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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade clinica baseada na interacdo de um
composto Fotossensibilizador (FS) com luz, de comprimento de onda adequado, em
presenca de oxigénio molecular (302), gerando espécies radicalares (EROS) e oxigénio
singlete (*O2), responsaveis pela necrose e/ou apoptose celular, via transferéncia de
energia. Esse tipo de tratamento vem sendo amplamente estudado devido a sua imensa
gama de aplicacdo, que vai desde sistemas mais simples, como fungos e bactérias, até
sistemas mais complexos, como os tumores malignos. A Hipericina (Hip) vem atraindo
atencdo como composto FS promissor para TFD, dado sua origem natural ou sintética,
baixo fotobranqueamento e toxicidade. Sua elevada hidrofobicidade, torna necessario
para aplicacdo in vivo, 0 uso de sistemas biotransportadores nanoestruturados os quais
promovem uma maior solubilizacdo e adicionalmente previnem a formacao de espécies
agregadas, inibitorias do processo fotossensibilizacdo. Neste trabalho vesiculas
lipossomais unilamelares de DPPC foram utilizadas como sistemas carreadores de Hip,
encapsulada via adicdo direta. Estudos envolvendo tamanho das particulas, revelaram um
aumento do diametro médio das vesiculas lipossomais com o0 processo de
encapsulamento. A interacdo Hip/DPPC, mostrou-se maior com 0 aumento da
temperatura (maiores valores de Ky), e possibilitou a determinacdo dos demais parametros
de ativagdo do sistema (AG, AH° e AS®), que revelaram que além de espontaneo o
processo de ligacdo Hip/DPPC é também endotérmico (AH°>0). A Eficiéncia de
Encapsulamento (EE%) da formulacéo foi avaliada por meio da destruicdo das vesiculas
lipossomais com solvente orgéanico, onde a Absortividade Molar (€) da Hip ¢ conhecida,
revelando uma EE% cerca de 17% maior a 50,0°C (74,3% e 89,3% a 30,0 e 50,0°C,
respectivamente). Nos estudos de localizacdo, ndo foi possivel obter um valor de Ksy para
temperaturas mais elevadas utilizando um supressor aquosoltvel, indicando uma maior
penetracdo da Hip na bicamada lipidica, enquanto que a 30,0°C o valor de Ky indicou a
presenca de duas populacdes acessiveis ao iodedo. Essa mudanca de localizacdo do FS
com a temperatura foi confirmada com os estudos de Transferéncia de Energia
Ressonante por Fluorescéncia (FRET), que indicaram distancias de 29,7 e 36,7A com
relacdo ao DPH a 30,0 e 50,0°C, respectivamente. Como esperada, a incorporacdo da Hip
nas vesiculas lipossomais a 50,0°C, provocou um leve aumento no valor de ®r para 0,30,
que teve por consequéncia uma proporcional diminuicdo no ®AO, para 0,26,

apresentando porem um significativo aumento no tempo de vida do oxigénio singlete (1),



essencial ao tratamento com TFD. Adicionalmente, a formulacdo apresentou grande
estabilidade térmica e temporal quando hidratada. No entanto, quando
liofilizada/reidratada, houve destruicdo da estrutura/tamanho original das vesiculas
lipossomais. Os estudos atividade fotodinamica foram realizados em células do tipo B16-
F10 e em protozoarios T. cruzi. Os resultados tornaram evidente a potencialidade da
formulacdo desenvolvida, que apresentou valores de viabilidade celular e 1Cso mesmo
com baixas concentracdes de farmaco (entre 3 a 5 umol L) bastante satisfatorios,

apontando a Hip como uma forte candidata a FS para tratamentos com TFD.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a clinical modality based on the interaction of a
photosensitizer compound (PS) with light of appropriate wavelength in the presence of
molecular oxygen (302), generating radical species (ROS) and singlet oxygen (*O2)
responsible for necrosis and/or apoptosis, through energy transfer. This type of treatment
has been widely studied due to its vast range of application, ranging from simpler systems,
like fungi and bacteria, to more complex systems as malignant tumors. Hypericine (Hyp)
has been attracting attention as a promising compound for PS in PDT, given its natural or
synthetic origin, low photobleaching and low toxicity. Its high hydrophobicity, required
for in vivo application, the use of biocarriers nanostructured systems which promote a
greater solubilization and further prevent the formation of aggregated species, that inhibit
the photosensitization process. In this work, unilamellar liposomal vesicles of DPPC were
used as carrier systems of Hip encapsulated through direct addition. Studies involving
particle size, showed an increase in diameter of the liposome vesicles after the
encapsulation process. The Hyp/DPPC interaction was higher with temperature
increasing (higher Ky values) and allowed the determination of other system activation
parameters (AG, AH® and AS°), which showed the spontaneity of the binding Hip / DPPC
and also that process is endothermic (AH °> 0). The encapsulation efficiency (EE%) of
the formulation has been evaluated through the destruction of the liposome vesicles with
an organic solvent, where the molar absorptivity (¢) of the Hyp is known, revealing an
EE% about 17% higher at 50,0 °C (74,3% and 89,3% to 30,0 and 50,0 °C, respectively).
In localization studies, it was not possible to obtain a Ksy value in higher temperatures
using a aquosoluvel guencher, indicating a higher penetration of the Hyp in the lipid
bilayer, whereas the 30,0°C the Ksv value indicated the presence of two accessible
populations to iodedo. The changing in the PS location with temperature was confirmed
with the Transfer Resonant Energy Fluorescence (FRET) studies, which indicated
distances of 29,7 and 36,7A regarding the DPH at 30,0 and 50,0°C respectively. As
expected, the incorporation of Hyp in the liposomal vesicles at 50,0°C, caused a slight
increase in ®r value to 0,30, which has resulted in a commensurate reduction in ®»*0> to
0,26, but showing a significant increase in lifetime of singlet oxygen (t), that is essential
for treatment with PDT. Additionally, the formulation showed a high thermal stability
and temporal when hydrated. However, after the freeze-drieyer/rehydrated, there

destruction of the original structure/size of liposomal vesicles. The photodynamic activity



studies were conducted on B16-F10 cells and protozoa Trypanosoma cruzi. The results
become evident the formulation ability, which showed cell viability values and 1Csg even
with low drug concentrations (3 to 5 mmol L) quite satisfactory, indicating the Hyp as

a strong candidate PS for treatments using PDT .
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1. Introducéo

1.1 Terapia Fotodinamica (TFD)

Desde o Egito Antigo, civilizagdes indianas e chinesas utilizavam luz no
tratamento de doencas como psoriase, raquitismo, vitiligo e cancer de pele, por meio da
ingestdo de plantas com posterior exposicao ao sol*. Entretanto, esta técnica comecou a ser
usada de forma sistematica cientifica apenas no final do século XIX, na Dinamarca, quando
pesquisadores observaram que a combinacdo de luz com certos compostos induziam a
morte celular'?.

Em 1900, o estudante de medicina alemdo, Oscar Raab, relatou que certos
comprimentos de onda eram letais para infusoria (protozoarios ciliados, flagelados e com
tentaculos), quando em presenca de alaranjado de acridina (AL)**. Neste mesmo ano J.
Prime, neurologista Francés, notou que pacientes com epilepsia, quando tratados com
eosina (EOS), desenvolviam dermatite nas areas expostas ao sol. Essa descoberta levou H.
Tappeiner e A. Jesionek tratarem tumores cutdaneos com EOS e luz branca, os quais
descreveram o fendmeno como “agdo fotodinamica™.

Nesse contexto, experimentos realizados para testar combinag¢fes de compostos
em presenca de luz levaram ao surgimento da Terapia Fotodinamica (TFD), que tem por
base a combinacdo de trés elementos fundamentais: o Fotossensibilizador (FS), Luz e
Oxigénio Singlete (*0,). Compostos fotossensibilizadores, em geral, sdo estruturas
macrociclicas, que quando em presenca de luz, de comprimento de onda correspondente
com o de sua absorg¢do (geralmente entre 600-800nm), interagem com o oxigénio molecular

para gerar oxigénio singlete, espécie responsavel pela morte celular®,
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Os farmacos aplicaveis em TFD, preferencialmente, devem ser compostos puros (e
ndo misturas complexas), o que por consequéncia facilita sua aprovacao clinica pelas
autoridades de saude. Atualmente, existem diversos farmacos aceitos para uso em TFD em
paises como Canada, Alemanha, Japdo, Franga e Brasil, dentre eles podem ser citados o
Photofrin, aprovado pela FDA/EUA (Food and Drug Administration- Estados Unidos) em
22 de dezembro de 1998, e o0 Visudyne, desenvolvido pela empresa QLT Inc. em associacdo
com a University of British Columbia, sob supervisédo do Professor Dr. D. Dolphin, para

tratamento de degeneracéo macular da retina (Figura 1)*".

Na0,C CO;Ma

NDC 58914-155-75

PHoToFRIN®

Rxonly NDC 0187-5600-15 ‘

Visudyne*
(verteporfin O Hﬂ
]

for injection)

(porfimer sodium)
For Injection

M 75 mg single Use Vial

For Intravenous Use Only

Contains No Preservatives

(porfimer sodium) For dosage and administration
For Injection see package insert

Rx onwy

For dosage and 307"
See package inse

—0

RX only

Figura 1. Medicamentos e estruturas quimicas dos principios ativos dos farmacos: A) Visudyne. B) Photofrin.

A TFD vem sendo amplamente explorada como modalidade clinica devido a sua
imensa gama de aplicacdo, mostrando-se eficaz em tratamentos de fungos, bactérias,

8910 Além disso, o procedimento

protozoarios, virus, dermatites e células tumorais
empregue no tratamento com TFD é bastante seguro, ndo invasivo e seletivo, sendo que
esta seletividade pode ser melhorada com o aumento da concentracdo do FS no tecido alvo

(desde que mantenha-se a forma monomérica) e limitando a irradiagdo a uma area
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especifica, ou ainda incorporando-se os FS em sistemas biotransportadores de farmacos,
tais quais lipossomos, micelas poliméricas, anticorpos, nanoparticulas de ouro, dentre
outros, que além de permitir uma maior solubilizacdo do farmaco, garante também um
maior tempo de circulagdo do mesmo no organismo e em alguns casos, aumentam a

especificidade na entrega do FS no local desejado™*”.

1.2. Processos Foto Fisicos e 0 Oxigénio Singlete

Conforme exemplificado pelo Diagrama de Jablonski (Figura 2), a interacdo do FS
com a luz é considerada como base para a TFD, pois a partir desta o FS é promovido para o
primeiro estado eletrénico singlete excitado (FS*). No estado excitado, apesar de ser um
processo proibido por spin, o FS pode, em alguns casos, sofrer conversao intersistemas
(CIS) e atingir 0 estado tripleto excitado (°*FS*), onde é capaz de foto-oxidar substratos
bioldgicos através da geracdo in situ de espécies citotdxicas, levando os tecidos biologicos
a necrose e/ou apoptose?®.

Dessa forma, a presenca do oxigénio molecular (0,) é imprescindivel para que
ocorra o efeito fotodindmico, haja vista que este apresenta multiplicidade semelhantemente
ao FS ao sofrer um decaimento por CIS (3FS, triplete), sendo portanto, possivel a
transferéncia de energia entre ambos. Nesse sentido, dois tipos de mecanismos de
destruicdo fotoinduzida podem ser observados: Tipo 1; onde o FS foto excitado pode reagir
com moleculas vizinhas produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS), tais quais o
anion superoxido (02 ), radical hidroxil (OH’) via reacdo de Fenton, e peroxido de

hidrogénio (H»05), e Tipo I1; no qual ocorre a formacéo de oxigénio singlete (*0,)*"%°.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski extraido de Sotomayor et al., 2008.

A preferéncia por um mecanismo de acdo (Tipo | ou Il), depende principalmente
das caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do FS em solucdo, porém segundo a
literatura, o principal mecanismo de acdo passa pela geracdo do oxigénio singlete (Tipo
)39,

Em geral, os alvos atacados no tratamento com TFD sdo organelas ou sitios de
suma importancia para a vida/reproducdo celular, como mitocondrias, lisossomos ou até
mesmo membrana plasmatica®>'®. Dessa forma, apds a acdo fotodindmica, a regido

fotolisada fica necrosada, dado que a morte do tecido decorre, principalmente, pelo
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comprometimento do sistema vascular (sistema de irrigagdo, responsavel pela entrega de

nutrientes para 0 mesmo), esse efeito acaba sendo propagado pelas regides adjacentes ao

9,11

tumor (Figura 3)

Figura 3. Exemplos de aplicagdo/acdo fotodindmica em pacientes lesionados. Em (A-D) tratamento de lesdo
bucal; e de (E-H) tratamento de onicomicose.

Conhecidamente, o 'O, pode atuar em diversas reagdes com substratos biol4gicos,
em especial com sitios de elevada densidade eletronica, levando a interrupcéo de diversos
processos. Embora seja rapidamente difundido através das membranas, o tempo de vida do
10, ¢ bastante baixo (13-35ps em membranas lipidicas, dependendo do tipo de lipidio)t. De
acordo com a Equacdo de Difusdo de Einstein-Smoluchovsky e usando o coeficiente de
difusdo do 'O, (4,7x10° cm?s™), a difusdo do oxigénio singlete por um caminho calculado
dentro de 1us é de aproximadamente 100 nm (~20 vezes a espessura de uma bicamada

lipidica). Porém quando em meio aquoso, para esse mesmo percurso, este tempo cai para
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11

aproximadamente 4 ps'*. Por esse motivo, um dos primeiros testes que devem ser

efetuados no desenvolvimento de novos farmacos aplicaveis a TFD, € a investigacdo da

habilidade do composto FS em gerar *O,.

1.3. Fotossensibilizador (FS)
Atualmente, diversas classes de corantes fotossensiveis vem sendo estudados e
testados para possiveis aplicacBes futuras em TFD, dentre elas podemos destacar as

porfirinas, clorinas, ftalocianinas e xantenos, cujas estruturas encontram-se ilustradas na

persy
S

Figura 4. Estrutura quimica das classes de corantes; A) Porfirinas, B) Clorinas, C) Ftalocianinas e D)

Figura 4.

