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"Uma coisa aprendi na minha longa vida: que a nossa ciéncia, contraposta a

realidade, é primitiva e infantil. Ndo obstante, é a coisa mais preciosa que termos”.

(Albert Einstein)



Primeiramente a Deus,

forca maior a reger a minha vida, porque nada disso seria

possivel sem Sua vontade.

Eu ndo consigo entender, mas continuo confiando em meu Bom Pastor, porque sei

que Ele ndo me conduzird a nenhum caminho que Ele ndo queria que eu percorra.

(Alice Marquardt)

Eu acredito no sol, mesmo quando ndo posso vé-lo;
Eu acredito no amor, mesmo quando ndo posso senti-lo;
Eu acredito em Deus, mesmo quando Ele estd em siléncio.

(Autor Desconhecido)



Dedico, também, as pessoas mais importantes de minha vida:

“Tu te tornas eternamente responsdvel por aquilo que cativas”.

(Saint-Exupery)

Meus queridos pais, Carlos e Elza, a quem devo tudo o que tenho e
tudo o que sou, e expresso 0 meu respeito e sincero agradecimento pelo
amor, compreensao, dedicacao e, principalmente, pelas oportunidades,

apoio e incentivos dispensados durante toda minha vida.

As minhas irmas Sueli, Silvia e Flavia, que ddo um sentido especial
a minha vida e tanto contribuem para tornar a jornada mais suave.

Obrigada pela amizade sincera e apoio incondicional.

Para Yu-Wei, por tornar minha vida mais feliz.



O TAMANHO DAS PESSOAS

(William Shakespeare)

Os tamanhos variam conforme o grau de envolvimento. Ela € enorme para
vocé, quando fala do que leu e viveu, quando trata vocé com carinho e respeito,
quando olha nos olhos e sorri destravado. E pequena para vocé quando s6 pensa
em si mesma, quando se comporta de uma maneira pouco gentil, quando fracassa
justamente no momento em que teria que demonstrar o que ha de mais
importante entre duas pessoas: a amizade, o respeito, o carinho, o zelo e até
mesmo O amor.

Uma pessoa € gigante para vocé quando se interessa pela sua vida, quando
busca alternativas para o seu crescimento, quando sonha junto com vocé.
E pequena quando desvia do assunto.

Uma pessoa é grande quando perdoa, quando compreende, quando se
coloca no lugar do outro, quando age nao de acordo com o que esperam dela, mas
de acordo com o que espera de si mesma. Uma pessoa é pequena quando se deixa
reger por comportamentos clicheés.

Uma mesma pessoa pode aparentar grandeza ou miudeza dentro de um
relacionamento, pode crescer ou decrescer num espago de poucas semanas. Uma
decepgao pode diminuir o tamanho de um amor que parecia ser grande. Uma
auséncia pode aumentar o tamanho de um amor que parecia ser infimo.

E dificil conviver com esta elasticidade: as pessoas se agigantam e se
encolhem aos nossos olhos. Nosso julgamento é feito ndo através de centimetros e
metros, mas de agOes e reagOes, de expectativas e frustragoes.

Uma pessoa € tinica ao estender a mao e, ao recolhé-la inesperadamente, se
torna mais uma. O egoismo unifica os insignificantes.

Nao é a altura, nem o peso, nem os musculos que tornam uma pessoa

grande. E a sua sensibilidade sem tamanho...
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RESUMO

Microorganismos podem desenvolver resisténcia, rapidamente, ao ataque de
drogas antimicrobiais em suas respostas evoluciondrias. Isto faz muitos deles
tolerantes a altas doses de drogas que sdo esperadas inibir suas fases de
crescimento. Conseqﬁentemente, observou-se o0 crescimento do numero de
microorganismos resistentes na ultima década, fazendo antibidticos potentes e
baratos tornarem-se completamente obsoletos rapidamente, levando ao aumento
no numero de mortes em hospitais e centros publicos de assisténcia a satde.
Considerando tal aumento na resisténcia a antibiéticos por algumas bactérias
comuns, este campo requer estratégias alternativas que sejam rapidas e efetivas
para superar a resisténcia antimicrobial. Neste sentido, a terapia fotodinamica
(TFD) tem surgido como um método representativo e de valor para a erradicacao
de bactérias. A TFD é baseada no uso de um farmaco fotossensivel que, uma vez
ativado por luz em um meio oxigenado, induz a produgao de espécies reativas de
oxigénio tais como o radical peroxila, o anion radical superéxido e o radical
hidroxila (Tipo I) ou oxigénio singlete (Tipo II), que sdo danosas e definitivamente
induzem a morte da célula. A vantagem da terapia fotodindmica como protocolo
para a erradicagdo de bactéria reside no fato de ser improvavel que bactérias
possam desenvolver resisténcia a agdo fotodinamica.

Neste trabalho, procurou-se determinar a potencialidade do uso da
5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-metilpiridil)porfirina (TMPyPH»), a ftalocianina de
zinco (ZnPc) e o triarilmetano Victoria Blue BO (VBBO) como farmaco

fotossensivel para erradicacio de bactéria. Os estudos foram realizados



empregando-se os microorganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli, as
bactérias mais comumente encontradas em pacientes hospitalizados com infec¢des
sérias. Os fdrmacos tém sua agdo fotodindmica mediada por diferentes mecanismos
de fotossensibilizacdo. A TMPyPH>, um fdrmaco bem conhecido da primeira
geracdo, tem seu processo fotoquimico mediado pela producdo de oxigénio
singlete. A ZnPc é um farmaco da segunda geragdo, cuja acao procede através de
ambos os mecanismos Tipo I e Tipo II. A foto-toxicidade do VBBO envolve a
producao de radicais livres de oxigénio, mas ndo envolve oxigénio singlete. Alguns
trabalhos anteriores mostraram que bactérias Gram-negativas, como E. coli, sdo
mais eficientemente erradicadas por farmacos fotossensiveis catidnicos, como a
TMPyPH: e o VBBO. Desde que a ZnPc é um farmaco neutro, foram utilizados
lipossomas cationicos como sistema de liberagdo nos procedimentos envolvendo
este corante, de modo a intensificar a sua eficiéncia fotodindmica.

Foram determinadas a concentracao dos farmacos retida por uma suspensao
de células dos microorganismos (107 — 108 UFC.mL1) e a toxicidade destes
compostos na auséncia de luz (toxicidade intrinseca do farmaco), bem como a
reducdo no nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) apds exposicdo a
luz visivel isolada de uma fonte de luz portatil. Os farmacos foram eficientemente
retidos por E. coli e S. aureus sem qualquer toxicidade para estes microorganismos.
Paralelamente, ndo foi observado qualquer efeito danoso da luz de excitacdo para
as bactérias (toxicidade da luz). A TMPyPHo foi altamente eficiente na erradicacao
fotodindmica de ambas S. aureus e E. coli. Por outro lado, o VBBO teve sua eficdcia
limitada por suas propriedades fotofisicas bem como pela tendéncia desta classe de
corantes em formar agregados. A ZnPc também exibiu uma menor eficiéncia do
que a porfirina, devido ao seu fotobranqueamento no processo fotodindmico.

Também foi observado que o tempo de incubacdo ndo influenciou a
eficiéncia fotodinamica da TMPyPH: e do VBBO. Isto indica que a membrana da
bactéria é um importante alvo para a foto-toxicidade destes farmacos e é possivel
assumir que sua acdo é mediada por peroxidacdo de lipidios induzida pelas

espécies reativas de oxigénio (EROs).



ABSTRACT

Microorganisms can rapidly develop resistance to the attachment of
antimicrobial drugs in their evolutionary response. This makes most of them
tolerant to high doses of drugs that were expected to inhibit their growing phases.
Consequently, an increasing number of resistant microorganisms have developed
in the last decade, making potent and inexpensive antibiotics become completely
obsolete very fast, leading to increasing number of deaths in hospitals and public
health care assistance. Considering such increase in the resistance to antibiotic by
some common bacteria, this field request rapid and effective new strategies to
overcome antimicrobial resistance. In this sense photodynamic therapy (PDT) has
emerged as a representative and valuable alternative method to eradicate bacteria.
PDT protocol is based on the use of a photosensitizing agent which, once activated
by light in an oxygenated medium, induces the production of reactive oxygen
species such as peroxyl, superoxide anion radical and hydroxyl radicals
(Type I reaction), or singlet oxygen (Type II reaction), which are deleterious and
definitively induce cell death. The advantage of photodynamic therapy as a
protocol for killing bacteria lies in the fact that it is highly unlikely that bacteria
could develop resistance to photodynamic action.

In this work, an effort has been made to establish the potential significance
of  5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porphyrin ~ (TMPyPH.), the
zinc phthalocyanine (ZnPc) and the triarylmethane dye Victoria Blue BO (VBBO)
as photosensitizer for bacterial killing. The studies have been performed by

employing the microorganisms Staphylococcus aureus and Escherichia coli, the most



common bacteria isolate in patients hospitalized with serious infections. The dyes
have their photodynamic action mediated by different photosensitizing
mechanisms. TMPyPH>, a well-known photosensitizer of the first generation, has
its photochemical processes mediated by the production of singlet oxygen. ZnPc is
a second generation photosensitizer whose action proceeds via both Type I and
Type II mechanisms. The photo-toxicity of VBBO involves the production of
oxygen radicals, but do no singlet oxygen is involved. Previous works have shown
that Gram-negative bacteria, like E. coli, are more efficiently photo-killed by
cationic photosensitizers such as TMPyPHz and VBBO. Since ZnPc is a neutral dye,
we have employed cationic liposome as a drug delivery system in the procedures
involving this dye in order to increase its photodynamic efficiency.

We have evaluated the uptake of both dyes by a microorganism cell
suspension (107 — 108 CFU.mL-), and we have determined their toxicity in the
dark (intrinsic dye toxicity) and the reduction in the colony forming unity (CFU) of
these microorganisms after exposure to visible light isolated from a Hand Held
light source. The drugs were efficiently retained by E. coli and S. aureus cell without
any toxicity to these microorganisms. Besides that, no deleterious effect of the
excitation light to the bacteria (toxicity by light) was observed. TMPyPH, was
highly efficient in the photo-eradication of both S. aureus and E. coli. On the other
hand, VBBO had his efficacy limited by its photophysical properties as well as by
the high tendency of this class of dye to aggregate. ZnPc also exhibited lower
efficiency than the porphyrin due to its photobleaching in the photodynamic
procedure.

We have also observed that the incubation time has no influence on the
photodynamic efficiency of TMPyPH, and VBBO. This is an indication that the
bacterial membrane is an important target for the photo-toxicity of these dyes and
it is possible to assume that their action is mediated by a lipid peroxidation

process induced by reactive oxygen species (ROS).



I. INTRODUCAO

I.1. Resisténcia a Antibioticos

No final dos anos 20 (RANG;DALE;RITTER, 1995;
TORTORA;FUNKE;CASE, 2000), Alexander Fleming, um médico e bacteriologista
escocés, estava descartando algumas culturas de staphylococcus em placa que
haviam sido contaminadas por fungo quando observou um curioso padrdo de
crescimento nestas placas contaminadas: havia uma &rea clara ao redor do fungo,
onde a cultura de bactéria havia parado de crescer. Este fungo, mais tarde
identificado como Penicillium notatum, possuia um inibidor ativo para o
crescimento de bactéria denominado penicilina. Foi a descoberta do primeiro
antibiotico. Desde entdo, muitos outros antibidticos foram isolados ou
desenvolvidos.

O uso de antibiéticos para tratamento clinico de infecgdes teve inicio na
década de 30 e, acoplado a imunizagdo proporcionada pelas vacinas, disseminou a
crenca de que doengas infecciosas poderiam ser controladas e dominadas
(TAYLOR;STAPLETON;LUZIO, 2002). Embora os antibiéticos tenham salvado
incontdveis vidas e transformado a pratica da medicina, o otimismo inicial
demonstrou-se prematuro. O surgimento crescente de bactérias resistentes tem
feito muitos antibioticos potentes totalmente obsoletos
(STOJILJKOVIG KUMAR;SRINIVASAN, 1999) e, assim, as doengas infecciosas
permanecem como causa importante de mortalidade em todo o mundo

(BYARUGABA, 2004; TAYLOR;STAPLETON;LUZIO, 2002).
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A resisténcia a antibidticos resulta de uma resposta adaptativa dos
micrébios que os tornam tolerantes a uma certa quantidade do farmaco que
(BYARUGABA,  2004;
TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Uma observagdo preocupante é o

normalmente inibiria 0 seu crescimento

desenvolvimento de resisténcia por parte de bactérias altamente patogénicas a

multiplos farmacos (BYARUGABA, 2004), como apresentado na Tabela I.1.

Tabela I.1: Resisténcia a antibiéticos por diferentes bactérias patogénicas *

Doenca Bactéria Resisténcia
Pneumonia Streptococcus pneumoniae Penicilina
Diarréia Shigella dysenteriae Multi-resistente
Febre Tifoide Salmonella typhi Multi-resistente
Gonorréia Neisseria gonorrhoeae Penicilina e Tetraciclina
Tuberculose Mycobacterium tuberculosis ~ Rifampicina

Outras

Staphylococcus aureus

Enterococcus spp.

Meticilina e Vancomicina

Vancomicina

Klebsiella pneumoniae Multi-resistente

Pseudomonas Multi-resistente

*Fonte: (BYARUGABA, 2004)

Uma variedade de praticas humanas tem contribuido para o
desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos, como (TORTORA;FUNKE;CASE,
2000): (1) a prescrigdo extensiva e erronea de antibidticos por médicos; (2) o uso de
antibioticos em pacientes com resfriados e gripes; (3) o uso de antibiéticos em
pacientes imunodeprimidos por longos periodos de tempo para prevenir
infecgdes; (4) a dificuldade dos pacientes em seguir o tratamento prescrito; (5) os
longos tratamentos utilizando doses baixas do farmaco; (6) o uso de antibiotico na
nutricdo animal e (7) o transporte de bactérias resistentes a novas areas em funcdo
de viagens.

Ha diferentes mecanismos pelos quais as bactérias podem desenvolver

resisténcia a antibiéticos (MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY,
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2002). Um destes mecanismos é a alteracdo no sitio alvo da droga ou na enzima
ativadora do farmaco, induzidas pela mutacdo ao acaso associada a rapida
replicacdo da célula bacteriana. Embora este seja um dos principais mecanismos
de desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias (MCKEEGAN;BORGES-
WALMSLEY;WALMSLEY, 2002), estes microorganismos tém também
desenvolvido outros métodos bastante eficazes de resisténcia. Um exemplo é a
transferéncia de genes entre bactérias de culturas resistentes para outras bactérias
normais (MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY, 2002;
TORTORA;FUNKE;CASE, 2000).

O mecanismo de resisténcia mais atuante em organismos patogénicos
parece envolver o bombeamento do antibidtico para fora da célula bacteriana,
reduzindo, assim, o acimulo intracelular do farmaco (MCKEEGAN;BORGES-
WALMSLEY;WALMSLEY, 2002). Existem diversos sistemas transportadores
responsaveis pela eliminacdo dos antibiéticos da célula. Alguns transportadores
sdo ativados pelo influxo de fons H* na bactéria; outros transportadores acoplam a
liberacao do farmaco a hidrélise de ATP. Em ambos os casos, é de crucial
importancia a manutencdo de uma barreira efetiva ao redor do microorganismo
para reduzir o influxo de antibiético no interior da célula.

A inativagdo do farmaco através da alteracdo da estrutura quimica do
antibiotico por enzimas é um outro mecanismo de
resisténcia adquirida (MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY, 2002;
TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Um exemplo importante deste mecanismo é a
hidrolise do anel B-lactama de penicilinas pela acdo da B-lactamase, que resulta em
uma forma aberta do antibidtico que ndo pode se ligar ao seu sitio alvo. A enzima
B-lactamase encontrada em Staphylococcus aureus, por exemplo, em condicdes
6timas pode inativar 10° moléculas de benzilpenicilina por minuto
(MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY, 2002). Outras enzimas
modificam os antibidticos pela adicdo de grupos quimicos, resultando em um
decréscimo da afinidade do farmaco pelo sitio alvo. E o caso, por exemplo, da
cloranfenicol-acetiltransferase, que transforma o cloranfenicol em sua forma mono

ou di-acetato (MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY, 2002).
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A propria estrutura da célula bacteriana pode fornecer uma poderosa
barreira de protecdo a entrada do farmaco na célula, reduzindo, assim, a
permeabilidade da célula bacteriana aos antibiéticos. A membrana externa de
bactérias Gram-negativas, por exemplo, restringe efetivamente a permeacdo de
antibiéticos por uma série de caminhos, entre eles o didmetro e a carga dos poros
existentes na membrana. Por sua vez, a parede celular de bactérias Gram-
positivas, embora mais grossa do que aquela das bactérias Gram-negativas, nao
forma uma barreira significativa aos antibiéticos.

Outro importante mecanismo de resisténcia é a superproducao das enzimas
para as quais o antibidtico ¢é dirigido (MCKEEGAN;BORGES-
WALMSLEY;WALMSLEY, 2002; TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Por exemplo,
um micrébio pode tornar-se resistente ao trimetoprima pelo estimulo a sintese da
enzima a qual a droga é dirigida.

Bactérias que adquiriram resisténcia a um antibidtico provavelmente se
tornardo resistentes a outros farmacos da mesma classe através do fendmeno de
resisténcia cruzada (NEELY;HOLDER, 1999). Desde que existe um mecanismo
comum para a resisténcia dentro de uma classe de antibiéticos, bactérias
resistentes a um dado farmaco podem desenvolver resisténcia a um outro farmaco
desta mesma classe ao qual nunca foram expostas (NEELY;HOLDER, 1999).

O desenvolvimento de resisténcia por um microorganismo é um processo
progressivo (NEELY;HOLDER, 1999) e envolve desde os baixos niveis, através dos
niveis intermedidrios até altos niveis de resisténcia. Uma excecado é a resisténcia
mediada pela transferéncia genética direta entre bactérias, que induz
imediatamente uma intensa resisténcia a acdo do farmaco. Frequientemente, a
resisténcia aparece como o aumento gradual na concentracdo minima inibitoria do
farmaco, bem como no aumento da porcentagem de micrébios resistentes a este
antibiético como uma func¢do do tempo de tratamento.

