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RESUMO

A terapia fotodindmica tem se apresentado como uma alternativa segura e altamente
eficaz ao tratamento de diversos tipos de cancer. A sua alta eficacia decorre da indugéo
direta de morte das células neoplésicas, da destruicdo da microvasculatura tumoral e do
reforco da imunidade antitumoral. Todos estes efeitos derivam do estresse oxidativo
resultante dos processos fotodinamicos que se seguem a combinacdo de oxigénio
molecular, luz de comprimento de onda especifico e um fotossensibilizante, na célula-
alvo. Apesar das vantagens da terapia fotodinamica, os fotossensibilizantes disponiveis,
marcadamente o cloreto de aluminio-ftalocianina, apresentam importantes
inconvenientes, tais como perda de atividade fotodinAmica em meios aquosos e
propriedades farmacocinéticas desfavoraveis a sua concentracdo nas células-alvo.
Neste contexto, a nanotecnologia permite o desenvolvimento de fotossensibilizantes,
ditos de 32 geracdo, que contornam tais inconvenientes. Assim, este trabalho objetivou
desenvolver um novo fotossensibilizante de 32 geracdo com atividade fotodinamica
antineoplasica, composto por cloreto de aluminio-ftalocianina associado a
nanoparticulas. As nanoparticulas foram produzidas com poli(vinil,metil-éter-co-anidrido
maleico) e apresentaram diametro hidrodindmico de 201,1 + 4,9 nm. Este copolimero
possui grupamentos anidrido que permitem a facil conjugacado de moléculas diversas a
superficie das nanoparticulas, abrindo a possibilidade de funcionalizacdo destas para o
direcionamento ativo a células tumorais. Os resultados obtidos com estas
nanoparticulas indicaram que a formulacdo possui atividade fotodinamica em meio
aguoso, ja que apresentou intensa fluorescéncia e promoveu a geracdo de oxigénio
singlete quando irradiada com laser, enquanto o cloreto de aluminio-ftalocianina livre
em meio aquoso, conforme o esperado, praticamente ndo apresentou atividade
fotodindmica. Este resultado é associado a manutengdo do fotossensibilizante no seu
estado desagregado pelas nanoparticulas. Nos ensaios biolégicos, observou-se que
células neoplasicas murinas 4T1 captaram avidamente o fotossensibilizante associado
as nanoparticulas. A formulacdo nanoestruturada apresentou citotoxicidade

fotodindmica contra estas células, um evento acompanhado de intensa fragmentacao



de DNA. Estes resultados, somados ao fato de o copolimero poli(vinil,metil-éter-co-
anidrido maleico) permitir a facil conjugacdo de moléculas diversas a superficie das
nanoparticulas, indicam que este novo fotossensibilizante de 32 geracédo, baseado em
cloreto de aluminio-ftalocianina, € um potencial agente antineoplasico e que pode ser
utilizado em pesquisas futuras que visem direcionar o fotossensibilizante a massa

tumoral.

Palavras-chave: PVM/MA; cloreto de aluminio-ftalocianina; terapia fotodinamica

antineoplasica; fotossensibilizante de terceira geracdo; nanotecnologia.



ABSTRACT

Photodynamic therapy has shown to be a safe and highly effective choice for the
treatment of several cancer types. Its high effectiveness results from the direct triggering
of neoplastic cell death, destruction of the tumor microvasculature and boosting of
antitumor immunity. These effects are due to the oxidative stress in the target cell
resulting from the photodynamic processes following the combination of molecular
oxygen, light of specific wavelength and a photosensitizer. However, despite the
advantages shown by photodynamic therapy, the available photosensitizers — markedly
the aluminium-phthalocyanine chloride — show important drawbacks, such as the loss of
photodynamic activity in agueous media and pharmacokinetic properties that are not
favorable to their concentration in target cells. In this context, nanotechnology allows for
the development of new photosensitizers, the so called 3™ generation photosensitizers,
which circumvent such drawbacks. Thus, this work aimed to develop a new 3™
generation photosensitizer endowed with antineoplastic photodynamic activity,
composed by aluminium-phthalocyanine chloride associated to nanoparticles. The
nanoparticles used in the present study had a mean hydrodynamic diameter of 201 nm
and were based on poly(methyl,vinyl,ether-co-maleic anhydride). This copolymer
presents anhydride groups that allow for the easy conjugation of several molecules to
the nanoparticles surface, enabling the functionalization of the nanoparticles for active
targeting to neoplastic cells. The results show that the formulation possesses
photodynamic activity in agueous media, since it presented intense fluorescence and
triggered the generation of singlet oxygen when irradiated, while the free aluminium-
phthalocyanine chloride showed almost no photodynamic activity in aqueous media, as
expected. This finding is related to the ability of the nanoparticles to keep the
photosensitizer as disaggregated molecules. Biological tests indicated a strong uptake
of the nanoparticle-associated photosensitizer by murine neoplastic 4T1 cells. The
nanostructured formulation showed photodynamic cytotoxicity and promoted intense
DNA fragmentation in 4T1 cells. These results, along with the fact that the

poly(methyl,vinyl,ether-co-maleic anhydride) copolymer allows for the easy conjugation



of several molecules to the nanoparticles’ surface, show that this new aluminium-
phthalocyanine chloride-based 3™ generation photosensitizer is a potential
antineoplastic agent which can be used in future researches aiming to achieve tumor

specific targeting.

Keywords: PVM/MA; aluminium-phthalocyanine chloride; antineoplastic photodynamic

therapy; third generation photosensitizers; nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRINCIPIOS FOTOFISICOS E FOTOQUIMICOS DA TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica, TFD, é um método de promocédo de citotoxicidade que
envolve processos fotoquimicos que se seguem a excitacdo luminosa de
fotossensibilizantes (FS), levando ao desencadeamento de dois tipos de fotorreacdes
principais (Figura 1) (1). Ambos os tipos de fotorreagdo ocasionam danos oxidativos as

moléculas circunvizinhas.

Fotorreagdes do tipo |

FS*+§ —— = FS + S

FS+0y, —— = FS + 0O,~
hv

IES e

Fotorreagdes do tipo 11

FS* + 0, 'Fs + 10,

10,+8§ —— S(0)

Figura 1. Fotorreacbes do tipo | e do tipo Il. 'FS = fotossensibilizante em seu estado singlete
fundamental; hv = féton; ®FS* = fotossensibilizante em seu estado triplete excitado; FS =
fotossensibilizante reduzido; S = substrato orgénico; O, = oxigénio molecular; O,” = &nion superéxido;
%0, = oxigénio em seu estado triplete fundamental; 0, = oxigénio em seu estado singlete; S(O) =
substrato oxigenado; S* = substrato oxidado. Adaptado de (1).

Em ambientes hipoxicos, o FS excitado pode oxidar diretamente substratos
organicos (S), gerando seu estado reduzido (FS’) (1, 2). Na sequéncia, o O, pode
reagir com o FS’, convertendo-se em anion superoxido (O27), o qual pode ser
convertido a radical hidroxila (OH’), um agente altamente oxidante (1, 2). Estas
fotorreacOes séo classificadas como do tipo | (1, 2).

As fotorreacbes do tipo Il sdo aquelas que envolvem a producdo de 'O, e
predominam em ambientes oxigenados (1). Neste caso, as moléculas do FS funcionam

como verdadeiros catalisadores fotoativados da producéo de 'O, (Figura 2) e estima-se



25

que cada uma delas pode produzir, através dos processos fotodinamicos, entre 10° e
10° moléculas de 'O, antes de ser fotodegradada (3). Apesar de as reacées do tipo |I
estarem geralmente associadas & geracdo de 'O,, outros compostos também tém seu
estado fundamental na configuracéo triplete e podem, portanto, ser envolvidos neste
tipo de fotorreacdo (1). Importantes exemplos biologicos destes compostos sdo o 6xido
nitrico e os carotendides (1, 2).

O oxigénio singlete (*O,) é um agente com alto potencial oxidante, capaz de
reagir com a maioria das moléculas biologicas (4). A reacdo fotoquimica que leva a
producdo do 'O, a partir do oxigénio triplete em seu estado fundamental (°0,) esta
representada na Figura 2. Esta reacéo exige trés componentes basicos: 20, — presente
em tecidos bioldgicos aerdbicos metabolicamente ativos —, luz de comprimento de onda
apropriado e um FS capaz de absorver e utilizar energia luminosa para excitar o °0; ao

seu estado singlete (3).

Fs (S1)
CIS hy

T's (T) F's (o)

30, > 05

Figura 2. Geracdo fotodinamica de oxigénio singlete (‘O,) a partir de oxigénio triplete (302). Fs
fotossensibilizante; S; = primeiro estado excitado singlete; T, = primeiro estado excitado triplete; S,
estado fundamental singlete; hv = energia de um féton; CIS = cruzamento intersistemas.

1.1.1 Geracdo Fotodindmica de Oxigénio Singlete e Reacdes Envolvendo esta
Espécie e Moléculas Biolbgicas

Basicamente, a geracdo fotodinamica de 'O, depende de um FS capaz de
absorver luz com comprimento de onda entre 400 e 800 nm, cuja dinamica de

excitacao e relaxamento pode ser representada pelo diagrama de Jablonski (Figura 3)
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(5). A luz absorvida excita o FS, que passa do estado fundamental singlete (Sy) para o
primeiro estado excitado singlete (S1) (5). Em geral, excita¢cées por um unico féton séo
utilizadas para promover esta transicdo em TFD, apesar de existir a possibilidade de
ser utilizada a excitagdo de dois fotons (3). O FS no estado S; pode, por meio do
fendmeno conhecido como “cruzamento intersistemas”, passar ao estado triplete (T,)
(5). O tempo meédio de vida do FS no estado triplete é, geralmente, cerca de 1000
vezes maior do que no estado singlete, possibilitando que o FS no estado T; reaja com

0 %0, antes de ser convertido a um estado menos energético (3).

.....................

AS,
L CIS
: )
! 1
: ! 103
' E singlete
. : ' 1
energia . !
. =2 &
potencial gl 15 )
21 g =
% 1 g &
| I %
1 9 |% ~
W = "02
S v ! Y triplete
0

Ty

Figura 3. Diagrama de Jablonski representando a excitagéo e o relaxamento de um fotossensibilizante e
0os processos fotodindmicos que levam as reacdes do tipo | e do tipo Il. As barras horizontais
representam os niveis energéticos dos diferentes estados de excitacdo do fotossensibilizante (barras
cheias) e do oxigénio molecular (barras vazias). Sy = estado fundamental singlete; S; = primeiro estado
excitado singlete; S, = segundo estado excitado singlete; T, = estado fundamental triplete; T, = primeiro
estado excitado triplete; CIS = cruzamento intersistemas. Adaptado de (6).

A configuracdo eletrdnica do %0, em seu estado fundamental, representado
como Ty ou 3Zg', € tal que dois elétrons de mesmo spin ocupam os dois orbitais
antiligantes mais externos (Figura 4) (7). Esse estado € o mais estavel para o O3 (3, 7).

Quando o O, é excitado, dois niveis energéticos mais proximos do fundamental podem
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ser atingidos, ambos do tipo singlete, i.e., com elétrons de spins opostos (3). O O,
singlete em seu estado 1Ag possui um tempo de vida relativamente longo, sendo a
forma de oxigénio singlete com maior potencial para reagir com moléculas vizinhas. Em
meios aquosos, tais como o citosol de uma célula, este tempo de vida varia de nano- a
microssegundos, o suficiente para que, uma vez gerado, o 'O, reaja com moléculas
vizinhas em um raio entre 10 e 50 nm (1, 8). Por ser uma espécie mais eletrofilica, com
maior potencial oxidante em relacdo ao 0., 0 'O, é capaz de oxidar substratos que em
geral ndo reagem com o >0, (3).

117

. OO
g n s
A @), O
g T T
225 el - Ii761,9r|m
\3“. i—1269r|m 3
00 - | -
Distancia internuclear (A) g TC TC

Figura 4. Representacdo dos trés estados energéticos mais baixos do oxigénio molecular (3). A
esquerda é mostrado, o gréafico de energia potencial para os trés estados energéticos mais baixos do
oxigénio molecular e, & direita, representacbes para o0s elétrons e seus spins nos dois orbitais
antiligantes envolvidos nas transicfes entre os mesmos trés estados. Os dois estados singletes estéo
representados como ‘A, (menos energético, 22.5 kcal.mol™) e 'y," (mais energético, 31.5 kcal.mol ™), o
estado triplete é representado como 329’.

315

Energia potencial (kcal/mol)

O 'O, reage prontamente com grupamentos nucleofilicos, tais como
insaturacdes carbono-carbono, sulfetos, aminas e anions, entre outros (3). Assim, sédo

varias as moléculas biologicas suscetiveis as fotorreagdes do tipo Il (Figura 5).
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Figura 5. Esquemas de importantes reaces envolvendo o oxigénio singlete (*O,) e moléculas biolégicas.
A estequiometria das reacdes foi omitida. Adaptado de (6).
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1.2 MECANISMOS BIOLOGICOS DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTINEOPLASICA

Durante a aplicacdo da TFD antineoplasica, os danos oxidativos sofridos pelas
células neoplésicas em decorréncia das fotorreagfes induzidas pela TFD (Figuras 1 e
5) ndo sdo os Unicos responsaveis pela eficacia da TFD (9). Ja foi observado que é
possivel obter células neoplasicas viaveis, clonogénicas, do tecido tumoral
imediatamente apoOs este ser submetido a aplicagcdo da TFD (9, 10). Qual, entdo, a
explicagdo para o alto percentual de cura observado com o tratamento de
determinados tumores com a TFD — préximo a 100% em algumas situagdes (11) —? A
resposta vem da complexidade da resposta biologica as fotorreacGes envolvidas na
TFD antineoplésica.

O efeito antineoplasico da TFD é decorrente de trés tipos diferentes, mas
interrelacionados, de mecanismos bioldgicos (10): 1) morte da célula neoplasica, por
apoptose, necrose ou autofagia, diretamente decorrente dos danos oxidativos gerados
pelas fotorreagdes da TFD; 2) ocluséo da vasculatura tumoral, levando ao infarto do
tecido neoplasico; e 3) ativacdo de resposta imunitaria contra as células neoplasicas.

1.3 FOTOSSENSIBILIZANTES PARA TERAPIA FOTODINAMICA

Fotossensibilizantes, genericamente, sdo substancias que absorvem luz de
determinado comprimento de onda e a convertem em energia Util a fotorreacées (12).
Os FS projetados a TFD devem, especificamente, utilizar essa energia para a producao
de agentes citotdxicos. Como o 'O, é o principal agente citotéxico da TFD (4), o
desenvolvimento de FS foi, em grande medida, norteado pela producao eficiente

daquele agente.

De acordo com DeRosa e Crutchley (2002) (3), o FS ideal para a producao de
10, deve apresentar as seguintes propriedades: 1) alto coeficiente de extingdo molar (g)
na regiao espectral da luz de excitacdo; 2) no estado triplete, energia suficiente para
excitar 0 20, ao seu estado 'O, (Er = 21,5 kcal.mol™); 3) alto rendimento quantico para
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a producédo do seu estado excitado triplete (T1) (P > 0,4); 4) vida média longa (11 = 1

MS) no estado triplete excitado; e 5) fotoestabilidade.

No caso da TFD, como o FS é utilizado em sistemas biologicos, além das
caracteristicas citadas acima, o FS ideal deve apresentar ainda (12-14): 1) capacidade
de se acumular no sitio-alvo (e.g., tumor); 2) auséncia de toxicidade no escuro; 3) alta
taxa de depuracdo do organismo apdés a aplicacdo da TFD; 4) auséncia de
fotossensibilizacdo dérmica; 5) manutencdo de suas propriedades fotofisicas e

fotoquimicas em meio aquoso; e 6) pureza quimica.

Outra importante caracteristica esperada para um FS ideal é moldada tanto
pelas limitacGes Opticas de tecidos bioldgicos quanto pela energia necessaria para a
ocorréncia das fotorreacfes; o FS deve sofrer excitacdo com luz de comprimento de
onda entre 600 e 800 nm (12, 14). A limitacdo Optica imposta por tecidos biologicos
(Figura 6) decorre tanto da dispersdo da luz quanto da presenca de altas
concentragfes de moléculas como a hemoglobina e a mioglobina, as quais absorvem

intensamente a luz visivel com comprimento de onda inferior a 600 nm (6).