Xantenos.
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No entanto, no que concerne a aplica¢do, um composto FS deve apresentar algumas
caracteristicas especificas, como ser quimicamente puro e de composi¢do conhecida, ser
citotoxico somente em presenca de luz, ter minima toxicidade no escuro, ser seletivo ao
tecido doente, ser facilmente excretado, gerar oxigénio singlete e absorver luz,
preferencialmente, entre 600 e 800 nm (Janela Terapéutica), dado que o grau de penetragéo
da luz no tecido é maior nesta faixa de absorcao®.

Compostos FS que absorvem em regides de comprimento de onda menores (~400
nm, por exemplo), dificilmente s&o empregues em tratamentos internalizados, dado que a
baixa penetracdo e grande espalhamento da luz comprometem a eficiéncia e seletividade da
técnica, por outro lado, podem ser amplamente utilizados em tratamentos superficiais e/ou
cutaneos.”®

Além disso, como o FS deve preferencialmente acumular-se nos tecidos lesados, é
interessante que ele apresente certa afinidade com as lipoproteinas constituintes do plasma
sanguineo, que o transportara até as células tumorais''. No entanto, um composto FS pode
apresentar carater hidrofilico, anfifilico ou lipofilico, sendo que a lipofilicidade tem por
vantagem aumentar a interagdo com as membranas celulares, bem como facilitar sua
incorporacdo por elas. Consequentemente, uma molécula de hidrofobicidade acentuada,
tende a auto agregar-se, quando em meio aquoso, sendo que este processo além de
prejudicar a solubilidade do farmaco, diminui seu tempo de vida no estado triplete excitado,

comprometendo a geracdo de oxigénio singlete®®12,
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1.4. Hipericina

A Hipericina (Hip) ou 1,3,4,6,8,13-hexahidroxi-10,11-dimetilfenantro(1,10,9,8-
opqra)perilen-7,14-diona (Figura 5A), é um composto de origem natural que pode ser
obtido por meio de extracdo em plantas do género Hypericum perforatum, ou atraves de
rota sintética, tendo como precursor a emodina (Figura 5B)*2. Estudos relatam o uso da Hip
em tratamentos de transtorno depressivo, dor abdominal, infeccdo bacteriana, dor de
cabeca, melhora no processo de cicatrizacdo, além de um efeito fotodindmico recém
descoberto contra squamous cell carcinoma (SCC), glioma line A172 e retro virus, ao qual

pertence o virus da imunodeficiéncia humana VIH*34121617.18.19

OH O  OH OH O OH

HO HaC O‘O OH
HO I O

HO O HO

Figura 5. Estruturas quimicas da A) Hipericina e da B) Emodina.

Em seu espectro de absorcgéo eletronica em etanol (Figura 6), onde conhecidamente
a Hip encontra-se monomerizada, é notada a presenca de diversas bandas de absorcédo e

vibrdnicas, sendo o dominio compreendido de 490 a 600 nm (absorgéo eletronica UV-Vis)
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atribuido a absorgdo para o estado eletronico S; (Primeiro Singlete Excitado), relativo a
transicdo Sp—=>Si, enquanto que entre 400 a 490 nm (absorcéo eletronica UV-Vis), tem-se

uma absorc&o para o estado S, (emissdo S, Sp) 2>+,

1,6 1
1,4—-
1,2—-
1,0—-
0,8—-
0,6—-
0,4—-

0,2

0,0

400

| = Hip em etanol]
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300 —
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200 —
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100 +
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Figura 6. Espectros de absorgdo eletronica e emissdo (Aex.=525nm, para Abssee,m= 0,1) de fluorescéncia da

Hip 2,8x10° mol L™ em etanol.

Em fototerapia, a aplicacdo da Hip possui diversas vantagens sobre os FS
habituais, devido ao seu substancial rendimento quéntico de oxigénio singlete (®,'0,= 0,32
(etanol)), intensa e ampla regido espectral de absorcdo na regido visivel (Amax=589 nm),
pKa de 1,5 em condi¢bes fisioldgicas (prevalecendo sua forma monoanibnica e
dispensando o uso de solugdes tampdes), baixo grau de fotobranqueamento e baixa
toxicidade, que sdo caracteristicas fundamentais para aplica¢fes bioldgicas e clinicas em
TFD. Além disso, a Hip ja vem sendo aplicada como medicamento ativo no tratamento de
outras enfermidades, o que facilita sua aceitacdo pelos 6rgdos de saude, somado ao fato de
ja ser empregada em Terandstica (combinacdo de diagnostico e tratamento), devido sua

18,19,20,21,22

emissdo de fluorescéncia e afinidade por células tumorais No entanto, é

conhecido que a Hip possui um carater hidrofébico acentuado, o que em um primeiro
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momento inviabiliza a sua aplicagdo biomédica?****?*, Neste caso, torna-se necessaria sua
incorporacdo em sistemas carreadores de farmacos que, além de promover uma
solubilizacéo efetiva em fluidos bioldgicos, aumentam o tempo de circulagdo do mesmo no
sistema e protegem as substancias encapsuladas da degradacdo e de outros danos
relacionados ao metabolismo, possibilitando também um maior acimulo do farmaco nas

células de interesse®®?°.

1.5 Sistemas Carreadores de Farmacos

Na tentativa de estabilizar compostos hidrofébicos, bem como conduzi-los para
regido de interesse para aplicacdo biomédica, diversos tipos de sistemas carreadores de
farmacos vem sendo desenvolvidos, estudados e testados. Dentre eles podem ser citados as
micelas poliméricas, 0s nanotubos de carbono, a silica mesoporosa, as vesiculas
lipossomais dentre outros*!%?®?" Todos esses sistemas carreadores apresentam como
caracteristica comum, a vantagem de proteger a substancia encapsulada da degradacéo e
eliminacdo pelo organismo, além de aumentar a solubilidade dos compostos hidrofobicos
que gquando encapsulados, tendem atingir sua forma monomeérica, ideal para aplicacdo em
TFD23'24'26.

Além disso, dado que o principal sitio de acdo fotodindmica sdo as membranas
celulares, € de grande importancia que o sistema carreador seja similar ou que apresente
certa interacdo com a mesma. Dado que a membrana celular € um sistema bastante
complexo, composto por uma bicamada lipidica, constituida por diversos tipos de

fosfolipidios, colesterol, glicolipidios e proteinas, ha uma dificuldade em se encontrar um
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sistema modelo que adequadamente mimetize o ambiente celular. Diante disso, oS
lipossomos tém se mostrado como 0s sistemas carreadores mais promissores para uma
mimetizacdo da membrana celular, dado a sua estrutura em bicamada e nucleo aquoso, o

que remete a0 Modelo Mosaico Fluido ilustrado na Figura 7A%.

1.6 Lipossomos como carreadores

Os fosfolipidios além de ser constituintes basicos dos sistemas celulares de todos
os tecidos, 6rgdos e articulagbes do organismo, sdo também a principal fonte de
lubrificacdo, necessaria para o desempenho de fungdes vitais e por diminuir o atrito entre as
superficies de cartilagem banhadas de fluido sinovial. Encontram-se em concentracfes
relativamente elevadas no organismo (0,1-0,2 mg mL™), formando sobre as superficies de
cartilagem estruturas em multicamadas fechadas, também conhecidas como vesiculas
lipossomais (Figura 7B)?"%%,

Atualmente, existem diversas técnicas disponiveis para obtencdo de vesiculas
lipossomais de diferentes tamanhos e lamelas, dentre elas podemos destacar o Método de
Bangham, Método de injecdo de solvente organico, Método da roto-evaporacéo (filme fino)
e a Separacdo supercritica da fase inversa?®?*3%233 A elevada similaridade com a
membrana celular (Figura7A e 7B) permite que as vesiculas lipossomais incorporem em
suas membranas substancias hidrosoliveis (no seu interior), lipofilicas e anfifilicas, sendo a
primeira diretamente relacionada com o volume do poco aquoso (tamanho da vesicula
lipossomal)**3"%2, Dentre os fosfolipidios saturados encontrados no organismo humano, o

DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) (Figura 7C) é o mais abundante deles
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(50%) e, portanto, uma escolha promissora e de possivel aceitacdo, haja vista que a entrega
do farmaco podera ser realizada ndo somente através do rompimento de suas vesiculas,
como também por meio de endocitose, fusdo, adsor¢do e difusdo (flip-flop) com a

membrana bioldgica, sem promover danos ao organismo do paciente®*=34%,

Figura 7. Figura ilustrativa da A) Membrana celular (Modelo Mosaico Fluido). B) Vesicula lipossomal. C)

Estrutura quimica do DPPC.

As caracteristicas dos lipossomos dependem de muitos fatores, sendo as mais
importantes delas, o tipo de fosfolipidio (saturado/insaturado, com/sem carga) e a
temperatura. A dependéncia com a temperatura se da pela presenca da Temperatura de
Transigdo de Fase, que altera a ordenacdo e movimentagdo dos fosfolipidios que constituem

as vesiculas. Para o DPPC, por exemplo, na fase fluida (>41,3°C) as cadeias de
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Flavia Amanda Pedroso de Morais




Dissertacdo de mestrado

fosfolipidios encontram-se mais desordenadas (transicdo trans-gauche) e suas propriedades
sd0 um pouco diferentes daquelas observadas na fase gel (Figura 8)** **% Em S. Tristran-
Nagle et al., 2004 e Min Wang et al., 2015, por exemplo, foi verificado que o aumento da
temperatura da bicamada lipidica de DPPC resulta em uma menor rigidez e maior
capacidade de movimentacdo dos fosfolipidios no estado liquido, em compara¢do com o

estado de gel®**>%.

Fase “cristal - liquido™

M o=
i S

Figura 8. llustragdo esquematica da alteragdo na ordenagdo/movimentagdo dos fosfolipidios ao atingirem a

nnEmEn

Transicao de Fase, passando da fase “gel” para a “cristal-liquido” ou fluida.

Mesmo com relativa auséncia de estabilidade, os lipossomos apresentam diversas
vantagens sobre 0s outros sistemas carreadores nanoestruturados, além da sua ja
mencionada similaridade com a membrana celular, sdo também biodegradaveis, nédo toxicos
e ndo imunogénicos e, por esse motivo, amplamente estudados e aplicados como

biotransportadores de farmacos?*303133,
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2. Objetivos

Estudar as propriedades fisico-quimicas e fotodindmicas da Hip (ligacéo,
solubilidade, organizacdo estrutural, localizacdo, estabilidades temporal e térmica,
rendimentos quanticos de fluorescéncia e oxigénio singlete) com as vesiculas lipossomais
unilamelares de DPPC, através da caracterizacdo do formulado Hip/DPPC por técnicas
Opticas (absorcéo eletrénica UV-Vis, emissdo de fluorescéncia, espalhamento de luz
ressonante (RLS) e espalhamento de luz dindmico (DLS)), bem como verificar sua
aplicabilidade, afim de desenvolver uma formulacéo estavel e favoravel para aplicacdes em

TFD no estudo fotodinamico da viabilidade de células de melanoma e de protozoarios.

3. Materiais e Métodos
3.1 Materiais

A Hipericina ou 1,3,4,6,8,13-hexahidroxi-10,11-dimetilfenantro(1,10,9,8-
opgra)perilen-7,14-diona (Hip) (504,44 g mol™) foi sintetizada em nosso laboratério
seguindo procedimentos descritos na literatura por Falk & Schoppel et al., 1991, Kubin &
Griinberger et al., 2005 e Mazur & Lavie et al., 1989'2%2 O fosfolipideo zwiteridnico
DPPC ou L-o- 1,2-Dipalmitoil-sn-3-Glicero-Fosfatidilcolina (734,09 g mol™) utilizado no
preparo das vesiculas unilamelares e multilamelares, foi obtido comercialmente da Avanti
Polar Lipidis Co. (Alabama, USA).

Os estudos espectroscopicos foram realizados atraves de um Espectrofotdmetro DU-
800, acoplado ao sistema controlador de temperatura do tipo Peltier da Beckman (absor¢éo

eletronica UV-Vis), em um Espectrofluorimetro Cary-Eclipse com sistema Peltier para
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controle da temperatura (emissdo estatica de fluorescéncia e espalhamento de luz
ressonante (RLS)) e em um Nanoplus zeta/nano Particle Analyzer para medidas de
espalhamento de luz dindmico (medidas de DLS). Os solventes e demais reagentes

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

3.2 Metodologia
3.2.1 Preparo das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

Para a obtencdo das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC utilizou-se o
método do filme fino descrito em Roslaniec et al., 2000%**°. Esta metodologia consiste na
solubilizacdo dos fosfolipidios (5,3x10° mol L™) em cloroférmio. Posteriormente, o
solvente organico é removido por meio de evaporacdo rotativa em fluxo de nitrogénio
(gés), formando-se um filme lipidico fino nas paredes do baldo. Este filme é deixado em
dessecador a pressdo reduzida, durante de 24 horas, para remo¢do do solvente
remanescente. Apds este periodo, o filme é hidratado com &gua destilada por uma hora,
com sonicacdo a 50,0°C (acima da temperatura de transicdo de fase do DPPC, 41,3°C).
Afim de se reduzir e uniformizar o tamanho das vesiculas lipossomais, a amostra € passada
cerca de 20 vezes, por um extrusor (Avanti Polar Lipidics, Inc.) contendo filtros e
membranas de policarbonato com poros de tamanho controlado de 100,0 nm (Figura 9). Em

seguida, as vesiculas lipossomais tém seu diametro médio avaliado via DLS.
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vesiculas lipossomais de DPPC sobre a plataforma aquecida.

3.2.2. Encapsulamento da Hipericina nas vesiculas lipossomais unilamelares de

DPPC: Caracterizacao espectroscopicas dos formulados

Apds o preparo das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC, uma aliquota (uL)
de uma solugéo estoque de Hip (7,2x10 mol L™) em etanol é adicionada & uma cubeta
contendo 2 mL de vesiculas em agua destilada, sendo o sistema deixado em repouso a
30,0°C por aproximadamente 1 hora (encapsulamento). A caracterizacdo do sistema via
absorcdo eletronica UV-Vis, emissdo de fluorescéncia, espalhamento de luz ressonante

(RLS) e dindmico (DLS) é realizada ap0s esse periodo.
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3.2.3. Estudos de interacao Hip-bicamada lipidica de DPPC
3.2.3a Avaliacdo do perfil cinético de incorporacdo da Hipericina nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC

Paralelamente & incorporacdo da Hip (item 3.2.2), investigou-se o perfil cinético
de incorporacéo do FS (2,8x10° mol L™) nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
(5,4x10° mol L™), via espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc=525nm) e absorcdo
eletronica, bem como as alteragOes estruturais dos lipossomos na presenca de Hip por

espalhamento de luz dindmica (DLS). Os experimentos foram realizados a 30,0°C.