A resisténcia de bactéria, além de um sério problema médico, consiste
também em um problema de ordem econémica. Doencas infecciosas causadas por

microorganismos resistentes sao de dificil tratamento e requerem farmacos que

sdo de acesso restritos e mais caros (BYARUGABA, 2004). Doencas causadas por
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microorganismos patogénicos resistentes a maualtiplos antibiéticos requerem
intensivo tratamento clinico e permanéncia prolongada dos pacientes em
hospitais, cujo custo é estimado entre 4 e 30 bilhdes de ddlares por ano somente
nos Estados Unidos (STOJILJKOVIC;KUMAR;SRINIVASAN, 1999).

Enquanto as nagdes desenvolvidas possuem um desenvolvido sistema de
assisténcia a sadde de seus habitantes e recursos financeiros que podem ser
empregados em tentativas de solucionar este problema, os paises em
desenvolvimento possuem recursos escassos e muito pouco tem sido feito
(BYARUGABA, 2004). Estes paises possuem ainda, como agravante, problemas
com o saneamento bésico, moradia inadequada e ma-nutricdo da populagao que,
associados ao inadequado acesso aos cuidados médicos, contribuem para a
acentuada mortalidade induzida por doencas infecciosas (BYARUGABA, 2004).

Uma alternativa para amenizar a incidéncia de resisténcia a antibioticos
entre os principais grupos de bactérias patogénicas seria o tratamento de doencas
infecciosas utilizando diferentes farmacos com modos de acdo fundamentalmente
diferentes (TAYLOR;STAPLETON;LUZIO, 2002). Entretanto, embora um extenso
niamero de antibidticos esteja disponivel no mercado para o tratamento de
infeccGes bacterianas, a maioria destes farmacos sdo estruturalmente relacionados
e sdo direcionados a poucos alvos bioquimicos no interior da célula
(TAYLOR;STAPLETON;LUZIO, 2002), o que facilita o desenvolvimento de um
mecanismo de resisténcia. Em adigdo, as grandes industrias farmacéuticas tém
diminuido os esforgos para a descoberta de novos antibidticos por diversas razdes
(SHLAES, 2003). Primeiramente, o mercado farmacéutico, embora grande, estd
saturado por um extenso nimero de produtos e algumas indastrias estdo perto de
perder a exclusividade na fabricacdo e comercializacdo de seus farmacos. Esta
competicdo pela comercializacdo de farmacos induz a reducdo dos seus precos no
mercado. Entdo, a introducdo de novos produtos deve ser incentivada pelos baixos
custos do produto.

Novos antibiéticos sdo de dificil descoberta (SHLAES, 2003). Além disso, a
comercializagdo destas novas drogas é dependente de fatores como a aprovacao

por multiplas indica¢des para atingir as expectativas de mercado e, normalmente,
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requer, em cada indicacdo, um controle de comparacdo com outros antibiéticos
conhecidos, sendo necessaria a administragdo em um grande ntimero de pacientes.
Portanto, o desenvolvimento de novos antibiéticos é um processo caro
(BYARUGABA, 2004; SHLAES, 2003) (estimado entre 300 e 800 milhdes de
dolares), que dificulta sua comercializacdo. Por esta razdo, as principais
companhias farmacéuticas tém dado prioridade ao melhoramento de antibidticos
ja bem estabelecidos (TAYLOR;STAPLETON;LUZIO, 2002).

Dada a gravidade do problema de resisténcia de bactérias a acdo de
antibioticos, novos métodos para a erradicacdo de bactérias patogénicas e o
controle de doencas infecciosas devem ser buscados. Neste contexto, a Terapia

Fotodindmica apresenta-se como uma alternativa eficiente.

I.2. Terapia Fotodinamica: Principios e Historico

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica que faz uso da
combinagdo de um farmaco fotossensivel, luz visivel e oxigénio molecular. O
farmaco, a luz ou o oxigénio ndo sdo toéxicos isoladamente
(RODRIGUEZ;,AWRUCH;DICELIO, 2002), mas, quando combinados, produzem
espécies reativas de oxigénio (EROS) que induzem dano oxidativo da célula e,
conseqientemente, a sua morte (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001;
NIEDRE;PATTERSON;WILSON, 2002; NYMAN;HYNNINEN, 2004; RAMIAH et
al., 2002; RODRIGUEZ;AWRUCH;DICELIO, 2002; STERNBERG;DOLPHIN, 1998;
VAN HENEGOUWEN, 1997). Embora o oxigénio singlete seja apontado como o
principal agente citotéxico do procedimento fotodinadmico, reagdes envolvendo
radicais livres como o anion radical superéxido e o radical hidroxila, altamente
danosos para os sistemas biologicos, podem participar ativamente do dano
fotodindmico (NYMAN;HYNNINEN, 2004; SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ,
2000; STERNBERG;DOLPHIN, 1998).

O principio basico das pesquisas voltadas para a terapia fotodinamica
consiste em encontrar um farmaco fotossensivel que: (a) ndo seja rapidamente

decomposto pela luz, impedindo, assim, que esta seja destruida antes de efetuar o
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dano fotodinamico; (b) seja eficientemente incorporado pelas células alvo e (c) seja
eficiente na producdo das espécies reativas que mediam a atividade fotodinamica
sob agdo de baixos niveis de luz visivel e, conseqiientemente, no dano foto-
induzido as células alvo.

Historicamente, o uso de luz e corantes para tratar doencas data do Egito
antigo onde, ha aproximadamente 4000 anos, tratava-se vitiligo com uma
combinacdo de plantas oralmente ingeridas e exposicdo a luz do sol. O sucesso do
tratamento era resultado de uma reagdo fotodindmica mediada pelos psoralenos
presentes nas plantas (STERNBERG;DOLPHIN, 1998). Entretanto, o estudo
sistematico das reacdes de fotossensibilizacdo induzidas por farmacos foi iniciado
apenas no final do século XIX quando Oscar Raab, um estudante de medicina
alemdo, investigou o efeito dos corantes eosina e acridina sobre o paramécio e
percebeu que, em presenca de luz, este microorganismo era rapidamente
erradicado (DOLMANS;UKUMURA;JAIN, 2003; MACDONALD;DOUGHERTY,
2001, NYMAN;HYNNINEN, 2004; STERNBERG;DOLPHIN, 1998). Em 1903,
Tappeiner e Jesionek empregaram uma solugao de eosina e luz branca para tratar
cancer de pele e observaram uma redugdo no tamanho do tumor. Estes corantes
foram nomeados “farmaco fotossensiveles” e o fendmeno observado como “acado
fotodindmica” (DOLMANS;UKUMURA;JAIN, 2003).

Meyer-Betz, em 1912, estudou o efeito fotodindmico de porfirinas em
humanos, injetando em si mesmo 200 mg de hematoporfirina (Hp)
(DOLMANS;UKUMURA;JAIN, 2003; NYMAN;HYNNINEN, 2004);
STERNBERG;DOLPHIN, 1998). Subseqiiente exposicdo de pequenas regides da
pele de seu braco a luz visivel resultou em uma forte reacdo de queima solar,
indicando que a Hp possui um efeito fototoxico. Anos mais tarde, em 1950,
Schuwartz descobriu que o efeito colateral observado por Meyer-Betz ndo era
devido a hematoporfirina, que é rapidamente liberada do organismo, e sim a uma
mistura de derivados diméricos e oligoméricos da hematoporfirina facilmente
formada durante a purificagdo deste composto (STERNBERG;DOLPHIN, 1998).

A tendéncia de porfirinas se acumularem em tumores foi descoberta em

1924, quando Policard observou que tecidos tumorais apresentavam-se mais
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fluorescentes que os tecidos normais (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001;
NYMAN;HYNNINEN, 2004). Em 1942, Auler e Banzer mostraram o actmulo
preferencial do derivado de hematoporfirina (HpD) em tecidos tumorais e a
destruicdo destes sob a acdo da luz (NYMAN;HYNNINEN, 2004). Entretanto, o
desenvolvimento da terapia fotodindmica como uma ferramenta poderosa de
diagndstico e tratamento teve inicio apenas em 1960, com os estudos de Lipson e
colegas.

Lipson (DOLMANS;UKUMURA;JAIN, 2003) relatou a propriedade de um
derivado de hematoporfirina IX modificado quimicamente através de uma reacao
de polimerizacdo parcial na preparagdo, que foi nomeada de derivado de
hematoporfirina (HpD). Este derivado possui a propriedade de se localizar
seletivamente nos tumores, tornando-se, assim, o primeiro corante a ser utilizado
na Terapia Fotodinamica. No periodo de 1960-1967, Lipson e seus colegas foram
0s primeiros a utilizarem a combinacdo do derivado de hematoporfirina e luz para
tratar um cancer de mama.

Desde o trabalho desenvolvido por Lipsen, muitos outros compostos vém
sendo investigados como farmaco fotossensivel para a terapia fotodinamica
(DOLMANS;UKUMURA;JAIN, 2003; NYMAN;HYNNINEN, 2004; PANDEY,
2000; STEWART;BAAS;STAR, 1998). A terapia fotodindmica vem sendo utilizada
no  tratamento de  diversos tipos de = tumores, tais como
(DOLMANS;UKUMURAJAIN, 2003): mama, pulmdo, esdfago, estomago,
pancreas, cérebro, cabeca e pescogo, coloretal, intraperitonial ginecolégicos, pele,
mesotelioma, intra-oculares e colangiocarcinoma.

Embora um grande namero de pesquisas tem sido destinado a avaliacdo e
implementacdo da terapia fotodindmica para o tratamento de tumores, a eficacia
desta modalidade terapéutica no tratamento de outras doengas como
(STERNBERG;DOLPHIN, 1998) a psoriase, a artrite, o glaucoma, o sarcoma de
Karposi, bem como na erradicacdo de bactérias (MERCHAT et al., 1996a;
MERCHAT et al., 1996b; MINNOCK et al., 1996; ROVALDI et al., 2000; SOL et al.,
2004; WAINWRIGHT, 1998), fungos (CALZAVARA-PINTON et al., 2004; CARRE
et al., 1999; WAINWRIGHT, 1998), virus (incluindo HIV) (SMETANA et al., 199§;
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WAINWRIGHT, 1998; WAINWRIGHT, 2002; WAINWRIGHT, 2003) e na
exterminacdo de pragas agricolas (AMOR;BERTOLOTTO;JORI, 2000; AMOR;JORI,
2000) tem sido relatada. A utilizacdo da TFD como metodologia para erradicagao
foto-induzida de bactérias foi tema deste trabalho e é mais apropriadamente
introduzida no tépico seguinte.

No Brasil, pesquisas envolvendo a TFD vém sendo conduzidas e
supervisionadas pelo Prof. Dr. Antonio Cldudio Tedesco desde 1995. Entre as
linhas de pesquisa, destacam-se a investigacdo de sistemas de liberacdo para
farmacos (NUNES, 2003; Nunes; Sguilla; Tedesco, 2004), sintese de novos farmacos
(ROTTA;LUNARDLTEDESCO, 2003; TEDESCO;ROTTA;LUNARDI, 2003) e
determinacdo da eficiéncia destes em estudos conduzidos in vitro
(LUNARDLROTTA;TEDESCO, 2003). Também, estudos clinicos para o tratamento
de cancer nas cordas vocais, estdomago, garganta e pulmao tiveram inicio em 1999
com a implementacdo da TFD no hospital Amaral de Carvalho, Jaa - SP, pelo Dr.
Guilherme Cestari Filho. Em 2000, foi iniciado o tratamento de doencas de pele
utilizando a TFD no Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP, com a participagdo de um grupo de pesquisadores composto
por quimicos, fisicos, farmacéuticos e médicos (TURCHIELLO et al., 2003).

No que diz respeito a erradicagdo de microorganismos, o Prof. Dr. Antonio
Claudio Tedesco tem coordenado, desde o inicio de 2003, um trabalho inovador
para o tratamento dentédrio. Cerca de 20 dentistas do estado de Sao Paulo e do
Parana vém utilizando os principios da terapia fotodindmica para a remogao da
placa bacteriana e tratamento de carie. O principio do método é o mesmo utilizado
para o clareamento dental, tratamento de aftas e cauterizagdo pds-implantes. Entre
as vantagens, este tratamento é indolor (portanto ndo necessita de anestesias), ndo
requer motores e ndo possui efeitos colaterais. Este procedimento encontra-se
também em estdgio avancado de pesquisa para o tratamento em outras dreas da

odontologia, como a endodontia e periodontia.
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I.2.1. Terapia Fotodinamica na Erradicagao de Bactérias

A importancia da terapia fotodinamica na eficiente erradicacao de bactérias
vem de encontro as necessidades de novas alternativas para o tratamento de
doencas causadas por microorganismos resistentes a madaltiplos farmacos
(WAINWRIGHT, 1998). A vantagem do desenvolvimento da terapia fotodinamica
para a eliminagdo de bactérias é que, uma vez que a morte das células é mediada
pela producado de oxigénio singlete e radicais livres (EROs), é improvavel que tais
bactérias resistentes possam ser selecionadas pela agdo fotodindmica
(LACEY;PHILLIPS, 2001). Além disso, infec¢des localizadas ndo precisam ser
tratadas com medicagdo sistémica se uma alternativa eficiente estiver disponivel
(WAINWRIGHT, 1998). Desta forma, os agentes sistémicos podem ser reservados
para tratamento de infec¢des mais agudas e ameacadoras. Tal situacdo é vantajosa
desde que (i) a terapia proposta evita a selecdo de microorganismos resistentes aos
agentes sistémicos e (ii) os sistemas de satide com baixos recursos financeiros,
como os dos paises em desenvolvimento, podem se beneficiar de uma reducédo de
gastos com farmacos de elevado custo.

A terapia fotodinamica vem sendo utilizada como importante ferramenta
para a esterilizacdo de camas cirdrgicas (SZPAKOVSKY et al., 1997) e no
tratamento de infec¢des ginecol6gicas (WAINWRIGHT et al., 1997), da cavidade
oral, caries e doencas da gengiva (ROVALDI et al., 2000; WILSON, 1993; WILSON
et al.,, 1995). Um fator importante na morte foto-induzida de bactérias, como no
tratamento de tumores, é a capacidade de excitar o farmaco fotossensivel no sitio
alvo especifico da infeccdo, com minima fototoxicidade aos tecidos vizinhos
(WAINWRIGHT, 1998).

No primeiro estudo sistemdtico sobre os efeitos da TFD em
microrganismos, Shawar e Cooper (SHAWAR;COOPER, 1990) relataram a
importancia da concentragdo do corante, sua absor¢do e sua relacdo com a
fotossensibilizacao de Bacillus subtilis e Streptococcus faecalis, empregando um
derivado de hematoporfirina como farmaco fotossensivel e irradiando as células

com luz monocromatica no comprimento de onda de 630 nm. Os estudos cinéticos
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conduzidos por esses autores mostraram que a quantidade de farmaco ligada as
células aumenta com o aumento da concentracdo do farmaco na mistura de
incubacdo, até a saturacdo dos sitios de ligacdo (ndo identificados).

Diversos trabalhos na area tém estabelecido que bactérias Gram-positivas
sao sensiveis a acdo fotodindmica de uma ampla variedade de porfirinas e
ftalocianinas. Por outro lado, bactérias Gram-negativas possuem uma consideravel
resisténcia ao processo de fotossensibilizacao. A principal diferenga entre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas é que a parede celular de bactérias Gram-
negativas tem uma membrana externa a camada de peptideoglicano (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Estrutura esquemadtica da parede celular de bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.

A membrana externa prové uma forte barreira de permeabilidade
dificultando a incorporagao do farmaco (POLO et al., 2000; REDDI et al., 2002).
Por exemplo, antibidticos que sao efetivos contra bactérias Gram-positivas sao

ineficientes contra bactérias Gram-negativas (LACEY;PHILLIPS, 2001). Em adicao,
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bactérias Gram-negativas contém uma superficie externa carregada negativamente
(devido as cargas negativas dos lipopolissacarideos) que ajudam a prevenir a
adsorc¢ao e/ou captacdo de corantes anidonicos (KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000;
LACEY;PHILLIPS, 2001).

Para um farmaco fotossensivel erradicar uma bactéria, a membrana
citoplasmatica da célula deve ser danificada (LACEY;PHILLIPS, 2001). Entao,
farmacos que se localizam no interior das células sdo geralmente mais eficientes.
Para os microorganismos Gram-negativos, os farmacos neutros ou negativamente
carregados ndo sao eficientemente incorporados pela bactéria. O processo inicial
para a erradicagdo fotodinamica destes microorganismos consiste, entdo, no dano
a membrana externa da célula, que permite que o fadrmaco se incorpore em sitios
celulares internos onde a acdo fotodinadmica é mais eficiente (por exemplo, a
membrana citoplasmatica) (LACEY;PHILLIPS, 2001).

A baixa permeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas
aos farmaco fotossensiveis pode ser aumentada pelo tratamento prévio com
agentes quimicos ou biolégicos tais como CaCl> ou Tris-EDTA, que induzem a
liberacdo de mais de 50% dos lipopolissacarideos da membrana externa
(LACEY;PHILLIPS, 2001; (EDDI et al., 2002). Neste caso, uma importante limitagao
precisa ser considerada. A administragdo de agentes quimicos, juntamente com o
farmaco, pode ser impraticavel para os propésitos clinicos devido a dificuldade de
obtencao de uma distribuicao simultanea destes compostos num tecido ou célula
(POLO et al., 2000). Entdo, novas estratégias sdo necessarias para a erradicacao de
microorganismos Gram-negativos.