~770
Naftalocianina
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¢ Ftalocianina #/\ _e==" . o
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Figura 6. Transmitancia de tecido biolégico — epitélio de saco escrotal humano, com sete milimetros de
espessura — (linha descontinua plotada no eixo Y direito) (15) e coeficiente de extingdo molar (€) de
diversos fotossensibilizantes (linhas continuas plotadas no eixo Y esquerdo) em fungao do comprimento
de onda da luz (eixo X) (6). Estdo apresentados os maximos de absorgdo de cada fotossensibilizantes,
de maneira esquematica; a Unica excec¢do € o espectro de absorcdo geral da porfirina. Adaptado de (6).
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Um experimento elucidativo acerca desta caracteristica Optica de tecidos
biolégicos mostrou, utilizando muasculo bovino, que 37% da luz incidente penetram
cerca de quatro milimetros quando o seu comprimento de onda est4 entre 500 e 600
nm, enquanto que para o comprimento de onda de 800 nm a penetragdo dobra — oito
milimetros — na mesma intensidade de luz (16). O limite superior da janela espectral util
a TFD decorre da energia minima necessaria as fotorreacdes do tipo Il: a energia de
fétons de comprimento de onda superiores a 800 nm n&o é suficiente para produzir Oy,
no caso de o FS ser excitado por um unico féton (5). Apesar de ndo existir uma
substancia que reuna todas as caracteristicas ideais listadas acima, existem varios FS
para uso em TFD nas diversas fases de testes clinicos (Tabela 1), suportados por
resultados encorajadores (12, 13, 17).

Tabela 1 - Indicagbes clinicas j& aprovadas ou em testes pré-aprovacdo para diversos
fotossensibilizantes porfirinicos e relacionados a porfirina para terapia fotodinAmica antineoplasica (18)

Fotossensibilizante Geracgéo Indicacdes e status de aprovacdo
Photofrin® (porfimerato de sédio) 12 Aprovadas: canceres pulmonares iniciais e avangados,

carcinoma estomacal, adenocarcinoma esofagico,
displasia e cancer cervicais, carcinoma de bexiga,
es6fago de Barrett. Testes Clinicos: céancer
intraperitoneal, coloangiocarcinoma, reestenose

ALA (acido 5-aminolevulinico) 22 Aprovadas: queratose actinica, carcinoma basocelular.
Testes clinicos: cancer de bexiga, cancer de pénis,

gliomas, acne.

Foscan® 22 Aprovadas: céanceres de cabeca e de pescoco

[meta-tetra(hidroxifenil)clorina] (tratamento paliativo)

Lutex® [texafirina de lutécio(lll)] A Testes clinicos: cancer de préstata e aterosclerose
coronariana

NPe6 (clorina-e6, mono-L-aspartila) A Aprovada: cancer pulmonar inicial

Pc4 (silicio-ftalocianina) A Testes clinicos: linfoma de células T, lesGes cutaneas,

esterilizacdo de hemoderivados

Photochlor® (pirofeoforbidil-a-hexil- 22 Testes clinicos: carcinoma pulmonar, carcinomas do
éter) tipo basocelular, eséfago de Barrett
Purlytin (etiopurpurina de estanho) 22 Testes clinicos: cancer de prostata, cancer de mama

metastatico, sarcoma de Kaposi (em pacientes
aidéticos)

Tookad (bacteriofeoforbida-a de A Testes clinicos: cancer de préstata

paladio)
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Na literatura, os FS séo classificados genericamente como nao porfirinicos ou
porfirinicos (13, 17). Os principais FS de ambas as classes séo apresentados na Figura
7. Os FS néo porfirinicos sdo diversos quanto as suas estruturas moleculares, tendo
em comum apenas a presenca de multiplas ligagées 1 conjugadas. Os porfirinicos, por
sua vez, possuem em comum a presenga de 18 a 22 elétrons em ligagbes Tm
conjugadas em um macrociclo formado por quatro grupos pirrol ligados entre si por
pontes metinicas; no caso das ftalocianinas, o macrociclo é formado por quatro grupos

isoindol ligados entre si por &tomos de nitrogénio (13).
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Figura 7. Principais fotossensibilizantes porfirinicos e n&o porfirinicos (17).
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1.3.1 Fotossensibilizantes Nao Porfirinicos

O desenvolvimento desta classe de FS para a aplicacdo clinica esta
consideravelmente defasado em comparagdo ao dos porfirinicos (17). Abaixo séo

apresentados os FS mais importantes desta classe.

1.3.1.1 Fenotiazinas

Os principais representantes desta classe sdo o azul de metileno e o azul de
toluidina. O azul de metileno é conhecido na medicina ha muito tempo e possui alto
rendimento quantico para a producdo de 'O.. Entretanto, a dificuldade em fazé-lo
atingir altas concentracdes em tecidos tumorais € um ponto negativo (19). O azul de
toluidina, por outro lado, apresenta significativa seletividade por células tumorais e,
apesar de ter sido pouco estudado, as caracteristicas deste FS o tornam um candidato

promissor a TFD antineoplasica (17).

1.3.1.2 Cianinas

Estes FS possuem alta seletividade por células neoplasicas frente a tecidos
sadios (20). Seu representante mais estudado € a merocianina 540, um FS que
apresenta grande eficacia na TFD contra células leucémicas e de linfoma, sendo bem

tolerada por células-tronco e progenitoras hematopoiéticas normais (21).

1.3.1.3 Azidipirrometenos (ou ADPMSs)

Este promissor grupo de FS esta sendo desenvolvido para o uso em TFD (22).

Seus representantes contendo um grupamento do tipo quelato BF, possuem alto
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coeficiente de extingdo — ca. 8,0 x 10* M*cm™ — e absorcdo méaxima entre 650 e 700
nm, comprimentos de onda uteis a TFD (22). Uma caracteristica interessante deste
grupo é a possibilidade de modular as propriedades fotofisicas para adequa-las as
necessidades do protocolo especifico de TFD (17). Por exemplo, foi observado que
determinados grupamentos adicionados aos anéis fenila deslocam a banda de
absorcdo de ADPMs, enquanto que a adicdo de atomos de bromo aos anéis pirrol

aumenta o rendimento quantico de producéo de 'O, (17).

1.3.1.4 Hipericina

Esta quinona que ocorre naturalmente na planta Hypericum perforatum — erva-
de-sdo-jodo — apresentou atividade antineoplasica em TFD aplicada em modelos
animais (17). Apesar de seu pico de absorcdo ser em comprimento de onda baixo a
TFD - 590 nm —, o alto coeficiente de extincdo e a baixa inducéo de fotossensibilizacao
dérmica apresentados por esta substancia a tornam um potencial FS para terapias
antineoplasicas (23). No entanto, ainda h& caréncia de estudos clinicos com a

hipericina (17).

1.3.2 Fotossensibilizantes Porfirinicos de 12 Geragédo

A hematoporfirina (Hp), uma mistura complexa de compostos porfirinicos, foi o
primeiro FS desta classe a ser descrito (17). Mais tarde, passos adicionais de
purificacdo e modificacdo quimica da Hp levaram a obtencdo de um derivado
denominado HpD, que apresenta maior afinidade por tecidos neoplasicos e induz
menor fotossensibilizacdo dérmica em relacdo a Hp (6, 24). Posteriormente, uma
mistura de dimeros e oligbmeros de porfirinas com melhores caracteristicas para TFD
foi isolada a partir do HpD, os quais s&o conhecidos genericamente como porfimerato
de s6dio e comercializados sob o nome de Photofrin® (6, 24). Hp, HpD e Photofrin® s&o
os FS de 12 geracéo, dentre os quais o ultimo € o mais conhecido.
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O Photofrin® é aprovado para o tratamento de diversos tipos de cancer (Tabela
1) e ainda € considerado o padrdo-ouro dos FS para TFD (17). Porém, alguns
importantes pontos negativos do Photofrin® o afastam significativamente das
caracteristicas de um FS ideal, tais quais:

1) ao invés de ser uma Unica molécula, o Photofrin® € uma mistura de mais
de 60 substancias, muitas das quais ainda nem sequer foram
caracterizadas, tornando a padronizacéo desta mistura dificil;

2) seu uso é associado a inducdo de fotossensibilizacdo dérmica intensa e
duradoura, entre 2 e 3 meses, efeito colateral relacionado principalmente
ao seu longo tempo de meia-vida, cerca de 452 h;

3) baixo coeficiente de extincdo molar (1,17 x 10 M'cm™), o que torna
necesséria a administracao de altas doses para que este FS seja eficaz;

4) seu pico de absorcdo util a TFD — 630 nm — é muito préximo ao limite

inferior imposto pela absorbéancia de tecidos biologicos (12, 17, 25, 26).

Esses pontos negativos apresentados pelo Photofrin® fizeram com que a busca
por novos FS fosse intensa, originando a 22 geracao de FS (12, 17), apresentados na

sequéncia.

1.3.3 Fotossensibilizantes Porfirinicos de 22 Geracao

A partir da década de 1980 foi iniciada uma busca sistematica por compostos
gue nao apresentassem as caracteristicas indesejaveis das porfirinas de 12 geracao (6,
12). Os critérios entéo utilizados para desenvolver novos FS foram muito bem descritos
por Bonnett, um dos principais envolvidos neste evento (6). As caracteristicas dos
compostos que foram frutos destes esforcos seminais, quando comparadas as de seus
antecessores, se aproximam significativamente do esperado para um FS ideal (6, 13,
17). Em geral, os compostos de 22 geracdo apresentam as seguintes caracteristicas
(12, 13, 17):

1) pureza quimica,
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2) picos de absorcdo mais proximos ao vermelho/infravermelho préximo;
3) alto coeficiente de extincéo;

4) alta fotoestabilidade;

5) alto rendimento quantico para producéo de *O,;

6) propriedades farmacocinéticas que reduzem os efeitos colaterais.

Alguns deles estdo sendo utilizados em testes clinicos até fase Ill enquanto
outros ja foram aprovados para TFD em humanos (Tabela 1) (13, 18). Abaixo s&o
descritos alguns representantes dessa classe, com maior énfase ao grupo das

ftalocianinas.

1.3.3.1 Metaloporfirinas (ou Texafirinas)

Este grupo é constituido por compostos formados por um macrociclo porfirinico
e um atomo metalico grande, tais como o gadolinio ou o lutécio, complexado em seu
centro (27). O principal representante deste grupo é a texafirina de lutécio (lll),
comercialmente conhecida como Lutrin® ou Lutex®, um FS hidrossoltvel com grande
afinidade por tecidos tumorais e que possui um pico de absorcédo de luz em 732 nm
(13). Um ponto negativo deste FS € o0 seu baixo rendimento quéantico para producéo de
'0, (13).

1.3.3.2 Porficenos

Esta classe € constituida por isdbmeros de porfirina obtidos pela modificagdo do
arranjo das porcdes metinicas e pirrolicas do macrociclo porfirinico (28). Possuem
caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas semelhantes as das porfirinas de 12 geracéo,
mas por terem uma estrutura que permite a sua funcionalizacdo com grupamentos
diversos, suas propriedades farmacocinéticas podem ser reguladas de maneira a evitar

os efeitos adversos relacionados aquelas — tais como a fotossensibilizagdo dérmica —
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(17). Um representante desta classe é o tetra-n-propilporficeno, um FS que possui
grande afinidade por células neoplasicas e baixo potencial de fotossensibilizacao
dérmica (29).

1.3.3.3 Feoforbideos

Estes FS sdo macrociclos porfirinicos obtidos de clorofila ou de moléculas
similares a clorofila, tais como a clorofila bacteriana — BChl - (17). O
bacteriofeoforbideo comercialmente conhecido como Tookad® é o composto mais
estudado deste grupo. O seu alto coeficiente de extincdo em comprimento de onda de
luz de 732 nm, a sua grande afinidade por células tumorais e a sua rapida depuracao
do organismo, além de resultados positivos em testes pré-clinicos, estimularam o
desenvolvimento de ensaios clinicos com TFD utilizando este composto, especialmente
contra cancer de prostata (17, 30, 31). Os resultados mostram que o Tookad® possui

grande potencial para ser utilizado em TFD antineoplasica.

1.3.3.4 Purpurinas

Os FS deste grupo possuem um macrociclo porfirinico conjugado com um anel
ciclopentenilico, o que faz estas substancias absorverem fortemente luz em
comprimentos de onda entre 650 e 715 nm (32). Um importante exemplo de FS
derivado de purpurina é a etiopurpurina de estanho, comercialmente conhecida como
Purlytin® (13, 17). Uma caracteristica marcante do Purlytin® é o seu alto rendimento
quantico para a producdo de 'O, — aproximadamente 20 vezes maior que o do
Photofrin® (13). Este FS vem sendo testado em diferentes estudos clinicos quanto a

sua atividade antineoplasica (17).
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1.3.3.5 Clorinas

Em comparacdo as porfirinas, as clorinas sdo reduzidas, pois possuem uma
dupla ligacdo a menos em seu macrociclo tetrapirrélico basico (32), uma caracteristica
gue provoca um deslocamento batocrdmico em seu pico de absor¢cdo na janela
espectral Gtil a TFD em relacdo as primeiras (6). Um importante representante desta
classe, a meso-tetra(hidroxifenil)clorina (mMTHCP, Foscan®), € um dos mais potentes
FS de 22 geracdo, aprovado na Europa para o tratamento paliativo de canceres de
cabeca e de pescoco (18), mas que, tal como o Photofrin®, induz prolongada
fotossensibilizacdo dérmica (17).

1.3.3.6 Precursores de Protoporfirina IX

Estes farmacos, quando na célula-alvo, entram na rota biossintética do heme,
sendo entdo convertidos ao FS protoporfirina IX (PplX) (13). Dois farmacos desta
classe estdo aprovados para o uso em humanos: acido 5-aminolevulinico (Levulan®) e
o aminolevulinato de metila (Metvix®) (17). Quando estes precursores sdo aplicados em
células neoplasicas epidérmicas, o FS PplX resultante se acumula preferencialmente
nestas (17). Além disto, células epidérmicas neoplasicas produzem PpIX mais
intensamente em relacédo as células epidérmicas normais (17). A TFD baseada nestes
farmacos aplicados topicamente vem sendo a principal linha de tratamento de canceres

de pele ndo-melanomas em um namero crescente de paises (13, 33).

1.3.3.7 Ftalocianinas

Estes FS de 22 geracado, estruturalmente relacionados as porfirinas, foram
descritos pela primeira vez ha mais de um seéculo, e sdo utilizados ha muito tempo

pelas industrias de produtos téxteis, eletrbnicos e fotograficos (6, 17). Nas ultimas
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décadas, porém, as ftalocianinas vém atraindo muita atencdo na area de TFD devido

as suas excepcionais propriedades fotoquimicas e fotofisicas (6, 17).

Além das caracteristicas inerentes aos FS de 22 geracdo, as ftalocianinas
apresentam ainda (14, 17, 34, 35):

1) coeficiente de extingdo molar maior que 2,5 x 10° M™*.cm™ — cerca de 100
vezes maior em relacdo ao apresentado por FS de 12 geracdo e até 10
vezes maior em relacdo ao apresentado pelos de 22 geracéo —;

2) eficiente e rapida captacéo por células neoplasicas;

3) longo tempo de retengéo por células neoplésicas;

4) estado triplete de longa vida.

Apesar de vérios estudos pré-clinicos e clinicos com TFD antineoplasica
baseada em ftalocianinas terem apresentado resultados promissores (17), inclusive
para o tratamento de linfoma cutaneo de células T (36), a sua aplicacdo em sistemas
biologicos tem sido limitada por uma de suas caracteristicas quimicas mais marcantes,

a alta hidrofobia.

Essa caracteristica confere as ftalocianinas propriedades farmacocinéticas
inconvenientes e leva a formacdo de agregados em ambientes aquosos, reduzindo
consideravelmente a sua atividade fotodinamica por meio do efeito de extincédo
(quenching, em inglés) (37, 38). Desta maneira, tém sido procuradas solucdes para

contornar estes problemas (17).

Uma alternativa na qual varios pesquisadores tém investido seus esforcos é a
obtencdo de derivados hidrossollveis de ftalocianinas por meio da ligacao de grupos
hidrofilicos ou anfifilicos a estrutura destas, com o intuito de tornar estes derivados
compativeis com meios biolégicos e reduzir a sua propensao em formar agregados
(37). Porém, o problema da agregacdo em meios aquosos nao foi totalmente resolvido
com esta abordagem (37, 38). Além disso, a velocidade/grau de captacdo e o tempo de
retencdo destes derivados hidrofilicos de ftalocianinas em células neoplasicas sao
sensivelmente inferiores se comparados as de seus analogos hidrofébicos, o que

prejudica a eficacia destes compostos na TFD (6, 34).
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Um estudo muito elucidativo quanto ao efeito da reducdo da hidrofobia de
ftalocianinas sobre a sua farmacocinética e captacao/retencéo celular foi publicado em
1990 por Chan e colaboradores, os quais utilizaram derivados sulfonados de aluminio-
ftalocianina (35). Nesse estudo, foi observado que os derivados de ftalocianina menos
sulfonados — mais hidrofébicos — apresentavam tanto a eficiéncia quanto a velocidade
de captacdo por células neoplésicas (Colo 26), in vitro, maiores em relacdo aos
derivados mais sulfonados (35). Porém, nos ensaios in vivo, apés administracédo
intravenosa, a maior hidrofobia dos derivados menos sulfonados fazia com que estes
fossem captados do sangue mais rapidamente, principalmente pelo figado e pelo baco.
Os autores sugeriram que este evento € uma consequéncia da acdo de macrofagos
(35), visto que células da linhagem monocitica tém grande capacidade de captar
ftalocianinas hidrofébicas (39).