3.2.3b Determinacdo da constante de ligacdo (Kp) da Hipericina nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC em diferentes temperaturas

Uma solucéo aquosa (2 mL) de Hip (1,5x10°® mol L™) foi titulada com aliquotas
(LL) de uma solucdo estoque contendo vesiculas unilamelares de DPPC (5,4x10° mol L),
a 25,0; 30,0 ;35,0 ;40,0 ;45,0 e 50,0°C. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram
monitorados apds cada adicdo de DPPC, e corrigidos em funcédo das dilui¢fes. Os valores
das intensidades de emissdo de fluorescéncia, em (Aexc=525nm; Aem=601nm) versus a
concentracdo de DPPC, forneceram as isotermas de ligacdo do sistema, as quais foram

ajustadas utilizando a Equacdo 1, extraindo-se os valores de Kp™.
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(Fo — Ff)
1/K, S —cmc M +1

ey

Onde F corresponde a intensidade de emisséo de fluorescéncia; Fs € a emissdo do
FS ligado ao DPPC; F, a emissdo do FS na auséncia de vesiculas; K, é a constante de

ligacdo; [S] a concentragdo de DPPC, e N o nimero vesiculas por molécula de FS.

Adicionalmente, a variagdo da Energia Livre de Gibbs (AG) do sistema foi

determinada a partir dos valores de Kj, e utilizando-se a Equacéo 2 .

AG = —RTInk, )

Onde AG ¢ referente a energia livre de Gibbs, R é a constante dos gases (8,314 J

K mol ™), T é a temperatura (K) e K é a constante de ligac&o obtida via Equacéo 1.

3.2.3c. Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE¢) da Hipericina nas

vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

A determinacdo da eficiéncia do encapsulamento (EEy) da Hip (2,8x10° mol L™)
nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,3x107 mol L?), foi avaliada a 30,0 e a
50,0°C (abaixo e acima da temperatura de transi¢cdo de fase do fosfolipidio) atraves da
destruicdo/ruptura das mesmas com um solvente organico (etanol), onde a Absortividade

Molar (€) da Hip é conhecida (€ egnoisornm= 41500 L mol™em™)?*?, Para isso, uma
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aliquota de vesiculas lipossomais contendo Hip encapsulada, foi adicionada a uma solugédo
contendo etanol, sendo a amostra agitada e, posteriormente deixada em repouso. Apos esse
periodo, espectros de absor¢do eletrénica foram coletados e concentracdo de moléculas de

FS determinada utilizando-se a Lei de Lambert-Beer**.

Abs=b.c.& 3)

Onde, Abs é a absorbancia, b é o caminho 6ptico (cm) e ¢ a concentracdo do FS
(mol L). Em posse dos valores de concentracdes, determinou-se a eficiéncia (EE%) por
meio da Equacéo 4.

_ Hip(encap)

ofy —_ -~ s
EE % Hip(total)

x 100 (4)

Sendo Hip(encap)e Hip(total) referentes a concentracdo de Hip encapsulada em

DPPC e a concentracao total adicionada para realizacdo do experimento, respectivamente.

3.2.4. Estudos de Localiza¢éo da Hip em DPPC

3.2.4a. Determinacédo da constante de Stern-Volmer (K,,): Estudos de supressdo de

fluorescéncia

A provavel localizacdo relativa do FS nas vesiculas lipossomais unilamelares de

DPPC, foi estimada por meio de estudos de supressao de fluorescéncia, utilizando iodeto (I
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) como supressor aquosoltvel. Para isso, aliquotas de KI (1 mol L™) foram tituladas em
uma soluco contendo Hip (2,8x10°® mol L™), encapsulada em DPPC (5,4x10° mol LY). O
perfil espectral de emissdo foi monitorado ap6s cada adicdo de iodeto realizada. A

constante de Stern-Volmer (Ks,) foi obtida através da Equacdo 5, a 30,0°C e 50,0°C *.

5
%:HKS[»[I_] K

Onde F, e F representam os valores de emisséo de fluorescéncias na auséncia e

presenca do supressor, respectivamente, e [I] é a concentracdo de iodeto na solucao.

3.2.4b. Estudos de Transferéncia de Energia Ressonante de Fluorescéncia (FRET)

Uma solucéo contendo DPH (4,8x10° mol L) encapsulado previamente em
DPPC (5,3x10° mol L) conforme descrito em 3.2.2, foi titulada com aliquotas
concentradas de Hip (1,0x10™® mol L), coletando-se os espectros de emissdo de
fluorescéncia ap6s cada adicdo de FS a solucéo.

A taxa de transferéncia de energia, entre o doador (DPH) e o aceptor (Hip), ocorre

em funcéo da distancia entre eles e pode ser calculada pela Equacéo 6.

1

SREACYOEE
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Onde 74 € 0 tempo de vida do doador encapsulado no estado excitado, na auséncia
do aceptor; R é a distancia entre o par doador-aceptor (DPH-Hip); R, € a distancia entre o
par doador-aceptor, onde a eficiéncia da transferéncia de energia é 50% (distancia de

Forster). A distancia de Forster pode ser determinada pela Equacgéo 7.

R, = 8.8x107° k?n~*®d;] emcm (7

Onde k? é um fator que descreve a orientacdo relativa no espaco dos dipolos de
transicdo do doador e aceptor; n é o indice de refracdo do meio; ®¢ é o rendimento quantico
de fluorescéncia do doador no sistema carreador, na auséncia do aceptor; e J é a integral de
sobreposicao entre os espectros de emissao do doador e de absorcdo do aceptor, expresso

pela Equacao 8:

J=  F; A e,(M)A%dA (8)
0

Em que Fq4 é a intensidade de fluorescéncia do doador no comprimento de onda
A até L + AX, com a intensidade total normalizada para a unidade; e ea ¢ a absortividade

molar do aceptor na auséncia de doador (L mol™ cm™).

Em posse dos valores de Fg, e utilizando a Equacéo 6, determinou-se a eficiéncia
de transferéncia de energia (E), que é proporcional a integral de sobreposicéo e a distancia

entre o par doador-aceptor.
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E=1—-Fga/Fa) =1— (Tga/Ta) 9

Onde Fq, € F4 correspondem a intensidade de fluorescéncia estatica do doador na
presenca e auséncia do aceptor, respectivamente; e 7y, € 74 COrrespondem ao tempo de vida
de fluorescéncia do doador na presenca e auséncia do aceptor, respectivamente. O

experimento foi realizado a 30,0 e a 50,0°C**.

3.2.5. Estudos Fotofisicos e Fotoquimicos do formulado Hip/DPPC

3.2.5a. Determina¢io do rendimento quintico de fluorescéncia (®¢) da Hipericina

encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

O rendimento quantico de fluorescéncia (®f) da Hip (2,8x10° mol L™
encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,4x107 mol L™), foi obtido
utilizando-se a Equacdo 10, utilizando-se Hip em etanol como padrdo (®e= 0,27), a

30,0°C*.

@, = 22l g, (10
Abs Fon.

22
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Dissertacdo de mestrado

Onde p é referente ao padréo; ¢ ao corante encapsulado; n é o indice de refracéo da
solucdo; Abs é a intensidade de absor¢cdo no comprimento de onda de excitagdo; e F a area

do espectro de emissdo do composto.

3.2.5b. Determinacio do rendimento quéintico de oxigénio singlete (®,'O,) da

Hipericina encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

A determinagio do ®,'0, da Hip encapsulada em DPPC foi realizada utilizando a
medida do decaimento da fosforescéncia do oxigénio no infravermelho proximo a 1270 nm.
Para isso, a amostra foi excitada no comprimento de onda de 355 nm com Laser de
Bombeamento (Nd:YAG) pulsado a 10 Hz, com pulsos de 5 ns. A radiacdo emitida pelo
'0, em 1270 nm foi detectada em angulo reto por uma fotomultiplicadora (Hamamatsu
R5509) resfriada em nitrogénio liquido (-80°C).

Os valores de absorbancias no comprimento de onda de excitacdo da amostra e do
padrdo (Hip em D,O e Hip em P-123, respectivamente) foram registradas em um
espectrofotometro (Cary 50, Varian). O valor do rendimento quantico de oxigénio singlete

(@4'0,) da Hip em DPPC foi calculado pela Equacdo 11'94;

AbsplyinTp
CI)A =—P "

AbSHipIPTHip

Dp (11)

Onde, P ¢é o padréo; Hip a Hipericina em DPPC; | ¢ a intensidade de fosforescéncia

de 'O, em 1270 nm; Abs é a absorbancia no Ae=532 nm; é o tempo de vida do oxigénio
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singlete; e @ € o rendimento quantico de oxigénio singlete do padréo (Hipp-123@4=
0 38)46,47

Os estudos foram realizados em colaboracdo com o grupo de pesquisa do Prof. Dr.
Mauricio S. Baptista, no Laboratorio de Processos Induzidos e Interfaces, no Instituto de

Quimica da USP/SP.

3.2.5¢. Estudo da estabilidade térmica do formulado contendo Hipericina encapsulada

em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

O formulado contendo Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada em DPPC (5,4x10™ mol

L), foi submetido ao aumento gradativo de temperatura, partindo-se da solugdo a 25,0°C

(abaixo da transicdo de fase do DPPC) até atingir 50,0°C (acima da transi¢do de fase do
fosfolipidio), com posterior retorno a temperatura inicial.

A solugdo teve seu comportamento monitorado via espectros de emissédo de

fluorescéncia, espalhamento de luz ressonante (RLS) e espalhamento de luz dindmico

(DLS). As medidas foram realizadas ap6s a obtencdo do equilibrio térmico.

3.2.5d. Estudo da estabilidade temporal do formulado hidratado contendo Hipericina

encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

O formulado hidratado (2 mL) contendo Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada em

DPPC (5,4x10 mol L™), teve suas propriedades espectroscépicas monitoradas por meio de
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espectros de emissdo de fluorescéncia e espalhamento de luz dindmica (DLYS),

imediatamente ap0s 0 seu preparo e por um periodo de dez dias.

3.2.5e. Estudo da estabilidade temporal do formulado liofilizado/reidratado contendo
Hipericina encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

Paralelamente ao item 3.2.5d, diversas amostras contendo Hip (2,8x10° mol L)
encapsulada em DPPC (5,4x10° mol L) foram preparadas e posteriormente liofilizadas.
Apo6s 5, 10, 15, 20, 30 e 60 dias, as amostras foram reidratadas com &gua destilada
(temperatura ambiente) e sonicagcdo (~ 5 min). O monitoramento das propriedades

espectroscopicas da solucdo foi realizado imediatamente ap6s sua hidratacao.

3.2.6. Avaliacdo da atividade fotodinamica do formulado contendo Hipericina

encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
3.2.6a Ensaios com células B16-F10

A linhagem celular empregue nos ensaios de atividade fotodinamica da Hip
encapsulada em DPPC, foi a de células de melanoma de camundongo B16-F10 (ATCC
CRL-6475). Estas células foram cultivadas com meio Dulbecco modificado por Iscove
(Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (INVITROGEN), acrescido
de penicilina 10 000 U.I. mL™ e estreptomicina 10 mg mL™. As células foram mantidas em
incubadora a 37,0 °C, com 95,0 % de ar e 5,0 % de CO, (gas)*.
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Para 0s ensaios citotoxicos, as células (1x10° células mL™) foram acondicionadas
em microplacas de 96 pocos, em meio de cultura e incubadas a 37,0 °C e 5,0 % de CO;
@as) por 24 hr. Apos este periodo removeu-se 0 meio das placas e lavou-se as células com
tampdo PBS. Posteriormente, as células foram incubadas com diferentes faixas de
concentracéo de Hip por 3 hr (variando de 0 a 10 pmol L™ de Hip). Passado o periodo de
incubagdo, retirou-se o meio contendo o FS, lavou-se as células com PBS, adicionou-se
meio de cultura e irradiou-se as placas, com um sistema LED montado em nosso
laboratério, que consistia em uma placa de aco contendo fitas de LED de 3,5 mW/m2 do
tipo branco, dispostas a cobrirem toda a superficie da placa de cultura (96 pogos). Os
tempos de iluminacao foram de 20 e 40 min®.

Paralelamente, afim de verificar a citotoxicidade da Hip no escuro, experimentos
controle foram realizados através do monitoramento de células ndo irradiadas contendo FS.
Para avaliacdo da viabilidade celular, utilizou-se o método colorimétrico com 3-(4,5-
dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetraz6lio (MTT), descrito por Denizot et al.,
19868, Esta metodologia é baseada na reducéo do niimero de hidrogenases mitocondriais
das células, onde 0 MTT (amarelo), é reduzido a um produto azul de formazan, que absorve
em 570 nm. A absorbéncia é entdo lida em um leitor de placas VersaMAX.

Para isso, apds as 3 h de incubagdo com o meio com MTT, o excesso foi removido
e os cristais de formazan dissolvidos em 50 uL de alcool etilico. Apos diluicdo completa
dos cristais, adicionou-se 150 pL de PBS com élcool isopropilico na proporgdo 1:1.
Finalmente, a leitura da absorbancia em 570 nm, de cada poc¢o da placa, foi realizada em
um leitor de placas (Versamax) e o célculo do 1Csq realizado através do programa CalcuSyn
(Chou, 1996)*. Para assegurar a ndo contaminacdo celular, todas as manipulagdes foram

realizadas em uma capela de fluxo laminar a temperatura ambiente (25°C).
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Estes estudos foram desenvolvidos em colaboragdo com o Grupo de Fisica Aplicada
em Materiais e do laboratdrio de nanotecnologia farmacéutica, através da Profa. Tania
Toyomi Tominaga do Depto. de Fisica da UNICENTRO-Guarapuava/PR e do Prof. Najeh

Maissar Khalil do Depto de Ciéncias Farmacéuticas da UNICENTRO-Guarapuava/Pr .