A maioria dos fadrmacos usados na terapia fotodindmica que sdo ineficientes
contra estas bactérias sdo neutros ou negativamente carregados (MERCHAT et al.,
1996a; MERCHAT et al, 1996b; MINNOCK et al, 1996). Entretanto, novas
perspectivas advém da observagdo de que bactérias Gram-negativas podem ser
eficientemente erradicadas por farmacos catidnicos mesmo na auséncia de aditivos
(ASHKENAZLNITZAN;GAL, 2003; PHOENIX et al., 2003; POLO et al., 2000;
REDDI et al., 2002; SOL et al., 2004; WAINWRIGHT, 1998). A carga positiva do

farmaco fotossensivel favorece a forte interacdo eletrostatica com os sitios
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negativamente carregados da superficie da célula bacteriana, aumentando a
eficiéncia do processo fotodindmico (POLO et al., 2000; REDDI et al., 2002).

Neste trabalho, foi proposto um estudo comparativo da eficiéncia dos
farmacos fotossensiveis 5,10,15,20-terakis(4-N-metilpiridil)porfirina (TMPyPH>),
ftalocianina de zinco (ZnPC) e Victéria Blue BO (VBBO) na erradicagdo de ambos
microorganismos Gram-negativo (E. coli) e Gram-positivo (S. aureus). A TMPyPH,
e o VBBO sao farmacos catidnicos. A ZnPc, por ser neutra, foi incorporada
previamente aos ensaios fotodindmicos em lipossomas cationicos. A estrutura
molecular dos farmacos utilizados bem como suas caracteristicas fotoquimicas sao
apresentadas no Tépico L.5.

A seguir, sao descritos os mecanismos de producado das espécies reativas

que mediam a agdo fotodindmica destes farmacos.

I.3. Os Mecanismos de Fotossensibilizacao

No diagrama de Jablonski (Figura 1.2) estdo representados os processos

fotofisicos que um farmaco fotossensivel pode sofrer apds a absorcao de radiacao.
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Figura 1.2: Digrama de Jablonski para um sistema fotoluminescente.
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Ap6s iluminacdo (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001), o farmaco (°F) é
excitado para o seu primeiro estado singlete superior ('F). Este estado excitado
tem um tempo de vida curto (da ordem de nano-segundos) para interagir
efetivamente com as moléculas vizinhas e normalmente perde energia
rapidamente através de processos radiativos (emissao de fluorescéncia) e/ou nao
radiativos (conversdo interna, cruzamento intersistemas). Em termos de TFD, o
mais importante destes processos é o cruzamento intersistemas, caracterizado por
uma inversao de spin eletrénico, que leva o farmaco fotossensivel a popular o seu
estado triplete excitado (F). A partir do estado triplete, o farmaco pode retornar
para o estado fundamental pelo processo de conversdo interna ou pelo processo
de emissdo de fosforescéncia. De maior importancia que os processos fotofisicos,
entretanto, sdo os processos fotoquimicos que a droga pode sofrer neste estado
excitado.

O estado triplete excitado tem um tempo de vida da ordem de ps
(micro-segundos), que é longo o suficiente para permitir a interacao do farmaco no
estado excitado com moléculas vizinhas. Neste estado excitado, o farmaco pode
entdo, por reacdes de abstracdo de hidrogénio ou transferéncia de elétrons com
substratos organicos (S), produzir um substrato oxidado (5*) e o farmaco
fotossensivel reduzido (3F**) que reage com o oxigénio molecular (302) gerando
espécies reativas de oxigénio como anion radical superdxido (O2™) e radical
hidroxila (OH®), capazes de induzir irrepardveis danos oxidativos as células
(ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001; MACDONALD;DOUGHERTY, 2001). Este

mecanismo de fotossensibilizagdo é conhecido como Tipo 1.
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TIPO I: Reacido redox com biomoléculas, producao de anion radical superdxido,

radical hidroxila, etc.

SF+S— >F™ +S™° (Transferéncia de Elétrons)
S™*+20, —5+05° ——»HO® +HO®

Alternativamente, o foirmaco em seu estado excitado triplete pode transferir
0 seu excesso de energia para o oxigénio molecular com formacdo de oxigénio
singlete (102) (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001;
MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN, 2004). Esta reagdo de

transferéncia de energia define o mecanismo de fotossensibilizagao Tipo II.

TIPO II: Reac¢des de transferéncia de energia com producao de oxigénio singlete.

3p4+3 O, SN Oy (Transferéncia de Energia)

1 Oy +S——>S—-0OO0H (Peroxidos, etc...)

O oxigénio singlete reage rapida e indiscriminadamente com os mais
variados materiais biolégicos como lipidios insaturados, aminoacidos, proteinas e
acidos nucléicos, sendo apontado como o principal responsavel pela inativagao da

célula (SPILLER et al., 1998).
I.3.1. Oxigénio Singlete na Terapia Fotodinamica
A Figura 1.3 apresenta o diagrama de orbital molecular para o oxigénio
molecular. A configuragdo eletronica para o estado fundamental desta molécula é

caracterizada pela presenca de dois elétrons desemparelhados no orbital 2m*,

43



sendo um deles localizado no orbital 2n* e outro no 2my*, em acordo com a regra
de Hund (RYTER;TYRRELL, 1998). Os orbitais 2r.* e 2my* sdo degenerados, ou
seja, sdo orbitais diferentes, mas com a mesma energia.

A existéncia de dois elétrons desemparelhados na molécula confere
paramagnetismo ao oxigénio molecular. Na auséncia de um campo magnético a
configuracdo eletronica sera indistinguivel. No entanto (FRIDOVIVCH, 1998;
MACDONALD;DOUGHERTY, 2001), em presenca de campo magnético, trés
diferentes momentos angulares de spin sdo revelados (ambos spins orientados
para cima, ambos spins orientados para baixo ou um spin orientado para cima e o

outro para baixo) e, portanto, o oxigénio pode ser descrito como triplete.
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Fonte: (ATKINS, 1994)

Figura 1.3: Diagrama de orbital molecular para o oxigénio molecular.

Esta estrutura eletronica do oxigénio em seu estado fundamental confere
uma barreira para a sua reacdo com a maioria das moléculas organicas
(FRIDOVIVCH, 1998; RYTER;TYRRELL, 1998). Isto ocorre porque os elétrons com
spins opostos de tais moléculas organicas devem juntar-se aos elétrons
desemparelhados do O. Assim, em um mesmo orbital deverdo coexistir dois
elétrons com o mesmo numero quantico de spin, o que é energeticamente

desfavorével, como descrito pelo principio de exclusdo de Pauli.
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Esta restricdo induzida por spin é removida com a formacdo do oxigénio
singlete. O oxigénio singlete ¢ uma forma altamente reativa do oxigénio que é
produzida pela inversdo de spin de um de seus elétrons mais externos
(RYTER;TYRRELL, 1998). Como descrito no tépico anterior, o oxigénio singlete
pode ser produzido por fotossensibilizacdo, através da transferéncia de energia de
um farmaco fotossensivel no estado excitado triplete para o oxigénio molecular
(MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN, 2004).

O 10, pode existir em duas formas distintas: 'Ag, que é 22,6 Kcal.mol! mais
energético que o 30, e uma forma mais energética, Xg*, que é 37 Kcal.mol! mais
energético que o oxigénio molecular (Figura 1.4) (RYTER;TYRRELL, 1998; TURRO,
1978).

0, (%) — 4
0. (8 4 F
0. () 4 4

Figura I.4: Distribuicao eletrénica nos orbitais moleculares n* do oxigénio molecular no

estado fundamental (3Zy) e no estado excitado singlete (1Ag, 135%).

A forma Xg*, todavia, decai para a forma menos energética ('Ag)
imediatamente apés a sua formagdo (tempo de vida de aproximadamente 20
picosegundos em metanol (SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000)) sendo, assim,
irrelevante para sistemas bioldgicos. O 1Ag, por sua vez, reage rapidamente com
biomoléculas essenciais tais como lipidios insaturados, colesterol, aminoécidos

bem como bases dos acidos nucléicos (BONNET, 1995; NYMAN;HYNNINEN,
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2004), sendo apontado como intermedidrio principal no dano celular foto-

induzido (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; SPILLER et al., 1998). O Esquema

I.1 apresenta os produtos da reacdo do oxigénio singlete com algumas destas

biomoléculas essenciais.
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Esquema I.1: Reacdo do oxigénio singlete com algumas biomoléculas.
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O oxigénio singlete é tdo reativo que tem um tempo de vida na faixa de 10 -
100 ps em solventes organicos (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001), o que indica
que, uma vez produzido, esta espécie reage rapidamente na proximidade de seu
sitio de formagdo (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001, NYMAN;HYNNINEN,
2004; SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000)

I.3.1.1. Determina¢dao do Rendimento Quantico de Producado

do Oxigénio Singlete

Uma vez que o oxigénio singlete (RYTER;TYRRELL, 1998) é considerado
como o principal responsavel pela morte celular no processo fotodindmico
(SPILLER et al., 1998), a eficiéncia na producado desta espécie reativa de oxigénio é
uma propriedade almejada entre os farmacos fotossensiveis. Por sua vez, a
eficiéncia da producao de oxigénio singlete por um composto é estimada pelo
rendimento quéntico de produgao do oxigénio singlete (D).

Especialmente para a terapia fotodinamica, é importante conhecer o
rendimento quantico de producdo do oxigénio singlete pelas drogas em sistemas
similares aos sistemas biolégicos. Assim, um grande ntimero de investigagdes tem
sido realizado em meio aquoso e microheterogéneos como micelas e lipossomas
(SPILLER et al., 1998).

Diferentes métodos podem ser aplicados para a determinacao do ®,. Estes
podem ser separados em fotoquimico, fotofisico e, menos comumente, método
fototérmico.

O método fotoquimico é baseado na reagdo entre o oxigénio singlete com
um composto sensivel a esta espécie ativada de oxigénio. Experimentalmente,
prepara-se uma solucdo contendo o farmaco e o composto supressor numa
concentragdo conhecida e oxigénio. Apés irradiacdo, o farmaco no seu estado
triplete transfere energia para o oxigénio molecular dissolvido no meio
produzindo, assim, o oxigénio singlete que reage rapidamente com o composto
supressor. Como resultado desta reacdo, ocorre a decomposicdo do composto

supressor que pode ser acompanhada por espectroscopia de UV - visivel,

47



monitorando-se a diminuicdo da intensidade de absorcdo deste composto.
Analisando-se (SPILLER et al., 1998) a porcentagem de diminuigdo na absorbancia
do composto supressor apés a reacdo com o oxigénio singlete pode-se, entdo,
calcular o rendimento quantico de degradacdo deste composto. Em geral, o
experimento é concluido ap6s 15% de decomposigao.

O rendimento quéntico de producdo de oxigénio singlete pode, entdo, ser

determinado pela seguinte equacao:

1 _ 1 p -
(D_S = o, (1 + [Sup]J (Equacao 1)

em que ®s é o rendimento quantico de decomposicao do composto supressor, D, é

o rendimento quantico de producdo do oxigénio singlete e § é dado pela equagao
p=—" (Equagao 2);

Aqui, kq é a constante de velocidade para o decaimento espontaneo do 'O para

seu estado fundamental e k; a constante para a reacdo quimica entre o oxigénio

. . . e 1
singlete e o composto supressor. Assim, construindo-se um gréfico de oo Por

obtém-se como coeficiente linear da reta obtida o inverso do rendimento

[Sup]
quantico de producao do oxigénio singlete (@Lj
A

Um composto supressor eficiente deve reagir facil e exclusivamente com o
oxigénio singlete com uma estequiometria 1:1. Além disso, os produtos gerados
ndo devem apresentar bandas de absorcdo na mesma regido do composto
supressor (o que interferiria na quantificagdo da decomposicdo deste composto)
nem reagir rapidamente com oxigénio singlete (SPILLER et al., 1998). O supressor

quimico mais comum em solventes organicos é o 1,3-difenilisobenzofurano
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(DPBF). Entretanto, outros furanos bem como derivados do antraceno, o
nucleotideo guanina e a bilirrubina tém sido aplicados com sucesso como
supressores quimicos do oxigénio singlete. Em meio aquoso, o composto mais
usado é o p-nitroso-dimetilanilina (RNO).

Sendo o oxigénio singlete uma molécula no estado eletrénico excitado, ela

pode decair emitindo luz. Existem dois tipos de emissdes possiveis:

0, (1Ag J+0, (1Ag )0, (325 )+ hv (1= 634703 nm)
EMISSAO BIMOLECULAR

0, (1Ag )0, (325 J+ hv (A =1270 nm)
EMISSAO MONOMOLECULAR

A emissdo bimolecular pode ser monitorada por meio de uma
fotomultiplicadora sensivel a regido do vermelho, termoeletricamente resfriada,
conectada a um sistema discriminador e amplificador. A emissao monomolecular
pode ser detectada por um espectrofotdmetro que tenha um fotodetector como um
fotodiodo de Germanio. A intensidade de emissao é diretamente proporcional a
concentragdo do 'O: e fornece uma medida da quantidade produzida.

O método fotofisico é baseado na deteccdo da emissao de fosforescéncia do
oxigénio singlete em 1270 nm. A intensidade de fosforescéncia (I) do oxigénio

singlete pode ser descrita pela equagao:
[=7Kg.tA.Dp .(1 ~1074 )IEX (Equacao 3)

onde Kg é a constante de velocidade das transi¢des radiativas, Iex é a energia de
excitagdo, y é um fator constante dado pelo equipamento, 14 é o tempo de vida do
oxigénio singlete, A é a densidade 6ptica no comprimento de onda de excitagao e
®, é o rendimento quantico a ser calculado. A intensidade de fosforescéncia em
um dado solvente depende apenas de vy, ta, ®a A e Iex. Assim, mantendo-se

constante a densidade 6ptica e a energia de excitacdo, a relacdo entre a intensidade
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de fosforescéncia do oxigénio singlete produzido por um composto de referéncia e

por uma amostra pode ser descrita pela equagao:

I

amostra 10)) .
I A _referéncia-
referéncia TA _amostra

TA _referéncia

Dy = (Equagao 4)

I.3.2. Radicais Livres de Oxigénio na Terapia Fotodindamica

Além do oxigénio singlete, outras espécies reativas de oxigénio podem
também ser produzida no processo de fotossensibilizagdo (Mecanismo do Tipo I)
(MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN, 2004;
SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000). Estas espécies reativas incluem o anion
radical superéxido (O2*), o radical hidroperoxila (HO:*), o peréxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (HO®), que podem facilmente oxidar uma grande
variedade de biomoléculas (SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000). Os substratos
mais eficientemente degradados por estas espécies reativas incluem aqueles
facilmente oxidados (tais como aminas e fendis) ou reduzidos (como as quinonas).

As reagdes do Tipo I sdo mais eficientes em baixas concentracdes de
oxigénio e altas concentracdes de substratos (SOBOLEV;JANS;,ROSENKRANZ,
2000; Spikes, 1989). A formacao de complexos entre o farmaco fotossensivel e o
substrato previamente a ativacdo daquele com luz de comprimento de onda
adequado deve aumentar a probabilidade de reagdes do Tipo I por causa da
proximidade entre o farmaco e as moléculas do substrato .

Reacdes de radicais livres com moléculas estaveis tém uma especial
caracteristica que é a amplificagdo das conseqiiéncias pela ativagdo de reagdes em
cadeia. Isto ocorre porque a reacdo de um radical livre com tais moléculas sempre
produz um outro radical livre (FRIDOVIVCH, 1998). A Figura 1.5 esquematiza a
formagao de varios radicais livres que podem ser produzidos em sistemas

biolégicos a partir do anion radical superéxido.
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Superdxido

Alcoxila 02-

HO2 Hidroperoxila

=7 LAY

RO,H - - ~Hy0, + O,

’\//

Peroxla +
‘\\ = H:.droznla.

Carbono

Fonte: (HALLIWELL,GUTTERIDGE, 1989)

Figura 1.5: Radicais livres produzidos por reacdes em cadeia nos sistemas biologicos.

Embora os sistemas vivos possuam sistemas voltados para a defesa contra a
agdo destas espécies reativas (como as enzimas superéxido dismutase, catalase e
peroxidases,  por  exemplo, entre outros) (FRIDOVIVCH, 199§;
HALLIWELL,GUTTERIDGE, 1989), a variedade de radicais livres que podem ser
formados por reacdes em cadeia aponta para extensdo dos danos que estas

espécies reativas podem induzir aos sistemas biolégicos.
1.3.3. Espécies Reativas de Oxigénio na Erradicacao de Bactéria

A Tabela 1.2 apresenta os principais caminhos foto-téxicos que conduzem a
erradicacdo das células bacterianas (WAINWRIGHT, 1998). Enquanto o tipo
predominante de agdo fotodinamica é, freqiientemente, determinado pela classe
do composto utilizado como farmaco fotodindmico, o modo exato de agado §é,
também, governado pelo sitio de agdo que, por sua vez, é dependente da
localizagao do farmaco na célula alvo (WAINWRIGHT, 1998).

Uma possivel reacdo pelo mecanismo Tipo I de fotossensibilizacdo envolve
a interagdo do farmaco fotossensivel no estado excitado triplete com a dgua do

ambiente produzindo radical hidroxila, que pode reagir com biomoléculas ou
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combinar-se entre si para formar peréxido de hidrogénio in situ com conseqtientes
resultados citotoxicos (WAINWRIGHT, 1998).

Reacdes tipicas do mecanismo de fotossensibilizacdo do Tipo I incluem a
abstracdo de hidrogénio alilico de moléculas insaturadas tais como fosfolipidios
(WAINWRIGHT, 1998). A espécie radical formada pode, entdo, reagir com o
oxigénio molecular para formar hidroperéxidos do lipidio. A peroxidacdo de
lipidio danifica a integridade de membrana, causando perda de fluidez e
aumentando a permeabilidade i6nica. Outras moléculas da membrana celular que
podem ser danificadas incluem aminolipidios e peptideos. Entdo, inativacdo de
enzimas e receptores de membrana é também possivel (WAINWRIGHT, 1998).