Outros estudos demonstraram resultados similares aos expostos acima (40-43).
Desta maneira, a modificacdo da molécula de ftalocianina traz novos problemas
enquanto soluciona outros (Figura 8). O carater altamente hidrofébico das ftalocianinas
faz com que elas se agreguem em meio aquoso com perda de atividade fotodinamica
(37, 38) e ainda se distribuam amplamente pelo organismo, podendo atingir
concentracfes maiores em tecidos sadios, tais como o do figado e do baco, do que no
tecido neoplasico (35, 43). Por outro lado, é a propria hidrofobia que faz com que as
ftalocianinas sejam rapida e intensamente captadas e, retidas por longo tempo, por
células neoplasicas (35, 41).

Assim, devido a necessidade de manter, em uma mesma composicdo, a
hidrofobia das ftalocianinas, uma alta atividade fotodinamica em ambiente aquoso e
ainda uma maior captagéo destes FS pelo tecido neoplasico, foi iniciada uma busca por
transportadores, carreadores, deste farmaco (44). Essa busca também aconteceu para
muitos outros FS de 22 geracdo que apresentavam as mesmas caracteristicas das

ftalocianinas, dando origem a 32 geracao de FS (44).
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Hidrofilicidade Seletividade captacao /retencdo Atividade fotodinamica
do fotossensibilizador tecidual por célula neoplasica em meio aquoso
- - + -
?
?
+ + - +

Figura 8. A alteragdo da hidrofilicidade das moléculas de ftalocianinas ndo é a melhor forma de
aproxima-las do conceito de fotossensibilizante ideal. Algumas caracteristicas desejaveis emergem de
sua hidrofobia, marcadamente a captacdo e a retengdo por células neoplasicas. Por outro lado, a
hidrofobia é responsével pela extincdo de sua atividade fotodinAmica em meios aquosos e pela
biodistribuicdo desfavoravel aos protocolos de terapia fotodinamica antineoplasica.

1.3.4. Fotossensibilizantes Porfirinicos de 32 Geracao

Esta classe consiste de FS associados, covalentemente ou ndo, a carreadores
gue mantém a atividade destes farmacos em meio aquoso e que aumentam 0 seu
direcionamento ao sitio-alvo da TFD (17). Diferentes estratégias foram utilizadas para
dar origem a estes novos compostos. Entre elas a conjugacao de FS a anticorpos anti-
antigenos tumorais (45), a ligantes de receptores super-expressos em células
neoplasicas, a peptideos catibnicos — como o peptideo TAT — (13), ou mesmo a
associagao desses FS a carreadores nanoestruturados, como lipossomos e micelas
poliméricas (46, 47). Exemplos destas composi¢coes sdo as clorinas conjugadas a
imunoglobulinas G ou ao acido félico, as porfirinas conjugadas ao peptideo TAT do
HIV, as ftalocianinas associadas a lipossomos e as ftalocianinas dendriméricas

associadas a micelas poliméricas (13, 17, 34, 47-49).
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Conforme sera exposto na sequéncia, dentre as varias plataformas utilizadas
para originar os compostos desta classe, as nanotecnologicas tém possibilitado a
melhora simultdnea de algumas propriedades dos FS, marcadamente as suas
propriedades fotofisicas e fotoquimicas em meio aquoso e o direcionamento sitio-

especifico.

1.4 PLATAFORMAS NANOTECNOLOGICAS PARA TERAPIA FOTODINAMICA

Algumas importantes limitacbes apresentadas por determinados farmacos
podem ser solucionadas com abordagens nanotecnoldgicas, sem necessariamente
envolver mudancas quimicas na estrutura destes. Desta maneira, as nanoparticulas
vém sendo alvo de pesquisas que visam ao aprimoramento farmacodinamico e
farmacocinético de moléculas bioativas ja ha muito tempo conhecidas na medicina (50).
Varios carreadores de farmaco nanoestrutrados foram aprovados para o uso clinico,
inclusive para terapias antineoplasicas (51).

As nanoparticulas usadas com propésitos farmacéuticos sédo definidas pela
Encyclopedia of pharmaceutical technology (52) e pela Encyclopedia of nanoscience
and nanotechnology (53) como particulas coloidais sélidas com diametro que varia
entre 1 e 1000 nm, sendo mais comuns as que tém diametro em torno de 200 nm (54).
Estas nanoestruturas sdo materiais macromoleculares aos quais farmacos podem ser
incorporados sob diferentes maneiras — dissolvidos, encapsulados, adsorvidos, ligados,
etc. — (50). A Encyclopedia of pharmaceutical technology classifica as nanoparticulas
como nanoesferas ou nanocapsulas (Figura 9) (54).

As primeiras nanoparticulas foram desenvolvidas na década de 1970 (54) e
empregadas como carreadores de farmacos em terapias antineoplasicas experimentais
a partir do inicio da década de 1980 (55). JA4 nesses primeiros experimentos foi
demonstrado que estes sistemas nanoestruturados possibilitavam aumentar a eficacia
e a eficiéncia de farmacos classicos, além de reduzir os seus efeitos colaterais (50, 55,

56). Naquela época, esses achados foram prontamente relacionados ao entdo ja
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conhecido fenbmeno de “permeacédo e retengao aumentadas” (EPR, sigla inglesa), que

propicia o acumulo passivo de nanoparticulas em células tumorais (57).

Diametro
1-1000 nm

) nucleo
matriz

cascaou concha

superficie

Figura 9. Estrutura basica de nanoparticulas: nanoesfera (A) e nanocapsula (B). As setas indicam os
diferentes sitios destas estruturas (54).

Mais recentemente, tém sido aplicados esforcos no sentido de desenvolver

carreadores dotados da propriedade de acumular-se ativamente nos sitios-alvo das

terapias antineoplasicas (58). Desta maneira, as nanoparticulas podem aumentar a

eficiéncia da captacdo de farmacos pelo tumor como decorréncia de dois principais

eventos:

O direcionamento passivo pelo tamanho da nanoparticula, que é possivel
gracas ao fendmeno de EPR, devido a defeitos na arquitetura
microvascular de tecidos tumorais (59). Os capilares sanguineos tumorais
possuem fenestras com diametro entre 200 e 780 nm (59), muito maiores
do que as dos capilares de tecidos sadios, com diametro em torno de 6
nm (60). Desta maneira, foi experimentalmente observado que a
vasculatura tumoral permite o acumulo de nanoparticulas com diametro
atée 400 nm no tecido tumoral (61). Além disso, a drenagem linfatica
tumoral é ineficiente, o0 que aumenta o tempo de permanéncia de

nanoparticulas no tecido tumoral (58).
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o O direcionamento ativo de nanoparticulas ao sitio tumoral, jA que
nanoparticulas podem ter sua superficie modificada de maneira a
aumentar a sua afinidade por células neoplasicas (58). Dependendo da
sua estrutura quimica de superficie, as nanoparticulas podem ser
recobertas com moléculas direcionadoras, que aumentam a afinidade da
nanoestrutura as células tumorais, tais como anticorpos, peptideos
cationicos e ligantes de receptores de membrana (49, 58, 62).

Além da entrega de farmacos ao sitio-alvo, 0s sistemas nanoestruturados
oferecem ainda a possibilidade de melhorar a compatibilidade de farmacos hidrofébicos
com meios aquosos, prolongar o seu tempo de circulagdo na corrente sanguinea,
minimizar a sua degradacdo apds a administracdo em sistemas bioldgicos, regular a
sua biodisponibilidade, através da liberacdo controlada, por exemplo, além de reduzir
efeitos colaterais do farmaco (51, 59, 62).

O desenvolvimento de FS de 32 geracdo baseados em plataformas
nanotecnoldgicas surgiu ha apenas duas décadas (59). Contudo, apenas nos ultimos 5
anos é que a busca por nanoestruturas para TFD vem experimentando um crescimento
exponencial (Figura 10) (63). O interesse é crescente porque o uso de plataformas
nanotecnoldgicas para TFD antineoplasica propicia vantagens que nao sédo observadas
com as plataformas convencionais até entdo utilizadas para o desenvolvimento de FS
de 32 geracao.

150+

100+
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Figura 10. Numero de publicagdes contendo todos os termos “nanoparticles”, “photodynamic therapy”.
Pesquisa realizada em 19 de outubro de 2011 (63).



46

Os sistemas nanoestruturados oferecem, além de todas as vantagens acima
descritas, a possibilidade de manter a atividade dos FS em meios aquosos (49, 59, 64);
FS tém sido associados com sucesso a diferentes nanoparticulas, tais como
nanoparticulas de ouro (65), nanoparticulas de silica (66) ou nanoparticulas poliméricas
(67). Os resultados obtidos com essas nhanoestruturas mostram que € possivel, com a
nanotecnologia, melhorar tanto a farmacocinética quanto as caracteristicas fotofisicas e
fotoquimicas de FS que até entdo apresentavam limitac6es a sua aplicagdo clinica em
TFD antineoplésica (47, 49, 58, 66, 68-70).

Apesar de os lipossomos serem as plataformas nanotecnolégicas mais
estudadas em TFD (49), a dificuldade em promover a captacdo de FS com estas
nanoestruturas (70) tém promovido estudos com outras nanoparticulas. Dentre essas,
as nanoparticulas poliméricas tém demonstrado caracteristicas que as colocam no rol
de potenciais carreadores ideais de FS. Dentre suas caracteristicas, podem ser
destacadas:

1) a capacidade de manter a atividade fotodinamica de FS altamente
hidrofébicos, tais como as ftalocianinas (71) e as clorinas (68), em meio
aquoso;

2) a possibilidade de controlar finamente a liberacdo do FS (70);

3) a maleabilidade da sua estrutura quimica e tridimensional dos polimeros, o
que possibilita adapta-las a FS com diferentes graus de hidrofobicidade,
massas moleculares ou cargas iénicas (70);

4) apresentar uma superficie maleavel, que permite maior bioadesividade e/ou
direcionamento ativo ao sitio-alvo (49, 51, 59, 70).

Até o momento, poliésteres tais como o poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA) e o
poli(acido latico) (PLA) tém sido os mais utilizados para produzir nanoparticulas a
serem utilizadas na TFD (59, 70, 72), apresentando bons resultados.

Porém, mesmo as nanoparticulas poliméricas convencionais tém apresentado
alguns inconvenientes, tais como a perda de atividade fotodinamica apds a
desintegracdo da nanoparticula e a dificuldade em promover a captacdo do FS pela
célula-alvo (59, 73). Assim, a necessidade de desenvolver novos fotossensibilizantes

de 32 geracdo justifica esta pesquisa.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de uma formulacéo
constituida de cloreto de aluminio-ftalocianina associado a nanoparticulas poliméricas,
com potencial para ser utilizada como fotossensibilizante de terceira geracédo para

terapia fotodinamica antineoplasica.
Os objetivos especificos foram os seguintes:

e desenvolver nanoparticulas bioadesivas, funcionalizaveis, cuja matriz seja
composta por poli(vinil,metil-éter-co-anidrido maleico) (PVM/MA), e com
didmetro hidrodindmico menor que 400 nm, (til ao direcionamento passivo a
tumores;

e associar as nanoparticulas o cloreto de aluminio-ftalocianina, AIFtCI, de
maneira a manter a sua atividade fotodinamica em meio aquoso;

e avaliar as caracteristicas coloidais — potencial zeta, diametro hidrodinadmico e
indice de polidispersédo — e morfologicas — forma e aspecto da superficie —;

e avaliar as propriedades fotofisicas — espectros de fluorescéncia e
absorbancia — e fotoquimicas — producao fotoativada de oxigénio singlete —,
do AIFtCl associado as nanoparticulas, AIFtCI-NP;

¢ verificar o perfil e 0 mecanismo de desintegracdo do AIFtCI-NP;

¢ avaliar a estabilidade do AIFtCI-NP congelado;

o verificar o perfil de incorporacdo do AIFtCI-NP por células neoplasicas e nédo
neoplasicas;

e analisar o perfil de distribui¢do celular do AIFtCI-NP em células neoplasicas;

¢ verificar a citotoxicidade fotodinamica do AIFtCI-NP em células neoplasicas e
nao neoplasicas;

e avaliar se a TFD com AIFtCI-NP induz fragmentacdo de DNA em células

neoplasicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O copolimero poli(vinil,metil-éter-co-anidrido maleico) (PVM/MA; Gantrez AN
119®) foi gentilmente doado pela ISP Brasil (ISP Corporation®, Brasil). Meio de cultura
DMEM (HyClone®, Logan, Utah, USA): penicilina, estreptomicina e soro fetal bovino
(Gibco®, USA). Mistura para o preparo de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS,
Laborclin®, Brasil). Dimetilsulféxido (DMSO), acetona P.A., etanol P.A. e etanol 99 %
(Vetec®, Brasil). Linhagem celular de fibroblasto (NIH 3T3, obtida da colecéo do banco
de células do Rio de Janeiro, RIJBC, Brasil) e linhagem de células neoplasicas de
mama murina (4T1, cedidas por Dra. Suzanne Ostrand-Rosenberg, Maryland, EUA).

Os outros materiais utilizados neste trabalho foram obtidos da Sigma (Brasil).

3.2 DESCRICAO GERAL DO PROTOCOLO DE PREPARO DE AIFtClI ASSOCIADO A
NANOPARTICULAS DE PVM/MA

As nanoparticulas foram obtidas por meio do processo de nanoprecipitacao,
também conhecido como método da dessolvatagdo ou método ouzo, descrito por
Gomez e colaboradores (74), cujas etapas estdo didaticamente apresentadas na Figura
11 e descritas a segquir.

Na etapa 1, a uma solugcdo do copolimero PVM/MA em acetona foram
adicionados etanol, 4gua e Tween 20, nesta sequéncia e sob agitacdo branda. Os
volumes de etanol e de agua adicionados eram o dobro da quantidade inicial de
acetona, para que o PVM/MA fosse insolivel no meio formado; esta mistura de
solventes é chamada, ao longo do texto, de meio precipitante. Assim, para uma faixa
especifica de concentracéo inicial do copolimero, formou-se um coldide levemente
opaco composto de nanoprecipitados de PVYM/MA; as nanoparticulas formadas nesta

etapa sao denominadas, ao longo deste trabalho, de nanoparticulas puras.
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Na etapa 2, foi adicionado ao coldide de nanoparticulas puras, sob agitacao
branda, uma solucéo etandlica de AIFtCl. Na etapa seguinte, etapa 3, esta mistura foi
mantida por dez minutos sob agitacdo branda e temperatura ambiente, para que
ocorresse a associacao do AIFtCl as nanoparticulas. Na etapa 4 os solventes organicos
foram removidos por destilacdo a pressao reduzida, restando assim uma suspenséo
agquosa de nanoparticulas associadas ao AIFtCl, formando o AIFtCI-NP. Na sequéncia,
etapa 5, para eliminar residuos tais como o AIFtCI livre e o Tween 20, a suspensao foi
centrifugada, o decantado foi ressuspenso com &gua destilada. Na sequéncia a
suspensao foi novamente centrifugada e o decantado foi ressuspenso em PBS
(solucdo aquosa de NaCl 0,80 %, KCI 0,02 %, KH,PO4 0,012 % e Na,HPO4.12H,0
0,23 %, pH 7,4). Desse modo restou apenas o coldide de AIFtClI em PBS, AIFtCI-
NP/PBS.

1 2

Etanol, Agua e Tween 20 AIFtCUEtanol

Agitacdo branda )
\-—-/ \_/
PV em Nanoparticulas puras de
PVM/MA em meio precipitante
4
3 5 AIFtClI livre
45°C Tween 20
L 100 mbar,
Agitacao branda -
por 10 minutos ) )
Purificagao
Suspensio aquosa (agua + centrifugagao)
de AIFtCI-NP +
residuos do processo
AIFtCI-NP/PBS
Solventes organicos

Figura 11. Método de preparo de nanoparticulas de poli(vinil, metil-éter-co-anidrido maleico) (PVM/MA)
associadas ao cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI). AIFtCI-NP = AIFtCl associado a nanoparticulas
de PVM/MA.



50

3.3 PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE PREPARO DAS NANOPARTICULAS

Foram analisadas as influéncias exercidas por algumas importantes variaveis
do processo de preparo descrito acima sobre as caracteristicas da formulacdo. Essas
variaveis relacionam-se as propriedades coloidais, fotoquimicas e fotofisicas da
formulacao final, AIFtCI-NP. Os testes realizados com estas variaveis estdo descritos

nesta secao.

3.3.1 Dosagem de AIFtCI

Para mensurar a concentracdo do AIFtCI em amostras de nanoparticulas, o
AIFtCI foi extraido com etanol na proporcao de 1:20 nanossuspensao/PBS:etanol (v:v)
por 15 minutos, sob temperatura ambiente, e a fluorescéncia da solucao resultante foi
determinada com comprimento de onda de luz (A\) de excitacdo de 350 nm e A de
emissdao de 680 nm. Este valor de fluorescéncia foi utilizado para calcular a
concentragdo de AIFtCI com a formula da curva-padrdo, obtida com diversas
concentragdes de AIFtCl em etanol 99 % (r2 > 0,999 entre 0,15 e 5,0 uM).

