelar externa, com polaridade
semelhante a verificada em &gua/etanol. De forma andloga, as maiores variagoes
observadas nos valores de pKa para o sistema em P-123 pode estar associadas a
localizagdo do farmaco na micela copolimérica e sua acessibilidade aos prétons do
meio.

As avaliagdes a respeito da interacdo da naftoquinona com os copolimeros
micelares, em pH acido (4,5) e basico (8,0), revelaram que o lapachol na forma neutra
apresenta maior interagdo com as micelas poliméricas, com provavel localizacdo na
regido interfacial corona hidrofilica/agua. J& as avaliagdes com mistura de forma
protolitica, em agua destilada (pH 5,0), apontaram uma exacerbada afinidade priméria
induzindo a monomerizacdo dos compostos no tempo inicial (T, medida imediata a
adicdo do copolimero), com posterior rearranjo e auto-agregagao no Teq (apos 48 horas)
para a maioria dos sistemas, exceto para lapachol/P-123. Esses estudos no Ty e
Teq,demonstraram a existéncia de uma dependéncia temporal na interagdo e estabilidade

das naftoquinonas nos sistemas micelares.
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Apo6s os estudos termodindmicos de interacdo naftoquinona/copolimero
partiu-se para a incorporagdo das mesmas nestes sistemas nano-estruturados, utilizando-
se do método de dispersdo solida. A partir das propriedades espectroscopicas desses
sistemas, verificou-se que as naftoquinonas foram incorporadas eficientemente nos
copolimeros coloidais, mesmo em posse da complexa interacdo verificada nos estudos
de ligacdo. Para o sistema lapachol/F-127 foram verificadas alteracGes significativas
nos espectros de absorcao eletronica, o que foi atribuido a efeitos da polaridade e/ou
auto-agregacdo incitada pelo micro-ambiente complexo no qual a espécie esta inserida.
Os espectros de emissdo de fluorescéncia demonstraram uma reducéo significativa na
intensidade das principais bandas para os sistemas formulados, o que foi atribuido, mais
uma vez, a efeitos de localizacdo e acessibilidade a moléculas de agua, supressoras de
fluorescéncia.

A incorporagdo das naftoquinonas simultanea aos derivados da clorofila,
Pheid e clorofilida de zinco, nos copolimeros micelares P-123 e F-127 foi eficaz, uma
vez que houve a monomerizacdo dos compostos fotossensibilizadores, condi¢do
necessaria para aplicabilidade fotodindmica.

Os estudos relacionados a estabilidade térmica dos sistemas formulados,
compostos pela combinacdo entre o fotossensibilizador e a naftoquinona, mostraram
que as espécies (naftoquinonas, Pheid e ZnChld) mantiveram seu comportamento
caracteristico individual, isto €, com reducdo do méaximo em 250 nm com simultanea
elevacdo na intensidade de absorc¢do da banda em 273 nm do lapachol e inalterabilidade
dos maximos para os derivados Pheid, Zn-Chld e B-lapachona. Esses efeitos foram
atribuidos a variag¢Ges na localizacdo dos farmacos frente a dinamica micelar.

A avalia¢do da estabilidade temporal do lapachol e B-lapachona formulado

apontou efeito da reorganizagdo (com provavel monomerizacdo) com variacdes na
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localizacdo dos farmacos com o passar dos dias. A combinacdo das naftoquinonas com
os fotossensibilizadores ndo causou modificacbes na estabilidade das naftoquinonas,
entretanto levaram os fotossensibilizadores incorporados em micelas copoliméricas de
F-127 a apresentarem menor estabilidade. Esse efeito pode estar associado a competigdo
pelo mesmo sitio de ligacdo, com acomodacdo de um dos farmacos prejudicada, visto
que ambos farmacos encontram-se acomodados na regido PEO da micela copolimérica.

Os experimentos relacionados a avaliagdo da estabilidade dos formulados
frente a processos de liofilizagéo e reidratacdo, demonstraram uma pequena reducdo na
intensidade de absor¢cdo da banda Q (regido de 600 a 670 nm) dos derivados da
clorofila, com um aumento acentuado das bandas de absorcdo eletronica das
naftoquinonas. Esse comportamento foi atribuido, sobretudo, a efeitos de reorganizagéo
dos farmacos nos micro-ambientes micelares antes e ap0s o stress térmico que precede a
liofilizacdo. Mesmo oferecendo uma reducdo na intensidade de absorgédo para a maioria
dos fotossensibilizadores, a liofilizacdo foi considerada vantajosa por ndo favorecer a
formacéo de espécies auto-agregadas.

Os valores de rendimento quéantico de fluorescéncia dos formulados obtidos
pela combinacdo dos derivados da clorofila (Pheid e Zn-Chld) com as naftoquinonas
expressaram uma reducéo significativa (superior a 45%) para os formulados obtidos a
partir da B-lapachona, comparados aos valores obtidos em etanol. Esse comportamento,
aliado a0 ®,'0,, foi atribuido a despopulacdo do estado excitado por processos néo
radiativos, envolvendo colisdes com moléculas do solvente, ou ainda ao favorecimento
do cruzamento intersistemas (CIS). Os valores de rendimento quéantico de oxigénio
singleto para os formulados obtidos a partir da Zn-Chld foram elevados. Esse efeito foi

associado a uma possivel complexacéo entre o zinco (Zn-Chld) e a naftoquinona, agente
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guelante bidentado, podendo favorecer o acoplamento spin-orbita e, consequentemente,

0 cruzamento inter-sistemas.
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