Reacoes mediadas pelo oxigénio singlete sdo consideradas como o principal
processo foto-oxidativo no dano a célula bacteriana (WAINWRIGHT, 1998). Como
anteriormante descrito, o oxigénio singlete reage com moléculas envolvidas na
manutencao da estrutura da membrana celular como fosfolipidios, peptidios e

esterdis, bem como aminoacidos e acidos nucléicos (WAINWRIGHT, 1998).
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Tabela 1.2
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I.4. Os Microorganismos Utilizados: Staphylococcus aureus e Escherichia

coli

Neste trabalho, os microorganismos escolhidos para os ensaios
fotodindmicos foram Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli
(Gram-negativo).

S. aureus é um microorganismo altamente patogénico que, devido a intensa
produgdo de toxinas, pode causar infeccdes em diferentes partes do corpo
(LIVERMORE, 2000). Infeccoes na pele e tecidos moles, por exemplo, sao comuns e
abrangem desde erupcdes menores até impetigo. A bactéria é também um invasor
comum de cortes cirtrgicos e outras feridas, sendo um importante causador de
infeccao hospitalar. Além disso, S. aureus é um microorganismo oportunista capaz
de induzir meningite ap6s neurocirurgias e pneumonia em pacientes com as via
aéreas debilitadas. A bactéria possui, ainda, a capacidade de crescer em certos
alimentos que apresentam alta pressdo osmoética (tais como presunto e outras
carnes curtidas) ou em alimentos com pouca umidade que tendem a inibir o
crescimento de outros microorganismos (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). A
ingestdo de enterotoxinas produzidas por estes microorganismos em alimentos
contaminados, a causa mais comum da intoxicacdo alimentar, causa vOmito,
nausea e forte diarréia.

S. aureus possui capacidade de desenvolver rapidamente resisténcia a
antibiéticos, seja através de mutacdo celular, seja através do mecanismo de
transferéncia de DNA (LIVERMORE, 2000). Um estudo para estimar a resisténcia
a antibidticos por S. aureus isolado de infecgdes de pele de 229 pacientes foi
realizado no Japao (NISHIJIMA;KUROKAWA, 2002). Os resultados indicaram
uma acentuada resisténcia do microorganismo aos 22 diferentes antibi6ticos
utilizados no tratamento, indicando a elevada incidéncia de resisténcia a multiplos
farmacos. Entao, a alta patogenicidade do microorganismo associada a dificuldade
no tratamento das doencas através de sua eficiente erradicacao, resulta em um alto

indice de mortalidade induzido por este microorganismo (LIVERMORE, 2000).
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Escherichia  coli é bactéria comum no trato intestinal humano
(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Esta bactéria pode ser uma causa comum de
infecgdes do trato urindrio e certas linhagens produzem enterotoxinas que causam
varias doengas de origem alimentar. Existem varios tipos patogénicos distintos de
E. coli. A cepa enterotoxigénica ndo é invasiva, mas produz uma enterotoxina que
induz diarréia. As cepas enteroinvasivas invadem a parede intestinal resultando
em inflamacdo, febre e, algumas vezes, diarréia. Existem ainda as cepas
enterohemorrégicas, que produzem toxinas responséaveis pela colite hemorrégica
(uma inflamacao do célon com sangramento). Muitos pacientes infectados por este
micrébio tém fezes combinadas com grandes quantidades de sangue, mas sem
febre. Uma complicacdo perigosa é a sindrome hemoliticourémica (sangue na
urina, insuficiéncia renal), que ocorre quando os rins sdo afetados pela toxina.
Cerca de 5 - 10 % das criancas pequenas infectadas progridem para este estagio e a
taxa de mortalidade é alta. Algumas criancas podem requerer didlise renal ou
mesmo transplantes.

Microorganismos Gram-negativos, como a E. coli, sdo tipicamente mais
resistentes a antibidticos do que microorganismos Gram-positivos. Esta
observacao tem sido explicada pela presenca de uma membrana externa na célula
Gram-negativa que limita o acesso de antibiéticos aos seus alvos na bactéria
(POOLE, 2001). Em muitos casos, a resisténcia ¢é intrinseca e ocorre
independentemente de mutacdes ou da aquisicdo de determinantes exdgenos de
resisténcia. Embora a membrana externa dos microorganismos Gram-negativos
seja por si s6 um fator determinante de resisténcia, a eficiéncia de um outro
mecanismo, o bombeamento do antibiético para fora da célula bacteriana, é
dependente da presenca desta membrana externa. Entdo, a combinagdo do efeito
limitador a entrada do farmaco associado a funcdo ativa de excrecdo da droga
reduz o acimulo do farmaco e, assim, protege a célula do efeito danoso destes
agentes.

S. aureus e E. coli sdo as bactérias mais comumente encontradas em

pacientes hospitalizados para o tratamento de infec¢des fortes (LIVERMORE,
2000; STOJILJKOVIGKUMAR;SRINIVASAN, 1999), o que justifica a escolha
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destas para a avaliacdo da eficiéncia da terapia fotodindmica como método de

erradicacdo de microorganismos.

I.5. Os Farmacos Fotossensiveis Utilizados no Projeto

Muitos sdo farmacos fotossensiveis utilizados em ensaios fotodinamicos
para a erradicagao de bactérias, incluindo porfirinas (ASHKENAZI;NITZAN;GAL,
2003; MERCHAT et al., 1996a; MERCHAT et al., 1996b; REDDI et al., 2002; SOL et
al., 1998; SOL et al., 2004; SZOCS et al., 1999), ftalocianinas (LACEY;PHILLIPS,
2001, MINNOCK et al., 1996), clorinas (ROVALDI et al.,, 2000), derivados de
porficenos (LAURO et al., 2002; POLO et al., 2000) e derivados de fenotiazina
como o azul de metileno e o azul de toluidina (KOMERIK;WILSON, 2002;
KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000; PHOENIX et al., 2003, ROMANOVA et al,,
2003; SOUKOS et al., 1996; ZEINA et al., 2001).

Neste trabalho, os farmacos fotossensiveis empregados nos estudos para a
erradicacdo  fotodindmica de E. coli e S. aureus foram a
5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-metilpiridil)porfirina (TMPyPH>), a ftalocianina de
zinco (ZnPc) e o triarilmetano Victoria Blue BO (VBBO). A estrutura molecular

destes compostos é apresentada no Esquema 1.2.
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(A)
N"(CH,CH3),
O N(CH,CHz),
N
CH;CHy” ‘g
(B) ©)

Esquema I.2: Estrutura molecular dos farmacos fotossensiveis utilizados neste trabalho:

(A) TMPyPH,, (B) VBBO e (C) ZnPc.

A TMPyPH; (Esquema 1.2 (A)) é uma porfirina tetracationica pertencente a
primeira geragdo de farmaco fotossensiveis. A importancia desta porfirina é
atestada pelo grande ntimero de ensaios fotodindmicos que vem sendo utilizada,
0s quais visam determinar suas propriedades fotofisicas
(KADISH;MAIYA;ARAULLO-MCADAMS, 1991), sua complexacdao com proteinas
(BORISSEVITCH et al, 1996, BORISSEVITCH et al, 1997
BORISSEVITCH;TOMINAGA;SCHMITT, 1998) e DNA (DE PAOLI et al., 2002;
GANDINI et al., 1998; GANDINI et al., 1999) e, mais recentemente, em estudos de
erradicacgdo fotodinamica de bactérias (MERCHAT et al., 1996a; MERCHAT et al.,

1996b; REDDI et al., 2002). Devido as suas cargas positivas, esta porfirina tem se
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mostrado eficiente na erradicacdo de ambas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (MERCHAT et al., 1996a; MERCHAT et al., 1996b; REDDI et al., 2002).
De acordo com Reddi e colaboradores (REDDI et al, 2002), a eficiéncia
fotodinamica na erradicacdo de bactérias Gram-negativas é principalmente
mediada pela deterioracao induzida pela TMPyPH> das fun¢des enzimaéticas e de
transporte de ambas as membranas externas e citoplasmatica.

A eficiéncia demonstrada pela TMPyPH: nos estudos de foto-oxidacao
realizados in vivo e in vitro JUARRANZ et al., 1995), é mediada pelo mecanismo
de fotossensibilizagdo do Tipo II, ou seja, pela producado de oxigénio singlete com
altos rendimentos (KRUK et al., 1998a; MERCHAT et al., 1996b).

A ftalocianina de zinco (Esquema 1.2 (B)) é pertencente a segunda geracao
de farmacos fotossensiveis. A segunda geracdo de farmacos sensiveis foi
desenvolvida numa tentativa de superar algumas desvantagens observadas para
os farmacos da primeira geracao (hematoporfirina e seus derivados) no tratamento
de tumores (BONNET, 1995, NYMAN;HYNNINEN, 2004), tais como: (i) baixa
seletividade com respeito a incorporacdo e retencdo por células tumorais;
(ii) fotossensibilidade cutdnea (edema, eritema e lesdes cutaneas) por algumas
semanas; (iii) estas drogas exibem fraca absorcdo de radiacdo na regido do
vermelho, regido adequada para excitacdo dos farmacos devido a méxima
penetracdo de luz desta faixa de comprimento de onda do espectro
eletromagnético nos tecido e (iv) estas drogas sdao misturas diméricas e
oligoméricas complexas da hematoporfirina de dificil isolamento na sua forma
monomérica. Neste contexto, as ftalocianinas mostram-se mais seletivas pelos
tecidos tumorais, com baixa fototoxicidade aos tecidos sadios e eficiéncia na
producao de oxigénio singlete (OWENS et al., 1998).

A ZnPc atualmente encontra-se em fase de teste clinico para tratamento de
tumores na Europa (GARBO, 1996, HADJUR et al.,, 1997; JORI, 1996). A acao
fotodindmica deste é mediada por ambos os mecanismos de fotossensibiliza¢do
(HADJUR et al, 1997, MAREEKUZNETSOVA;NYOKONG, 2001,
MAREE;NYOKONG, 2001), ou seja, através da producao de oxigénio singlete,
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bem como outras espécies reativas de oxigénio como o dnion radical superéxido, o

radical hidroperoxila, o peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila.

Producao de Espécies Reativas de Oxigénio pela ZnPc

3 ZnPc+ O, —)ZnPc+1Oz
3ZnPc+0y) —>ZnPc*t +0,°~
3 ZnPc + Sub—> ZnPc®™ +Sub®*

ZnPc®” + Oy ——>ZnPc+05°~

+

0, 1 ,Ho,*

HO,*® +Sub-H——>H,O5 +Sub®
05, +05° +2H" —>H,0, +O,
H,O05 +ZnPc*” ——°*OH+OH™ + ZnPc

Sub®t:Sub®;H 2Oy ——reagdes adicionais

O grande poder oxidativo das espécies reativas produzidas, bem como a
capacidade de reacdes em cadeia iniciadas pelas espécies radicalares, pressupdem
a eficiéncia fotodinamica deste farmaco.

Embora a ZnPc se apresente como um potente farmaco para o tratamento
de neoplasias, a sua atuagdo na erradicacdo fotodinamica de bactérias nao tem tido
sucesso (LACEY;PHILLIPS, 2001). A razdo para isso pode ser relacionada com a
sua neutralidade, uma vez que os mais eficientes para a erradicagdo das bactérias
sdo positivamente carregados (LACEY;PHILLIPS, 2001; MINNOCK et al., 1996).

Por essa razao, nos ensaios para a erradicagdo de Escherichia. coli e S. aureus, a ZnPc
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foi previamente incorporada em um sistema lipossomal catiénico, que foram
utilizados como sistema de liberagdo para o farmaco.

O Victoria Blue BO (Esquema 1.2 (C)), outro fadrmaco fotossensivel da
segunda geracgao, pertence a familia dos triarilmetanos. Os triarilmetanos sdo uma
classe de corantes com uma ampla variedade de aplica¢des tecnolégicas, tais como
(LEWIS;INDIG, 2000) corantes téxteis, corantes para comida, drogas e cosméticos,
marcador biolégico, agentes anti-microbiais e anti-helmintico e muitos deles estao
sendo investigados para a terapia fotodindmica de cancer (BAPTISTA;INDIG,
1998; LEWIS;INDIG, 2000; VIOLA et al., 1996; VIOLA et al., 2000).

Estudos voltados para o tratamento de neoplasias utilizando o VBBO
requereram baixa concentragao do farmaco, curto tempo de incubagdo e moderada
dose de radiacdo para a erradicagdo das células malignas, indicando que este
composto é farmaco promissor para a terapia fotodinamica (VIOLA et al., 1996).

Outro estudo tem descrito a potencialidade da utilizacdo do verde de
malaquita, um outro farmaco pertencente a familia dos triarilmetanos, como
farmaco fotossensivel para a erradicacdo de Staphylococcus aureus (GOLDING et
al., 1998).

O mecanismo de fotossensibilizagdo que media a a¢do fotodinamica do
VBBO foi investigado utilizando-se ressonancia paramétrica eletronica (EPR)
(BREZOVA et al., 2004; VIOLA et al., 1996). Nos experimentos realizados pelo
grupo de Julliard (VIOLA et al., 1996), foi detectada a producdo de espécies
reativas de oxigénio como o anion radical superéxido e o radical hidroxila ap6s
irradiacdo com luz visivel de solucdes aquosas e/ ou lipossomas de DPPC
saturado com oxigénio. Por outro lado, nas mesmas condicdes, ndo foi possivel
detectar a producdo de oxigénio singlete, indicando que acdo fotodinamica do
VBBO ¢é mediada pelo mecanismo de fotossensibilizagdo do Tipo I. Entdo, os
resultados obtidos por este grupo indicaram que a foto-toxicidade do VBBO se
processa através de um modo diferente daquele observado para a maioria dos
farmacos da segunda geracdo, ou seja, ndo envolve a producdo de oxigénio

singlete.

60



Em um estudo mais recente, também utilizando a técnica de EPR,
entretanto, Brezova e colaboradores (BREZOVA et al., 2004) detectaram a
formacdo de oxigénio singlete, além das espécies radicalares produzidas no
mecanismo de fotossensibilizagdo do Tipo I. Neste estudo, a formacdo do oxigénio
singlete ap0s irradiacdo das solugdes dos triarilmetanos foi confirmada utilizando-
se a reagdo seletiva do 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TEMP) com o oxigénio

singlete, que resulta na formagao de um radical nitroxila estavel (TEMPOL).

OH OH
H;C CHjz 1 O 5 H;C CH;
ne N cH N “cH
3 I 3 H;C 3
H 0.
TEMP TEMPOL

A evidéncia para a producao de oxigénio singlete, no entanto, foi observada
somente para irradiacdo de solucdes de triarilmetanos em dimetilsulféxido
(BREZOVA et al., 2004). Em outros solventes, como dgua deuterada ou etanol, a
producao de oxigénio singlete ndo foi detectada, o que foi atribuido ao curto
tempo de vida desta forma ativada do oxigénio nestes solventes (BREZOVA et al.,
2004). Neste artigo, os proprios autores afirmam que suas observacdes ndo sao
consistentes com outros trabalhos encontrados na literatura.

Varias sdo as reagdes de transferéncia de elétrons que podem estar
envolvidas na producdo do anion radical superéxido, como demonstrado pelas
equacOes apresentadas a seguir (VIOLA et al., 1996). Também, pode-se observar
que a producdo desta espécie reativa de oxigénio pode ocorrer a partir de ambos

os estados excitados singlete ou triplete do farmaco (VIOLA et al., 1996).
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Producio do Anion Radical Superéxido pelo VBBO

VvBBO— ,1vBBO— >3 VBBO (processo de excitagao)
1VBBO + VBBO—— VBBO®~ + VBBO"* AG =-0,33eV

3VBBO + VBBO—— VBBO®~ + VBBO"* AG =-0,03eV (baixa probabilidade)

1VBBO+D——VBBO*~ +D** (D refere - se a um doador de elétrons)
3VBBO+D——>VBBO®*~ +D** (D refere - se a um doador de elétrons)
VBBO®*™ + Oy ——>VBBO+05,*~ AG =-0,12eV
1VBBO+0, ——VBBO®* +0,°" AG =-0,45eV
3VBBO + 0, —>VBBO®* +0,°~ AG =-0,15eV

A colisdo entre uma molécula de VBBO no estado fundamental com outra
molécula do farmaco no estado excitado singlete (!VBBO) ou triplete ((3VBBO) leva
a uma reacdo de transferéncia de elétrons e a formacdo do anion radical do
farmaco (VBBO®-). Um outro caminho possivel para a formacdo desta espécie
reativa é a colisdo de uma molécula do farmaco (no estado excitado singlete ou
triplete) com uma molécula de um composto doador (D). A transferéncia do
VBBO¢*- para o oxigénio molecular induz a formagdo do anion radical superéxido.
Alternativamente, pode ocorrer uma transferéncia de elétron direta do 'VBBO ou
3VBBO para o oxigénio molecular, com a conseqiiente producdo do &nion radical
superoxido. Desde que, numa dada temperatura e pressdo constantes, a
espontaneidade de uma reagdo aumenta com o decréscimo da energia livre de
Gibbs (AG) (ATKINS, 1994), a formacdo do anion radical superéxido parece ser
favorecida para os processos fotoquimicos iniciados no estado excitado singlete do

farmaco.

62



A producao do radical hidroxila, por sua vez, mostrou-se dependente da
formacdo do anion radical superéxido, como descrito pelas reacdes a seguir

(VIOLA et al., 1996).
Producao do Radical Hidroxila ap6s Excitacao do VBBO

Oz._ L)I‘IC)Z. L)HOZ_ L)I‘Iz()z

HOZ. +HOZ. —>H202

H,0,— >"OH+OH"

A formacao destas espécies reativas de oxigénio, altamente nocivas aos
sistemas biologicos (SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000), pressupde a
eficiéncia do VBBO na erradicacdo fotodindmica de ambos os microorganismos

utilizados neste trabalho.
I.6. Lipossomas como Sistemas de Liberacao de Farmacos

Os lipossomas (BAKKER-WOUDENBERG, 2002;
KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002; NEW, 1990; SAHOO;LABHASETWAR,
2003) sao vesiculas que possuem um compartimento aquoso inteiramente cercado
por uma membrana lipidica (normalmente fosfolipidios), como esquematizado na

Figura L.6.
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Figura 1.6: Estrutura esquematica de um lipossoma mostrando a bicamada unilamelar

fosfolipidica e o centro aquoso.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho, bem
como o numero de bicamadas presentes na estrutura lipossomal (BAKKER-
WOUDENBERG, 2002; KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002;
VERMURLRHODES, 1995) (Tabela 1.3).