3.3.2 Espectros de Fluorescéncia e de Absorbancia na Regido Visivel do Espectro
Eletromagnético

Os espectros de fluorescéncia e absorbancia na regido visivel do espectro
eletromagnético foram tracados com o AIFtCI livre ou associado as nanoparticulas de
PVM/MA. Para tanto, 200 pL de solucdo ou suspensédo de AIFtCI 10 pM foram
colocados em microplacas de 96 pocos, transparentes (para absorbéncia) ou pretos
opacos (para fluorescéncia). A absorbancia foi mensurada entre os A de 360 e 750 nm,
com resolucdo de 2 nm. A fluorescéncia foi mensurada sob excitagdo com A de 350 nm

e emissao entre A de 360 e 750 nm ou 600 e 750 nm, com resolugao de 2 nm. Todas



51

as medidas foram realizadas sob temperatura de 25 °C em espectrofotdmetro leitor de
microplacas (SpectraMax M2°).

O PBS foi utilizado como suspensor para as nanoparticulas, enquanto as
solucdes de AIFtCI foram preparadas em diferentes solventes: etanol, &gua destilada,
meio precipitante (acetona:etanol:agua, 1:2:2, v:v.v), Tween 20 puro, Tween 80 puro ou
solucbes aquosas de Tween 20 (10,0, 4,0 ou 1,4 %, m:v). Os resultados foram
expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia (U.A.) ou como fluorescéncia
normalizada — obtida por tratamento matematico que consiste da divisdo de todos os

valores de fluorescéncia, em U.A., pelo maior valor dentre as populacdes de dados —.

3.3.3 Efeito da Concentracdo de PVM/MA sobre o Diametro Hidrodinamico, o
Potencial Zeta e a Polidispersédo das Nanoparticulas

A concentracao inicial do copolimero em solucao afeta sobremaneira algumas
importantes propriedades do coldide obtido pelo método de nanoprecipitacdo (75, 76).
Assim, para testar o efeito desta variavel sobre o processo, a nanoprecipitacdo foi
conduzida conforme o representado na Figura 11, sob diferentes concentracdes iniciais
do copolimero. O PVM/MA foi dissolvido em acetona P.A. em diferentes concentracées:
10, 20, 30, 40, 60 e 80 mg/mL. Na sequéncia, a 2 mL de cada uma destas solu¢des de
copolimero foram adicionados 4 mL de etanol, 3 mL de &gua destilada e 1 mL de
Tween 20 14 % (m:v, em agua), nesta sequéncia e sob agitacdo branda. Neste passo
foram formadas suspensdées coloidais do copolimero, as quais foram entdo adicionados
330 pL de etanol. As suspensdes foram mantidas sob agitacdo branda por 10 minutos
e, logo apds, os solventes organicos foram removidos sob presséo reduzida e a 45 °C
em rota-evaporador (Rotavapor RII®, Biichi). O volume da suspensdo foi completado
com agua destilada para 4 mL e as nanoparticulas foram lavadas duas vezes com 4
mL de &gua destilada por meio de centrifugacdo (22000 x g por 20 minutos).
Finalmente, as nanoparticulas foram ressuspensas em 2 mL de PBS e imediatamente
analisadas quanto ao seu potencial zeta, indice de polidispersao (PDI) e diametro
hidrodindmico (se¢do 3.5.4). Estas variaveis foram representadas graficamente em

funcdo da concentracdo de PVM/MA (mg/mL) em acetona.
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3.3.4 Influéncia da Concentracdo do Surfactante Tween 20 no Meio Precipitante
sobre a Fluorescéncia e a Perda de AIFtCl durante o Processo de Preparo das
Nanoparticulas

O presente ensaio foi realizado com o intuito de verificar qual a melhor faixa de
concentracdo de Tween 20 para a associacao do AlIFtCl as nanoparticulas. Para isolar
o efeito do Tween 20, este ensaio foi realizado na auséncia do copolimero PVM/MA.

Para este experimento, amostras de 10 mL do meio precipitante
(acetona:etanol:agua, 1:2:2, v:v:iv) sem copolimero PVM/MA foram preparadas com
diferentes concentragdes finais de Tween 20 (entre 0 e 4 %, m:v). Sob agitacdo branda
foram adicionados, a cada amostra, 330 uL de solucédo etandlica de AIFtCI 300 uM.
Apos dez minutos sob agitacdo, 200 uL das solucdes resultantes foram separados para
mensuracdo da fluorescéncia (excitacdo em 350 nm, emissdo em 690 nm). Os
solventes organicos foram removidos do volume restante sob presséo reduzida e
temperatura de 45 °C. O volume foi entdo completado com agua para 3,8 mL,
homogeneizado, e uma aliqguota de 200 pL foi separada para mensuracdo da
fluorescéncia (excitagcdo em A de 350 nm, emissado em A de 690). O volume restante foi
centrifugado (22000 x g por 20 minutos a 4 °C), o sobrenadante foi descartado e o
AIFtCI decantado foi dissolvido em 2 mL de etanol e dosado de acordo com o
procedimento descrito na sec¢ao 3.3.1. Tanto a porcentagem de AlFtCl decantado apos
a centrifugacdo quanto os valores de intensidade de fluorescéncia foram plotados em
fungéo da concentragéo de Tween 20 no meio precipitante.

3.3.5 Eficiéncia de Associacdo e Rendimento Quéantico de Fluorescéncia em
Funcao da Concentragcdo de AIFtCl no Meio Precipitante

Este ensaio foi realizado para verificar o efeito da concentracéo do AlFtCl sobre
a eficiencia de associacdo do AIFtCl as nanoparticulas de PVM/MA e sobre a
intensidade de fluorescéncia da formulagéo final. Para tanto, amostras de 5 mL de

suspensao de nanoparticulas puras em meio precipitante foram preparadas de acordo
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com o procedimento descrito na secdo 3.4.1 e na sequéncia foi adicionado, sob
agitacdo branda, 0,5 mL de solucédo etandlica de AIFtCI em diferentes concentracfes
(12, 24, 48, 96, 192 e 384 uM). Apos 10 minutos de agitacdo, os solventes organicos
foram removidos, o volume foi completado para 2 mL com &gua destilada e as
nanoparticulas lavadas duas vezes com agua destilada. Finalmente, as nanoparticulas
foram ressuspensas em 0,5 mL de PBS e a concentracdo de AIFtCI| foi mensurada
nesta suspensdo de acordo com o procedimento descrito na secédo 3.3.1. Todas as
amostras foram entdo diluidas com PBS para a concentracao final de 1 uM de AIFtCl e
200 pL destas suspensdes foram utilizados para medir a intensidade de fluorescéncia
(excitacdo em A de 350 nm, emissdao em A de 690 nm). Os resultados estéo
apresentados como eficiéncia de incorporacdo e como rendimento quantico de
fluorescéncia (®F) normalizado, ambos em fungao da concentracao inicial de AIFtCI no
meio precipitante.

O OF normalizado foi calculado a partir da intensidade de fluorescéncia, de
acordo com o seguinte procedimento:

1) ®F =F x (I.LAbs.G)™

onde,

F = intensidade de fluorescéncia

| = intensidade da luz de excitacao

Abs = absorbancia da substancia no comprimento de onda de excitacéo

G = fator da geometria do sistema, sempre menor que 1, decorrente do
fato de que nem toda a fluorescéncia é detectada

2) Como o ®F de uma amostra x, obtido a partir de sua intensidade de
fluorescéncia F4, foi normalizado em relacdo ao maior valor obtido no
experimento, Fmax, tem-se:

OF, = F,x (.LAbs.G)*
DF max  Fmax % (I.Abs.G)™
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3) Como o termo (I.Abs.G)* é igual para substadncias sob a mesma
concentracdo e mesmo solvente, tem-se:

OF, = Fx
cDFmaX FmaX

onde o os valores variam entre zero e um.

3.3.6 Rendimento Quantico de Fluorescéncia em Funcdo da Concentracdo de
Tween 20 no Meio Precipitante

Dez mililitros de suspensdo de nanoparticulas puras em meio precipitante
foram preparados de acordo com o procedimento descrito na seg¢do 3.4.1 sob
diferentes concentracées de Tween 20, entre 0 e 2 % (m:v). Logo apéds, 330 uL de
solucdo etandlica de AIFtCI 300 puM foram adicionados lentamente, sob agitacao
branda, a suspensdo. Apés dez minutos de agitacdo, os solventes organicos foram
removidos sob pressao reduzida e a temperatura de 45 °C. O volume foi completado
com agua destilada para 4 mL, as nanoparticulas foram entdo lavadas duas vezes por
centrifugacao (22000 x g por 20 minutos a 4 °C) com 4 mL de agua destilada e por fim
ressuspensas em 2 mL de PBS. Na sequéncia, aliquotas de 15 pL foram recolhidas de
cada amostra para a dosagem de AIFtCI, de acordo com a secao 3.3.1. Na sequéncia,
todas as suspensdes foram diluidas com PBS para a concentragédo de 1 uM de AlFtCl e
a fluorescéncia (excitagcdo de A de 350 nm, emissdo de A de 690 nm) foi determinada
em aliguotas de 200 pL. Os resultados estdo expressos como ®F normalizado em

funcdo da concentracdo de Tween 20 no meio precipitante.
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3.4 FORMULACAO FINAL DE AIFtCl ASSOCIADO AS NANOPARTICULAS DE
PVM/MA (AIFtCI-NP)

3.4.1 Preparo

O protocolo apresentado aqui é o resultado dos testes realizados com variaveis
especificas do processo, descritos em secBes anteriores. Esta formulacdo é
denominada, ao longo do texto, de AIFtCI-NP. A formulacdo preparada na auséncia de
AIFtCI é denominada simplesmente de NP. As etapas citadas na descricdo abaixo
estdo representadas na Figura 11. Para o preparo da formulacdo de AIFtCI-NP, na
etapa 1, a 5 mL de solucdo de PVM/MA 20 mg/mL em acetona foram adicionados,
nesta sequéncia e sob agitacao branda, 10 mL de etanol, 7,5 mL de agua e 2,5 mL de
Tween 20 14 % (m:v, em agua). Na etapa 2, o AIFtCI foi associado as nanoparticulas
puras. Para tanto, foram adicionados, lentamente e sob agitacdo branda, 833 pL de
solucao etandlica de AIFtCI 300 uM as nanoparticulas ainda em meio precipitante. Na
etapa 3, a suspensao foi mantida sob agitacdo por dez minutos, sob temperatura
ambiente. Na etapa 4, os solventes organicos foram totalmente removidos sob pressao
reduzida (100 mbar) e temperatura de 45 °C. Na etapa 5, o volume foi completado com
agua destilada para 10 mL e as nanoparticulas presentes nesta suspensdo foram
lavadas 2 vezes por centrifugagédo (22000 * g por 20 minutos a 4 °C) com 10 mL de
agua para remover os residuos. Finalmente, na Ultima etapa, as nanoparticulas foram
ressuspensas em 5 mL de PBS. Trés aliquotas de 15 pL foram recolhidas para a
dosagem de AIFtCI, de acordo com o procedimento descrito na secdo 3.3.1, e 0 volume
restante foi mantido congelado a -20 °C até o0 momento do uso. As formulacdes foram

utilizadas para os experimentos dentro do prazo de dois meses ap0s 0 seu preparo.

3.4.2 Eficiéncia do Processo

A eficiéncia de associacao foi estimada pela dosagem de AIFtCl de acordo com
o procedimento descrito na sec¢do 3.3.1 em suspensfes de nanoparticulas preparadas

conforme o procedimento apresentado na secdo 3.4.1. A porcentagem do AIFtCI
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associado foi entdo calculada com base na concentracdo tedrica maxima esperada.
Este procedimento foi realizado em amostras de seis lotes diferentes.

A mensuracdo do rendimento do processo de producdo das nanoparticulas foi
realizada por gravimetria. Para tanto, quatro aliquotas de 1 mL de suspensdo de
nanoparticulas, massa tedrica de PVM/MA equivalente a 10 mg, foram desidratadas
por liofilizacdo (liofilizador Liotop L101®). A massa desidratada destas amostras foi
mensurada em balanca analitica. O valor do rendimento foi obtido pelo céalculo da
porcentagem da massa desidratada em relacdo a massa tedrica. Esta andlise foi
realizada em amostras de trés lotes diferentes.

A carga de AIFtCI nas nanoparticulas foi calculada dividindo-se a concentracdo
de AIFtClI na nanossuspensdo pela concentracdo de PVM/MA na suspensédo
correspondente.

3.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

3.5.1 Perfil de Desintegracdo de Nanoparticulas e Variacdo da Fluorescéncia em
Suspenséo de AIFtCI-NP em Funcéao do Tempo

Como o coldide formado pelo AIFtCI-NP € levemente opaco, devido & presenca
das nanoparticulas, e a desintegracdo destas aumenta a transparéncia do meio, a
desintegracdo do AIFtCI-NP foi acompanhada por turbidimetria. Desta maneira, 200 L
da suspensédo de AIFtCI-NP (equivalente a 10 uM de AIFtCIl), em PBS, foram mantidos
em microplaca transparente e a absorbancia em A de 510 nm foi lida a cada cinco
minutos, em espectrofotdmetro, por 11 horas, a 25 °C.

Para verificar se ocorria variacdo da fluorescéncia, 200 pL da suspenséo de
AIFtCI-NP (equivalente a 10 uM de AIFtCI), em PBS, foram mantidos em microplaca de
cor preta e opaca. A fluorescéncia (excitagcdo em A de 350 nm, emissao em A de 690
nm) foi lida a cada cinco minutos, em espectrofotdmetro, por 11 horas, a 25 °C.

Ambos, a turbidez (densidade Optica) e a fluorescéncia normalizada, foram

graficamente plotados em funcéo do tempo.
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3.5.2 Espectroscopia de Transmitancia na Regiao do Infravermelho

Os espectros de transmitancia na regido do infravermelho do espectro
eletromagnético foram obtidos em espectrémetro de infravermelho com transformada
de Fourrier (FT/IR 4100®, Jasco). Foram testadas as amostras AIFtCI-NP apés 1 e 6 h
de exposicao a agua, bem como o AIFtCl e PVM/MA isolados. As amostras liofilizadas
foram colocadas diretamente no acessoério atenuador de refletancia total (ATR) e os
espectros foram obtidos com resolucdo de 4 cm™, na faixa entre 4000-500 cm™ e
velocidade de 32 varreduras por minuto. A analise dos espectros obtidos foi realizada

com base em estudo previamente publicado (77).

3.5.3 Producao de Oxigénio Singlete

Este ensaio foi realizado com base no protocolo descrito por He e
colaboradores (2009). A deteccdo do 'O, ocorre indiretamente, pelo uso de 1,3-difenil-
isobenzofurano (DBF), uma molécula que reage pronta e irreversivelmente com o 'Oy,
extinguindo a sua absorbancia caracteristica em A de 414 nm.

Desta maneira, a 600 pL de suspenséo de AIFtCI-NP ou solucéo de AIFtCI, na
concentracdo de AIFtCI equivalente a 1 uM, foram adicionados 5 pL de solucéo
etandlica de DBF 5,5 mM. Esta mistura foi colocada em cubeta de quartzo e levada ao
espectrofotometro. A leitura da absorbancia foi imediatamente realizada em 414 nm — o
branco consistiu da solu¢cdo ou do coldide sem DBF —. Logo depois, a mistura na
cubeta foi irradiada com laser de A de 670 nm e densidade de energia equivalente a 0,5
J/icmz2. Este procedimento foi realizado com solucdes etandlica e aquosa de AIFtCI, bem
como com o0 coldide de nanoparticulas associadas ou ndo a AIFtCl. A redugdo na
absorbancia em 414 nm apos a irradiacéo foi utilizada como indicador semi-quantitativo
da producdo de 'O, e os resultados foram expressos como porcentagem de geracéo de
'0, em relacdo & obtida com solucdo etandlica de AIFtCl. Este experimento foi

realizado em amostras de trés lotes diferentes de AIFtCI-NP.



58

3.5.4 Caracteristicas Coloidais e Morfoldgicas das Nanoparticulas

O diametro hidrodindmico, o potencial zeta e o indice de polidispersao
(variaveis coloidais) das suspensfes de nanoparticulas foram quantificados em
aparelho de disperséo dinamica de luz (Zetasizer ZS90, Malvern®). As formulacdes
foram analisadas logo apés o seu preparo (frescas) ou logo ap6s o0 seu
descongelamento (neste caso foram congeladas por cinco horas, descongeladas e
analisadas). Esta analise foi realizada em amostras de trés lotes diferentes.

Para a avaliacdo morfologica das nanoparticulas, as formulacbes foram
preparadas de acordo com a secdo 3.4.1 e, logo apds, diluidas em agua de modo a
obter a concentracdo de nanoparticulas de 0,1 mg/mL. Cinco puL desta suspensao
foram espalhados sobre suporte metalico de amostras para microscopia eletrénica de
varredura (stub), o qual foi entdo mantido em placa de Petri contendo silica ativada,
sob temperatura ambiente, para a secagem do material. A secagem rapida das
nanoparticulas de PVM/MA é crucial, visto que a &gua erode rapidamente sua
superficie. Ap6s sua secagem, as nanoparticulas foram recobertas com ouro
(metalizadas) e entéo visualizadas em microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM

7001-F®). Esta andlise foi realizada em amostras de trés lotes diferentes.