3.2.6b Ensaios com T. cruzi

Os experimentos foram realizados com cepa Y de Tripanossoma cruzi, sendo as
formas tripomastigotas obtidas do sobrenadante de cultura de células LLCMK; (célula
epitelial de rim de Macaca mulatta), infectadas na razdo de 10:1 (tripomastigota por
celula), as quais foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium, Gibco®), suplementado com 2% SFB e 50 mg mL™ de gentamicina em estufa a

37,0 °C com 5% de CO, (Figura 10).

Figura 10. llustracao do cultivo das tripomastigotas em celulas elula hospedeira), embebido
meio de cultura DMEM.
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As formas tripomastigotas (1x10" parasitas mL™) foram ressuspendidas em meio de
cultura DMEM, suplementado com 20% SFB, tanto na auséncia quanto na presenca de
diferentes concentracdes de Hip (1x10° g mL™ até 0,125x10® g mL™). Os parasitas foram
incubados em estufa a 37,0 °C, com 5% de CO, por 24 hr em microplacas de 96 pocos>. O
ECso (concentracdo que lisa 50% dos parasitas) foi calculado de acordo com o método
Pizzi-Brener, onde 5 pL da amostra (ap6s homogeneizacdo) foi adicionada em lamina
coberta com laminula (22x22 mm), onde foram contados em 50 campos, 0 nimero de
parasitas moveis®’. Cada experimento foi realizado em duplicata e repetido pelo menos trés

VEZES.

Para avaliar o efeito fotodindmico do formulado, utilizou-se um sistema de luz de
laser de diodo (LASER line®) para iluminacdo do sistema durante cerca de 300 s, sendo
este laser de comprimento de onda méaximo de 658 nm, poténcia de 100 mW e dose (D) de
luz emitida de 153 Ws cm™ 2. Onde o célculo para estimar a dose de luz emitida foi

realizado através da Equagdo 12:

D=1P 12)

Onde D é a dose de luz emitida; P é a poténcia do laser (100 mW); t € o tempo (300
s) e A é 4rea do feixe do laser (A) = 0,196 cm?.

Apos a irradiagdo dos pogos durante 20 min, realizou-se o tratamento com
diferentes concentracdes de Hip. Todos os experimentos foram também realizados na

auséncia de luz como seu respectivo controle.
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4. Resultados
4.1. Estudos de interacao Hip-bicamada lipidica de DPPC
4.1a Avaliacdo do perfil cinético de incorporagdo da Hipericina nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC

Os estudos de caracterizacdo fisico-quimica de um farmaco hidrofobico,
encapsulado em um sistema biotransportador, sdo de suma importancia quando se visa
obtencdo de uma formulacdo aquosollvel para aplicacdo. Dessa forma, a Hip encapsulada
nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC, via adi¢do direta, teve seu perfil espectral
monitorado por emissdo de fluorescéncia e absorcdo eletronica UV-Vis, enquanto que as
propriedades estruturais dos lipossomos foram analisadas via espalhamento de luz
ressonante (RLS) e dinamico (DLS). Para isso, buscou-se primeiramente avaliar o perfil
cinético de incorporacdo do FS nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC, através do
monitoramento do perfil espectral de emisséo de fluorescéncia da Hip em funcéo do tempo,
uma vez que somente os mondmeros de Hip que resultam da solubilizacdo do FS na
bicamada lipidica durante o processo de incorporacdo, apresentam fluorescéncia*’. Os

espectros de emissao e o perfil cinético de ligacdo sdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Cinética de ligacdo da Hip (2,8x10® mol L™) nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
(5,4x10° mol L™) a 30,0°C. Em A) Espectros de emissdo de fluorescéncia com o decorrer do tempo (Aexe=
525nm, fenda 10-5). Em B) Perfil cinético de ligacéo.

Na Figura 11A, sdo apresentados os espectros de emissdao de fluorescéncia

referentes a taxa de incorporagdo da Hip no carreador lipossomal no decorrer do tempo, a

30,0°C. A linha preta em pontilhado, representa o perfil inicial de emissdo das vesiculas

lipossomais livres de Hip, ou seja, o controle (tp). Pode-se observar significativos aumentos

nas intensidades de emissdo no decorrer do tempo, indicando que O processo de

encapsulamento apresenta uma cinética de ligacdo (Figura 11B), cujo perfil € descrito pela

Equacdo 13:

y=y0+ Al x*(1—-exp —% + A2 * (1 —exp —1)
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Onde Al e A2, sdo fatores pré-exponenciais, t; e t 0s tempos da primeira e
segunda etapa cinética, respectivamente, e x refere-se ao valor de emissdo da Hip no tempo
t.

Os valores de k; (40,8 s™) e k, (0,00126 s™), extraidos da Equacdo 13 fazendo
(kz%), indicam que a associacdao da Hip com o DPPC ¢ realizada em duas etapas distintas;

Primeira etapa: concluida em poucos segundos (~0,02 s), é referente & adicdo e
incorporacdo imediata do FS a solucdo lipossomal, especificamente resultante da
associacao primaria da Hip, ainda que na sua forma auto agregada, com a interface
membrana/meio aquoso, através da interacdo com o grupo cabecga polar zwitteridnica
fosfatidilcolina e/ou cadeia hidrocarbbnica; Segunda etapa: concluida em torno de ~14
minutos, € relativa a redistribuicdo das moléculas de Hip no sistema carreador (bicamada
lipidica), maximizando sua monomerizacdo. Este mesmo comportamento foi observado em
L. Buriankova et al., 2011, onde por meio de medidas de fluorescéncia resolvida no tempo
e estado estaciondrio, o autor avaliou a taxa de incorporacdo da Hip em lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), observando também a presenca de duas etapas de incorporagdo do
farmaco; onde a fase rapida apresenta segundos de duracdo(0,1-0,2s), enquanto que a fase
lenta perdura por varios minutos e é responsavel pela maior quantidade de moléculas de
Hip incorporadas em LDL®,

O mesmo procedimento foi realizado monitorando-se o perfil espectral de
absorcéo eletrénica UV-Vis da Hip adicionada em DPPC em funcdo do tempo. Os

espectros de absorcao eletronica e o perfil cinético sdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. A) Espectros de absorgdo eletrdnica UV-Vis e B) Perfil cinético da Hip (2,8x10°® mol L) nas

vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,4x10 mol L™) a 30,0°C.

Os espectros de absorcdo eletrdnica (Figura 12A) apresentaram baixas
intensidades e significativos desvios de linha base em todos os tempos analisados,
principalmente para comprimentos de onda menores, ocasionados pelo pequeno valor de
absortividade molar da Hip (€ etanoi=41500 L mol™ cm™) e grande espalhamento de luz
proporcionado pelas vesiculas lipossomais, respectivamente®®. Desvios de linha base
semelhantes, foram observados por Senthil et al., 1992 na determinacdo da constante de
ligagdo (Ky) via absorcéo eletrénica da Hip em HSA (soro albumina humana), TritonX-100
e CTABI, sendo estes também atribuidos, pelo autor, ao espalhamento de luz promovido
pelos sistemas carreadores™.

Uma vez que os desvios de linha base s&o menores para maiores comprimentos de

onda (Lei de Dispersdo de Rayleigh-Jeans), para a determinacéo da cinética de ligacao via
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absorcdo, tomou-se os pontos finais dos espectros (~800 nm) para obter a variagdo da
absorcéo em funcéo do tempo, e posteriormente realizou-se o tratamento cinético®*.

Observa-se que o perfil cinético obtido é o mesmo que descreve a emissdo da Hip
no sistema carreador com o decorrer do tempo (Figura 12B). O valor de k; determinado via
absorcéo eletronica UV-Vis (0,020 s™) mostrou-se extremamente menor que o determinado
por emissdo de fluorescéncia (40,8 s™), uma vez que a técnica de absorcdo pode nio
distinguir as espécies auto agregadas e das monomerizadas do farmaco. Por outro lado, os
valores de k, para a segunda etapa foram bastante semelhantes (0,0013 s™ e 0,0019 s™,
emissdo e absorcdo respectivamente), dado que esta refere-se a reorganizacdo dos
monomeros de Hip no sistema.

Observou-se ainda, um significativo aumento no tamanho médio das vesiculas
lipossomais com o processo de encapsulamento da Hip. Essa alteracdo no tamanho, foi
comprovada monitorando-se o didametro médio das particulas, via DLS, antes e ap6s o
encapsulamento do farmaco a 30,0°C. O gréafico de intensidade de distribuicdo normalizada

versus diametro médio das particulas é apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Didmetro médio das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,4x10 mol L™) monitoradas

via DLS, antes e apds encapsulamento da Hip (2,8x10°® mol L™) a 30,0°C.
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Com o processo de extrusdo as vesiculas lipossomais foram uniformizadas,
apresentando tamanho médio de 116,0 nm e indice de polidispersdo (Pl) de 0,28.
Aguardado o tempo necessario para 0 processo de encapsulamento, observou-se um
aumento no tamanho médio das particulas em solucéo, que chegam atingir 174,0 nm com
Pl de 0,29. Essa variacdo no tamanho nas vesiculas lipossomais, proporcionada pela
entrada de Hip no sistema, foi observada em todos experimentos realizados no presente
trabalho, sendo o aumento médio obtido de 50,0 nm, com desvio padrdo de + 10,1 e PI
sempre inferior a 0,30. Isso ocorre devido ao tamanho do FS (~12,3A) com relagdo as
cadeias de fosfolipidios de DPPC (Comprimento médio da cadeia = ~21,57A e o0 Volume
médio= ~1209,0 A3). Dado a grande quantidade de moléculas de Hip que podem ser
encapsuladas (ainda que auto agregadas), as vesiculas lipossomais sdo forgadas a
aumentarem seu tamanho, isto é, expandir-se. Semelhantemente ao que foi observado por
Lima et al., 2015 em seus estudos com nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), onde estas
mostraram tamanhos superiores a 150 nm apo6s o encapsulamento da Hip neste sistema,
sendo que em geral, uma NLS apresenta didmetro médio inferior a 100 nm>**°. Ou ainda,
podemos citar os estudos realizados por Joakim et al., 2014, onde através de célculo tedrico
envolvendo a dindmica molecular existente entre o par Hip/DPPC, o autor relata uma
provavel mudanca no tamanho das vesiculas lipossomais, especialmente para a
monocamada interna, que aumenta de tamanho quando adicionado moléculas de Hip ao
modelo®. Esse aumento no tamanho das vesiculas lipossomais, é por ele associada as
moléculas de FS que podem penetrar no DPPC na forma auto agregada, forcando a
expansdo das vesiculas a fim de incorporar e monomerizar as moléculas de farmaco®*>">%,
Dessa forma, a técnica de absorcédo eletronica UV-Vis mostrou-se ineficiente na

quantificacdo de Hip neste sistema, uma vez que a corre¢édo da linha base com as vesiculas

34
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Intensidade de emissao

Dissertacdo de mestrado

livres de Hip, ndo corresponde idealmente ao “branco” da amostra. Assim sendo, para a
realizacdo dos demais estudos de quantificacdo, utilizou-se somente as técnicas de emissao
de fluorescéncia, espalhamento de luz dinamico (DLS) e espalhamento de luz ressonante

(RLS), sempre aguardando estabilizacdo necesséria do sistema.

4.1b. Caracterizacdo dos formulados contendo Hipericina encapsulada em vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC

Apds o encapsulamento da Hip nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC, o
perfil espectral do formulado foi avaliado por meio de espectros de emissdo de
fluorescéncia e espalhamento de luz dindmico. Afim de comprovar que as moléculas de Hip
encontram-se na sua forma monomeérica quando encapsuladas em DPPC, monitorou-se 0

perfil espectral de absorcéo eletronica UV-Vis do formulado. Os gréaficos sdo apresentados

na Figura 14.
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Figura 14. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe= 525nm, fenda 5-5), (B) Inserto absorgdo

eletronica UV-Vis e (C) Espalhamento de luz dinamico da Hip (2,8x10° mol L) em DPPC (5,4x10° mol L’
%), a30,0°C.
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O perfil espectral de emissdo da Hip encapsulada em DPPC (Figura 14A),
apresentou manutencao das principais bandas de emisséo, referentes ao FS monomerizado,
enquanto que o diametro médio das particulas (Figura 14C), manteve a alteracdo de 50%
sobre o diametro observada em 4.1a, relativa ao processo de encapsulamento. Ainda que a
técnica de absorcdo eletrénica UV-Vis seja ineficiente na quantificacdo de Hip neste
sistema, através do perfil espectral de absorcdo € possivel inferir que as moléculas de FS
encontram-se monomerizadas em DPPC, dado a manutengdo de suas principais bandas
(Figura 14B). Além disso, a razéo entre as principais bandas de absor¢do de um composto é
um parametro sensivel ao processo de agregacao, e confirma a presenca de monémeros no
sistema. Para a dgua, onde sabidamente a Hip encontra-se na sua forma auto agregada, a
razao A:1/A, € menor que 1, enquanto que em etanol, onde esta encontra-se monomerizada,
o valor é superior a 2 3°"8 A razéo entre os maximos (A; = 552nm e A, = 596nm) em
meio lipossomal foi de 2,84, indicando a monomerizacéo da Hip neste sistema. Verifica-se
ainda, um pequeno deslocamento batocrémico nos méximos de absorgdo e emissdo nos
lipossomos (596nm e 601nm, respectivamente), se comparado com 0S mesmos em etanol

(589nm e 596nm) (Figura 15).
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Figura 15. Espectros de absorcéo eletronica e emissdo de fluorescéncia normalizados da Hip em DPPC e

etanol, respectivamente.
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Estes deslocamentos podem ser associados & mudanca de microambiente
proporcionado pelas vesiculas lipossomais de DPPC que garantem uma maior estabilizacdo
para Hip neste sistema. Um comportamento semelhante foi observado por G. B. Cesar et
al., 2014 e em H. Weitman et al., 2001 para a Hip encapsulada em micelas copoliméricas
do poloxamero P-123, e em outros sistemas lipossomais, respectivamente, onde 0s
deslocamentos batocrémicos, condizentes com a localizagdo em um microambiente mais

hidrofobico observados, foram préximos aos obtidos em DPPC**47.