Tabela I.3: Nomenclatura e tamanho aproximado de varios lipossomas

Classifica¢ao Nomenclaura Tamanho aproximado (um)
Tamanho SUV 0,025 - 0,05
LUV 01-1
Lamelaridade MLV 0,05-10
ULV 0,025 -0,1

Quando os lipossomas sdao descritos baseado no ntimero de bicamadas
presentes eles sdo divididos em Vesiculas Unilamelares (Unilamelar Vesicles;
ULV) ou Vesiculas Multilamelar (Multilamelar Vesicles; MLVs); Em acordo com o
tamanho de suas particulas, os lipossomas podem classificados como vesiculas
unilamelares grandes (Large Unilamelar Vesicles; LUV) ou vesiculas unilamelares

pequenas (Small Unilamelar Vesicles; SUV).
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Bicamada Liposszomal

Figura 1.7: Diferencas estruturais dos diferentes lipossomas.

Lipossomas estaveis podem ser preparados de uma grande variedade de
lipidios naturais ou sintéticos, saturados ou insaturados, carregados ou neutros
(HOEBEKE, 1995) e possuem a capacidade de incorporar substancias tanto no seu
compartimento aquoso quanto na membrana lipidica (CATUOGNGO;JONES, 2003;
HOEBEKE, 1995).

As propriedades dos lipossomas variam substancialmente com a
composicdo do lipidio, tamanho, carga superficial e método de preparacdo
(SAHOO,LABHASETWAR, 2003). A escolha dos componentes do lipossoma
determina a rigidez (ou a fluidez) bem como a carga da bicamada. Por exemplo,
fosfolipidios saturados com cadeias acilas longas como DPPC formam uma
estrutura rigida e impermeavel, enquanto as fosfatidilcolinas naturais insaturadas
formam estruturas mais permeaveis e menos estdveis. O colesterol melhora a
fluidez da bicamada lipidica, reduz a permeabilidade de moléculas aqua-soltveis
através da membrana e melhora a estabilidade dos lipossomas na presenca de
fluidos biolégicos como sangue (VERMURLRHODES, 1995). A introducdo de
lipidios positivamente ou negativamente carregados fornece lipossomas com
carga superficial.

Além das formulagdes lipossomais classicas, existem ainda os lipossomas
de longo tempo de circulagdo ou lipossomas “Stealth”, que nada mais sdo do que
os lipossomas cldssicos recobertos de por polietilenoglicol (PEG)
(WOODLE;LASIC, 1992). O recobrimento dos lipossomas com o polimero proveé
uma estabilizacdo estérica do lipossoma (BAKKER-WOUDENBERG, 2002), ou
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seja, fornece uma barreira estérica contra uma variedade de interagdes da vesicula
lipossomal com componentes moleculares e celulares no ambiente biolégico. Esta
barreira inclui a inibicdo da penetragdo de proteinas do plasma que desestabilizam
os lipossomas ou atuam como opsoninas (elementos do soro sanguineo que se
ligam a particulas estranhas e promovem a fagocitose) e resulta em um
prolongamento no tempo de permanéncia dos lipossomas no sangue (BAKKER-
WOUDENBERG, 2002).

Os lipossomas podem ser preparados por diferentes metodologias (NEW,
1990; VERMURLRHODES, 1995; WATVE;BELLARE, 1995). O método escolhido
determina a estrutura do lipossoma obtido (lipossomas multilamelares,
lipossomas unilamelares pequenos ou lipossomas unilamelares grandes).

Nos ultimos anos, os lipossomas tém sido amplamente usados como
capsulas para a liberacdo de agentes terapéuticos in vivo em campos relacionados
a medicina {Konan, 2002 276 /id; Kaneda, 2000 277 /id; Feng, 2004 278 /id; Sahoo,
2005 279 /id; Robinson, 2001 280 /id; Oliveira, 2005 281 /id}. A escolha de um
sistema de liberacdo adequado contribui para a eficiéncia farmacocinética e
fotodindmica do farmaco quando administrada in vivo. Como sistema de liberagao,
os lipossomas contribuem para melhorar a incorporacao dos farmacos nas células
alvo (KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002; SAHOO;LABHASETWAR, 2003).

Em estudos fotodindmicos, formulagdes lipossomais sdo normalmente
utilizadas como sistemas de liberagdo em ambos estudos experimentais e em testes
clinicos (KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002). Neste trabalho, formulagdes
lipossomais cationicas foram utilizadas como sistema de liberacdo para a
ftalocianina de zinco nos ensaios fotodindmicos in vitro para a erradicagdo de E.
coli e S. aureus.

Neste ponto, apresenta-se uma vantagem para a utilizacdo de sistemas de
liberacdo. Embora muitos farmacos fotossensiveis utilizados na TFD sejam
hidrossolaveis, varios outros compostos que apresentam propriedades fotofisicas
adequadas para os ensaios fotodindmicos sdo completamente hidrofébicos (como
a ZnPc, por exemplo). A natureza hidrofébica dos farmacos pode ser um fator

determinante para o acadmulo preferencial destes compostos pelas células alvo,
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uma vez que a passagem de compostos lipofilicos através da membrana lipidica
da célula é facilitada e, portanto, o processo de incorporagao é intensificado
(KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002). No entanto, devido a baixa solubilidade
destes compostos em meio aquoso, sua administragdo em sistemas biolégicos deve
ser acoplada a utilizacao de sistemas de liberacao
(KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002; TEDESCO, 2001) tais como particulas
poliméricas biodegradaveis (nano-particulas e micro-particulas), conjugados
hidrofilicos polimero-farmaco e lipossomas, entre outras.

Um sistema de liberacao ideal (KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002) deve
possuir algumas propriedades como: (i) incorporar o farmaco fotossensivel sem
perda ou alteracdo de sua atividade biolégica; (ii) permitir a liberacdo e o acimulo
seletivo do fadrmaco no tecido alvo e com pouca ou nenhuma toxicidade pelas
células sadias; (iii) em razdo da alta probabilidade de administragdo de repetitivas
dosagens do farmaco, o sistema de liberacdo deve ser biodegradavel e ter pouca
ou nenhuma toxicidade e (iv) prover um ambiente no qual farmaco possa ser
transportado em sua forma monomérica. De fato, devido a sua estrutura quimica,
muitos farmacos tendem a se agregar em meio aquoso como resultado da
propensdo do esqueleto hidrofébico de evitar contato com as moléculas de agua.
Este estado é um fator determinante na eficacia fotodinamica da droga in vivo pelo
decréscimo de sua bio-disponibilidade e limitacdo de sua capacidade de absorver
luz. Os lipossomas sdo vesiculas biocompétiveis e biodegradaveis
(CATUOGNGO;JONES, 2003) e, como sistema de liberacao, contribuem para a
eficiéncia da liberacdo dos farmacos no sitio alvos, aumentando e mantendo os
seus efeitos clinicos, reduzindo a toxicidade dos farmacos e protegendo-os das
respostas metabolicas e imunolégicas (HOEBEKE, 1995;
SAHOO;LABHASETWAR, 2003).

Todos os ensaios envolvendo bactérias possuem como consenso geral que a
erradicacdo de bactéria é dependente da adsorcdo dos lipossomas a célula do
microorganismo (KIM;GIAS;JONES, 1999; ROBINSON et al., 2001), onde eles
constituem um reservatério de farmacos que podem, subseqiientemente, difundir

para o interior da célula bacteriana (KIM;GIAS;JONES, 1999). A liberacao de
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farmacos é, entdo, dependente da eficiéncia de adsorcao, que pode ser controlada
pela escolha do lipidio e sua concentragdo na vesicula lipossomal. Lipossomas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) contendo lipidios catiénicos como o
estearilamina (SA), o brometo de dimetildioctadecilaménio (DDAB) ou o
dimetilaminoetano carbamoil colesterol (DC-col) incorporados tém se mostrado
efetivos na liberacdo de farmacos bactericidas contra Staphylococcus epidermis
(KIM;GIAS;JONES, 1999; SANDERSON et al., 1996). Interagdes entre lipossomas
cationicos e a superficie da bactéria sdo possivelmente dominados por forcas
ionicas entre os lipossomas positivos e os poliol-fosfatos do &4cido teicéico na
superficie de bactérias Gram-positivas (potencial Zeta negativo indica carga
negativa superficial para Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans e Streptococcus
salivarius) (ROBINSON et al., 2001) ou os lipopolissacarideos de bactérias Gram-
negativas (KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000; LACEY;PHILLIPS, 2001).
Acredita-se que vesiculas lipossomais contendo lipidios catidnicos
favorecam a liberacao de farmacos neutros como a ftalocianina de zinco no interior
da célula bacteriana, contribuindo para a eficicia do farmaco na erradicagdo
fotodindmica de ambos microorganismos Gram-negativo (E. coli) e Gram-positivo
(S. aureus) utilizados neste estudo. As formulacdes utilizadas neste trabalho
possuem em sua composicao dipalmitoilfosfatidilcolina ou fosfatidilcolina de ovo
como principal componente, além de colesterol, o lipidio catiéonico brometo de

dimetildioctadecilamoénio (DDAB) e lisofosfatidilcolina.

I.7. Principio Basico das Técnicas de Espectroscopia no Estado

Estacionario e Resolvido no Tempo
1.7.1. Espectroscopia de Absor¢ao no Estado Fundamental
A espectroscopia de absor¢do no estado fundamental é baseada no
principio de que transicOes eletronicas em moléculas ocorrem nas regides do

ultravioleta-visivel do espectro eletromagnético (190 - 800 nm). A absorcdo

depende da estrutura eletronica da molécula e resulta na promocdo de atomos e
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moléculas de um estado de menor energia (o estado fundamental) para um estado
de maior energia (estado singlete excitado). A absorcao de energia eletromagnética
é quantizada, ou seja, uma dada transi¢do eletronica ocorre em um comprimento
de onda especifico correspondente a diferenca de energia entre o estado
fundamental e o estado singlete excitado (Diagrama de Jablonki, Figura 1.2).

A determinacdo do espectro de absorcao é feita utilizando-se um
espectrofotometro. Este equipamento possui duas fontes de luz, uma
correspondente ao ultravioleta e outra com luz visivel branca, que juntos cobrem
toda esta faixa de comprimentos de onda. Para um dado farmaco, se toda a faixa
de comprimento de onda é analisada, a fonte ¢ mudada automaticamente no
comprimento de onda apropriado. A radiacdao da fonte é dividida em dois feixes
de luz de igual intensidade. Um feixe é passado através de uma solucdo do
farmaco e o outro incide sobre a cubeta de referéncia contra o qual o primeiro é
comparado ap6s a medida de absorcao do farmaco.

Os espectros de absor¢ao UV-vis geralmente sdo registrados como graficos
de absorbancia em fungdo do comprimento de onda e sdo caracterizados pela

posicdo e intensidade das bandas de absorcdo registradas, bem como pelos

coeficientes de absortividade molar (emax) correspondentes.

1.7.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia é um processo radioativo no qual uma molécula excitada no
primeiro estado excitado singlete perde a energia absorvida sob a forma de
emissdo de luz para retornar ao seu estado fundamental (Diagrama de Jablonski,
Figura 1.2). A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica de andlise ndo
destrutiva que pode ser usada para obter informagdes sobre estruturas e interagao
entre moleculas, sondagem de ambientes experimentados pelo fluoréforo e anélise
de tracos de materiais e como marcadores biolégicos.

As principais vantagens da técnica sdo as seguintes:

(a) seletividade dos comprimentos de onda de excitagdo e emissao;

(b) sensibilidade para baixas concentracdes do material;
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(c) variedade de métodos de amostragem (solucdes, superficies solidas,

suspensdes, etc).

1.7.3. Fotélise por Pulso de Laser

Diversas técnicas resolvidas no tempo baseadas na monitoracdo da
absor¢do ou emissdao de intermedidrios de vida curta fotogerados, sdao empregadas
no estudo de sistemas organizados. Entre estas técnicas encontram-se a fotdlise
convencional e a fotdlise por pulso de laser (Bohne; Redmond; Scaiano, 1991,
RIGOLLI, 2000).

A técnica de fotélise por pulso de laser é excelente para a preparacdo e
realizacdo de estudos cinéticos de moléculas eletronicamente excitadas ;
(JOHNSTON;SCHEPP, 1995). Nesta técnica, a geragdo de intermediédrios de um
composto no estado excitado triplete é proporcionada por um pulso de radiacao
laser. A primeira aplicacdo desta técnica pode ser encontrada em um artigo de
Lindqvist, de 1966 (SCAIANO, 1995). Embora tenham ocorrido melhoras na
técnica, as bases do método permanecem as mesmas (BROUARD, 1990).

O sistema de fotdlise por pulso de laser (Figura 1.8) pode ser dividido em
quatro classes de componentes (SCAIANO, 1995): (1) uma fonte de excitacao,
usada para gerar os intermediarios; (2) uma luz de monitoracdo ou anélise; (3) o

sistema de deteccdo e (4) o sistema de aquisicao e processamento de dados.
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Figura 1.8: Representagdo esquematica do sistema utilizado em experimentos de fotdlise

por pulso de laser.

A fonte de excitacao é sempre um laser pulsado. Os parametros que devem
ser observados na selecdo de um laser incluem a energia por pulso, a velocidade
de repeticdo, a duragdo do pulso e os comprimentos de onda disponiveis para a
excitacdo do composto.

A Tabela 1.4 apresenta caracteristicas tipicas de diversos lasers que podem

ser empregados em experimentos de fot6lise por pulso de laser.
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Tabela I1.4: Caracteristicas representativas de diversos lasers pulsados

Laser Tipo Meio A, nm Energia, mJ Duracao, ns
Nitrogénio Gas N> 337 1-10 1-10
Excimero Gas ArF 193 200 5-20
KrCl 222 30
KrF 248 400
XeCl 308 100
XeF 351 100
Rubi Solido Rubi 694 1-50 10-20
347
Nd/YAG Solido Nd/YAG 266 5-100 2-25
355 10-200
532 100-1000
Nd/vidro Estado Nd/vidro 263/6 200 15
Solido 350 400 15
532 — —
Corante (laser Solugdo Corante variavel 0,1-100 <20
pumped)
Corante (Flash Solucdo  Corante  varidvel <2000 >100
pumped)

Normalmente, um laser necessita entre 4 e 40 mJ por pulso para realizar os
experimentos convenientemente. Energias menores podem ser usadas, mas fazem
o sistema de alinhamento muito critico e podem limitar o tipo de sistema quimico
a ser analisado. Energias muito altas (alguns lasers atingem facilmente mais de
100 m]J/pulso) tornam o sistema muito propenso a processos multiféton.

A duracdo do pulso deve ser cuidadosamente selecionada de acordo com o
potencial de aplicacdo do sistema. Duracdo de pulso entre 2 e 20 ns é comum e
geralmente adequada. Em geral, o tempo de vida do transiente deve ser maior do

que o comprimento do pulso para uma deteccao sensivel.
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A resolucao temporal da técnica de fotélise é determinada, principalmente,
pela duragdo do pulso. Na fotdlise convencional, onde as espécies transientes sao
geradas por lampadas de descarga, a resolucdo é de alguns microssegundos. Com
a utilizacdo de laseres pulsados, é possivel obter resolucdo de nanosegundos até
picossegundos. A freqiiéncia de repeticdo nao é essencial em muitos casos, e
geralmente 1 Hz é suficiente.

O limite de sensibilidade da técnica de fotdlise por pulso de laser é
determinado pela intensidade do pulso e pelas caracteristicas do sistema 6ptico e
de foto-deteccdo, bem como pelas propriedades inerentes de absorcao do sistema
quimico selecionado e das espécies transientes geradas.

No sistema de fotélise por pulso de laser, a luz de monitoragdo esta,
freqiientemente, a 90° com respeito ao feixe do laser. A fonte mais comum é uma
lampada de arco de xendnio, que fornece uma distribuicdo espectral adequada e
pode ser facilmente operada em modo pulsado. Laimpadas com poténcia entre 150
e 1000 W sao adequadas. A importancia da utilizacao de lampadas pulsadas reside
no fato de que a intensidade da lampada aumenta por um fator de 20-100 durante
poucos milisegundos. Isto é importante quando o sistema sera usado em estudos
de transientes com vida muito curta (<100 ns) .

O sistema de deteccdo é constituido de um monocromador e de uma
fotomultiplicadora.

Num experimento de fotdlise por pulso de laser, o feixe monitoragdo irradia
o compartimento de amostra constantemente. Antes do laser irradiar o
compartimento de amostra e gerar os transientes do composto em estudo, a luz de
monitoracdo incide sobre a amostra e, apds atravessa-la, atinge o monocromador
sem sofrer perdas. Assim, o monocromador detecta a intensidade da radiagao que
incidiu sobre a amostra. Apds o disparo do laser atingir o compartimento da
amostra, uma grande populagdo de moléculas do composto em estudo no estado
fundamental é promovida para um estado excitado. Pelo processo de cruzamento
intersistemas, uma certa proporcdo das moléculas excitadas passa a popular o
estado triplete. Quando a luz de monitoracdo atravessa o compartimento de

amostra, os intermediarios gerados absorvem uma parte da radiacdo incidente.
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Desta maneira, a luz que chega ao monocromador tem uma intensidade diferente
da luz que incidiu sobre o compartimento da amostra. O monocromador detecta a
diferenca na intensidade da luz de monitoragdo na auséncia e na presenga dos
transientes. Quando a deteccdo termina, a fotomultiplicadora gera um sinal
elétrico. Este sinal gerado é capturado por um osciloscépio e, entdo, transferido
para o computador. Estes dados sdo, entdo, convertidos em mudangas na
densidade 6ptica. O espectro registrado antes da fotdlise por pulso de laser (sem
espécie triplete) mostra apenas a absorcao singlete-singlete.