3.5.5 Estabilidade Fotodinamica e Coloidal da Formulacéo de AIFtCI-NP

Aliquotas de 1,5 mL do colo6ide de nanoparticulas de PVM/MA associadas ao
AIFtCI, dispersas em PBS, foram mantidas congeladas a -20 °C. Em determinados
tempos de congelamento, uma aliguota foi descongelada e diluida em PBS para 1 uM
de AIFtCI. Na sequéncia, esta foi testada quanto a fluorescéncia (excitagdo em A de
350 nm, emissdo em A de 690 nm), & capacidade de geracdo de 'O, (de acordo com a
secdo 3.5.3) e as caracteristicas coloidais (diametro hidrodinamico, potencial zeta e
indice de polidispersdo, de acordo com a secdo 3.5.4). A primeira aliquota testada foi
preparada, imediatamente congelada e, cinco horas apés, descongelada para a

realizagao destes testes. A ultima aliquota foi testada 60 dias ap0s o0 seu preparo.
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3.6 ATIVIDADE FOTODINAMICA DE AIFtCI-NP EM SISTEMAS BIOLOGICOS

3.6.1 Cultivo Celular

Neste estudo foram utilizadas duas linhagens celulares murinas: a linhagem
derivada de carcinoma mamario 4T1 e a linhagem n&o tumoral NIH 3T3 derivada de
fibroblastos.

As condic¢des descritas nesta secao foram utilizadas para cultivar estas células.
Como meio de cultivo foi utilizado o DMEM estéril tamponado com bicarbonato de
sadio, pH 7,2, e suplementado com soro fetal bovino a 10 % (v:v), penicilina 100 Ul/mL
e estreptomicina 100 pg/mL. As células foram mantidas neste meio de cultivo, em

incubadora a 37 °C em atmosfera de 5 % CO, e 80 % de umidade.

3.6.2 Perfil de Incorporacdo de AIFtCI por Células 4T1 e NIH 3T3 Expostas ao
AIFtCI-NP In Vitro

As células 4T1 e NIH 3T3 foram dispostas em microplacas de 96 pocos, na
concentracdo de 5 x 10° células/poco. Apés 24 horas de cultivo nas condicdes
descritas na secéo 3.6.1, o meio de cultivo foi removido e as células aderidas a placa
foram expostas a 200 pL de suspensdo de AIFtCI-NP em meio de cultivo, na
concentracao equivalente a 0,25 pM de AIFtCI. Nos tempos de 5, 10, 15, 30, 60, 90 e
120 minutos, a suspensao de AIFtCI-NP foi removida de 8 pocos contendo as células,
as quais foram entédo lavadas duas vezes com PBS. O AIFtCI incorporado pelas células
foi extraido com 200 pL de DMSO por 15 minutos e a fluorescéncia foi lida em placa de
cor preta (excitacdo em A de 350 nm, emissédo em A de 680 nm). Controles negativos
consistiram de células ndo expostas ao AIFtCI-NP e de meio de cultura sem células e
com AIFtCI-NP; o valor de fluorescéncia deste ultimo foi subtraido dos resultados dos
testes. Os resultados estdo expressos como intensidade de fluorescéncia normalizada

em funcdo do tempo de incubagédo. Este ensaio foi realizado duas vezes.
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3.6.3 Visualizacdo da Incorporacdo do AIFtCI-NP por Células Neoplasicas ao
Microscopio Confocal

Para este ensaio, as células 4T1 foram mantidas sob condi¢des de cultivo (ver
secdo 3.6.1) em placas de 24 pocos com laminulas, na concentracdo de 2,0 x 10*
células/poco, por 24 horas antes dos tratamentos, para adesao das células a laminula.
Na sequéncia, as células foram incubadas na presenca de AIFtCI-NP (equivalente a
AIFtCI 0,25 pM) por 15 min, a 37 °C. Na sequéncia, foram lavadas duas vezes com
PBS e entédo incubadas com o fluorocromo Hoechst 33342 (10 pg/mL) por 15 min em
incubadora, a 37 °C, para a marcacao do nucleo. Logo apés, as células foram lavadas
duas vezes com PBS, fixadas com paraformaldeido 4 % (m:v), lavadas duas vezes
com PBS e montadas em laminas para andlise ao microscépio confocal. Foram feitas
duas preparacfes de células controle: 1) somente células 4T1 sem Hoechst 33342 nem
AIFtCI-NP, e 2) células 4T1 apenas com Hoechst 33342. Para a visualizacdo da
marcacdo com Hoechst 33342, foram usados os A de excitacdo e emissédo de 405 e
458 nm, respectivamente. Para visualizar a localizagdo da AIFtCI, foram usados os A de
excitagdo e emissédo de 405 e 633 nm, respectivamente.

3.6.4 Citotoxicidade Fotodinamica do AIFtCI-NP, In Vitro, contra Células 4T1 e NIH
3T3

Células 4T1 e NIH 3T3 foram mantidas sob as condi¢Bes de cultivo descritas
na secao 3.6.1 por 24 h em microplacas de 96 pocos, na concentracdo de 5 x 103
células/poco, para que estas aderissem aos pocos. Apés este periodo de incubagéo, o
meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com PBS.

As células foram entéo expostas a 200 pL de suspensao de AIFtCI-NP em meio
de cultivo, em diversas concentragdes de AIFtCI, entre 0 e 2 pM. As microplacas foram
imediatamente recobertas com folha de aluminio e deixadas em incubadora a 37 °C,
sob atmosfera de 5 % de CO, e umidade relativa de 80 %, por 15 minutos. Apos este
tempo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e deu-se prosseguimento ao

experimento de acordo com os procedimentos abaixo.
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As células tratadas com AIFtCI-NP foram separadas em dois grupos: nao
irradiadas (escuro) e irradiadas sob densidade de energia de 3 J/cm2 (TFD 3 J/cm?). No
grupo de células ndo irradiadas, as células foram imediatamente recobertas com meio
de cultivo e as placas foram embaladas em folha de aluminio para manté-las no
escuro. Para o teste de TFD 3 J/cm?, as células foram recobertas com PBS e irradiadas
sob densidade de energia de 3 J/cm2 com laser de A de 670 nm. Logo apds, o PBS foi
removido e as células de ambos os testes (escuro e TFD) foram cultivadas sob as
condi¢cles descritas na secdo 3.6.1, por 24 horas. Na sequéncia foi realizado o ensaio

de viabilidade celular conforme o descrito na préxima secéao.

3.6.4.1 Avaliacdo da Viabilidade das Células pelo Método Colorimétrico do Brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio — MTT — €& uma
substancia amarela que, quando internalizada por células eucariéticas, € reduzida por
enzimas mitocondriais — especialmente pela succinil desidrogenase — ao formazam,
uma substéancia insolivel em meio aquoso e que possui coloracé@o purpura intensa (78).
Vale ressaltar que apenas células eucaridticas viadveis, com mitocondrias ativas,
reduzem o MTT, de maneira que a colorimetria do formazam permite estimar a
viabilidade celular.

Para este ensaio, ap0s passarem pelo tratamento experimental (se¢édo 3.6.4),
as células foram expostas a 200 pL de meio de cultivo contendo MTT (0,25 mg/mL) e
mantidas por trés horas em condicfes de cultivo (secdo 3.6.1). Na sequéncia o meio de
cultivo foi removido e os cristais de formazam presentes nas células foram
solubilizados com 200 pL de DMSO por trés minutos. A absorbancia foi entdo
mensurada em A de 600 nm. Os resultados estdo expressos como percentagem de

células viaveis em relacdo ao controle sem tratamento.
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3.6.5 Teste de Fragmentacdo de DNA em Células Expostas a Formulacao AlFtCl-
NP

Este ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Joanitti e
colaboradores (79), desse modo, células 4T1 foram mantidas sob as condi¢cdes de
cultivo apresentadas na secdo 3.6.1 por 24 horas em microplacas de 96 pocos, na
concentracdo de 5 x 103 células/poco. Apés esta incubacdo, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS.

Na sequéncia, as células foram expostas ao AlIFtCI-NP 0,25 uM em PBS por 15
minutos. Logo apds, as células foram lavadas duas vezes com PBS, recobertas com
PBS e irradiadas sob densidade de energia de 3, 9 ou 27 J/cm2 com laser de A de 670
nm e mantidas em incubadora sob condi¢des de cultivo por 24 horas. Apés este tempo,
as células foram lavadas duas vezes com PBS e recobertas com meio de cultivo com
tripsina 0,25 % (m:v) e EDTA 0,038% (m:v). Na sequéncia, apés centrifugacao (900 x g
por dois minutos) as células foram ressuspensas, na concentracdo de 1 x 10°
células/mL, em 200 puL de solucdo tamponada de iodeto de propidio 20 pg/mL (iodeto
de propidio dissolvido em PBS suplementado com citrato de sédio 0,1 % m:v, Triton X
0,1 % m:v, pH 7,4). O iodeto de propidio marca o DNA, possibilitando a semi-
guantificacdo deste acido nucléico em cada célula.

Na sequéncia, as células foram levadas ao citdmetro de fluxo (FACSCalibur®,
Becton & Dickenson, EUA) para a quantificacdo de DNA. Foram contados dez mil
eventos por amostra. As células que apresentaram reducédo na quantidade de DNA em
relacdo a esperada para células normais foram consideradas como positivas para

fragmentacao de DNA.

3.7 TESTES ESTATISTICOS

Para as variaveis cujas populacdes de dados foram distribuidas em grupos, foi
realizada a andlise de variancia, ANOVA, de um fator ou ANOVA de dois fatores com
pos-teste de Bonferroni. As correlacdes entre variaveis dependentes e independentes

(graficos XY) foram analisadas por meio do teste de Spearman. Para todas as analises,
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o nivel de significancia (a) utilizado foi de 0,05. As analises e os graficos foram

realizados com o programa Graphpad Prism® 5 para Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE PREPARO DE AIFtCI-NP

4.1.1 O Diametro Hidrodinamico e o indice de Polidispersdo, PDI, sdo Afetados
pela Concentracdo de Copolimero PVM/MA Empregada no Preparo das
Nanoparticulas

o PDI ® Diametro Hidrodinamico
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Figura 12. indice de polidispersédo (PDI) e diametro hidrodinamico médio de particulas formadas através
do método de nanoprecipitagdo (método Ouzo) em fungdo da concentracdo inicial de PVM/MA na
solucéo acetdnica. Resultado expresso como média + E.P.M. para triplicata. r spearman = 1,0 com p<0,01
para diametro hidrodin&mico; r spearman = 0,37, correlagéo néo significativa, para PDI.

Conforme ilustra a Figura 12, a concentracdo do PVM/MA na solucéo inicial em
acetona afeta importantes caracteristicas do coléide formado, pois houve um aumento
do didmetro hidrodindmico diretamente proporcional & concentragdo de copolimero (r
spearman = 1,0; p<0,01), enquanto o PDI foi maior nos extremos de concentragédo
testados. O diametro hidrodinamico variou entre 174,3 + 21,9 e 1701,3 + 38,3 nm entre
as concentracdes de PVM/MA de 10 e 80 mg/mL. Para as concentragdes entre 20 e 40

mg/mL, o PDI ficou abaixo de 0,100, mostrando que os coldides formados neste
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intervalo de concentracbes de PVM/MA eram formados por populacdes de
nanoparticulas monodispersas.
A média do potencial zeta das nanoparticulas foi de -20,3 + 0,9 mV e néo

apresentou correlagéo significativa com a concentracado de PVM/MA.

4.1.2 O Surfactante Tween 20 Aumenta Significativamente a Fluorescéncia do
AIFtCl em Meio Aquoso

A Figura 13 ilustra os espectros de fluorescéncia (excitacdo em 350 nm) do
AIFtCI 10 uM em diversos solventes. A mesma figura (Figura 13a) mostra que o AlFtCl
praticamente ndo fluoresce em agua, enquanto que apresenta intensa fluorescéncia em
etanol com pico de emissdo em 680 nm. Esta figura mostra ainda que a fluorescéncia
do AIFtCI é mantida em meio precipitante (mistura de acetona:etanol:agua 1:2:2, v:v.v),

mas que ha um deslocamento batocrémico do pico de emissdo para 690 nm.

A fluorescéncia do AIFtCI foi mensurada também em Tween 20 e Tween 80
puros, sendo que, conforme apresentado na Figura 13b, o primeiro foi 0 que propiciou
a maior intensidade de fluorescéncia ao AIFtCl. Em Tween 20 foi verificado um valor
correspondente a 55 % do obtido em etanol, enquanto que em Tween 80 chegou a

apenas 26 %.

Na sequéncia, o Tween 20 foi testado em meio aquoso e o resultado mostra
qgue este surfactante intensificou a fluorescéncia do AIFtCl, conforme apresentado na
Figura 13c.
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Figura 13. Espectros de fluorescéncia (excitagdo em 350 nm) do cloreto de aluminio-ftalocianina 10 uM
em diversos solventes: a) agua, etanol 99 % e meio precipitante (acetona:etanol:agua, 1:2:2, viviv); b)
em Tween 20, Tween 80 e etanol 99 %; c) em solu¢cbes aquosas de Tween 20 sob diferentes
concentracdes. Resultados expressos como unidades arbitrarias (U.A.) de fluorescéncia em funcédo do
comprimento de onda de emissao.

4.1.3 A agregacao de AIFtCI durante o preparo de AIFtCI-NP é significativamente
reduzida pelo Tween 20

Os resultados apresentados na Figura 13 sdo corroborados pelos resultados
apresentados nesta sec¢do. A Figura 14a mostra a intensidade de fluorescéncia do
AIFtCI (excitacdo em 350 nm, emissdo em 690 nm) no meio precipitante e no meio
agquoso que resta apos a destilagdo dos solventes organicos que compdem 0 meio
precipitante.
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Figura 14. Influéncia da concentracdo de Tween 20 no meio precipitante sobre a agregacéo e a perda
apos centrifugacdo do cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCIl), na auséncia de nanoparticulas de
PVM/MA. a) fluorescéncia (excitagdo em 350 nm, emissdo em 690 nm) do AIFtCI no meio precipitante
(triangulo cheio; 1 spearman = 0,44, correlacéo nado significativa) e na solugéo aquosa formada apds a
destilacéo dos solventes organicos (triangulo vazio; r spearman = 0,97, p<0,001); b) porcentagem de AlFtCI
sedimentada pela centrifugacao da solucdo aquosa formada apés a destilagdo do meio precipitante (r
spearman = -0,89, p<0,001). Para todos os pontos, a concentracéo inicial de AlFtCl no meio precipitante foi
de 10 pM.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 14a, a concentracéo de
Tween 20 nao afeta significativamente a intensidade de fluorescéncia do AIFtCI no
meio precipitante (r spearman = 0,44, correlagdo néo significativa), que se mantém alta
gracas a presenca de etanol em concentracdo de 40 % (m:v). Por outro lado, apos a

destilacdo dos solventes organicos do meio precipitante, a fluorescéncia é praticamente
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anulada na auséncia de Tween 20 e aumenta de maneira diretamente proporcional a
concentracdo de Tween 20 (r spearman = 0,97, p<0,001), tendo a curva grafica um perfil
sigmoéide.

Como grandes agregados de AIFtCl podem ser decantados por centrifugacgao, a
perda de AIFtCI por decantacdo apos a centrifugacdo do meio aquoso restante apés a
destilacdo dos solventes organicos foi dosada e plotada em funcéo da concentragcédo de
Tween 20. O resultado estd expresso na Figura 14b e reflete aquele mostrado na
Figura 14a. A perda de AIFtCl apos a centrifugacdo chega a 86 % na auséncia de
Tween 20. Esta perda € reduzida pela adicdo de Tween 20, mesmo em baixas
concentragdes (I spearman = -0,86, p<0,001). Desde 0,6 % (m:v) de Tween 20, a perda foi

praticamente anulada (5 %).

414 O Rendimento Quantico de Fluorescéncia da Formulacdo AIFtCI-NP
Aumenta em Func&o do Emprego de Tween 20 no Meio Precipitante

O Tween 20 aumenta significativamente o rendimento quantico de fluorescéncia
(PF) da formulacdo final. O resultado esta expresso na Figura 15. Como pode ser
observado, had uma correlagé@o positiva entre a concentracdo de Tween 20 utilizada no
meio precipitante e o ®F obtido com a formulagéo final (r spearman = 0,96, p<0,01). Com
concentracfes acima de 1,2 % foi possivel dobrar este parametro em relacdo a

formulacdo preparada na auséncia de Tween 20.
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Figura 15. Rendimento quantico de fluorescéncia, ®F, (excitagdo em 350 nm, emissdo em 690 nm) da
suspensdo final de nanoparticulas em funcdo da concentracdo de Tween 20 utilizada no meio
precipitante durante o seu preparo. I spearman = 0,96, p<0,01. Resultados expressos como média = E.P.M.
para triplicata.