4.1c. Determinacdo da constante de ligacdo (K,) da Hipericina nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC em diferentes temperaturas

Afim de avaliar o grau primério de interacdo do FS com as vesiculas lipossomais
unilamelares de DPPC, bem como a sua influéncia com a temperatura, foram realizados
experimentos de ligacdo acima e abaixo da transi¢do de fase do fosfolipidio (43,1°C), dado
as mudancas que ocorrem na ordenacdo dos fosfolipidios nessas diferentes condicfes. Para
IS0, variou-se a temperatura do sistema de 20,0 a 50,0°C, monitorando-se o perfil espectral
de emissdo apds cada adicdo de lipossomo, sempre aguardando o equilibrio térmico da
solucgdo. As isotermas de ligacdo foram ajustas pela Equacéo 1 e séo apresentadas na Figura

16, 17 e 18 juntamente com seus respectivos espectros de emissao de fluorescéncia.
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Figura 16. Espectros de emissao de fluorescéncia e ajustes das isotermas de ligagdo da Hip (2,8x10°® mol L™)
em DPPC (5,4x10° mol L™, com estoques variando de 0 a 2x10”° mol L™) em A) 20,0°C B) 25,0°C C) 30,0°C

(Aexc= 525nm, fendas10-10 para todas temperaturas).
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Figura 17. Espectros de emissao de fluorescéncia e ajustes das isotermas de ligagdo da Hip (2,8x10°® mol L™)
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(Aexc= 525nm, fendas10-10 para todas temperaturas).
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Figura 18. Espectros de emissao de fluorescéncia e ajustes das isotermas de ligagdo da Hip (2,8x10°® mol L™)
em DPPC (5,4x10° mol L™, com estoques variando de 0 a 2x10 mol L™) em G) 50,0°C, (Aexe= 525nm, fenda
10-5).

Em meio aquoso e sem adicdo de lipossomos ao sistema, ndo é possivel verificar
emissdo das moléculas de Hip, haja vista que estas encontram-se na sua forma auto
agregada 2%, Com a adicdo das vesiculas lipossomais & solucéo, é observado o surgimento
de emissdo de fluorescéncia, ocasionada pelo encapsulamento e consequente
monomerizacdo do FS. Essa emissdo mostra-se maior em cada adicdo de vesiculas, até
atingirmos a saturacdo, ou seja, a intensidade de emissao é mantida/inalterada independente
do volume de adicdo de DPPC na cubeta. Ap0s a saturacdo do sistema, é realizado o
tratamento matematico das isotermas de ligacdo através da Equacéo 1, sendo que para todas
temperaturas avaliadas, a Hip apresentou interagdo com o DPPC (Figura 16, 17 e 18), onde
acima da transi¢do de fase (<41,3°C), a intensidade de emissdo mostrou-se maior, assim
como os valores de constante de ligagdo (Kp) determinados*®. Os valores de N e de Kp,
obtidos pelos ajustes das isotermas na Equacgéo 1 sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de Ky da Hip em DPPC em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Ky (10°L mol™) CMC (10®mol L™ N
20,0 4,8+0,2 1+0 1,3+0,0
25,0 6,1+0 1+0 1,0£0,0
30,0 6,5+0,48 1+0 1,0+0,0
35,0 6,70 1+0 1,0£0,0
40,0 7,140,20 1+0 1,0+0,0
45,0 16,5+1,02 1+0 1,3+0,0
50,0 18,5+0 1+0 1,0£0,0

Através do ajuste das isotermas de ligacdo, é possivel estimar diversos parametros
do sistema, tais quais: concentracdo micelar critica (CMC), nimero vesiculas por moléculas
de FS (N), energia livre de Gibbs (AG) e a constante ligagao (Kb)4o’4l.

Os valores de K, mostraram-se gradativamente maiores com o0 aumento da
temperatura, até atingirmos a temperatura de transicdo de fase do fosfolipidio (41,3°C).
Acima desta temperatura, ocorre um significativo aumento no valor da constante de ligacéo
(Kp), ocasionado pela maior fluidez do sistema, que possibilita uma reorganizacdo e
mudanca de localizacdo das moléculas de Hip para ambientes mais hidrofobicos,
garantindo uma maior interacdo entre o FS e a bicamada lipidica de DPPC®. Muito acima

da transicdo de fase do lipossoma (50,0°C), o valor de Ky continua aumentando, porém de

modo menos significativo.
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Para todas as temperaturas analisadas, os valores de CMC, Fq e F¢, foram fixados ao
realizar o ajuste da isoterma, haja vista que sdo valores conhecidos (experimentalmente),
exceto para CMC, que foi fixada em 1,0x10%° mol L, devido ao baixo valor da mesma em
sistemas lipossomais, suficiente, porém, para a formacdo das vesiculas. Dessa forma,
buscou-se avaliar também o grau de interacdo do sistema Hip/DPPC através da Equacdo do
Duplo Reciproco, que independe do valor de CMC do carreador®.

Considerando o equilibrio:

FS + DPPC 2 FS-DPPC

Onde FS é o composto fotossensibilizador e DPPC o sistema carreador. Sera
observada emissao de fluorescéncia quando FS ligar-se ao DPPC, e assumir sua forma
monomérica.

Nesse sentido, AF representa a diferenca na intensidade de emissdo de fluorescéncia
gue ocorre na presenca € na auséncia de DPPC no sistema, F e F( respectivamente, e
corresponde a quantidade de FS associado ao DPPC.

Utilizando a Lei da Acdo das Massas juntamente a Equacdo do Duplo Reciproco,
conforme mostrado em P. M. Nassar et al.,, 1997, aplicamos as isotermas a seguinte

equacéo:

1 1 1

— = + (14)

AF ~ AFmax = AFmax Kb[DPPC]
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Onde os gréficos de 1/AF versus 1/[DPPC] fornecem os valores de Ky, livres da

influéncia da CMC e séo apresentados na Figura 19, assim como os valores de K, (Tabela
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Figura 19. Ajustes das isotermas de ligagdo da Hip (2,8x10° mol L™) em DPPC (5,4x10° mol L™) pela
Equac&o do Duplo Reciproco a 25,0°C; 30,0°C; 40,0°C e 45,0°C.
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Tabela 2. Valores de K, obtidos pelo ajuste das isotermas pela Equagao 14.

Temperatura (°C) Ky (10°L mol™) Slope (107) Erro (+10%)

20,0 1,8 6,4 1,8
25,0 2,0 5,8 2,2
30,0 2,4 5,6 3,4
35,0 3,6 3,9 1,2
40,0 4,5 3,5 54
45,0 - - -

50,0 9,7 4.4 3,7

Os valores de K, obtidos pela Equacdo do Duplo Reciproco mostraram-se
significativamente menores do que aqueles determinados pela Equacdo 1, evidenciando a
importancia do parametro CMC para os estudos de interacdo neste sistema. Observou-se
ainda grandes desvios de linearidade para o sistema a 45,0°C (Figura 19), ndo sendo
possivel obter valor de Ky pela Equacdo 14 nesta faixa de temperatura. Além disso, através
dos valores de erro nos ajustes para as equacdes, € possivel notar que a Equacdo 1 € mais
adequada para indicar o grau de interagdo existente entre o par Hip/DPPC. Dessa forma,
embora ambos ajustes tenham apresentado valores de K, na mesma ordem de grandeza (103
L mol™) e gradativamente maiores com a elevacdo da temperatura do sistema (revelando
que a interacdo Hip/DPPC é maior com o aumento da temperatura), a partir dos valores de
Ky, dispostos na Tabela 1 e utilizando a Equacdo 2, determinou-se os valores de AG deste

sistema, que sé@o apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de AG calculados via Equagio 2.

Temperatura (K) In Ky AG (10° J K mol ™)
293,0 8,48 -20,6
298,0 8,72 -21,6
303,0 8,79 -22,1
308,0 8,81 -22,5
313,0 8,87 -23,1
318,0 9,71 -25,7
323,0 9,82 -26,4

A Tabela 3 mostra que todos valores de AG para o par Hip/DPPC foram negativos,
evidenciando a espontaneidade deste FS em ligar-se as vesiculas lipossomais unilamelares
de DPPC. Em posse dos valores de AG ¢ Ky, buscou-se obter informag6es adicionais com
respeito aos demais parametros de ativacdo do sistema; como entalpia e entropia (AH e AS,
respectivamente). Para isso, utilizou-se da Equacdo 15, cuja dependéncia linear de In K,
versus 1/T nos permite extrair simultaneamente os valores de AH e AS relativo ao processo

de ligacéo da Hip em DPPC*":

AS AH
In Kb = ?_E (15)
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Onde Ky é a constante de ligagdo; AS ¢ a entropia do sistema; R ¢ a constante dos

gases (8,314 J K mol ™), T é a temperatura (K)*°. O grafico de In Ky, versus 1/T é mostrado

a sequir:
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Figura 20. Graficos de In Kymippeecy VS LT para o processo de ligagdo da Hip (1,5x10° mol L™) nas
vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,3x10° mol L™). Em A) Comportamento para todas

temperaturas avaliadas. Em B) Em temperaturas abaixo da transi¢do de fase do DPPC.

A Figura 20A mostra a presenca de duas inclinagfes que requerem ajustes
distintos da reta descrita pela Equacdo 15, ou seja, 0 comportamento da Hip durante o
processo de ligacdo nas vesiculas lipossomais de DPPC ndo pode ser descrito apenas por
um valor de AH e AS neste intervalo de temperatura®®. Dado & tendéncia em que seguem-se
0s pontos, foi realizado o ajuste linear para as temperaturas mais elevadas utilizando-se os
pontos acima e abaixo da transicdo de fase do fosfolipidio (40,0, 45,0 e 50,0°C), e
determinou-se os valores de AH e AS referentes a faixa de temperatura abrangente entre

40,0° e 50,0°C. O grafico de In Ky, versus 1/T é apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Graficos de In Kymippeecy VS L/T para o processo de ligagdo da Hip (1,5x10° mol L™) nas
vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,3x10° mol L™) em temperaturas acima da transicéo de fase

do DPPC (40,0—50,0°C).

No entanto, abaixo da transicdo de fase do fosfolipidio, isto €, na faixa de
temperatura compreendida entre 20,0 e 40,0°C (Figura 20), os valores de AH e AS foram de
7,4 kI mol™ e 97,3 J mol™ K™, respectivamente, indicando que o processo de ligagdo da Hip
no carreador lipossomal € endotérmico (AH>0) e de grande espontaneidade, dado a
diminuicdo dos valores de AG com a temperatura (anteriormente determinados) e ao valor
positivo de AS para o sistema. Para o sistema em elevadas temperaturas (Figura 21), em
concordancia com os resultados de Ky, observou-se uma diminui¢ao dos valores de AG, que

teve por consequéncia um aumento no valor de AH e AS do sistema, para 78,9 kJ mol™ e
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326, 6 J K™ mol™, respectivamente. Adicionalmente ao maior valor de AH do sistema
Hip/DPPC com a temperatura, o notavel aumento na entropia do sistema pode ser associado
a transicao trans-gauche do lipossomo, que permite maior movimentacdo e desordem dos
fosfolipidios que e corrobora com o indicativo de que 0s mesmos tem sua espontaneidade

termodinamicamente favorecida pela temperatura.

4.1d Determinacdo da Eficiéncia do Encapsulamento (EE%) da Hipericina em

vesiculas lipossomais de DPPC

Conhecer a Eficiéncia do Encapsulamento (EE%) de um composto FS em um meio
carreador, é de grande importancia para a formulacdo que se deseja aplicagdo em TFD, pois
uma vez encapsulado, o FS ira monomerizar-se e, consequentemente gerar mais oxigénio
singlete (*O,), além disso, juntamente com o Ky, evidencia a afinidade e portanto a
viabilidade das vesiculas lipossomais como carreadores'®*"®. Tendo isso em mente, apés o
processo de encapsulamento a 30,0 e 50,0°C, as vesiculas lipossomais foram destruidas
com etanol e seus espectros de absorcdo eletronica UV-Vis coletados, como ilustrado na

Figura 22.
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Figura 22. Espectros de absorcéo eletronica UV-Vis de Hip em etanol, obtido pela destrui¢do das vesiculas
de DPPC. Em A) Referente ao encapsulamento a 30,0°C e B) a 50,0°C.

A Figura 22 evidencia a monomerizacdo das moléculas de Hip em etanol, dado a
manutencdo de suas principais bandas de absorc¢do e razéo entre A;/A; superior a 2. Através
do € da Hip em etanol e das Equacbes 3 e 4, foi possivel estimar o nimero de moléculas
que encontravam-se encapsuladas nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC antes da
sua destruicdo com solvente organico, em relagcdo ao que foi previamente incorporado neste
sistema. Em posse desse valor, determinou-se a Eficiéncia do Encapsulamento (EEy),
obtendo-se 74,3% e 89,3% a 30,0 e 50,0°C, respectivamente. Estes valores sdo bastante
proximos aos relatados por Lima et al., 2014, em seus estudos com Hip e Tetra-
carboxiftalocianina de Zinco (FtZnT) encapsuladas em NLS (EE%>80)"'. Embora
elevados, sugerem que o processo de encapsulamento da Hip € cerca de 17% mais eficiente
em temperaturas mais elevadas, isto €, acima da transicdo de fase do DPPC. Dessa forma,

ao realizarmos o processo de encapsulamento a 50,0°C, além de garantir uma maior
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interacdo da Hip com as vesiculas (conforme mostrado em 4.1c), seria também uma
maneira de otimizar a incorporagdo do FS neste sistema carreador, para sua posterior

aplicagéo.

4.2. Estudos de Localiza¢édo da Hip em DPPC
4.2a. Determinacdo da constante de Stern-Volmer (Ky): Estudos de supressdo de

fluorescéncia

A provéavel localizacdo relativa das moléculas de Hip encapsuladas nas vesiculas
lipossomais unilamelares de DPPC foi estimada através de estudos de supressdo de
fluorescéncia, utilizando iodeto como supressor aquosollvel, em temperaturas abaixo e
acima da transicdo de fase do fosfolipidio (30,0°C e 50,0°C, respectivamente). Esse tipo de
estudo é conveniente na interpretacdo da localizacdo de farmacos encapsulados e ocorre
através da acessibilidade ao FS (no seu estado excitado), por uma molécula supressora,
estimando-se a constante de Stern-Volmer (Ks)**. Nesse sentido, elevados valores de K,
sdo associados a uma localizacdo mais externa do farmaco, e portanto de maior
acessibilidade ao supressor. Analogamente, baixos valores de Ky, sdo referentes a uma
localizag@o mais interna do FS no sistema carreador, onde o supressor aquosollvel ndo teria
seu acesso*. Os espectros de emissdo de fluorescéncia para o sistema a 30,0 e a 50,0°C
foram coletados apds cada adicdo de supressor e a constante de Stern-Volmer (Ks)

determinada através da Equagéo 5 (Figura 23).
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Figura 23. Espectros de emissdo de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC (5,4x10°° mol L™). Variac&o espectral da Hip por emissdo de florescéncia
com I" A) a 30,0°C, (Aexc = 525nm, fenda 20-5) e em B) a 50,0°C, (Aexe = 525nm e fenda 10-5). A Direcdo das

setas indicam a supresséo de fluorescéncia da Hip com I'.