Experimentalmente, existem duas maneiras distintas de operar o sistema de
fotolise por pulso de laser. Na espectroscopia de pulso, registra-se o espectro de
absorcao do transiente numa determinada faixa de comprimentos de onda em um
tempo fixo. No modo cinético, o decaimento da absorbancia do estado excitado ou
intermediario quimico é monitorado em um tnico comprimento de onda em
funcdo do tempo apds o pulso. A grande maioria dos espectros de absor¢do dos
transientes tem sido obtida usando uma aproximagao do tipo ponto por ponto. O
decaimento como func¢do do tempo é gravado em diversos comprimentos de onda
diferentes. A absorcdo é medida em cada comprimento de onda. Constréi-se,
entdo, um grafico da absorbancia como uma funcdo do comprimento de onda
(SCAIANO, 1995).

O decaimento da espécie formada pela excitacdo da amostra por pulso de
laser, em geral, é um processo cinético de primeira ordem (salvo reacdes
radicalares, nas quais o processo de recombinacdo determinam uma cinética de
segunda ordem). Nas experiéncias cinéticas, geralmente é selecionado um
comprimento de onda adequado para a observacdo das espécies de interesse.
Como resposta do sistema laser computadorizado, obtém-se um grafico da
variacdo da densidade 6ptica em funcdo do tempo, bem como a regressdo que
melhor simula o decaimento observado. A representacdo semilogaritmica fornece
a ordem do decaimento, sua constante de velocidade, o tempo de vida do

transiente e a densidade 6ptica no maximo de absorgao (SCAIANO, 1995).
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A espectroscopia de absorcao UV-Vis é o método mais usado para detectar
espécies transientes (KAVARNOS;TURRO, 1986). Neste caso, o espectro do
transiente pode ser obtido como descrito anteriormente.

Muitos ions radicais gerados por transferéncia de elétron irdo emitir
fluorescéncia quando excitados pela luz de monitoragdo. Neste caso, o sinal
elétrico gerado pela fotomultiplicadora é, em tdltima instancia, transformado em
intensidade de fluorescéncia.

A ressondncia Raman é uma técnica recente para observacao de transientes.
Embora esta espectroscopia ndo seja tdo sensivel quanto a espectroscopia de
absorcao, ela fornece mais detalhes sobre a estrutura do transiente. Além disso, a
espectroscopia de ressonancia Raman permite a observagao de duas espécies com
diferentes bandas Raman que tém espectro de absorcao UV-vis sobrepostos.

A condutividade de transientes pode ser usada para detectar a formacao de
ions apods a fotdlise por pulso de laser. Muitos processos de transferéncia de
elétron que produzem cations ou anions radicais aumentardo a condutividade da
solucdo. Esta técnica ¢é sensivel especialmente quando comparada as
espectroscopias Raman e UV-vis. No entanto, pouca informacao sobre a estrutura
dos fons radicais pode ser obtida.

A maioria dos transientes sdo espécies altamente reativas. Esta propriedade
pode ser utilizada para detectar as espécies transientes. A adicdo de substancias
que sdo conhecidas ter reatividade especifica junto aos transientes, conhecidos
como supressores, previnem reacdes secundérias. O ion azida e NO: sdo bons
supressores de oxigénio singlete. O composto p-nitroso-N,N-dimetilanilina ¢ um
supressor seletivo para o radical hidroxila em meio alcalino.

Uma outra forma util de aprisionar um radical livre é a adicdo de
substancias que podem sofrer reacdes de polimerizacdo iniciada por radicais
livres. Neste caso, o polimero pode ser analisado para determinar a identidade do
iniciador.

As espécies transientes também podem ser identificadas por espectroscopia
de absorcao ou fluorescéncia. Isso pode ser feito comparando-se o espectro do

transiente obtido experimentalmente com o espectro conhecido de cétions ou
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anions radicais, ou espectro de absor¢do do estado excitado. Outras técnicas como
EPR ou espectroscopia de massa também sdo eficientes para estudar transientes de
vida curta, sob condi¢des do estado estacionario.

A técnica de fotolise por pulso de laser possui varias vantagens (NUNES,
2003):
(@) pode ser aplicada a gases, liquidos (solugdes) e sdlidos, na presenca ou
auséncia de oxigénio;
(b) a sua alta sensibilidade permite o estudo de intermedidrios com concentragdes
muito pequenas utilizando-se amostras diluidas e/ou volume reduzido nas
cubetas;
(c) a identificacao de intermediarios pode ser feita através do espectro se as bandas
de absorc¢ao forem separadas e caracterizadas e
(d) a investigacdo pode ser feita na escala de tempo da ordem de nanosegundo
e/ou picosegundo.

Por sua vez, a fotélise por pulso de laser possui também limitagdes, como
(NUNES, 2003):
(a) a amostra deve ser opticamente clara e transparente para o monitoramento da
luz. A presenca de espalhamento de luz por particulas deve ser evitada e a
absorbancia da solugdo deve ser ajustada de modo a aumentar a eficiéncia da luz
de monitoramento;
(b) o intermedidrio reativo ndo deve possuir absortividade molar baixa;
(c) a falta de detalhes no espectro de absorcdo pode tornar a identificacdo das
espécies transientes quase impossivel e
(d) a determinagdo de pardmetros cinéticos pode ser dificil, especialmente para

intermedidrios de vida curta, se sua concentracdo absoluta deve ser determinada.
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II. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos:

Preparar e caracterizar lipossomas catidnicos convencionais para o uso
como sistema de liberagdo do farmaco ZnPc nos ensaios fotodinamicos para a
erradicacdo de E. coli e S. aureus.

Avaliar as propriedades fotofisicas dos farmacos fotossensiveis utilizados
neste projeto (espectroscopia no UV-visivel, emissdo de fluorescéncia,
espectroscopia nos estados excitados singlete e triplete). Para a TMPyPH> e VBBO,
a caracterizagdo espectroscopica foi realizada com os farmacos em meio aquoso,
tampao fosfato salino ou solucgdo fisiologica. Para a ZnPc, estes estudos foram
realizados em meio organico (etanol e DMSO/DMF 50% (v/v) e
formulacées  lipossomais  catidnicas  (DPPC/colesterol/ DDAB/LPC e
PC/colesterol/ DDAB/LPC, na razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04).

Determinar a eficiéncia destes farmacos na erradicacido fotodindmica de
E. colie S. aureus.

Nestes estudos envolvendo microorganismos, os objetivos especificos

Compreenderam:

Determinar a eficiéncia de incorporacdo dos farmacos por uma suspensdao de
bactérias (107 - 108 UFC.mL1) apds a incubagdo por um tempo definido. O estudo
foi realizado para vérias concentracdes dos farmacos TMPyPH. e VBBO

(0,5 -100,0 umol.L-1) e na concentragdo de 3,0 pmol.L-1 da ZnPc.
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Determinar a toxicidade da luz utilizada para a excitagio dos farmacos
fotossensiveis e da toxicidade intrinseca destes compostos para uma suspensao de
bactérias (107 - 108 UFC.mL1) ap6s incubacdo por um tempo definido. O estudo foi
realizado para nas concentragdes de 0,5 e 5,0 umol.L-! dos farmacos TMPyPH: e

VBBO e na concentracdo de 3,0 umol.L'! da ZnPc.
Avaliacdo fotobiolégica da TMPyPH>, VBBO e ZnPc na erradicacdo de E. coli e
S. aureus. O estudo foi realizado para nas concentracées de 0,5 e 5,0 umol.L-1 dos

farmacos TMPyPH> e VBBO e na concentracao de 3,0 umol.L-! da ZnPc.

Avaliacdo da influéncia do tempo de incubagdo sobre a agdo fotobiol6gica dos

farmacos TMPyPH> e VBBO nas concentracdes de 0,5 e 5,0 pmol.L-1.
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III. SECAO EXPERIMENTAL

II1.1. Materiais e Solucdes

A agua ultrapura, utilizada no preparo de solugdes e meio de cultura, foi
obtida através da filtragem seqiiencial com colunas de troca idnica em um sistema
Barnstead D-3750, cujo filtro final apresenta porosidade de 0,2 pum, pressao
maxima de operagao de 50 psi (3,4 kg.cm-?) e resistividade final de 18 mQ.

O tampado fosfato salino (PBS), utilizado na preparagdo de lipossomas, foi
preparado através da dissolu¢do de uma pastilha de Tampao Fosfato Salino
(Sigma) para cada 200 mL de solucdo. Outro estoque de tampao fosfato, usado
regularmente no prepara de solucdes, foi preparado pela mistura de solucdes de
fosfato monobésico de s6dio (Sigma) e fosfato dibasico de sédio (Sigma), ambas de
concentragdio 10 mmolLl. O pH final medido para as solugdes foi
aproximadamente 7,4. Apds o preparo, as solugdes tampao foram armazenadas
em geladeira a uma temperatura inferior 10 °C até o uso. O tempo méximo de
armazenagem foi de 15 dias.

O detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) foi purificado, inicialmente,
pela extracdo durante 12 horas com hexanos utilizando o sistema Soxhlet. Em
seguida, o detergente foi recristalizado por trés vezes, utilizando-se etanol como
solvente. O grau de pureza do detergente foi constatado através do valor de
concentragdo micelar critica (cmc), obtido por medidas de tensdo superficial. O
valor encontrado foi de 7,9 mmol.L-1 e estd de acordo com valores para a cmc

encontrados na literatura (KALYANASUNDARAM, 1987; LACERDA, 2001).
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A Escherichia coli (ATCC 25922) foi adquirida da colecdo de cultura tropical
(CCT) da Fundagdo André Toselo, sediada na cidade de Campinas, SP. A
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) foi cedida pela Prof2. Dr2 Ana Lucia da Costa
Darini, docente do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicicolégicas e
Bromatolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP.
Ambos os microorganismos foram cultivados aerobicamente a 37 °C, utilizando-se
o caldo Brain Heart Infusion (BHI; Merck) ou o Agar-BHI como meio de cultura. O
Agar-BHI foi preparado pela dissolucdo de 17 g de Agar Bacteriol6gico (Fisher)
para cada litro de meio de cultura preparado.

Abaixo relacionados, encontram-se o0s solventes e demais materiais

utilizados como recebidos:

Farmacos Fotossensiveis: 5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-metilpiridil)porfirina
(TMPyPH2, Porphyrin Products Inc.); Ftalocianina de zinco (ZnPC, Aldrich);
Victoria Bue BO (VBBO, Aldrich); Feoforbide-a (Porphyrin Products Inc.);

Lipidios: L-a-Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, Avanti Polar Lipids); Colesterol
(Avanti Polar Lipids); Brometo de Dimetildioctadecilaménio (DDAB, Aldrich).
Lisofosfatidilcolina (LPC, Avanti Polar Lipids); Fosfatidilcolina de Ovo (PC,

Sigma);

Solventes (Grau Analitico): Metanol (Mallinckrodt); Etanol (Merck); Acetona
(Mallinckrodt); Dimetilsulféxido (DMSO; Mallinckrodt); Dimetilformamida (DMF;
Merck); Glicerol (Mallinckrodt);

Outros Materiais: Cloreto de Sodio (Mallinckrodt); Cristal violeta (Aldrich); Fenol
(Aldrich); Iodo (Synth); Iodeto de Potassio (Synth); Safranina (Aldrich).

Em todos os experimentos foram utilizadas solugdes recém-preparadas dos
farmacos a partir de um estoque de concentracdo 1,0 mmol.L-l, conservado em

freezer a -20 °C e na auséncia de luz. Para a TMPyPH; e para o VBBO, as solugdes
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estoques foram preparadas em agua. Para a ZnPc, o estoque foi preparado em
uma solucdo DMSO/DMF 50% (v/v). O Feoforbide-a teve suas solugdes
preparadas em metanol. Todos os estoques foram conservados a 4 °C e protegidos

da luz por um periodo nao superior a duas semanas.

II1.2. Aparelhagem

Nos estudos espectrofotométricos, os espectros de absor¢do foram
registrados nos espectrofotdmetros U-3000 da Hitachi ou Lambda 20 da Perkin
Elmer. Para a determinacdo dos espectros de emissdao de fluorescéncia foram
empregados os espectrofluorimetros F-4500 da Hitachi ou Fluorolog 3 da Spex.
Todos os aparelhos sdo equipados com controle de temperatura e agitacao
magnética.

A fonte de irradiagdo utilizada nos experimentos de determinagdo do
espectro de absorcdo do transiente e tempo de vida triplete dos farmacos
fotossensiveis foi um sistema laser Nd-YAG da Continuun, modelo SURELIT I-10.
Como fonte de excitagdo, utilizou-se o terceiro harmoénico do laser (355 nm). A
energia média utilizada foi da ordem de 30 mJ por pulso, através de uma fenda de
8,0 mm de didmetro. A uma distancia de 10 cm da fenda do laser, foi posicionado
um suporte para celas termostatizavel com agitacdo magnética (Hellman
CUV-O-Stir). A intensidade da luz foi determinada antes e apés o conjunto de
pulsos por um “Power Meter” (Field Master da Coherent), usando uma cabeca de
deteccdo LM-30 V, posicionado a partir do suporte para celas. Os sinais dos
transientes gerados foram detectados pela fotomultiplicadora e transferidos para
um osciloscépio digital (Tektronix modelo TDS 340A), sendo armazenados em um
computador. A andlise final dos dados obtidos foi realizada utilizando-se o
software fornecido pela Edinburg Instruments.

A mesma fonte de irradiacdo foi utilizada para a determinagdo do
rendimento quantico de producdo de oxigénio singlete. Neste caso, a energia
média utilizada foi da ordem de 50 m] por pulso. O sinal de emissdo de

fosforescéncia do oxigénio singlete foi identificado em 1270 nm utilizando-se um
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detector de germanio da North Coast Scientific Corporation, modelo 823A, e
transferidos para o osciloscopio digital. Um filtro de silicone foi usado para evitar
qualquer sinal de fluorescéncia interferindo com as medidas de oxigénio singlete.
Os dados obtidos foram processados e analisados utilizando-se o software
operacional do préprio equipamento.

Na preparagdo dos lipossomas, a composicdo lipidica do sistema de
liberacao foi, inicialmente, dissolvida num volume de 380 uL de etanol
espectroscopico. Entdo, a solucdo etanolica de lipidios foi injetada, com o auxilio
de uma microsseringa (Hamilton), em 5,0 mL de tampao fosfato salino contido em
uma jaqueta de vidro acoplada a um banho termostatico (PolyScience). O processo
de injecdo foi feito automaticamente, utilizando-se uma bomba peristéltica
(spl00i syring pump, da WPI). O tamanho das particulas lipossomais foi
determinado através de medidas de espalhamento de luz, utilizando-se o
equipamento Zetasizer 300 HSA, da Malvern Instruments, no laboratério de
Fisico-Quimica de Superficies pertencente a Profe. Dra. Maria Elizabete Zaniquelli
Darbello, do Departamento de Quimica da FFCLRP, USP. O equipamento permite
a determinagdo do tamanho de particulas com dimensdes entre 0,01 a 300 pm.

A esterilizacdo de meios de cultura e demais materiais e solucdes
necessarios para o cultivo e/ ou manutengdo da cultura dos microorganismos foi
realizada na autoclave horizontal modelo Clear 2001, da Termotron. As solugdes e
materiais foram autoclavados a 120 °C por 30 minutos, com exce¢do dos materiais
plasticos (ponteiras para pipeta automatica, tubos Falcon, eppendorf) que foram
autoclavados por 15 minutos, seguindo recomendacdo dos fabricantes. O descarte
dos meios de cultura e outros materiais contendo microorganismo foi sempre
precedido pela esterilizacao destes utilizando-se a autoclave modelo AV30, da
Phoenix.

As cepas de E. coli e S. aureus foram congeladas e estocadas a uma
temperatura de -70 °C em um freezer da Forma Scientific. Ap6s descongelamento,
os microorganismos foram cultivados na temperatura fixa de 37°C com o auxilio

da estufa bacterioldgica modelo Q316B14, da Quimis. Para a separacdo dos
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microorganismos em suspensdo da fase aquosa, utilizou-se a centrifuga modelo
5810R, da Eppendorf.

Nos estudos de foto-erradicacdo de E. coli e S. aureus, empregou-se, como
fonte de luz, um sistema do tipo foto-polimerizador (Dabi-Atlante) de uso
rotineiro em procedimentos odontolégicos. O sistema foto-polimerizador foi
acoplado a um filtro 6ptico (Eikonal Instrumentos) que permite a transmissao de
uma faixa selecionada de comprimentos de onda. Para os estudos envolvendo a
TMPyPHo, o filtro utilizado permite a passagem de radiagdo com comprimentos
de onda entre 400 e 500 nm, que ¢ a faixa de comprimento de onda em que ocorre
a maxima absorc¢ao de radiacdo pelo farmaco. Para a ZnPc e o VBBO, ambos com
absorcdo méxima na regido do vermelho do espectro eletromagnético, o filtro
optico selecionado permite a transmissdo da radiagcdo na faixa de 600 a 700 nm
(Figura IIL.1). A intensidade da luz utilizada foi de 14 mW.cm? nos estudos
envolvendo a TMPyPH: e de 44 mW.cm2 nos ensaios envolvendo o VBBO e a

ZnPc.
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Figura IIL1: Espectro de transmitdncia dos filtros 6pticos utilizados para selecionar

radiacado na faixa de comprimento de onda de (-) 400 — 500 nm e (=) 600 —700 nm.

Ap6s o teste de coloracdo de Gram, os microorganismos foram observados

com um microscopio biolégico binocular da Coleman. Este microscépio, como a
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maioria utilizada em microbiologia, possuia lentes objetivas de 10X (baixa
poténcia), 40X (alta poténcia) e 100X (imersdo em 6leo) que permitiam a ampliacao
da amostra. A amostra foi, ainda, ampliada pelo conjunto de lente ocular, com um
aumento final por um fator de 10.