4.1.5 A Eficiéncia de Associacdo e o Rendimento Quantico de Fluorescéncia da
Formulacdo AIFtCI-NP Diminuem com o Aumento da Concentracdo do AlIFtCI no
Meio Precipitante

7

A eficiéncia de associacdo do AIFtCI as nanoparticulas de PVM/MA é
inversamente proporcional a concentragdo do AIFtCl, dentro da faixa de valores
testados (I speaman = -0,83; p<0,05). O resultado esta expresso na Figura 16a,
mostrando que a eficiéncia de associag¢ao variou significativamente entre 25 e 38 %.

Na Figura 16b estdo apresentados os valores de ®F normalizado das diferentes
formulacdes. Observa-se um decréscimo no ®F inversamente proporcional a
concentracdo inicial de AIFtCl utilizada no preparo da formulagéo (r spearman = -0,98;
p<0,001). Este decréscimo chega a atingir 70 % na comparac¢do entre oS extremos
testados (35,0 versus 2,8 uM de AIFtCI).
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Figura 16. Efeito da concentracdo do cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI) utilizada no meio

precipitante sobre a eficiéncia de associacdo de AIFtCl as nanoparticulas (a) e sobre o rendimento

guantico de fluorescéncia (excitagdo em 350 nm, emissdo em 690 nm) da suspensdo final de

nanoparticulas contendo 1 pM de AIFtCI (b). Dados plotados como média + E.P.M. para triplicata. Para
“a”v r Spearman = '0783; p<0,05, Para “b", r Spearman = '0’98; p<01001
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4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.2.1 AIFtCI-NP é Composto por Nanoparticulas Monodispersas e com Carga
Negativa em pH Fisiologico

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que as nanoparticulas de
PVM/MA obtidas pelo protocolo descrito na secdo 3.4.1, associadas ou ndo ao AlFtClI,
possuem diametro hidrodindmico proximo de 200 nm e um PDI de cerca de 0,05. Além
disso, estes parametros ndo sédo afetados pelo congelamento/descongelamento das
nanoparticulas. O potencial zeta tampouco foi afetado pela associacdo do AIFtCIl a
nanoparticula ou pelo congelamento/descongelamento. Além destes resultados, os

parametros relativos ao processo de preparo sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas das nanoparticulas associadas ou ndo ao cloreto de aluminio-ftalocianina,
antes e depois do congelamento.

DH PDI Potencial Carga de Eficiéncia de Rendimento
(nm) Zeta (mV) AIFtCI associagao (%)
(Hg/mg) (%)

AIFtCI-NP fresca 201,21 0,04 -19,7 0,9/1,0 322+2,0 495+1.3
+49 +0,01 +0,54

AIFtCI-NP cong./desc. 206,2 0,05 -20.4 - - -
+46 +0,01 +0,61

NP fresca 207,5 0,03 -21,0 - - 42,7+0.9
+12 +0,01 +0,38

NP cong./desc. 208,9 0,04 -20,6 - - -

+15 0,01 +0,47

DH = diametro hidrodindmico; PDI = indice de polidispersdo; AIFtCI = cloreto de aluminio-ftalocianina;
PVM/MA = poli(vinil,metil-éter-co-anidrido maleico); cong./desc. = congelada/descongelada; NP =
nanoparticula de PVYM/MA; AIFtCI-NP = AIFtCl associado & nanoparticula de PVM/MA. A carga de AIFtCI
refere-se a concentracdo de AIFtCIl por massa de nanoparticulas, em pg/mg. A eficiéncia de associagéo
refere-se a porcentagem de AIFtCl associado as nanoparticulas em relagdo a quantidade total utilizada
no processo de preparo do AIFtCI-NP. O rendimento refere-se a porcentagem de massa de
nanoparticulas obtida ao final do processo em relagdo a quantidade total de copolimero utilizada.

Na Figura 17 € apresentada a distribuicio de valores de diametro
hidrodinamico, verificada por espalhamento dindmico de luz, para a populagdo de
nanoparticulas presentes em uma suspensdo de AIFtCI-NP fresca. O baixo PDI
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encontrado para as formulacdes de nanoparticulas de PVM/MA, mostrado na Tabela 2,
é refletido neste gréafico que ilustra a distribuicdo simétrica e unimodal dos valores de
diametro hidrodinamico, monodispersa.

25, ............... ... ................ S e e e e e e e e e e e e e

" . ________________ j; __________ _________________

BT e ................ .I ......... .................
10t - - mre e ................ ' ......... .................

Intensidade (%)

1 10 100 1000 10000
Diametro Hidrodindmico (nm)
Figura 17. Distribuicdo de valores de didmetro hidrodinAmico para a formulag&o de cloreto de aluminio-

ftalocianina associado a nanoparticulas de PVM/MA (AIFtCI-NP). As colunas representam a média *
E.P.M. para trés medidas realizadas em uma mesma amostra.

4.2.2 Nanoparticulas de PVM/MA sé&o Esféricas

A Figura 18, que ilustra fotoeletromicrografias de varredura de nanoparticulas
de PVM/MA puras recobertas com ouro, mostra que essas apresentam forma esférica
e superficie levemente rugosa. A monodispersado observada na Figura 17, pelo método
de espalhamento dinamico de luz, é refletida nestas imagens pela homogeneidade de
tamanhos das nanoparticulas.
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Figura 18. Fotoeletromicrografias de varredura de nanoparticulas de PVM/MA recobertas com ouro.

4.2.3 AIFtCI-NP Apresenta Pico de Absorcédo de Luz na Regido do Vermelho e
Forte Fluorescéncia em Meio Aquoso, Antes e ApOs a sua Desintegracao

Os espectros de absorbancia e de emissao de fluorescéncia foram tracados

com suspensdes de AIFtCI-NP e de NP em PBS imediatamente (nanoparticulas

integras) e seis horas ap6s o seu preparo (nanoparticulas desintegradas). Os perfis

espectrais de AlFtCl/Etanol e AIFtCI/PBS estdo apresentados nos mesmos graficos

para comparagdo. A Figura 19 ilustra, em a e b, respectivamente, os espectros de

absorbancia das amostras antes e depois da degradacao das nanoparticulas.
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Figura 19. Espectros de absorbancia (“a” e “b”) e fluorescéncia (“c” e “d”, excitagdo em 350 nm), obtidos

antes (“a” e “c”) e depois (“b” e “d”) da desintegracdo de nanoparticulas de PVM/MA associadas ao
cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI-NP/PBS) ou puras (NP pura/PBS), ambas suspensas em PBS.
Os espectros do AIFtCI em etanol e em PBS estdo também apresentados para fins de comparacéo. A
concentracao de AIFtCl era de 5 uM em todas as amostras, exceto para NP pura/PBS, que ndo continha
AIFtCI.

Observa-se que, devido a turbidez -caracteristica das suspensdes de
nanoparticulas de PVM/MA, os espectros pré-degradacdo de ambos, NP e AIFtCI-NP
(Figura 19a), apresentam alta absor¢cdo em toda a faixa espectral analisada. No caso
do AIFtCI-NP, os dois picos caracteristicos do AIFtCl na regido visivel do espectro
eletromagnético aparecem com deslocamento batocrdmico, em 608 e 678 nm, em
relacdo aos obtidos em etanol, 600 e 668 nm. Este resultado repetiu-se com as
amostras nas quais as nanoparticulas estavam desintegradas, com a diferenca de que

a intensidade de absorcao caiu em todos os comprimentos de onda. Em PBS, o AlFtCI
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livre apresentou absorbancia préxima a zero entre 650 e 670 nm, faixa espectral onde
o AIFtCl absorve intensamente quando em etanol.

A Figura 19, em c e d, apresenta os espectros de emissao de fluorescéncia
(excitacdo em 350 nm) para as mesmas amostras. Neste caso, as amostras com
nanoparticulas integras (NP e AIFtCI-NP) refletem a luz emitida pelo espectrofotémetro
entre 360 e 400 nm, bem como em torno de 720 nm. Estes picos desaparecem apos a
desintegracdo das nanoparticulas. E possivel observar que as amostras de AIFtCI-NP,
antes e apos a sua desintegracdo, apresentam um pico de emissdo em 688 nm. Este
pico apresenta deslocamento batocrémico em relacdo ao observado em etanol (678
nm). Em comparacdo a solucdo AIFtCl/Etanol, a amostra de AIFtCI-NP apresentou
cerca de 50 % do valor de fluorescéncia em seu pico de emisséo, tanto antes quanto

apos a desintegracdo das nanoparticulas.

4.2.4 A Desintegracdo de AIFtCI-NP em PBS nédo Extingue a Fluorescéncia do
AlFtCI

A Figura 20 mostra que a turbidez (absorbancia em 510 nm) de suspensdes de
nanoparticulas de AIFtCI-NP em PBS, a 25 °C, é estavel por 1h30min. Apés este
periodo, a turbidez do meio comeca a decair, indicando a solubilizacdo do polimero e a
consequente desintegracdo das nanoparticulas. A turbidez tem um novo patamar
estavel em 6h20min, mostrando que a desintegracdo das nanoparticulas atinge, neste
tempo, seu apice.

Na mesma figura € exposto o perfil de variacdo de fluorescéncia da mesma
amostra durante o mesmo periodo. Em cerca de 1h40min comeca a haver declinio da
fluorescéncia. Em 2h25min é atingido o menor valor de fluorescéncia, correspondente a
cerca de 55 % do inicial. No entanto, a partir de 2h40min ha uma reversdo nesta
tendéncia de queda e a fluorescéncia aumenta, até atingir um novo patamar, cujos
valores de intensidade de fluorescéncia séo cerca de 80 % maiores em relacdo ao
valor de 2h25min e cerca de 10 % maiores em relacdo ao primeiro patamar, que durou
até 1h40min.
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Figura 20. Perfil de desintegragao e de variagao de fluorescéncia (excitagdo em A de 350 nm, emisséo
em A de 690 nm) em funcdo do tempo para nanoparticulas de PVM/MA associadas ao cloreto de
aluminio-ftalocianina (AIFtCI-NP) suspensas em PBS a 25 °C.

4.2.5 A Desintegracdo de AIFtCI-NP Ocorre por Hidrolise dos Grupamentos
Anidrido do PVM/MA

A Figura 21 mostra os espectros de transmitancia na regido do infravermelho
no espectro eletromagnético para a formulacdo AIFtCI-NP sob diferentes graus de
hidrélise, bem como para o PVM/MA puro e para o AIFtCl puro. E possivel observar
gue o PVM/MA nédo exposto a agua apresenta o duplete caracteristico de anidrido em
1842 cm™ e em 1770 cm™, sendo esta Ultima banda bastante intensa. Conforme
aumenta a exposi¢cdo a agua (de uma hora para seis horas), ocorre hidrolise do
grupamento anidrido, fato evidenciado tanto pela reducédo na intensidade das bandas
caracteristicas de anidrido quanto no surgimento de bandas de acidos carboxilicos, em
1733 cm™ e em 1362 cm™. Bandas de AIFtCl ndo sdo aparentes nos espectros
apresentados por AIFtCI-NP, o que deve ser devido principalmente ao fato de que a

concentragdo de AIFtCl nas nanoparticulas é de cerca de 1:1000 (m:m).
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Figura 21. Espectros de transmitancia no infravermelho para as amostras de PVM/MA, de cloreto de
aluminio-ftalocianina puro (AIFtCI), e de AIFtCl associado a nanoparticulas de PVM/MA (AIFtCI-NP) apos
exposicédo a agua por 1 ou 6 h, , em funcdo do nimero de onda (cm™).

4.2.6 AIFtCI-NP Gera Oxigénio Singlete por Fotoativagdo em Meio AqQuoso

A geracao fotoativada (laser de A de 670 nm, densidade de energia de 0,5
J/icm?) de oxigénio singlete foi mensurada em amostras de NP, AIFtCI-NP em PBS,
AIFtCl em PBS e AIFtCl em etanol P.A.. Conforme o esperado, a producao de oxigénio
singlete foi mais alta em etanol, o padréo positivo utilizado neste ensaio, sendo o valor
obtido com esta solu¢do normalizado para 100 % (Figura 22). A producéo de oxigénio
singlete obtida com o AIFtCI/PBS foi equivalente a apenas 4,1 % daquela obtida em
etanol. Por outro lado, a producédo verificada com a suspensdo de AIFtCI-NP/PBS
chegou a 54,0 % da observada em etanol (p<0,001). A NP nao produziu quantidades

significativas de oxigénio singlete quando irradiada com laser.
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Figura 22. Producé@o de oxigénio singlete pela irradiacdo (A de 670 nm, densidade de energia de 0,5
J/icm?) do cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCl) em diferentes composicdes. S&o apresentados os
resultados obtidos para nanoparticulas de PVM/MA sem AIFtCl (NP/PBS), para solu¢fes de AIFtCl em
etanol e em PBS, e para a suspensédo de AlFtCl associado a nanoparticulas de PVYM/MA, em PBS, antes
(AIFtCI-NP/PBS) e apés (AIFtCI-NP des./PBS) a desintegracdo das nanoparticulas. A concentracdo de
AIFtCI é de 1 uM em todas as composicdes, exceto NP/PBS. O resultado esta apresentado como média
+ E.P.M. para triplicata. ® p<0,001 vs AIFtCI/Etanol, vs AIFtCI/PBS, vs AIFtCI-NP des./PBS e vs NP/PBS; b
p<0,001 vs AIFtCI-NP/PBS, vs AlFtCIl/Etanol e vs NP/PBS.

4.2.7 AIFtCI-NP Congelada Apresenta Estabilidade Fotodinamica e Nanoscépica

A estabilidade fotodinamica, i.e., fluorescéncia e geracédo de oxigénio singlete,
e a nanoscopica, diametro hidrodindmico, potencial zeta e PDI, de amostras de AIFtCI-
NP congeladas a -20 °C foi acompanhada por 60 dias. Os resultados estdo
apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Estabilidade nanoscoépica e fotodinamica da formulagdo de cloreto de aluminio-ftalocianina
associado a nanoparticulas de PVM/MA suspensas em PBS e mantidas por até 60 dias congeladas a -
20 °C. Em “a”, o didametro hidrodinamico e o indice de polidispersao (PDI), em “b” o potencial zeta, em “c”
a fluorescéncia (excitagdo em 350 nm, emissdo em 690 nm) e em “d” a geracdo de 'O,. Os resultados
estdo apresentados como média + E.P.M. para amostras de trés lotes diferentes.

O resultado obtido para o diametro hidrodindmico (Figura 23a) indica que,
apesar de ter sido registrada uma tendéncia de aumento desta variavel com o passar
do tempo, variando entre 197,6 a 226,3 nm em 60 dias, a correlacdo entre o tempo e o
diametro hidrodinamico nédo foi significativa (r spearman = 0,46, correlagdo né&o
significativa). Porém, o PDI, um indicador da polidispersdo da populacdo de
nanoparticulas, aumentou significativamente durante o periodo de analise (r spearman =
0,89, p<0,05), variando entre 0,03 e 0,11. O resultado obtido para o potencial zeta,
apresentado na Figura 23b, ndo variou significativamente durante o periodo de analise
e permaneceu em torno de -20 mV (r spearman = -0,21, correlacéo nao significativa).

As variaveis relacionadas a atividade fotodindmica da formulacdo AIFtCI-NP

mantiveram-se estaveis durante os 60 dias. A Figura 23c mostra que a intensidade de
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fluorescéncia manteve-se estavel (r speaman = 0,25, correlagdo ndo significativa). Da
mesma maneira, a producdo de oxigénio singlete manteve-se entre 50 e 60 % da
obtida com AIFtCIl em etanol (Figura 23d) durante todo o tempo de anélise, sendo que a
variagdo deste parametro ndo foi significativa durante este periodo (r spearman = 0,43,

correlacdo nao significativa).

4.3 ATIVIDADE FOTODINAMICA DE AIFtCI-NP EM SISTEMAS BIOLOGICOS

4.3.1 Células Neoplasicas Murinas 4T1 Incorporam mais Intensamente o AlIFtCI-
NP em Relacé&o a Fibroblastos Ndo Neopléasicos NIH 3T3

1004

w0
T

4T1

esr——— NIH 3T3

0 0 100 150
Tempo (min)

o
I

Incorporagao de AIFtCI
(Fluorescéncia normalizada)

Figura 24. Perfil de incorporacao, in vitro, de cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI) por células 4T1 e
NIH 3T3 expostas ao AlFtCl associado a nanoparticulas de PVM/MA por diferentes tempos. Resultados
apresentados como média + E.P.M. para octuplicata. p< 0,001 para todos os tempos, na comparagao
entre NIH 3T3 e 4T1.

As células neoplasicas 4T1 captam com maior avidez o AIFtCI-NP em relacéo
aos fibroblastos (p<0,001) (Figura 24). Para a 4T1, o pico de incorporacédo de AlFtClI-
NP foi observado ja entre 15 e 60 minutos, comec¢ando a decair apds 60 minutos. Para
a NIH 3T3, o maximo de incorporacao foi observado em 60 minutos, seguindo-se entao
uma queda gradual. Vale ressaltar que as células neoplasicas 4T1 incorporaram cerca

de 80 % mais AIFtCI-NP em relagé&o as nao neoplasicas NIH 3T3 em seu pico maximo.
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Células ndo expostas ao AIFtCI-NP nao apresentavam fluorescéncia, enquanto que a
retencdo de AIFtCl pelos pocos das microplacas expostos ao AIFtCI-NP, mas sem
células, foi constante em todos os tempos; esses valores foram subtraidos dos

resultados obtidos a cada tempo para cada célula.