A primeira vista, a Figura 23 ja evidencia uma diferenca na acessibilidade da Hip
encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC a 30,0 e a 50,0°C ao iodeto,
que pode ser justificada pelas diferentes caracteristicas que o fosfolipidio assume nessas
temperaturas. Nota-se em 23A, uma queda de 30,6% da intensidade de emissdo com a
adicdo de supressor ao sistema, enquanto que a 50,0°C (Figura 23B), ndo foram observadas
alteracdes significativas nos espectros (7,0% de queda). Isso ocorre porque abaixo da
transicdo de fase do fosfolipidio, as vesiculas lipossomais encontram-se mais rigidamente
estruturadas, dificultando a mobilidade do farmaco, que se acomoda na regido mais externa
das vesiculas, e portanto de maior acessibilidade ao supressor**°®*". A pequena queda na
emissdo de fluorescéncia, observada a 50,0°C (Figura 23B), ndo foi suficiente para a
determinacdo de um valor de constante de supressao e indica uma localizagdo mais interna

das moléculas de Hip em DPPC nesta temperatura.
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Para supressao da Hip em DPPC a 30,0°C, o gréfico de Fo/F versus [I7, indicou a
existéncia de duas populagdes distintas de FS, localizadas em regifes acessiveis ao

supressor, conforme mostrado na Figura 24.
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Figura 24. Determinacdo da Constante de Stern Volmer através da Equacéo 7, a 30,0°C.

Os valores de K, foram de 4,18 ([I'] variando de 0 a 0,025 mol L™) e 1,87(de 0,025
a 0,150 mol L™), indicando uma maior acessibilidade do supressor para a primeira
populacdo (maior valor de K,). Afim de comprovar que a mudanca de localizagcdo da Hip
nas vesiculas de DPPC ocorre com o aumento da temperatura do sistema, espectros de
emissdo de fluorescéncia de uma solugdo contendo Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada em
DPPC (5,3x10° mol L™), foram coletados em diferentes temperaturas. Para atingir a
méxima supressdo observada, adicionou-se iodeto (0,2 mol L) ao sistema. Os espectros de

emissdo de fluorescéncia em fungédo da temperatura sdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25. A) Espectros de emissdo de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™) em DPPC (5,4x10° mol L™)
em presenca de supressor (1 mol L'l) em funcdo da temperatura. B) Amsxeoinm) € emissdo em funcgéo da
temperatura.

A Figura 25 evidencia a mudanca de localizacdo das moléculas de Hip com o
aumento da temperatura. Inicialmente a 30,0°C, verifica-se uma menor intensidade de
emissdo devido ao acesso do supressor ao FS, que encontra-se mais externamente alocado
nas vesiculas lipossomais. O aumento da temperatura do sistema resulta em uma maior
intensidade de emissdo, indicando a nova localizacdo do farmaco em uma regido mais
interna nas vesiculas, onde o supressor ndo possui acesso. Com o retorno a temperatura
inicial, € observada uma manutencdo do perfil espectral adotado a 50,0°C, indicando que as
moléculas de Hip ndo voltam assumir sua localizagdo anterior. Estes dados corroboram
com os estudos tedricos de Joakim et al., 2014, em que o autor relata a presenca de duas
populacbes de moléculas de Hip diferentemente alocadas no DPPC, enquanto que uma

permanece sobre a superficie do fosfolipidio, a outra tende a penetrar na bicamada até
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estabilizar-se>’. Para melhor compreensdo destes resultados, experimentos de Transferéncia

de Energia Ressonante por Fluorescéncia (FRET) foram conduzidos a 30,0 e 50,0°C (4.2b).

4.2b. Transferéncia de Energia Ressonante de Fluorescéncia (FRET)

Além dos estudos de supressdo de fluorescéncia, a Transferéncia de Energia de
Ressonancia de Fluorescéncia (FRET), foi utilizada na analise de localizacdo relativa no
microambiente da bicamada lipidica, através de um processo foto fisico caracterizado pela
transferéncia de energia que ocorre entre um fluor6foro doador (no seu estado excitado) e
um cromaforo aceptor (no seu estado fundamental), através de intera¢6es dipolo-dipolo de
longo alcance (10-100 A). Para isso, uma molécula doadora deve emitir fluorescéncia no
comprimento de onda correspondente com o da absorcdo da espécie aceptora, onde o grau
de transferéncia de energia é consequéncia da sobreposicdo espectral, do rendimento
quéntico de fluorescéncia do doador e da relativa orientacdo dos dipolos de transi¢do, bem
como da distancia entre o par doador-aceptor*’. A dependéncia deste fenémeno com a
distdncia, faz com que esse tipo de experimento seja bastante utilizado para medir a

localizacdo relativa entre a molécula doadora e aceptora.

Devido sua estrutura rigida e linear, é sabido que o DPH particiona-se
espontaneamente para regido hidrofébica das membranas, sendo portanto amplamente
utilizado em ambas técnicas de fluorescéncia; estatica e resolvida no tempo, onde o0s
estudos sdo normalmente realizados com controle de temperatura®. Neste sentido, para 0s
estudos de localizagcdo da Hip encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de

DPPC, foi utilizado difenilhexatrieno (DPH) como sonda doadora de energia por emissdo
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de fluorescéncia, haja vista que estudos recentes relatam sua posicao na bicamada lipidica
de DPPC, sugerindo uma localizagcdo predominante no centro da bicamada lipidica (de

modo perpendicular as mesmas), conforme ilustrado na Figura 26%.
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Figura 26. llustracdo esquematica da disposi¢do tedrica das moléculas de DPH alocadas nas vesiculas

lipossomais unilamelares de DPPC, ampliado.

Uma das condicGes determinantes para que ocorra a transferéncia de energia por
fluorescéncia (FRET), é que o par doador-aceptor envolvido no processo, tenha uma
apreciavel sobreposicdo espectral entre a emissdo do doador (DPH), e a absorcdo do
aceptor (Hip). Uma vez que essa sobreposic¢do ocorra, é possivel o calculo da integral de
sobreposicdo J, via Equacdo 8 a qual é de suma importancia na determinacdo da distancia
de Forster para o sistema. Os espectros de absorcdo da Hip e emisséo de fluorescéncia do
DPH normalizados pela area séo apresentados na Figura 27.

55
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Dissertacdo de mestrado

@®© i L

£ oef os §
S o
l% 0,6 + - 0,6 %
0 =z
= o
' 04- Lo4 &
o | 2
.Z; 0,2 '//// 0,2 g
E , - ) ////////////////m,m..... | ,

300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Sobreposigdo espectral entre absor¢éo Hip e emissdo DPH normalizados pela &rea para o célculo

de J.

Através da sobreposicdo espectral da absorcdo eletrbnica da Hip e emissdo de
fluorescéncia do DPH normalizados pela area (Figura 27), calculou-se a integral de
sobreposicdo J via Equagdo 8, obtendo-se um valor de 3,3x10™* cm2. Em posse do valor de
J, realizou-se o experimento de FRET, sendo os espectros de emissdo de fluorescéncia
coletados apds cada adicdo de Hip a solucdo lipossomal contendo DPH encapsulado. Os
espectros de emissdo de fluorescéncia sdo apresentados na Figura 28, sendo que este

experimento foi conduzido a 30,0 e 50,0°C.
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Figura 28. Espectros de emisséo de fluorescéncia do DPH (4,8x10°® mol L™) e da Hip (5,0x10®° mol L e
4,1x10° mol L™, fendas 2-2,5 e 1,5-10 a 30,0 e 50,0°C, respectivamente) em DPPC (5,3x10° mol L™),
Aexc=335 nm.

A Figura 28 mostra que inicialmente, sem adicdo de Hip ao sistema, é observado
somente o perfil de emissdo do DPH, caracterizado pela presenca de trés bandas na regido
de 400 nm. Com a adicdo do FS concentrado, ocorre uma diminui¢do na intensidade de
emissdo referente ao DPH e consequente surgimento da banda de emissdo da Hip
(~600nm), evidenciando a ocorréncia de FRET. Esse fenbmeno ocorre para o sistema a
30,0 e a 50,0°C (Figura 28). Nota-se que o comprimento de onda utilizado na excitagéo
(335nm) promove apenas e seletivamente a emissdao do DPH, dessa forma, o surgimento
das bandas de emissdo de fluorescéncia da Hip pode ser interpretado como resultado da
transferéncia de energia que ocorre entre o par doador-aceptor (DPH-Hip).

Afim de determinar a méaxima eficiéncia da transferéncia de energia (E) que ocorre

entre 0 par doador-aceptor, as adicbes de FS ao sistema foram realizadas até que se
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observasse somente a emissdo da Hip. Assim sendo, por meio das diferengas de
intensidades de emisséo do DPH na presenga e na auséncia de Hip, determinou-se E, via
Equacdo 9, obtendo-se valores de 96,5 e 88,4%, a 30,0 e 50,0°C, respectivamente. O maior
valor de eficiéncia de transferéncia de energia, observado a 30,0°C, pode ser associado a
uma localizagdo mais proxima da Hip, com relacdo &s moléculas de DPH, nesta faixa de
temperatura, 0 que corrobora com os demais resultados até entdo apresentados. Nota-se que
para o sistema a 50,0°C, mesmo apds sucessivas adi¢des concentradas de Hip, ndo foi
possivel atingir a saturacdo do DPH, indicando uma localizagdo menos acessivel deste para
as moléculas de FS a 50,0°C.

Dessa forma, o Raio de Forster foi calculado utilizando a Equagdo 7, com n=1,4,
®r(ppH)=0,37, J=3,3x10"%% cm2 (ambos medidos experimentalmente) e k>=2/3, obtendo-se
um valor de 51,5A*®! Em posse dos valores de Eficiéncia e Raio de Forster, determinou-
se a distancia (r) entre o par doador-aceptor, a 30,0 e 50,0°C via Equacao 6.

Os valores de r foram de 29,7 e 36,7A com relacdo ao DPH, a 30,0 e a 50,0°C
respectivamente, comprovando que ocorre uma mudanca na localizacdo das moléculas de
Hip (com relacdo ao DPH), favorecida com o aumento da temperatura. Este resultado é de
grande importéancia pra compreensao do sistema Hip/DPPC e mostrou-se concordante com
0s estudos tedricos de Joakim et al., 2014, os quais revelam uma localizacdo da Hip mais
proxima aos grupos glicerol, que constituem a camada mais interna das vesiculas de
DPPC56'63’64’65.

Estudos de FRET também foram recentemente realizados por Loren Nieto Trujillo
et al., 2015 em aplicacdes de Zeolitas L funcionalizadas com Ftalocianinas. Utilizando a

absorcdo dos corantes catiénicos Pironina Y (PyY) e Tionina (Th), encapsulados em
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Zeolitas L, o autor relata a transferéncia de energia via FRET para a ftalocianinas, que para

as condic6es de estudo apresentavam absorces limitadas®.

4.3. Estudos Foto fisicos do formulado Hip/DPPC
4.3a. Determinacdo do rendimento quéantico de fluorescéncia (®F) da Hipericina

encapsulada em vesiculas lipossomais de DPPC a 30,0°C

O valor de rendimento quantico de fluorescéncia (®g) de um composto FS é de
suma importancia para TFD, haja vista que moléculas muito fluorescentes tendem a gerar
menos oxigénio singlete, espécie de interesse nesta técnica®. O ®r da Hip (2,8x10° mol L’
1) encapsulada em DPPC (5,4x10° mol L) foi de 0,13 a 30,0°C.

Valores relativamente elevados de ®f, podem também indicar que o FS encontra-se
encapsulado na sua forma monomérica®>>®. Por outro lado, em sistemas lipossomais, o
rendimento quéantico de fluorescéncia de compostos fotossensiveis costuma ser bastante
baixo, haja vista o favorecimento de outros mecanismos de desativacdo do estado excitado,
que s&o concorrentes com o processo de emissdo”®. Dentre esses processos, podemos citar a
formacgdo de oxigénio singlete (*O,), as reagbes de fotobranqueamento e supressdo de
fluorescéncia por moléculas de 4gua*.

Afim de avaliar se a 4gua pode estar atuando como supressor de fluorescéncia neste
sistema, realizou-se 0 mesmo procedimento descrito em 3.2.4a, porém utilizando agua
como supressor, a 30,0°C. Os espectros de emissdo de fluorescéncia sdo apresentados a

seguir (Figura 29):

59
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Dissertacdo de mestrado

300

250

200

150

100 H

Intensidade de emissao

50

. , . , . .
600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 29. Variagdo espectral da emissao de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™) em DPPC (5,3x10 mol

L") com adicéo total de 1,5 mL de agua destilada ao sistema, a 30,0°C.

Por meio da variacdo espectral observada na Figura 29, nota-se que a agua atua
como supressor de fluorescéncia para a Hip encapsulada em DPPC a 30,0°C, haja vista que
logo nas primeiras adicGes, significativas diminuicdes nas intensidades de emissao foram
observadas. Assim sendo, o baixo valor encontrado de ®f (0,13), pode estar associado a
localizacdo da Hip em uma regido interfacial mais hidrofilica no fosfolipidio, onde as
moléculas de agua teriam acesso.

Na tentativa de justificar o baixo valor de @ (0,13) para a Hip em DPPC a 30,0°C,
0 experimento foi conduzido elevando-se a temperatura do sistema para valores acima da
transicdo de fase do fosfolipidio (>43,1°C), com posterior retorno a temperatura inicial
(30,0°C). Esse procedimento foi realizado com a amostra e com o padrdo, onde apés a

estabilizacdo térmica, foram coletados os espectros de absorgdo eletrdnica e emisséo de
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fluorescéncia, e determinado o novo valor de ®f para a amostra via Equacdo 10 Os

espectros de emissédo séo apresentados na Figura 30.
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Figura 30. Espectros de emissdo de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™) em DPPC (5,4x10° mol L™ e

etanol a 30,0°C, antes ¢ apos a clevagdo da temperatura do sistema para 50,0°C e posterior retorno (Aex.=

525nm e fenda 5-5).