Os equipamentos abaixo relacionados foram utilizados em procedimentos
de rotina no laboratoério: balanca eletronica da Libror, modelo AEL 200; sonicador
da Bransonic, modelo 2200; sistema vortex da VWR Scientific, modelo Genie 2 e
pHmetro da Fisher Scientific, modelo Accumet pH meter 50, equipado com

eletrodo combinado semi-micro Modelo V621 da Analion.
II1.3. Metodologias

Por razoes didaticas, a descrigdo das metodologias adotadas foi dividida em
trés partes:
(a) Preparacao e caracterizacdo dos sistemas de liberagao de farmacos;
(b) Caracterizacao fotofisica dos farmacos fotossensiveis;
(

c) Estudos envolvendo os microorganismos.

II1.3.1. Preparacao e Caracterizacao dos Sistemas de Liberacao de

Farmaco

III.3.1.1. Preparacao e Caracterizacdo da Estabilidade dos

Lipossomas

O lipossoma catidnico contendo DPPC, colesterol e DDAB na razao molar
de 1,0/0,49/0,34 foi preparado utilizando-se o método de injecdo etanodlica. A
concentragdo total de lipidio na formulagdo foi de 0,7 mM. No procedimento
experimental, os lipidios DPPC, colesterol e DDAB foram dissolvidos em um
volume maximo de 380 uL de etanol. Entao, com o auxilio de uma bomba
peristaltica de adicdo controlada, a solucdo lipidica foi injetada sob agitacao

magnética suave em 5,0 mL de tampao fosfato salino contido em uma jaqueta de
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vidro termostatizada a 60 °C. A velocidade de injecdo foi 360 pL/hora. Este
procedimento foi utilizado rotineiramente para preparado das suspensdes
lipossomais na auséncia do farmaco fotossensivel (sem o farmaco incorporado).
Para a preparacdo do sistema de liberagdo contendo a ZnPc incorporada, o
procedimento adotado foi idéntico ao descrito acima. Nestas preparagoes,
entretanto, foi adicionada uma aliquota da solugdo estoque do farmaco (1,0 mM
em DMSO/DMF 50% (v/v)) as solucdo dos lipidios inicialmente dissolvidos em
meio etandlico, de modo que o volume final da solucdo a ser injetada em tampao
fosfato salino nao ultrapassasse o volume maximo de 380 pL.

A incorporagdo do farmaco na vesicula lipossomal foi monitorada com base
nas propriedades espectroscopicas do corante como previamente descrito . A
concentragdo do corante foi estimada apds registrar o espectro de absorcdo da
ZnPc lipossomal, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar para o
farmaco no seu comprimento de onda de méaxima absorcdo
(€667 nm) = 2,51x105 L.mol-l.cm1).

Para a caracterizagdo da estabilidade da formulagdo lipossomal foram
registrados os espectros de absorcdo da ZnPc incorporada no seu sistema de
liberacdo em intervalos regulares de tempo e, através da variacdo na concentracao
calculada para o farmaco incorporado, pode-se averiguar a degradacao do sistema
lipossomal. Com base nestes resultados, duas novas formulag¢des foram propostas:
(@) DPPC/colesterol/DDAB/LPC na razdo molar de 1,0/0,45/0,34/0,04 e
concentragdo total de lipidio de 0,7 mM.
(b) PC/colesterol/DDAB/LPC na razdao molar de 1,0/0,45/0,34/0,04 e
concentracdo total de lipidio de 0,7 mM.

Ambas formulacdes foram preparadas pelo método de injecdo etandlica de

maneira analoga ao procedimento anteriormente descrito.

II1.3.1.2. Medida de Tamanho das Particulas dos Lipossomas

Além da determinacdo do perfil de decomposicdo baseado em técnicas
espectroscopicas, as solugdes lipossomais em estudo tiveram o tamanho de suas

particulas determinado através de medidas de espalhamento de luz.
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No procedimento experimental, uma amostra de lipossoma
recém-preparada foi acondicionada em cubeta de quartzo para fluorescéncia e,
entdo, medida a intensidade de espalhamento de luz. A andlise do tamanho das
particulas foi feita pelo software fornecido pelo fabricante do equipamento
(Malvern Instruments), que trabalha com uma média de 10 medidas consecutivas.
Determinagdes de medidas de tamanho foram realizadas também para os

lipossomas ap6s 10 dias de sua preparagao.

II1.3.2. Caracterizacao Fotofisica dos Farmacos Fotossensiveis

II1.3.2.1. Determinacao das Propriedades Fotofisicas no

Estado Estacionario

As propriedades fotofisicas no estado estaciondrio (espectros de absorcao e
emissdo de fluorescéncia) dos farmacos TMPyPH> e VBBO foram determinadas
em &4gua, tampdo fosfato salino ou em solucado fisiolégica. A ZnPc teve sua
caracterizagdo espectroscopica determinada em etanol, DMSO/DMEF 50% (v/v) e
em meio lipossomal. Os parametros obtidos por esta caracterizacdo contribuem
para a comparagdo da eficiéncia destes compostos nos estudos de
fotossensibilizacao.

Os espectros de absorcao registrados permitiram o célculo do coeficiente de
absortividade molar para os farmacos nos respectivos ambientes de estudo.
TMPyPH): €422 nm): 2,0x105 L.moll.cm? (dgua e tampdo fosfato salino e
solucao fisiolégica), €42 nmy = 2.1x10° L.moll.cm? (solugdo SDS 2%);
VBBO: €14 nm): 4,6x10* L.mol-l.cm™! (4gua), ge14 nm): 4,2x10* L.mol-l.cm (solugdo
fisiologica), (14 nm) =4,2x10* L.mol-l.cm; ZnPc: €67 nm): 2,5%10° L.moll.cm! (etanol
e lipossomas); €72 nm): 2,3x10% L.mol-l.cm (DMSO:DMF 50% (v/v)).

Para a determinacdo dos espectros de emissao de fluorescéncia, a excitacao
da amostra foi realizada no comprimento de onda 422 nm para a TMPyPH,,
608 nm para a ZnPc e 614 nm para o VBBO. Os estudos foram sempre realizados a

temperatura ambiente.
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I11.3.2.2. Determinacdo da Constante de Dimerizacao

E conhecido que a dimerizacio induz alteragdes nas propriedades
fotofisicas dos farmacos fotossensiveis, reduzindo a sua eficiéncia nos processos
fotodinamicos. A constante de dimerizacdo (Kp) mede a tendéncia dos farmacos
em formar agregados.

A metodologia empregada para a determinacdo de Kp para o VBBO
consistiu em registrar as variagdes de absorbancia no comprimento de onda de
maxima absorc¢ao do fairmaco com o aumento de sua concentracdo. Em uma cubeta
para absorgdo, foram adicionados 2,0 mL de dgua ou solucao fisiolégica. Com o
auxilio de uma microsseringa (Hamiton), adicionou-se uma aliquota de uma
solucdo estoque do triarilmetano (1,0 mM em agua) e, apés homogeneizagao da
solucao, registrou-se o espectro de absorcao do farmaco na faixa de 300 a 800 nm.
O mesmo procedimento foi adotado para as demais aliquotas adicionadas. A
concentracao de VBBO final na solucdo variou no intervalo de 0,5 - 58,0 uM.

Os farmacos TMPyPH> e ZnPC tiveram as constantes de dimerizagao
determinadas em trabalhos anteriormente desenvolvidos pelo grupo utilizando-se
o mesmo procedimento. Para a porfirina, Kp foi determinado em agua e tampao
fosfato salino. Para a ftalocianina, Kp foi determinado em piridina e lipossomas de

L-a-Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

II1.3.2.3. Determinacdo do Rendimento Quantico de

Fluorescéncia

A determinacao do rendimento quantico de fluorescéncia (®r) dos farmacos
foi feita pelo método relativo. Esta metodologia emprega a equacao fornecida por
Demas e Crosby (DEMAS;CROSBY, 1971), que relaciona a eficiéncia de emissao de
fluorescéncia de um farmaco com aquela determinada para um composto padrao
nas mesmas condi¢des experimentais.

Para a ZnPc em meio lipossomal, o ®r foi determinado relativamente a este

mesmo farmaco em meio organico (etanol). Experimentalmente, formam
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preparados lipossomas em que a ZnPc incorporada apresentava uma absorbancia
em 604 nm (o comprimento de onda usado para a excitagdo do farmaco) da ordem
de 0,05, a mesma absorbancia registrada para a solucao padrao de ZnPc em etanol
no mesmo comprimento de onda. Aqui, as baixas absorbancias no comprimento
de onda de excitagdo sdo necessarias para minimizar o efeito de filtro interno.
Apo6s a excitacao da ftalocianina, tragou-se o espectro de emissao de fluorescéncia
corrigido do farmaco em ambos os ambientes na faixa de 630 a 800 nm e
determinou-se a area das curvas.

Para a TMPyPHo>, o ®r foi determinado em trabalho anterior relativamente
ao violeta de cresila em metanol, utilizando-se a equacdo de Demas e Crosby. O
procedimento experimental adotado foi idéntico ao descrito para a ZnPc. O VBBO

nao teve o seu rendimento quantico de fluorescéncia determinado.

I11.3.2.4. Determinacao dos Espectros de Absorcao e Tempo

de Vida do Transiente

Os espectros de absorcdo do transiente da TMPyPH: e ZnPc, bem como os
decaimentos das espécies triplete, foram gerados por fotdlise por pulso de laser
(medidas registradas 13 ns e 9 ns apdés o pulso de excitacdo do laser,
respectivamente para TMPyPH: e ZnPc). A concentracdo dos corantes foi ajustada
para que a absorbancia da solucdo em 355 nm fosse da ordem de 0,3. Os
decaimentos das espécies transientes formadas foram monitoradas nos
comprimentos de onda de absor¢do méaxima destas espécies (470 nm para a
TMPyPH2 em dgua e tampao fosfato salino; 480 nm para a ZnPc em meio orgéanico
e lipossomas e 410 nm para o VBBO em 4gua). Como resposta do sistema de laser
computadorizado, obteve-se um grafico da variacdo da densidade optica em
funcdo do tempo, bem como a curva tedrica que melhor simulava o decaimento
observado.

O espectro de absorcao do transiente gerado foi registrado, ponto a ponto,
em intervalos de 10 nm na faixa de comprimento de onda de 300 a 750 nm, onde

uma média de 3 disparos do laser foram registrados para cada excitacao da

88



amostra. Isso permitiu a obtencdo dos espectros de absorcao dos transientes dos

farmacos fotossensiveis nos diversos ambientes estudados.

I11.3.2.5. Determinacio do Rendimento Quantico de

Formacao do Estado Triplete

A técnica de fotolise por pulso de laser foi também empregada nos
experimentos para a determinacdo do rendimento quantico de formacao do estado
triplete (®r) da TMPyPH; em dgua e da ZnPc em DMSO/DMF 50% (v/v). Para
ambos os farmacos, o @1 foi determinado relativamente ao Feoforbide-a em
benzeno (Ot = 0,65) (YANG et al., 2000).

No procedimento experimental, as concentracdes das amostras e do padrao
foram ajustadas de modo que a absorbéncia fosse de 0,3 no comprimento de onda
de excitacdo (355 nm) e as solugdes dos fdrmacos foram deaeradas pelo
borbulhamento de nitrogénio durante 15 minutos. O borbulhamento do nitrogénio
é necessario porque o oxigénio molecular pode atuar como um supressor do
estado excitado triplete. Entdo, os espectros de absorcao do transiente foram
determinados ponto a ponto no intervalo entre 300 e 800 nm, como descrito no
item anterior. O espectro de absorcao do transiente obtido para cada farmaco foi,
entdo, corrigido para a obtencdo do espectro real do transiente, através da

equagao:

AA(t)=AT +aA¥f (Equagao 5)

em que Ar é a absorcdo triplete, Ar é a absor¢do no estado fundamental e o refere-
se a fracdo de espécies excitadas no estado triplete. O valor de a é tal que, quando
introduzido na Equacdo 5, observa-se a supressdo das absorbancias negativas
observadas nas faixas de comprimento de onda equivalentes as bandas de
absorcdo no estado fundamental do farmaco. O novo espectro de absorcao obtido

é conhecido como espectro de absorgao real do transiente. O conhecimento do o é
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fundamental para o calculo da absortividade molar do estado triplete (er) do

farmaco (utilizado no calculo de @), que faz uso da equagao:

er(d) _ At(%)
ep(A) aAg(d)

(Equagao 6),

em que er é o coeficiente de absortividade molar no estado fundamental num
comprimento de onda (A).

O rendimento quantico de formagao do estado triplete para os farmacos foi
estimado registrando-se os decaimentos das espécies triplete geradas como uma
funcdo da energia de excitagdo (5, 7, 10, 15 e 50 m]) e determinando-se a
intensidade méxima de absorcao do transiente. Os decaimentos do transiente
foram monitorados, para cada farmaco, no comprimento de onda de maxima
absorcdo do seu transiente (460 nm para o Feoforbide-a, 470 nm para a porfirina e
480 nm para a ftalocianina de zinco). O gréafico de absorbéncia triplete como
funcdo da energia é linear e a inclinacdo da reta obtida (AA) é uma funcdo do

produto entre o er e 0 dr:

AA =eTxDT (Equagao 7).

Entdo, o rendimento quantico de formacdo do estado triplete para as

amostras pode ser estimado relacionando-se o seu valor obtido de AA com aquele

obtido para o padrao (AMAND;BENSASSON, 1975).

II1.3.2.6. Determinacdo do Rendimento Quantico de

Producao do Oxigénio Singlete

O rendimento quantico de producdo do oxigénio singlete foi determinado
através do método fotofisico, que consiste na determinacao do tempo de vida e da
intensidade de emissao de fosforescéncia do 102 em 1270 nm. O composto padrao

utilizado nas determinacdes do ®, para a ZnPc em meio organico e incorporado
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em lipossomas foi o Feoforbide-a em metanol (@, = 0,59) (RODER et al., 2000).
Para a porfirina TMPyPH>, o rendimento quéantico de producdo de oxigénio
singlete foi determinado relativamente ao fulereno, que também é um eficiente
produtor de oxigénio singlete (®, = 0,76 em benzeno) (ARBOGAST et al., 1991).
Os estados excitados triplete dos farmacos e dos seus respectivos padrdes foram
gerados por fotdlise por pulso de laser utilizando-se, como fonte de excitagdo, o
terceiro harmoénico do laser Nd-YAG. No procedimento experimental, as
concentragdes das solucdes dos farmacos e dos padrdes foram ajustadas de modo
a assegurar que a absorbancia em 355 nm fosse da ordem de 0,3. Estas solugdes
foram acondicionadas em cubetas para fluorescéncia e aeradas por 30 minutos. Em
seguida, para todas as solugdes, foi registrado o perfil de emissdo de
fosforescéncia resolvido no tempo. A anélise dos dados com o software do préprio
equipamento permitiu a obtengdo dos valores de tempo de vida e intensidade de

fosforescéncia para o oxigénio singlete gerado.

II1.3.3. Estudos Envolvendo os Microorganismos

II1.3.3.1. Controle da Assepsia do Local de Trabalho e

Materiais Utilizados na Manipulacao dos Microorganismos.

A assepsia do ambiente de trabalho e a esterilizacdo dos materiais
utilizados na manipulagdo dos microorganismos sdo essenciais para a prevengao
da contaminagdo de culturas puras de microorganismos.

Para a esterilizacdo de materiais e meios de cultura utilizados, adotou-se o
método de autoclavagem. A autoclavagem (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000) é um
método fisico de esterilizacdo que consiste na elevagdo da temperatura do calor
umido acima da temperatura de fervura da dgua devido ao aumento de pressao
na camara de vapor da autoclave. O calor iimido mata os microorganismos por
desnaturagdo das proteinas, que é causada pela ruptura das pontes de hidrogénio
que mantém as proteinas em sua estrutura tridimensional. De um modo geral, a

autoclavagem por 15 a 20 minutos a uma temperatura de 120 °C (equivalente a
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uma pressdo de 15 libras de pressdo por polegada quadrada) induz a morte de
todos os organismos e seus endésporos (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Neste
trabalho, os materiais plasticos utilizados no cultivo das bactérias foram
autoclavados por 15 minutos a 120 °C e os demais materiais foram autoclavados
nesta temperatura por 30 minutos, como anteriormente descrito.

Para a assepsia do espaco de trabalho foi empregada solucdo aquosa de
etanol 70%. O mecanismo de agdo do &lcool (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000) &,
normalmente, a desnaturagdo de proteinas, mas o alcool também pode romper
membranas e dissolver lipidios. Em adigdo, aproximadamente 20 minutos antes de
iniciar a manipulacdo das culturas era ligada uma lampada de radiagdo
ultravioleta. Esta radiagdo nao-ionizante danifica o DNA das células expostas
(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000), produzindo ligagdes entre as timinas adjacentes
nas cadeias de DNA inibindo a replicagdo correta do DNA durante a reproducdo
da célula. A radiagao ultravioleta também ¢é usada para controlar os micrébios no

ar.

I11.3.3.2. Estocagem e Preservacdo das Culturas Bacterianas

O método adotado para a estocagem e preservacdo das -culturas
microbianas foi o congelamento a baixas temperaturas. Em uma série de
eppendorff, foram adicionados 500,0 uL de uma solugdo estéril de glicerol 80% e
500,0 pL de uma suspensdo do microorganismo (E. coli ou S. aureus), crescida
aerobicamente até a fase logaritmica de crescimento. A mistura foi agitada
vigorosamente e rapidamente congelada a temperatura de -70 °C.

A auséncia de contaminagdo das culturas no processo de congelamento foi
determinada através do estriamento de aliquotas da suspensdo do
microorganismo em Agar-BHI. Para as bactérias crescidas, era realizado um teste
de coloracdo de Gram. Procedimento idéntico era realizado no descongelamento

da suspensao bacteriana.

92



II1.3.3.3. Teste de Coloracao de Gram dos Microorganismos

A coloracao de Gram (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000) foi desenvolvida em
1884 pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram e permite a
classificacdo das bactérias como Gram-positivas e Gram-negativas.

O passo inicial para a realizagdo do teste é a fixacdo dos microorganismos a
placa do microscépio. Para isso, utilizando-se uma alca de platina, uma aliquota
da suspensdo do microorganismo é espalhada na superficie da ldmina do
microscopio para formar um filme delgado do material, também denominado
esfregaco. Procede-se, entdo, com as etapas de coloragao.