4.3.2 O AIFtCI-NP Incorporado por Células Neoplasicas 4T1 Concentra-se no

Citoplasma

As imagens de microscopia confocal de células 4T1 expostas por 15 minutos
ao AIFtCI-NP mostram claramente que héa intensa internalizacdo de AIFtCI (Figura 25),
confirmando o resultado ilustrado na Figura 24. A Figura 25, em ¢ e d, mostra que o
AIFtCI, em vermelho, se dispersa em torno do ndcleo, em azul, de maneira que o
citoplasma da célula é preenchido por este fotossensibilizante. Ndo foi observado

AlIFtCI dentro do nucleo celular.
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Figura 25. Fotomicrografia confocal mostrando a localizagcdo do cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI)
em células 4T1 expostas a formulagcdo de AIFtCI (0,25 uM) associado a nanoparticulas de PVM/MA por
15 minutos, in vitro. a) nicleo celular (azul), b) AIFtCI (vermelho) no citoplasma celular, c) sobreposicao
de a e b, e d) sobreposicdo de c com o campo claro.
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4.3.3 AIFtCI-NP Exerce Citotoxicidade Fotodinamica contra Células Neoplasicas
4T1

A Figura 26 mostra que o AIFtCI-NP, mesmo na menor concentracdo testada,
0,25 uM, exerceu citotoxicidade fotodindmica contra células neoplasicas 4T1; a TFD
induziu a morte 90 % destas células. Este resultado € significativamente superior ao
apresentado pelas células nado irradiadas (p<0,001). Apesar de as células NIH 3T3
terem sofrido intensa morte celular quando submetidas a TFD, sua viabilidade celular
foi maior em comparacdo a apresentada pelas células neoplasicas 4T1 (p<0,001). No
escuro, as células NIH 3T3 também foram menos sensiveis ao AIFtCI-NP em relacao

as 4T1 (p<0,001).
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Figura 26. Citotoxicidade fotodindmica (TFD 3 J/cm?2) e no escuro pelo cloreto de aluminio-ftalocianina
associado a nanoparticulas de PVM/MA (AIFtCI-NP), em vérias concentracfes, em células 4T1 e NIH
3T3 mantidas in vitro. p<0,001 na comparacgéo escuro vs TFD 3 J/cm2, para todas as células e em todas
as concentra¢cfes de AIFtCI, exceto 0,0 uM; p<0,001 na comparacao entre NIH 3T3 (TFD 3 J/cm?) e 4T1
(TFD 3 J/icm?), para todas as concentracbes de AIFtCI-NP, exceto 0,0 uM; p<0,001 comparacdo entre
NIH 3T3 (escuro) e 4T1 (escuro), para todas as concentracdes de AIFtCI-NP, exceto 0,0 e 0,25 pM. Néo
houve correlagdo estatisticamente significativa (Spearman) entre as variaveis viabilidade celular e
concentracdo de AIFtCI para todas as células no escuro.
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4.3.4 TFD com AIFtCI-NP Promove Fragmentacdo de DNA em Células 4T1

A Figura 27 mostra que 47,0 % das células 4T1 submetidas & TFD 3 J/cm?
apresentaram fragmentagcédo de DNA, resultado similar ao encontrado com a TFD 27
J/icm2 (44,6 %). Sob energia de irradiacdo intermediaria, i.e., TFD 9 J/cmz2, 69,7 % das
células apresentaram fragmentacdo de DNA. Todos os protocolos de TFD, portanto,
promoveram fragmentacdo de DNA (p<0,001 para TFD vs controle e vs AIFtCI-NP
apenas).
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Figura 27. Porcentagem de células 4T1 apresentando DNA fragmentado ap6s serem expostas ao cloreto
de aluminio-ftalocianina associado a nanoparticulas (AlIFtCI-NP) apenas ou ao AIFtCI-NP mais irradiagao
com laser de A de 670 nm com densidade de energia de 3, 9 ou 27 J/cm2. O controle consistiu de células
4T1 que nao foram expostas nem ao laser nem ao AIFtCI-NP. Resultados apresentados como média +
E.P.M. para triplicata. # p<0,05 vs controle; b p<0,001 vs controle e vs AIFtCI-NP apenas; © p<0,001 vs
controle, vs AIFtCI-NP apenas e vs TFD 3 J/cmz; d p<0,001 vs controle, vs AIFtCI-NP apenas e vs TFD 9
Jicmz,

Foi também observada a presenca de fragmentacdo de DNA em 16,0 % das

7

células expostas ao AIFtCI-NP apenas, porém, esse resultado é significativamente

inferior mesmo quando comparado a intensidade de energia mais baixa (p<0,001).
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5 DISCUSSAO

Terapias contra células patogénicas devem, idealmente, destruir totalmente
estas e ndo exercer quaisquer efeitos deletérios sobre as células sadias do hospedeiro.
Desta maneira estariam asseguradas a eficdcia e a seguranca da terapia. Porém,
guanto mais proximos filogeneticamente forem a célula patogénica e a célula do
hospedeiro, mais dificil serd a tarefa de limitar os efeitos citotoxicos da terapia a
primeira. Por exemplo, a proximidade filogenética entre humanos e fungos é maior do
gue entre bactérias e humanos, um fator que torna significativamente mais facil
desenvolver antibidticos do que farmacos antifungicos seguros e eficazes (80).
Geralmente, quanto maior a proximidade filogenética, menor a quantidade de alvos

moleculares contra os quais podem ser desenvolvidos farmacos.

Quando as células patogénicas sdo neoplasicas, chega-se ao extremo da
similaridade filogenética com o hospedeiro. As células neoplasicas tém sua origem a
partir de células sadias, do proprio hospedeiro, que acumularam alteracdes genéticas
suficientes para exibirem caracteristicas de células neoplasicas (81). Portanto, varias
das moléculas expressas em células sadias sdo também expressas em células
neoplasicas. Varias caracteristicas morfoloégicas e metabdlicas verificadas em
determinadas células sadias podem ser compartilhadas com células neoplasicas. Os
graves efeitos colaterais verificados em terapias antineoplasicas estdo, assim,
significativamente relacionados a baixa especificidade da terapia contra sua célula-alvo

(12).
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A quimioterapia, uma das principais terapias antineoplasicas utilizadas na
pratica clinica, envolve um delicado balanco entre destruir as células neoplasicas e
poupar as células sadias de seus efeitos citotdxicos indiscriminados (12). As
abordagens ndo quimioterapicas, tais como a cirurgia e a radioterapia, também tém
como um de seus principais inconvenientes a ineficAcia em destruir ou remover
totalmente as células neoplasicas enquanto poupam as sadias (12). Desta maneira,
tem sido intensa a pesquisa para a elaboracdo de novos protocolos terapéuticos

antineoplasicos, mais especificos contra células neoplasicas.

Dentre as terapias antineoplasicas, a TFD tem atraido a atencdo de
oncologistas por ser minimamente invasiva e altamente seletiva a massa tumoral (82).
Estas caracteristicas sdo devidas ao fato de a TFD ter como base o uso de trés
componentes indcuos quando isolados, mas com marcante potencial citotéxico quando
combinados: FS, luz de comprimento de onda especifico e oxigénio molecular (1). A
geracdo de espécies oxidantes, especialmente o oxigénio singlete, que resulta da
combinacao destes trés componentes, faz com que moléculas circunvizinhas ao local
desta combinacédo, no raio de poucos nanometros, sejam quimicamente modificadas
(6). Este processo de oxidacdo de moléculas limita-se a célula-alvo na qual os trés
componentes da TFD foram combinados, ndo se alastrando, portanto, a outras células

(10).

Desta maneira, a especificidade da TFD a massa tumoral pode ser aprimorada
principalmente por meio do controle da area exposta a luz e da entrega seletiva do FS

as ceélulas-alvo (82). Além disso, o efeito imunoestimulante observado apés a TFD pode
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fazer com que focos de metéstase tumoral e células neopléasicas remanescentes no

local de aplicacédo da TFD sejam por fim combatidos pelo sistema imunitario (83).

Assim, a eficacia e a seguranca da TFD no tratamento de varios tipos de
cancer tém sido semelhantes ou superiores as observadas com o0s tratamentos
convencionais (13, 18). Outro aspecto que chama a atencédo a TFD antineoplasica é o
baixo custo da sua aplicacdo clinica em comparacdo aos observados com o0s

procedimentos convencionais, tais como quimioterapia e cirurgia (84).

Porém, apesar de todas as suas vantagens, a TFD antineoplasica exibe alguns
inconvenientes, associados principalmente aos FS utilizados atualmente (34).
Enquanto os FS de 1° geracgdo induzem prolongada fotossensibilizacdo cutanea, os de
2% geracdo sdo bastante hidrofébicos, o que leva a sua agregacdo em meios aquosos

com consequente perda de atividade fotodinamica (44).

O presente trabalho foi conduzido com o AIFtCI, um FS de 22 geracdo com as
melhores propriedades fotodinamicas, mas cuja hidrofobia impde importantes
limitacbes sobre o seu uso em sistemas biolégicos (6, 17). A alta hidrofobia das
ftalocianinas faz com que estas sejam inconvenientemente distribuidas por varios
tecidos saudaveis do organismo ao invés de serem concentradas na massa tumoral
(35, 39). Por outro lado, paradoxalmente, € a hidrofobia que faz com que estes FS de
2% geracdo sejam rapidamente captados e retidos por longo tempo por células
neoplasicas, de maneira que as tentativas de tornar estes farmacos mais

hidrossollveis acabaram reduzindo significativamente a sua eficacia (35).
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Seria possivel manter a hidrofobia do AIFtCI, necesséria para a sua captagao e
retencdo pelas células-alvo, mantendo ao mesmo tempo sua atividade fotodinamica em
meio aquoso e promovendo sua entrega seletiva as células tumorais? E na tentativa de
encontrar respostas afirmativas a este tipo de questionamento que tém sido
desenvolvidos os FS de 3% geracdo (44). A nanotecnologia, particularmente, tem
servido de plataforma para a manutencdo da atividade fotodindmica de FS de 22
geracdo em meios aquosos e para a entrega seletiva destes a massa tumoral, por
direcionamento ativo e/ou passivo (59), de maneira que a familia dos FS de 3% geracéo
vem agregando numerosos integrantes nanoestruturados (Figura 10, Secdo 1.4) (49,

63).

A presente pesquisa seguiu essa tendéncia. Seu principal objetivo foi
desenvolver uma nanoparticula que mantivesse a atividade fotodinamica do AIFtCl em
meio aquoso, promovesse a incorporacdo deste FS por células neoplasicas e
apresentasse citotoxicidade fotodinAmica contra células neoplasicas. Além disso, esta
nanoestrutura deveria apresentar caracteristicas coloidais que conferissem a mesma
potencial para 0 uso em estratégias de direcionamentos passivo e ativo a tumores.
Estas caracteristicas foram reunidas em uma uUnica formulacdo, conforme discutido
abaixo, de maneira que o resultado final deste estudo foi a obtencdo de uma
composi¢cdo nanoestruturada com potencial para ser utilizado como um FS de 32

geracdo em terapia fotodinamica antineoplasica.

O primeiro passo para a elaboracdo da formulagcéo foi a escolha da matriz da
nanoparticula a qual o AlFtClI seria associado. O copolimero PVM/MA foi escolhido com

base em seis de suas caracteristicas, quais sejam: 1) ser de baixo custo, 2) ser



89

biocompativel, 3) possuir grupamento quimico — anidrido — que possibilita a facil
conjugacdo de uma gama de moléculas direcionadoras, 4) possuir caracteristicas
guimicas que possibilitam a associagdo ao AIFtCl, 5) ser bioadesivo, 6) possibilitar
controle da desintegracdo da nanoparticula por modificagdo quimica simples de sua
estrutura. Algumas destas caracteristicas foram discutidas em trabalhos anteriores (74,

85, 86).

O método mais descrito na literatura para a producao de nanoparticulas a partir
de PVM/MA é o da nanoprecipitacdo, cujo relato pode ser encontrado em trabalhos do
grupo do pesquisador Irache (74, 85-87). Naqueles trabalhos é descrita a obtencéo de
nanoparticulas puras de PVM/MA com diametro hidrodindmico variando entre 158 e
279 nm. Essa faixa de diametros era compativel com o objetivo deste trabalho, pois
nanoparticulas com diametro hidrodinamico menor que 400 nm servem ao
direcionamento passivo pelo efeito de permeacado e retencdo aumentadas, EPR, de
farmacos aos sitios tumorais (61), uma caracteristica desejavel para FS de 32 geracao

(59).

Como a concentracdo em solucdo da massa precipitavel afeta o diametro das
nanoparticulas formadas por nanoprecipitacdo (75, 76), o efeito da concentracdo de
PVM/MA na solugdo acetbnica (Figura 11) foi analisado para uma faixa de valores
desta variavel que compreendia concentragcbes maiores e menores em relacdo a
utilizada em trabalhos anteriores (Figura 12) (74, 85-87). Com a concentracado de
PVM/MA de 20 mg/mL foi possivel obter nanoparticulas monodispersas e com diametro
préximo de 200 nm, Uteis ao direcionamento passivo por EPR, portanto. Concentragdes

maiores também possibilitaram obter nanoparticulas monodispersas, porém com
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didmetro hidrodindmico préximo ou acima do limite de 400 nm, imposto pelo EPR.
Desta maneira foi determinada a nanoestrutura a qual o AIFtCl seria associado e,
portanto, a concentragdo de 20 mg/mL de PVM/MA foi mantida nos passos seguintes

de padronizacéo do protocolo de preparo de AIFtCI-NP.

Chama a atencdo o fato de o método de preparo das nanoparticulas de
PVM/MA ser de baixo custo energético, em contraste a outros métodos frequentemente
utilizados, tais como a homogeneizacdo sob alta pressao (76). A obtencdo de uma
populacdo de nanoparticulas tAo monodispersa quanto a obtida neste estudo, com PDI
préximo a zero, geralmente demanda grande dispéndio energético e passos adicionais
morosos, tais como filtracdo e extrusdo (76). Um ponto negativo deste protocolo, no
entanto, € o uso de grandes quantidades de solventes organicos. Estes solventes séo
eliminados durante o processo de preparo das nanoparticulas, gerando residuos
potencialmente danosos ao meio ambiente. Também € inconveniente o fato de que
uma planta industrial deve ser dotada de infraestrutura especial para desenvolver
processos que envolvam liquidos volateis inflamaveis, tais como o etanol e a acetona,
0 que pode ser limitante no caso da producdo industrial das nanoparticulas aqui

descritas.

O passo seguinte na padronizacdo do processo foi a determinacdo das
condicbes sob as quais o AIFtCl seria associado as nanoparticulas. Este passo
envolveu a analise do estado de agregacdo das moléculas de AIFtCl durante o
processo e nas nanoparticulas finais. A intensidade de emissdo de fluorescéncia foi
utilizada para indicar o nivel de agregacao do AIFtCl, sendo que quanto menor é este

parametro, maior o estado de agregacao (48).
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Foi escolhida a adicdo do AIFtCI as nanoparticulas pré-formadas suspensas no
meio precipitante, visto que este FS é altamente fluorescente neste meio. Porém,
apesar de o meio precipitante manter o AIFtCl| desagregado, o0 meio aquoso que resta
apos a eliminacdo dos solventes organicos por destilagdo e o meio agquoso usado para
suspender as nanoparticulas promovem a agregacdo do AlFtCl. Este fendbmeno reduz
drasticamente a atividade fotodinamica do AIFtCl e foi observado neste trabalho pela
extincao de sua fluorescéncia caracteristica, bem como pela reducdo da capacidade de
geracao de oxigénio singlete. Além disso, grandes agregados de AlFtCl ndo associados
as nanoparticulas poderiam permanecer na formulagéo final, pois o método utilizado
para o isolamento das nanoparticulas foi a centrifugacdo. A solucdo encontrada para
este problema foi a adicdo de um surfactante, o Tween 20 (88), ao meio precipitante

(Figura 13).

O Tween 20 nédo apenas reduziu a agregacao do AIFtCI durante o processo de
preparo de AIFtCI-NP, mas também fez com que a formulacéo final apresentasse maior
rendimento quantico de fluorescéncia (PF) em relacdo a preparada na auséncia de
surfactante. Quanto maior for o ®F, maior é a atividade fotodinamica (5). E interessante
notar que este efeito foi dependente da concentracdo deste surfactante, sendo que foi
atingido um plateau tanto de ®F da formulacao final (Figura 15) quanto da perda de

AIFtCI no processo em concentracdes de Tween 20 em torno de 1,5 % (Figura 14).