Para as amostras que tiveram sua temperatura elevada, observou-se uma diminuicao
da intensidade de emissédo do padréo em etanol e um aumento da mesma para a Hip em
DPPC, se comparado com os perfis de emissdo coletados a 30,0°C, sem mudanca de
temperatura (Figura 30). Essa variacdo na intensidade resultou em um aumento no valor de
@ para 0,30, e esta associada & mudanca de localizacdo das moléculas de Hip para um
ambiente mais interno nas vesiculas lipossomais, com 0 aumento da temperatura do
sistema, conforme observado nos experimentos 3.2.4a e 3.2.4b. Em termos de aplicacdo,
uma elevada estabilidade térmica é extremamente vantajosa para um formulado, uma vez

que torna possivel esterilizacdo do mesmo, sem que ocorra perda de suas propriedades.

61
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Intensidade

Dissertacdo de mestrado

Além disso, um baixo valor de @ pode também ser indicar um elevado ®A'O,, 0 que torna

0 emprego da formulagdo em TFD extremamente promissor®-,

43.b. Determinacio do rendimento quantico de oxigénio singlete (®,'0,) da

Hipericina encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

Apbs excitado o FS pode sofrer cruzamento inter-sistema (CIS) e reagir com o
oxigénio molecular (30,) para formar O,, espécie de interesse em TFD (Figura 2). Nesse
sentido, visando avaliar a potencialidade da formulacdo contendo Hip encapsulada nas
vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC, foram realizados experimentos de (I)Aloz
utilizando Hip em P-123 como padréo, cujo valor de ®,*0, é 0,38%. Os graficos de tempo
de vida de decaimento por fosforescéncia do 'O, para o FS em P-123 e em DPPC, sio

mostrados na Figura 31.
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Figura 31. Decaimento exponencial da fosforescéncia do oxigénio singlete em 1270nm da Hip encapsulada
em P-123 e em DPPC.
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A Figura 31 mostra o decaimento temporal de fosforescéncia do oxigénio singleto
0, obtido em 1270nm, para a Hip incorporada em P-123 e em DPPC, dos quais foram
determinados/extraidos os valores de ®,'O,, e tempo de vida do oxigénio singlete (1), da

amostra e do padrdo, 0s quais encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores ®,'0, e t da Hipericina (Aexc = 600nm) encapsulada em P-123 e em

DPPC.
Hipericina em: T (us) I max P
P-123 5,84 £ 0,08 129,5 0,30
DPPC 10,64 £ 0,16 111 0,26

A Tabela 4 revela uma nitida diferenca entre os valores de tempo de vida do
oxigénio singlete (t), produzidos pela amostra contendo Hip encapsulada em DPPC e pelo
padrdo em P-123. Os valores de t podem ser relacionados com o ambiente ao qual 0 'O, é
gerado ou encontra-se inserido. Para Hip em etanol Darmanyan et al., 1994, relatou em
seus estudos, valores de t de ~14ps, enquanto que em agua esse valor cai para ~4ps, ja para
membranas lipidicas esses valores podem atingir até 35ps™*®". Dessa forma, em solventes
de menor polaridade, ocorre o favorecimento da oxidag¢do do substrato, o que justifica os
elevados valores de t obtidos nas solugdes com carreadores DPPC e P-123, e indica um

posicionamento mais interno da Hip dentro desses sistemas™*.
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Ainda na Tabela 4, observou-se que o valor de ®,'O, para a Hip em DPPC (0,26)
foi bastante préximo ao padrdo em P-123 (0,30 (experimental)), indicando que o processo
de encapsulamento em DPPC ndo compromete significativamente a eficiéncia do FS para
aplicacbes futuras em TFD. Essa pequena queda no valor de ®,'O, para a Hip em DPPC
pode ser associada com o0 aumento nos valores de @, anteriormente observados em 4.3a,
dado a relacdo entre esses dois mecanismos previamente explicada através do Diagrama de

Jablonski.

4.3c. Estudo da influéncia da temperatura na organizacdo estrutural da Hipericina

encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC: Estabilidade Térmica

Nas areas onde estdo localizados os tumores, a temperatura corporal costuma ser
ligeiramente maior do que nas demais regides do corpo. Além disso, uma elevada
estabilidade térmica, permite que o farmaco seja liofilizado, hidratado ou esterilizado sem
que perca sua aplicabilidade®***®. Dessa forma, a investigacéo da influéncia da temperatura
no comportamento de um FS encapsulado é de suma importancia para compreensao do
sistema que se deseja aplicacéo.

Na tentativa de avaliar a estabilidade térmica do formulado hidratado contendo
Hip (2,8x10® mol L™) encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
(5,4x10° mol L), imediatamente apds seu preparo, foram monitoradas as propriedades
espectroscopicas via emissdo de fluorescéncia, espalhamento de luz dindmico (DLS) e
espalhamento de luz ressonante (RLS), em fun¢do do aumento gradativo da temperatura, a
partir de 27,0°C até atingir 50,0°C, e posterior retorno para a temperatura inicial, sempre
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aguardando a estabilizagdo térmica do sistema. O comportamento espectral de emisséo de

fluorescéncia em funcao da temperatura da Hip em DPPC é apresentado na Figura 32.
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Figura 32. Variagdo espectral da intensidade de emissdo de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™)
encapsulada em DPPC (5,4x10°® mol L™), com 0 aumento da temperatura de 27,0°C para 50,0°C (Aexc= 545
nm e fenda 2,5-10).

A Figura 32 mostra o perfil espectral de emissdo de fluorescéncia que a Hip
encapsulada em DPPC assume com a varia¢do da temperatura do sistema. Inicialmente, a
27,0°C, pode ser notada uma intensidade de emissdo inferior a 200 (fenda 2,5-10). Com o
aumento da temperatura do sistema, observa-se 0 consequente aumento da intensidade de
emissdo, que chega atingir valores maiores que 250 (fenda 2,5-10). Mesmo com o retorno a
temperatura inicial (27,0°C), o perfil de emissdo adotado em 50,0°C é mantido. Este
significativo aumento nas intensidades de emissdo, mostrou-se semelhante ao que foi
anteriormente observado nos estudos de supressao de fluorescéncia, realizados com iodeto
de potassio em funcdo da temperatura (Item 4.2a), onde a elevagdo da temperatura do
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sistema mostrou por consequéncia um significativo aumento na emissdo de fluorescéncia
da Hip em DPPC. Esse comportamento pode ser associado a monomerizacdo de espécies
auto agregadas de Hip (dado que somente seus monOmeros sdo capazes de emitir
fluorescéncia), ou ainda, a mudanca de localizacdo do FS no carreador lipossomal
(anteriormente relatada nos estudos de FRET (4.2b))*!. Afim de monitorar a presenca de
possiveis auto agregados em solucéo, espectros de espalhamento de luz ressonante (RLS),
foram coletados em cada temperatura, para as vesiculas contendo Hip encapsulada e para

aquelas livres de farmaco. Os gréaficos de RLS dos sistemas sdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Espalhamentos de Luz Ressonante (RLS) das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
contendo Hip (2,8x10° mol L™) e livres de farmaco, a 30,0°C (fendas 1,5-1,5).

A Figura 33 evidencia uma similaridade nos espalhamentos de luz ressonante,
promovidos pelos formulados contendo Hip encapsulada em DPPC e pelas vesiculas livres

de farmaco, em todas temperaturas avaliadas. O RLS do sistema ndo revelou pico de
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espécies auto agregadas de Hip em solucdo, confirmando que o aumento da emissdo de
fluorescéncia, anteriormente discutido, ndo pode ser atribuido a desagregacdo da mesma
neste sistema, indicando que este aumento na intensidade de emissdo deve estar ocorrendo
em consequéncia da mudanca de localiza¢do das moléculas de FS para uma regido de maior
hidrofobicidade, dentro das vesiculas lipossomais.

Essa mobilidade da Hip dentro das vesiculas de DPPC, é facilitada pelo aumento
da temperatura do sistema, haja vista que em elevadas temperaturas, as vesiculas
lipossomais tornam-se mais fluidas dado sua condigdo “cristal-gel”(Figura 8). Para melhor
compreensdo destes resultados, monitorou-se, paralelamente, o espalhamento de luz
dindmico (DLS) das particulas, avaliando-se o tamanho médio das vesiculas lipossomais
unilamelares contendo Hip encapsulada e das vesiculas livres de FS, em fungdo da
temperatura. Os graficos sdo apresentados na Figura 34 e os valores de didametro das

particulas mostrados nas Tabelas 5 e 6.
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Figura 34. Espalhamentos de Luz Dinamico: A) Antes e B) Apds o encapsulamento da Hip (2,8x10° mol L™)
em DPPC (5,4x10° mol L™) em funcdo da temperatura. As setas indicam a tendéncia do diametro e o

surgimento das populagdes/perfis bimodais com o0 aumento da temperatura.
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Tabela 5. Valores de diametro médio, D10% e D50% das vesiculas lipossomais
unilamelares de DPPC livres de farmaco, em funcdo da temperatura. Os valores de Pl
foram inferiores a 0,3 para todas as analises.

Temperatura (°C) | Diametro medio (nm) D 10% (nm) D 50% (nm)
25,0 117,9 51,9 123,6
30,0 116,9 51,0 119,9
35,0 115,9 51,9 124,0
40,0 118,4 55,2 119,7
45,0 149,8 54,1 123,3
47,0 259,9 55,4 111,3
50,0 662,8 54,8 114,1

Tabela 6. Valores de didmetro médio, D10% e D50% das vesiculas lipossomais
unilamelares de DPPC contendo Hip, em funcdo da temperatura. Os valores de Pl foram

inferiores a 0,3 em todas as analises.

Temperatura (°C) | Diametro médio (nm) D 10% (nm) D 50% (nm)
25,0 146,7 64,7 141,3
30,0 147,0 62,9 146,0
35,0 145,3 63,6 145,8
40,0 147,4 63,1 144.8
45,0 240,4 69,1 154,7
47,0 468,7 67,5 1443
50,0 il 71,0 1429

*Valor fora do limite de deteccéo do aparelho.
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Até temperaturas inferiores a 40,0°C, as Tabelas 5 e 6 mostram que as vesiculas
lipossomais de DPPC apresentam valores de didmetro médio relativamente inalterados com
0 aumento da temperatura do sistema, onde o valor de PI (~0,30) nos permite afirmar que
estas encontravam-se uniformemente distribuidas com tamanho médio em torno de ~100
nm. Acima da transicdo de fase do fosfolipidio, os valores de didmetro médio oscilaram
para valores extremamente elevados, até mesmo para fora do limite de deteccdo do
aparelho. Os valores de D 10% e D 50% (referentes aos diametros de 10 e 50% das
populagBes de vesiculas presentes no sistema), também mostrados nas Tabelas 5 e 6,
indicaram que mais da metade das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC ndo
sofreram alteragBes significativas em seus tamanhos frente as variacdes de temperatura.
Porém, conforme ilustrado na Figura 34, o aumento da temperatura do sistema promoveu o
surgimento de perfis bimodais e de diversas populacfes de tamanhos maiores, sendo que ao
atingirmos a temperatura de transicdo de fase do lipossoma (~45,0°C), foi observado um
significativo aumento, tanto no tamanho quanto no nimero de populagdes, ocasionado pela
maior fluidez do sistema, que assume sua forma “cristal-gel”?343°,

Ainda que as vesiculas lipossomais contendo Hip encapsulada apresentem maior
didmetro médio do que as vesiculas livres de farmaco, o mesmo comportamento foi
observado para ambos 0s casos com as variagdes de temperatura (Figura 34B e Tabela 5 e
6). Nos dois casos, 0 retorno a temperatura inicial restaurou o perfil adotado a 25,0°C,
apresentando uma pequena diminuicdo no tamanho médio de todas as vesiculas que

continham Hip incorporada, conforme mostrado na Figura 35.
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Figura 35. Monitoramento do didmetro médio das vesiculas unilamelares de DPPC contendo Hip

encapsulada e livres dela apds a estabilidade térmica.

Nota-se na Figura 35, que o0 retorno a temperatura inicial resultou em uma
diminuicdo do didmetro médio das vesiculas lipossomais que continham moléculas de FS
incorporadas (Figura 35B). Este resultado nos permite afirmar que as interacGes
estabelecidas entre o par Hip/DPPC, além ser termodinamicamente favorecidas pelo

aumento da temperatura, sdo mantidas, mesmo apds o retorno a condicdo inicial (25,0°C).

4.3d. Estudo da estabilidade temporal do formulado hidratado contendo Hipericina
encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

E sabido que as vesiculas lipossomais podem sofrer agregacdo, fusdo ou ruptura
membranar ao longo do tempo?®#***, Uma maneira de verificar a estabilidade relativa dos

lipossomos € a atraves do monitoramento do didmetro médio das vesiculas contendo Hip
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incorporadas no decorrer do tempo, em comparagdo com as mesmas “puras”, isto €, sem
adicdo de farmaco. Nesse sentido, o formulado hidratado contendo Hip em DPPC, assim
como as vesiculas livres de farmaco, tiveram suas propriedades monitoradas imediatamente
apos o seu preparo e por um periodo de 10 dias consecutivos. Os graficos de emissao de

fluorescéncia e DLS séo apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Em A) perfil de DLS e inserto emissao de fluorescéncia da Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada nas
vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC (5,4x107 mol L™) (Aexe= 525nm, fenda 10-10), e em B) perfil de

DLS das vesiculas lipossomais unilamelares DPPC, ambos com o passar dos dias.

A Figura 36 mostra que tanto as vesiculas livres de FS, quanto as que contém Hip
encapsulada, mantiveram seu didmetro médio inalterado por um periodo de 10 dias. E
observado, do primeiro para o segundo dia (Figura 36A), um significativo aumento na
emissdo de fluorescéncia, indicando uma reorganizacdo das moléculas de Hip no sistema
com o passar do tempo. Como visto anteriormente em 4.1a, as moléculas deste FS possuem
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um perfil cinético de ligagdo biexponencial com as vesiculas lipossomais unilamelares de
DPPC, que pode ser termodinamicamente favorecido pelo aumento da temperatura do
sistema. Isso ocorre porque, mesmo apos incorporadas, as moléculas de Hip podem néo
acessar rapidamente o ambiente de maior hidrofobicidade do sistema, devido a rigidez do
mesmo abaixo da transicdo de fase. Porém, uma vez que o sistema sofre variacGes de
temperatura, para valores acima da transi¢do de fase, a localizacdo do farmaco é afetada e
ele passa assumir uma localizagcdo em regides de maior hidrofobicidade, mais internalizado

nas vesiculas.