O aumento do ®F da formulagcédo final indicou que um percentual maior de
AIFtCI na sua forma desagregada foi associado as nanoparticulas devido a presenca
do Tween 20. Duas hipoteses ndo auto-excludentes podem ser levantadas a respeito

deste efeito. A primeira é que o surfactante mantém o AlIFtCl desagregado no momento
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de sua associagdo as nanoparticulas. A segunda é que, provavelmente, o efeito do
Tween 20 € mantido mesmo na formulacdo final, apdés as etapas de lavagem das
nanoparticulas. A interacdo das porc¢des hidrofébicas do Tween 20 e do AIFtCl pode
ser forte o suficiente para que, mesmo apos as etapas de lavagem das nanoparticulas,
restem moléculas de surfactante associadas ao FS, evitando assim a agregacao do

AlIFtCl ja associado as nanoparticulas.

A Figura 28 ilustra as possiveis formas pelas quais o AIFtCI pode se associar
as nanoparticulas — ligacdo covalente com formacdo de amida, ponte ibnica e
interacdes hidrofébicas —, bem como a maneira como o Tween 20 pode permanecer na

formulagéo de AIFtCI-NP apds o seu preparo.
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Figura 28. llustracdo das possiveis formas sob as quais o cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI)
poderia estar associado as nanoparticulas de PVM/MA (NP), formando AIFtCI-NP; 1 — ponte idnica entre
carboxilato e aluminio, 2 — ligacdo covalente com formacao de amida, 3 — interagBes hidrofébicas. Na
parte superior da figura sdo mostradas as estruturas basicas da ftalocianina e do PVYM/MA. Também é
representado, esquematicamente, 0 processo que leva a produ¢do das nanoparticulas.
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Além da concentragdo do surfactante, a concentracdo de AIFtClI no meio
precipitante interferiu significativamente no ®F da formulagéo final, mostrando que esta
variavel afeta o estado de agregacdo do AIFtCI no AIFtCI-NP (Figura 16).
Possivelmente este efeito ocorre por dois motivos. Primeiro, o aumento da
concentragcdo do AIFtCl faz com que aumente a formacédo de agregados desta molécula
em solucao (48). Desta maneira, 0 aumento da concentracdo de AIFtCl pode fazer com
gue agregados deste FS sejam associados as nanoparticulas, ao invés de mondémeros,
reduzindo o ®F da formulagéo final. Segundo, o emprego de altas concentracdes de
AIFtCI pode fazer com que a distancia média entre as moléculas do FS associadas a
uma mesma nanoparticula seja suficientemente pequena para que ocorra o efeito da
extincdo (quenching, em inglés). Este segundo fator ja foi relatado na literatura. Em um
trabalho realizado com silicio-ftalocianina associada a nanomicelas poliméricas,
observou-se que o0 aumento da razdo ftalocianina/polimero era acompanhado de
reducdo da emissdo de fluorescéncia, evento relacionado ao efeito de extincdo de
fluorescéncia por proximidade entre as moléculas de FS (89). Neste mesmo trabalho foi
observado que a reducédo da razao ftalocianina/polimero era acompanhada de queda
na eficiéncia de associacdo (89). Este é outro inconveniente do uso de altas

concentracOes de AIFtCI que deve ser decorrente da saturacédo gradual dos limitados

sitios de ligacdo da ftalocianina as nanoparticulas.

Desta maneira, os resultados obtidos nos passos de padronizagéao do protocolo
de preparo da formulagcao final, AIFtCI-NP, revelaram as concentragOes ideais de
PVM/MA, de Tween 20 e de AIFtCI, para a obtencdo de nanoparticulas com alta

fluorescéncia em meio aquoso e com tamanho que possibilita o direcionamento passivo
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da nanoestrutura ao sitio tumoral pelo efeito de EPR. A concentragdo do copolimero
que compbe a matriz da nanoparticula foi limitada pelo didmetro desejado a
nanoparticula, enquanto as concentrages de surfactante e de AIFtCl foram limitadas

pela agregacao do AIFtCl associado as nanoparticulas na formulacao final.

O AIFtCI-NP apresentou, em meio aquoso, os picos de fluorescéncia e de
absorbancia caracteristicos do AlFtCl, apresentando um desvio batocrémico, i.e., em
direcdo ao infravermelho, em relacdo aos observados em etanol (Figura 19). A emissao
de fluorescéncia observada em cerca de 720 nm é devida a um artefato produzido pelo
equipamento. A absorbancia de luz em comprimentos de onda maiores € uma
vantagem do AIFtCI-NP em relacdo ao AIFtCI livre, visto que comprimentos de onda
maiores dentro da faixa entre 600 e 800 nm possuem maior poder de penetracdo em
tecidos biologicos (16, 90). Porém, mais notavel foi o fato de que tanto a absorbancia
guanto a intensidade de fluorescéncia mantiveram-se em torno de 50 % daquela
observada em etanol. Este resultado chega a ser dez vezes maior do que o observado
com AIFtCI associado a lipossomos (91) e quase duas mil vezes maior em relacdo ao
AIFtCI livre em meio aquoso. A manutencdo das propriedades fotofisicas no AIFtCI-NP
foi confirmada pela manutencdo da principal propriedade fotoquimica do AIFtCI atil a

TFD, i.e., a producao de oxigénio singlete.

E interessante notar que, conforme mostram os espectros de transmitancia no
infravermelho (Figura 21), a desintegracdo das nanoparticulas ocorre por hidrélise de
grupamentos anidrido, evento que leva a geracdo de grupamentos carboxila no

copolimero, tornando-o soluvel em agua e desfazendo assim os nanoprecipitados que

compdem o AIFtCI-NP. Essa desintegracdo ocorreu no periodo de poucas horas
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(Figura 20), mas nao levou a uma perda de atividade fotodinamica da formulacéo, visto
gue a desintegracdo nado foi acompanhada de perda de fluorescéncia (Figura 19),

absorbancia nem de geracao fotoativada de oxigénio singlete (Figura 22).

Desta maneira, € possivel inferir que o AIFtCl permanece associado ao
copolimero mesmo apos a hidrélise dos grupamentos anidrido do PVM/MA. Inclusive, é
possivel que ocorram rearranjos das moléculas de AIFtCI sobre o copolimero durante a
solubilizacdo deste. Por exemplo, sitios do copolimero escondidos no interior da
nanoparticula, uma vez expostos, poderiam servir a ligacdo com AIFtCl de outras
porcdes, aumentando a distancia média entre as moléculas do FS. Também € possivel
gue moléculas de AIFtCI proximas na superficie da nanoparticula sejam separadas no
momento em que as cadeias do copolimero sao alongadas durante a desintegracao
das nanoparticulas. Esta hipotese poderia explicar a variacdo de fluorescéncia
observada durante a desintegracdo da nanoparticula, culminando no interessante
aumento de cerca de 10 % na intensidade de fluorescéncia da formulacao totalmente

desintegrada em relagdo ao AIFtCI-NP integro (Figura 20).

Vale aqui ressaltar que a manutencao da atividade fotodindmica do FS apéds a
desintegracdo da nanoestrutura, alcancada com a formulacdo AIFtCI-NP, tem sido
dificil de obter com os sistemas nanoestruturados mais comuns, tais como o0s a base
de PLGA (59, 73). Essa € uma vantagem que pode ser explorada em algumas
estratégias de TFD, incluindo aquelas em que o FS € mantido sob a forma agregada
até chegar ao seu sitio-alvo, onde a agregacao é entdo desfeita e, portanto, o FS volta
a ter atividade fotodindmica. Uma revisdo detalhada deste tipo de estratégia foi

publicada recentemente (18).
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Portanto, o AIFtCI-NP apresenta algumas importantes caracteristicas
necessarias a um FS de 32 geragdo: seu diametro proximo a 200 nm e sua capacidade
de manter as propriedades fotodindmicas do AIFtCl| em meio aquoso. Deste modo, 0

préximo passo foi verificar se o AIFtCI-NP seria incorporado por células em cultivo.

Os resultados obtidos revelaram que o AIFtCI-NP é incorporado por células
neoplasicas e nao neoplasicas (Figura 24). Esta captacdo pode ser decorrente da
grande bioadesividade do copolimero PVM/MA, a qual se deve a presenca de
grupamentos carboxilicos em sua superficie, 0s quais sao capazes de formar pontes de
hidrogénio com moléculas da superficie celular (86). A presenca destes grupamentos
na superficie do AIFtCI-NP €& evidenciada pelo potencial zeta negativo em pH
fisiologico, bem como pelo espectro de transmitancia no infravermelho, que mostra
bandas de carboxilas. Entretanto, as células neoplasicas captaram muito mais
intensamente o AIFtCI-NP do que as células ndo tumorais. Este resultado esta de
acordo com achados de trabalhos anteriores, que mostram que células neoplasicas

captam nanoparticulas mais avidamente em relacdo as células normais, um fato

provavelmente devido a maior atividade endocitica e metabdlica daquelas (92, 93).

A microscopia confocal mostrou que o AIFtCI-NP distribuiu-se apenas pelo
citoplasma das células neoplasicas (Figura 25). A localizacéo restrita ao citoplasma é
conveniente, pois as espécies oxidantes geradas pela TFD nao afetam o DNA nuclear;
estas espécies se difundem por distancias de poucos nanometros a partir do seu sitio
de geracdo. Assim, se 0 FS ndo atinge o nucleo, tampouco as espécies oxidantes
fotogeradas, o DNA nuclear ndo é afetado pela TFD com AIFtCI-NP. De fato, ja foi

observado em diversos estudos que a genotoxicidade exercida pela TFD é baixa e que
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danos oxidativos diretos ao DNA nuclear ndo contribuem para a citotoxicidade da TFD
(1). Vale ressaltar que danos oxidativos ao DNA nuclear poderiam induzir alteracbes
genéticas que, embora néo letais, conferissem algum tipo de resisténcia as células
neoplasicas. A localizacdo limitada ao citoplasma também indicou que a formulacao
poderia apresentar alta citotoxicidade fotodindmica, pois esta concentragédo
citoplasmatica permite danificar importantes estruturas localizadas neste
compartimento da célula-alvo (1). Os danos causados a organelas, se extensos e
irreversiveis, podem desencadear morte celular por apoptose, necrose ou autofagia

(10).

De fato, a aplicacdo da TFD com a densidade de energia de 3 J/cm?2 induziu
morte nas células neoplasicas e ndo neoplasicas, conforme evidenciado pelo ensaio
colorimétrico do MTT (Figura 26). Entretanto, a percentagem de morte foi mais
pronunciada nas células neoplasicas em comparacdo a observada em células nédo
neoplasicas; este resultado pode ser devido a maior incorporacdo do AIFtCI-NP pelas

primeiras, conforme discutido anteriormente.

A intensa morte de células neoplasicas apdés a TFD foi acompanhada de um
fendmeno interessante. A TFD com AIFtCI-NP induziu intensa fragmentacdo de DNA
nestas células, chegando a ocorrer em cerca de 70 % das células irradiadas sob a
densidade de energia de 9 J/cm? (Figura 27). Este resultado deve-se provavelmente a
ativacdo de endonucleases ativadas por caspases (94), ao invés de estar relacionada
aos danos oxidativos diretos ao DNA nuclear decorrentes da TFD, uma vez que o

AIFtCI-NP néo foi observado no nucleo. Deste modo, a ativacao das caspases deve ter
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sido promovida por danos as organelas citoplasmaticas, um evento coerente com a

localizacéo citoplasmatica do AIFtCI-NP.

Estes achados estdo de acordo com estudos anteriormente publicados. Ja foi
observado que a inducédo de apoptose ocorre apos a TFD com baixas densidades de
energia, provavelmente em decorréncia de danos causados em organelas como a
mitocondria e o reticulo endoplasmatico (95-97). A ativacdo de caspases leva a
ativacdo de endonucleases, enzimas responsaveis pela fragmentacdo sistematica do

DNA durante o processo de apoptose (94).

As células apresentando fragmentacdo de DNA estavam, provavelmente, em
processo degenerativo. Vale lembrar que, no ensaio de fragmentacdo de DNA, apenas
as células viaveis, aderidas, sdo analisadas, uma vez que as células mortas sao
descartadas durante o processo de lavagem. Assim pode ser explicado o fato de a
porcentagem de morte celular ndo ter sido semelhante & porcentagem de células

apresentando fragmentacdo de DNA.

A porcentagem de fragmentacdo de DNA caiu para cerca de 50 % com a
irradiacdo com 27 J/cm2 em comparacdo a verificada com a de 9 J/cm2. A menor
porcentagem de células apresentando fragmentacdo de DNA ap6s TFD com a maior
densidade de energia também pode ter relacdo com o tipo de morte celular sofrida por

estas.

Quando ha necrose, geralmente pouca ou nenhuma fragmentacdo de DNA é
observada em até 24 horas (98). Desta maneira, a menor fragmentacdo de DNA

verificada nas células expostas a maior densidade de energia de irradiacdo pode ser
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devida ao aumento da ocorréncia de morte celular por necrose. A necrose acontece
guando h& dano a membrana citoplasmatica (95, 99), evento que ja foi observado em

trabalhos anteriores apos TFD com irradiacdo sob altas densidades de energia (95).

Porém, mesmo que as células neoplasicas tenham sido mais afetadas pela
TFD com AIFtCI-NP, vale ressaltar que células ndo neoplasicas apresentaram baixa
viabilidade celular apés a TFD, mostrando que, como o esperado, a atividade
fotodinamica desta formulacdo ndo se restringe as células neoplasicas. Assim, ha a
necessidade de aumentar a especificidade das nanoparticulas a massa tumoral. Neste
sentido, apesar de ndo terem sido exploradas neste trabalho, as estratégias de
direcionamento ativo podem ser Uteis para melhorar a seguranca da formulacdo. A
nanoparticula de PVM/MA, particularmente, apresenta caracteristicas que a tornam

uma potencial candidata a modificagées que levem a este tipo de direcionamento.

Primeiramente, os grupamentos anidrido do copolimero PVM/MA reagem
prontamente com aminas primarias e grupamentos hidroxila, presentes na maioria das
moléculas de direcionamento, de maneira que procedimentos simples e de baixo
dispéndio energético podem ser utilizados para a conjugacdo destas moléculas a
superficie das nanoparticulas. Esta caracteristica tem sido perseguida no
desenvolvimento de carreadores nanoestruturados de farmacos (86), inclusive para o
desenvolvimento de FS de 32 geracdo (59, 100, 101). Ja foram desenvolvidas
nanoparticulas de PVM/MA recobertas com tiamina, vitamina Bj, e diversas proteinas,
por exemplo, todos ligados através de procedimentos simples, viaveis pela presenca

dos grupamentos anidrido do PVM/MA (85, 102-104).
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Também vale ressaltar que as pontes de hidrogénio formadas entre
carboxilatos da superficie das nanoparticulas de PVM/MA e moléculas da célula-alvo
podem ser coadjuvantes da interacdo especifica promovida pelas moléculas de
direcionamento. Desta maneira, a interacdo pode ser reforcada pelas pontes de
hidrogénio formadas entre superficie das nanoparticulas de PVM/MA e a célula-alvo,
facilitando a incorporacdo do FS por esta. Nos casos em que for necessario reduzir a
bioadesividade das nanopatrticulas — para reduzir, por exemplo, a captacédo destas pelo
sistema reticuloendotelial —, h&d a possibilidade de modificar a superficie da
nanoparticula com aminas ou alcodis, por exemplo, para reduzir a quantidade de

grupamentos carboxilatos na sua superficie (86).

Desta maneira, a eficacia do AIFtCI-NP demonstrada neste estudo, juntamente
com as caracteristicas Unicas desta formulacdo, oferecem a perspectiva de que esta
seja utilizada como um fotossensibilizante de 32 geracdo na TFD. Além disso, seu
potencial para a associacdo de moléculas de direcionamento a coloca no rol de

potenciais plataformas para o direcionamento ativo de FSs as células-alvo.



102

6 CONCLUSOES

Os resultados expostos neste trabalho permitem concluir que:

1.

foi obtida uma formulacdo de nanoparticulas de poli(vinil,metil-éter-co-
anidrido maleico) associadas ao cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI-
NP), com didmetro hidrodindmico menor que 400 nm, proximo a 200 nm;
o AIFtCI-NP apresenta intensa fluorescéncia e absorbancia na regido do
espectro eletromagnético util a terapia fotodinamica antineoplasica, em
ambiente aquoso;

0 AIFtCI-NP gera oxigénio singlete quando irradiado com luz de
comprimento de onda de 670 nm, mesmo em ambiente aquoso;

a desintegracdo do AIFtCI-NP ocorre em poucas horas, por meio da
hidrolise de grupamentos anidrido, mas sem afetar a sua atividade
fotodin@mica — fluorescéncia, absorbancia e producdo de oxigénio
singlete;

o AIFtCI-NP, quando congelado, mantém sua atividade fotodinamica e
suas caracteristicas coloidais por no minimo 60 dias;

células neopléasicas captam mais avidamente o AIFtCI-NP em relacao a
células ndo neoplasicas;

o AIFtCI-NP concentra-se no citoplasma de células neoplasicas;

8. 0 AIFtCI-NP apresentou citotoxicidade fotodindmica contra células

neoplasicas que foi mais intensa do que a exercida sobre células néo
neoplasicas;
a TFD com AIFtCI-NP induziu fragmentacdo de DNA em células

neoplasicas.
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