4.3.e. Estudo da estabilidade temporal do formulado liofilizado/reidratado contendo

Hipericina encapsulada em vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC

O mesmo procedimento descrito em 4.3e foi realizado com os formulados
mantidos liofilizados e acondicionados em freezer (-10 °C), por cerca de 60 dias. Apos a
reidratacdo com &gua destilada e sonicacdo por ~b5min, foram monitorados os perfis
espectrais de emissdo de fluorescéncia e diametro médio das particulas. Os graficos sdo

apresentados a seguir (Figura 37).
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Figura 37. Perfil do formulado reidratado de Hip (2,8x10° mol L™) encapsulada nas vesiculas lipossomais de

DPPC (5,4x10°° mol L™): Em A) DLS no decorrer dos dias ¢ em B) Emissio de fluorescéncia, (hexe= 525nM,
fenda 10-10).

Apds a reidratacdo, as vesiculas lipossomais tiveram seu tamanho alterado para
valores superiores a 1000 nm (acima do limite de deteccdo do aparelho), apresentando
diversas populacdes de tamanhos diferentes e evidenciando a perda de sua estrutura original
(Figura 37A). Apenas uma peguena parcela de vesiculas mantiveram seu tamanho inicial,
indicando que o sistema ndo possui estabilidade frente o processo de liofiliza¢do. Isso
ocorre porque, com o processo de liofilizacdo, a agua do sistema € sublimada até que
obtenha a formulacdo na forma sélida (pd), sendo assim, a 4gua do poco aquoso interno,
gue estrutura as vesiculas lipossomais, € também removida durante o processo, 0 que nao é
verificado para micelas poliméricas constituidas de poloxameros P-123, por exemplo*.

A estabilidade do formulado liofilizado também foi monitorada via espectros de
emissdo de fluorescéncia (Figura 37B). Inicialmente, o formulado apresentou uma queda na
intensidade de emissdo, ocasionada pela provavel auto agregacdo das moléculas de Hip no

carreador. Com o passar dos dias, é observado uma continua queda nas intensidades de

73
Flavia Amanda Pedroso de Morais

800



Dissertacdo de mestrado

emissdo, porém menos significativa do que a primeira observada. Estas quedas podem ser
associadas a perda do tamanho e forma original das vesiculas lipossomais, mostrados nos
graficos de DLS (Figura 37A) e confirmam a auséncia de estabilidade do sistema
Hip/DPPC apds o processo de liofilizagdo/reidratacdo. Uma alternativa para contornar a
auséncia de estabilidade das vesiculas lipossomais frente este processo, seria investigando
sua estabilidade na presenca de um crioprotetor, assegurando assim, que 0 pogo aquoso que

as constituem seja mantido, mesmo apos a liofilizacéo.

4.4. Avaliacdo da atividade fotodindmica do formulado contendo Hipericina

encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC
4.4a Ensaios com células melanoma B16-F10

O melanoma cutaneo metastatico é conhecido por ser um dos tipos de cancer mais
agressivos atualmente existentes e pode ser caracterizado pelo desenvolvimento e
progressdo das células do tipo B16-F10 no organismo® %" Atualmente, o arsenal
terapéutico disponivel para o tratamento desta doenca, principalmente quando em seu
estagio avancado, traz resultados bastante insatisfatorios, apresentando taxas de sobrevida
em 5 anos, inferiores & 5% e de sobrevida mediana, em torno de 4 meses®®°. Nesse sentido,
buscou-se avaliar a potencialidade da Hip como FS aplicavel em TFD, quando solubilizada
em DMSO e encapsulada nas vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC. Utilizando-se

de diferentes concentragfes de FS, a amostra foi avaliada no escuro (controle) e na
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Na Figura 38 sdo mostrados os gréficos referentes aos estudos de viabilidade
celular realizados com as células de melanoma B16-F10, na presenca de Hip em DMSO
(Figura 38A) e encapsulada em DPPC (Figura 38B), no escuro e ap6s 40 minutos de
iluminagdo®®*. Dado que a acdo fotodinamica ocorre a partir da excitacdo do composto FS
com luz (de comprimento de onda correspondente com o de sua absor¢do), os gréaficos
ilustrados na primeira parte das Figuras 38A e B, foram utilizados como controle na
avaliagdo da atividade fotodindmica da Hip, e evidenciam a auséncia de toxicidade da
mesma quando no escuro, dada a relativa manutencdo dos valores de viabilidade celular
mesmo diante do aumento da concentracéo de Hip no sistema®**¢".

Para a Hip em DMSO, apds a iluminagdo (Figura 38A), ndo foram observadas
alterages significativas nos valores de viabilidade celular, dentro da incerteza. As excegoes
s30 as amostras com 0,25 e 1x10® mol L™ de farmaco que apresentou uma ligeira queda
nos valores de viabilidade (para ~85%). Para o FS encapsulado (segunda parte da Figura
38B), a viabilidade celular manteve-se inalterada na presenca de baixas concentracdes de
Hip. No entanto, a partir de 1x10®° mol L™ de Hip/DPPC, é observada uma significativa
acdo inibitéria da formulacdo sobre as células melanoma, sendo maior para a mesma
contendo 5x10° mol L™ de Hip (46,3% de viabilidade).

Estes resultados apontam para a potencialidade da formulacdo contendo Hip
encapsulada em DPPC, agindo como FS na inativacao das células melanoma B16-F10 via
TFD, e mostra a Hip como farmaco ativo bastante promissor para aplica¢fes futuras em

TFD.

76
Flavia Amanda Pedroso de Morais



Dissertacdo de mestrado

4.4a Ensaios com T. cruzi

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), é
uma das 17 doencas negligenciadas, entre as quais encontram-se a malaria, a leishmaniose
visceral (LV), a filariose linfatica, a dengue, esquistossomose entre outras®. Essas doencas
tropicais endémicas sdo em geral acometidas por pessoas de baixa renda, e/ou que moram
em paises subdesenvolvidos, o que por consequéncia ndo desperta o interesse das industrias
farmacéuticas, que pouco investem em pesquisa para o desenvolvimento de farmacos para
seu tratamento. Por esse motivo, cerca de 8 milhdes de pessoas encontram-se atualmente
infectadas com a doenca de Chagas, sendo que, anualmente séo registrados mais de 15 mil
mortes de pacientes infectados com Chagas™ 2.

Diante disso, afim de desenvolver uma forma alternativa para o tratamento da
doenca, a formulacdo contendo Hip encapsulada em DPPC teve sua atividade fotodindmica
avaliada sobre o protozoario T. cruzi. Para isso, durante o cultivo do protozoario em
laboratério, foram utilizadas células LLCMK2, que ficam aderidas ao fundo de uma
garrafa, semelhante a ilustrada na Figura 10 (item 3.2.6b), de modo a serem mais
facilmente infectadas pela forma tripomastigotas no DMEM. Dentro dessas células, as
tripomastigotas vado entdo se modificar para a forma amastigotas (mais arredondada), para
se multiplicarem e posteriormente retornar & forma tripomastigota’.

Devido & movimentacdo dos protozoarios e a grande quantidade dos mesmos
dentro das células, ocorre o rompimento celular, liberando as tripomastigotas para o

DMEM**°. Nesse sentido, o liquido é entdo recolhido diariamente, para infectar novas
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garrafas e realizar novos cultivos de protozoarios. As imagens de microscopia Optica das

células aderentes, antes e ap0ds sua infeccdo com T. cruzi séo ilustradas na Figura 39.

Figura 39. Imagens de microscopia Optica de células aderentes, por exemplo a LLCMK?2, antes e apds sua

infeccdo com T. cruzi.

Na Figura 39 sdo ilustrados exemplos de imagens de células aderentes que sdo
utilizadas para cultivo/reproducao do protozodario T. cruzi em laboratério. Na segunda parte
da Figura 39, em uma versdo mais ampliada e corada, podemos observar as células, o
citoplasma e o nlcleo. Também nessa imagem, pode-se notar que as formas tripomastigotas
infectam preferencialmente o citoplasma celular.

Ap6s a iluminagdo dos pocos contendo T. cruzi na presenca e na auséncia da
formulacdo de Hip/DPPC, os protozoarios foram contabilizados e a viabilidade de

tripomastigota de Trypanosoma cruzi avaliada. Os resultados s&o apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Determinacdo da atividade fotodinamica do formulado Hip/DPPC sobre a
viabilidade de tripomastigota de Trypanosoma cruzi, com tempo de iluminacdo de 20 min,

fonte de laser diodo (LASER line®) de 100mWw.

Hipericina ECso (umol/L) + DP ECso (umol/L) + DP
Presenca de luz Auséncia de luz
Hipericina 0,38 +£0,13 >19,8
Hipericina + 3,01 £1,40 14,7 + 1,27
DPPC
Branco DPPC >5,29 > 5,29

A Tabela 7 mostra os valores ECsp, isto é, a concentragdo necessaria para matar
metade da populacdo de protozodrios de T. cruzi analisados. Na primeira linha da Tabela 7,
sdo mostrados os valores de ECs para o FS livre de formulagéo, na presenca e auséncia de
luz. Nota-se que a maior inativacdo dos protozoarios ocorre quando a Hip é iluminada,
ainda que néo se encontre encapsulada, evidenciando o efeito fotodinamico deste FS sobre
0 parasita na presenca de luz.

Para Hip encapsulada em DPPC, foi observado um valor de ECs, superior ao
obtido em etanol, poréem na mesma faixa de concentracdo na qual foram conduzidos os
demais estudos relatados nesse presente trabalho, evidenciando uma potencialidade da
formulacéo desenvolvida/estudada. O menor valor de ECsy observado para a Hip em etanol,

estd associado a preferéncia deste protozoario em se alocar/interagir com o citoplasma, isto
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é, h&d uma preferéncia por ambientes mais hidrofilicos, que por consequéncia promovem a
auto agregacdo das moléculas de Hip. O sistema carreador livre de Hip, mostrou-se pouco
toxico para 0s protozodrios, tanto na presenga quando na auséncia de luz, indicando que as
vesiculas lipossomais de DPPC s&o adequadas e ndo interferem nos resultados obtidos.
Visando a aplicacdo em TFD, a formulacdo contendo Hip encapsulada nas vesiculas
lipossomais unilamelares de DPPC mostrou-se bastante promissora no tratamento da
doenca de Chagas, utilizando-se de baixas concentracbes de FS e pouco tempo de

iluminacéo.

5. Concluséo

Neste trabalho, os estudos envolvendo tamanho das particulas via DLS, revelaram
um aumento do didmetro médio das vesiculas lipossomais unilamelares de DPPC de cerca
de 50 nm, com o processo de encapsulamento da Hip. O perfil cinético de ligacdo do FS no
carreador lipossomal revelou a presenca de duas etapas, relacionadas a incorporacdo e
redistribuicdo do farmaco no sistema. Os espectros de absorcdo eletrdnica e emissdo de
fluorescéncia apresentaram pequenos deslocamentos batocrémicos (~5 nm), devido a
mudanca de microambiente proporcionado pelas vesiculas.

A interacdo entre o par Hip/DPPC, mostrou-se maior com 0 aumento da
temperatura (maiores valores de Kp). Através dos valores negativos de AG, foram
determinados os demais pardmetros de ativag¢ao do sistema, como AH e AS, acima e abaixo
da transicdo de fase do fosfolipidio, que evidenciaram a espontaneidade da Hip em se

incorporar no fosfolipidio DPPC, sendo este processo endotérmico (AH>0).
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A Eficiéncia de Encapsulamento (EE%) da formulagdo, comprovou que o
processo é termodinamicamente favorecido pelo aumento da temperatura, sendo cerca de
17% mais eficiente em temperaturas mais elevadas (89,3% a 50,0°C), do que a 30,0°C
(74,3%). Nos estudos de localizac¢do ficou evidente a maior penetracdo da Hip na bicamada
lipidica acima da temperatura de transicdo do DPPC, ndo sendo possivel estimar valor de
Ks a 50,0°C, utilizando iodeto como supressor aquosoltvel. No entanto, a 30,0°C o0s
valores de K, revelaram a presenca de duas populagdes distintas e acessiveis ao supressor,
com valores de Ky, de 4,18 e 1,87. Essa mudanca de localizacdo do FS promovida pelo
aumento da temperatura do sistema, foi confirmada nos estudos de FRET, que apontaram
para distancias de 29,7 e 36,7A com relagdo ao DPH a 30,0 e 50,0°C, respectivamente.

A incorporacdo da Hip nas vesiculas lipossomais de DPPC a 50,0°C, teve por
consequéncia um leve aumento no valor de ®f para 0,30, proporcional diminuig&o no valor
de ®A'O, para 0,26 e significativo aumento no tempo de vida do oxigénio singlete (t).
Adicionalmente, os estudo de estabilidade térmica mostrou que mesmo diante das variacfes
de temperatura, o sistema foi capaz de restaurar o perfil das vesiculas lipossomais e manter
as alteracOes observadas na emissdo. A estabilidade temporal dos formulados recém
preparados de Hip/DPPC, foi avaliada por dez dias consecutivos, apresentando uma
reorganizacdo temporal do FS, verificada na emissdo. No entanto, ap6s o processo de
liofilizacdo/reidratacdo de diversas amostras, houve destruicdo e perda da estrutura e
tamanho original das vesiculas lipossomais.

Por fim, os estudos atividade fotodindmica realizados com células de melanoma
B16-F10 e em protozoarios T. cruzi tornaram evidente a potencialidade da formulacao
desenvolvida, que apresentou valores de viabilidade celular e 1Cso bastante promissores

com concentracdes da ordem de 3 a 5 pmol L™ de FS, apontando a Hip como uma forte
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candidata a FS para tratamentos com TFD/IFDMO, devendo a temperatura formulagdo ser

primeiramente elevada acima da transicao de fase do fosfolipidio, antes de sua aplicacao.
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