Inicialmente, adiciona-se uma solucdo de cristal violeta até sobrepor todo o
material a ser corado. Ap6és um curto periodo de incubagdo, é adicionada uma
solucdao de Lugol até sobrepor todo esfregaco. Aqui, o cristal violeta e o iodo da
solucdo Lugol se combinam e formam o complexo violeta-iodo (CV-I)
(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000) que cora ambas as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas de purpura. A diferenciacdo das bactérias em Gram-positivas e
Gram-negativas ocorre na etapa seguinte, em que é adicionada, sobre o esfregaco,
uma solugdo de alcool-acetona 8:2 (v/v). Esta solugdo, também conhecida como
agente descolorante, remove o complexo CV-I que cora as células Gram-negativas,
mas ndo consegue remover o complexo das células Gram-positivas
(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Conseqiientemente, as células Gram-positivas
retém a cor violeta escuro, enquanto as células Gram-negativas ficam incolor. O
esfregaco é, entdo, incubado com uma solugdo de safranina por 30 segundos. A
safranina cora os microorganimos Gram-negativos de rosa sem afetar a coloracdo
parpura das bactérias Gram-positivas (TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Apods
lavagem da lamina com agua corrente sob baixa pressado, o esfregago é seco ao ar e
entdo observado ao microscépio.

A Figura a seguir apresenta uma micrografia de ambos microorganismos

utilizados neste trabalho.
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Figura IIL.2: Micrografia dos microorganismos (A) S. aureus e (B) E coli corados

pelo teste de Gram.

I11.3.3.4. Determinacio da Curva de Crescimento de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus

As curvas de crescimento de E. coli e de S. aureus foram registradas por
meio de medidas de absorcdo no comprimento de onda de 650 nm. No
procedimento experimental, aliquotas de 50,0 pL de uma suspensdo dos
microorganismos em caldo BHI de Abs 650 nm = 2.0 foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 5,0 mL de caldo BHI estéril. Os tubos de ensaio foram, entdo,
agitados vigorosamente e incubados a 37 °C. A cada hora, tubos de ensaio eram
retirados da estufa, homogeneizados e a absorbancia da suspensao bacteriana lida
em 650 nm. Estas medidas de absorbancia foram feitas por varias horas até que os
valores medidos ndo variassem mais com o tempo. Para cada microorganismo, a

curva de crescimento foi registrada, em média, cinco vezes.

I11.3.3.5. Preparacao dos Microorganismos para os Ensaios

Fotodinamicos

Os microorganismos no inicio da fase estacionaria de crescimento foram
separados do meio de cultura por centrifugacao (5000 g por 15 minutos) e lavados
trés vezes com uma solugdo fisiologica estéril. Os microorganismos foram, entao,

ressuspendidos nesta solucdo até uma absorcio de 0,2 em 650 nm, que
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corresponde a uma densidade de 107 UFC.mL para a S. aureus e 108 UFC.mL"1
para a E. coli.

Nos ensaios envolvendo os farmacos TMPyPH. ou VBBO, diferentes
volumes de uma solucdo estoque do corante foram adicionados a suspensdo
bacteriana de modo a obter uma concentracgao final entre 0,5 - 100,0 pmol.L-1. Para
os ensaios envolvendo a ZnPc, os microorganismos em suspensdao foram
separados por centrifugacdo e ressuspendidos no meio lipossomal contendo o

farmaco incorporado na concentragdo aproximada de 3,0 umol.L-1.

I11.3.3.6. Determinacio da Concentracio dos Farmacos

Fotossensiveis Acumulados por Escherichia coli e Staphylococcus aureus

A quantidade de corante incorporado pelos microorganismos foi analisada
por um procedimento espectrofotométrico modificado do originalmente descrito
por Jori e colaboradores (MERCHAT et al., 1996a; MERCHAT et al., 1996b).

Ap6s incubagdo no escuro (5 minutos para VBBO; 5 ou 20 minutos para a
TMPyPH,; 20, 40 ou 60 minutos para a ZnPc), os microorganismos foram
separados do corante nao ligado por centrifugacdo (5000 x g por 15 minutos) e
lavados com solugdo fisiologica. A concentracdo de farmaco ndo incorporado foi
estimada registrando-se os espectros de absorcdo das solucdes sobrenadantes.
Para o VBBO e a TMPyPH> foram empregados os seus respectivos coeficientes de
absortividade molar em solugdo fisiolégica. Para a ZnPc, foi utilizado o
coeficientes de absortividade molar para o farmaco em meio lipossomal (ver item
M1.2.1).

Paralelamente, os microorganismos foram ressuspendidos e mantidos por
12 horas em uma solucdo de SDS 2%. Este procedimento induz a quebra da
membrana da célula do microorganismo e, conseqiientemente, a liberacdo do
farmaco incorporado para o meio micelar. Apods registrar o espectro de absorcdo, a
concentracdo dos farmacos em meio micelar foi determinada utilizando-se os
coeficientes de absortividade molar em solucao micelar de SDS (ver item I11.2.1). A

ZnPc nao forneceu espectro de absor¢cao em meio micelar.

95



II1.3.3.7. Estudos Fotodindmicos para a Erradicacio de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Para ensaios de foto-erradicacdo de E. coli ou S. aureus, inicialmente
procedeu-se a incubacdo do microorganismo com os farmacos fotossensiveis,
como descrito anteriormente. O tempo de incubagdo adotado foi de 5 minutos
para os ensaios envolvendo o VBBO e 20 minutos para os ensaios envolvendo a
TMPyPH:z ou a ZnPc. Em seguida, a suspensdao do microorganismo foi irradiada
sob agitacdo magnética constante. Como fonte de irradiacdo, utilizou-se um
sistema foto-polimerizador da Dabi-Atlante acoplado a um filtro 6ptico especifico
que permite a transmissdo de uma faixa selecionada de comprimentos de onda.
Os filtros foram selecionados em acordo com a regido do espectro magnético em
que os farmacos possuem a maxima absorg¢ao (400 - 500 nm para a TMPyPH:> e 600
a 700 nm para a ZnPc e o VBBO). O tempo maximo de irradiacdo proposto em
nossos estudos foi 10 minutos. Em intervalos de tempo conhecidos, procedeu-se a
determinagdo do ntiimero de UFC por mililitro de solugado utilizando-se o método
de diluigdo seriada: aliquotas de 100,0 puL foram retiradas da suspensao bacteriana
original e adicionadas sobre 900,0 uL de solugdo fisiologica estéril. Apos a
homogeneizagdo, esta suspensao bacteriana foi novamente diluida de forma a se
obter uma nova suspensdo 100 vezes mais diluida que a suspensao original. Este
procedimento foi repetido sucessivamente por mais cinco vezes, de modo que a
altima suspensdo bacteriana contivesse a suspensdo bacteriana original diluida
107 vezes. As diferentes suspensdes dos microorganismos tiveram uma aliquota de
100,0 pL espalhada sobre a superficie do Agar-BHI com o auxilio de um bastao de
Drigalski. Em seguida, as placas de Petri foram colocadas na estufa onde os
microorganismos cresceram a uma temperatura de 37°C, por 24 horas. O ntimero
de UFC presentes em cada mililitro da suspensao original foi estimado utilizando-
se as placas que continham entre 30 e 300 colonias visiveis, multiplicando-se o
namero de colonias crescidas sobre a superficie da placa pelo fator de diluigdo da

suspensdo bacteriana original.
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O namero de coldnias vidveis, ap6s irradiacdo da suspensao bacteriana, foi
comparado ao ntimero de UFC.mL1 determinado para a mesma suspensdao dos
microorganismos incubada com os farmacos fotossensiveis, porém ndo irradiada
(toxicidade no escuro). Este experimento controle visa determinar a toxicidade
per se dos farmacos para os microorganismos.

Além do controle da toxicidade intrinseca dos farmacos, foi realizado,
paralelamente, um ensaio para se averiguar se a luz utilizada para irradiacao das
culturas possui um efeito bactericida sobre E. coli ou S. aureus. Este ensaio é
conhecido como toxicidade da luz. Experimentalmente, uma suspensdo bacteriana
sem farmaco adicionado foi irradiada, sob agitacdo, por 10 minutos e, entdo, o
namero de células vidveis foi determinado por diluicao seriada, como descrito
anteriormente. Para ambos os experimentos controles (toxicidade da luz e
toxicidade no escuro), o nimero de UFC.mL-! foi comparado aquele determinado
para a mesma suspensdao dos microorganismos sem incubacdo com farmacos
fotossensiveis ou irradiada.

Este experimento foi também realizado com irradiagdo imediatamente apos
a adicdo dos farmacos as suspensdes bacterianas, de modo que se pode explorar a
relevancia do tempo de incubac¢do bem como o possivel sitio de acao das espécies

reativas geradas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Preparacdo e Caracterizacao dos Sistemas de liberacao de Farmacos

IV.1.1. Preparacao e Caracterizacao da Estabilidade dos Lipossomas

Muitos farmacos fotossensiveis utilizados em estudos fotodindmico sao
insoltveis em 4gua e, assim, necessitam de um sistema de liberacdo para auxiliar a
sua incorporagao nas células alvo (ANGELI et al., 2000; HOEBEKE, 1995). Além
disso, a incorporacdo em sistemas de liberacdo contribui para a reducdo da
agregacao destes fadrmacos em meio aquoso, fator este determinante para as
propriedades fotofisicas do farmaco e para a sua eficiéncia fotodindmica (ANGELI
et al., 2000; RODRIGUEZ;AWRUCH;DICELIO, 2002). Neste trabalho, foi proposto
o uso de sistema de liberacao para o farmaco ftalocianina de zinco, um composto
altamente hidrofébico.

Nas ultimas décadas, os lipossomas tém sido estudados como sistemas
modelos de biomembranas (HOEBEKE, 1995) e também como sistemas de
liberagao de farmacos {Konan, 2002 276 /id; Kaneda, 2000 277 /id; Feng, 2004 278
/id; Sahoo, 2005 279 /id; Robinson, 2001 280 /id; Oliveira, 2005 281 /id}. Os
lipossomas possuem varias vantagens como sistemas de liberagdo
(AOKLFUJLMIYAJIMA, 1997, CATUOGNO;JONES, 2003; FENG;RUAN;LI, 2004;
KANEDA, 2000; KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002): sao biodegradaveis,
possuem baixa toxicidade e podem encapsular tanto drogas hidrofilicas quanto

hidrofébicas e contribuem para a eficiéncia e a seletividade destes
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farmacos ap0s a sua incorporagao na bicamada lipidica
(DAMAISEAU;SCHUITMAKER;LAGERBERG, 2001).

As formulagdes lipossomais sdo facilmente incorporadas por diferentes
tipos de células de mamiferos, uma vez que, suspensos em meio fisiologico,
podem ser facilmente injetados em animais. Assim, os lipossomas podem ser
empregados como veiculos a liberagdo de antibioticos, fungicidas, antivirais
(BAKKER-WOUDENBERG, 2002) e drogas anticancer
(KONAN;GURNY;ALLEMANN, 2002; OLIVEIRA;MACHADO;PESSINE, 2005),
aumentando a eficiéncia da liberacdo no sitio alvos destes farmacos, aumentando e
mantendo os efeitos clinicos, reduzindo a toxicidade dos farmacos aos tecidos
sadios e protegendo-os das respostas metabodlicas e imunolégicas (HOEBEKE,
1995).

Estudos tém também demonstrado a potencialidade do uso de lipossomas
como veiculos para liberagdo de farmacos bactericidas {Catuogno, 2003 275 /id
Robinson, 2001 280 /id; Bakker-Woudenberg, 2002 282 /id; Jones, 2005 283 /id}. A
liberacdo topica de bactericidas na superficie da pele e na cavidade oral é
importante no desenvolvimento de produtos como pomadas, enxagiies bucais e
xampus (JONES et al., 1994). Para ser mais efetivo, o bactericida nao deve apenas
afetar o microorganismo, mas deve, também, ser capaz de ser retido pelas
bactérias apdés uma aplicacdo inicial. Alguns estudos tém mostrado que os
lipossomas interagem com as bactérias e, portanto podem ser usados como
veiculos para a liberacdo de agentes antibacterianos (ROBINSON et al., 2001).

Como descrito no capitulo de introdugdo, a eficiéncia dos lipossomas como
sistemas de liberagdo de farmacos pode ser relacionada com a sua adsorcao a
parede da célula da bactéria (KIM;GIAS;JONES, 1999; ROBINSON et al., 2001),
que pode ser facilitada pela inser¢do de lipidios cationicos na vesicula lipossomal
(KIM;GIAS;JONES, 1999; SANDERSON et al., 1996). Por esta razdo, acredita-se
que vesiculas lipossomais contendo lipidios cationicos sejam efetivos na liberacao
de farmacos hidrofébicos como a ftalocianina de zinco as culturas bacterianas,
fornecendo, assim, subsidios necessarios para uma maior compreensao da agao

fotodinamica destes farmacos sobre os microorganismos.

99



A formulagdo lipossomal inicialmente proposta como sistema de liberacao
para a ZnPc possuia, em sua constituicdo os lipidios DPPC, colesterol e o lipidio
cationico DDAB na razdo molar 1,0/0,49/0,34. A concentracao lipidica total foi de
0,7 mM. Lipossomas preparados a partir de diferentes lipidios sdo denominados,
normalmente, por lipossomas convencionais. Existem ainda os lipossomas de
longo tempo de circulagdo ou “stealth” lipossomas, nos quais os lipossomas sao
recobertos por unidades poliméricas como o polietilenoglicol (PEG) (BAKKER-
WOUDENBERG, 2002).

Muitas mudancas podem ocorrer com os lipossomas com alto tempo de
estocagem e, assim, afetar a sua atividade como sistema de liberacao (NEW, 1990).
Os fosfolipidios podem sofrer degradagdo quimica (oxidagdo ou hidrdlise)
alterando a constituicao dos lipidios na bicamada. Também, os lipossomas podem
se agregar, fundir ou liberar o seu contettdo para a fase aquosa. Sendo assim,
estudos avaliando a estabilidade das formulagdes sdo imprescindiveis.
Formulagdes estdveis previnem a liberacdo antecipada dos farmacos para o
ambiente e, assim, contribuem para um aumento na incorporacdo do farmaco
pelas células alvo.

Neste trabalho, a estabilidade do lipossoma foi avaliada por técnicas
espetrofotométricas, registrando-se o espectro de absorcao da ZnPc lipossomal em
intervalos de tempo cohecidos e calculando-se a sua concentracdo com base no seu
coeficiente de absortividade molar. Desde que o farmaco é insoltvel em meio
aquoso, portanto nao apresenta resolucao espectral neste meio, a concentracao
determinada refere-se a concentracdo da ftalocianina que permanece incorporada.

O perfil de degradacdo obtido para a formulacdo lipossomal catidnica
demonstrou uma diminuicido de 1,0 umol.L-! na concentragio de ZnPc
incorporada apo6s 48 horas da preparagao do lipossoma, indicando uma acentuada
degradacao do sistema de liberacdo no periodo citado.

Formulagdes lipossomais estaveis mantém o farmaco incorporado com
nenhuma ou minima alteracdo em sua concentracdo por varios dias (na maioria
das vezes, por cerca de até duas semanas). Caso haja a necessidade de altos

tempos de estocagem, existe a possibilidade de liofilizacdo das suspensdes
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lipossomais para posterior reconstituicdo. Neste caso, novos estudos de
estabilidade devem ser desenvolvidos antes da formulacdo final ser apresentada
ou comercializada. Neste trabalho, os estudos foram feitos em suspensao uma vez
que todo material desenvolvido aqui se destinou a pesquisa, ndo sendo, portanto,
o alvo deste trabalho o scaling-up da producao dos sistemas lipossomais.

Visando uma maior estabilidade do sistema de liberacao de farmacos, duas
novas formulagoes lipossomais foram preparadas, sendo sua constituicao lipidica:
() DPPC/ colesterol/ DDAB/ lisofosfatidilcolina (LPC) e (II) Fosfatidilcolina de
ovo (PC)/ colesterol/ DDAB/ LPC, ambas na razdo molar de 1,0/0,45/0,34/0,04.

Em todas as formulacdes a concentracdo total de lipidio foi mantida
constante (0,7 mmol.L-1). A Figura IV.1 apresenta o perfil de degradacdo das novas

formulagdes lipossomais cationicas propostas.
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Figura IV.1: Perfil  de degradacao do  lipossoma  catibnico  de

(A) DPPC/ colesterol/ DDAB/ LPC e (B) PC/ colesterol/ DDAB/ LPC, ambas
formulagdes na razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04.

Para o lipossoma cationico de DPPC/ colesterol/ DDAB/ LPC, observou-se
uma diminuicdo de 1,0 pM da ZnPc apés 10 dias da preparagao do sistema de
liberacdao. Para a outra formulacdo (PC/ colesterol/ DDAB/ LPC), no mesmo
periodo de tempo, foi observada uma variacdo de apenas 0,4 pM na concentracao

do farmaco. Percebe-se, portanto, que as ambas formulagdes lipossomais
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propostas sdo estaveis sendo, portanto, adequadas ao estudo envolvendo a
liberacado da ZnPc nos ensaios de morte foto-induzida de ambos os

microorganismos estudados.

IV.1.2. Medida de Tamanho das Particulas dos Lipossomas

Os lipossomas cationicos foram também caracterizados de acordo com o
tamanho dos lipossomas. O tamanho de particulas lipossomais podem ser
caracterizados por vérios métodos (COLLECTED AUTHORS, 1981), como
microscopia eletronica, permeacao em gel, espalhamento de luz, sedimentagao e
eletroforese. Neste estudo, optou-se pelo método de espalhamento de luz.

Quando um feixe de luz incide sobre uma solucao ou dispersao coloidal
(NUNES, 2003; VOGEL, 1981), parte da luz é absorvida, parte sofre espalhamento
e o restante é transmitido através da solugdo sem outras perturbagdes. O nitido
aspecto turvo associado a muitas dispersoes coloidais é uma conseqiiéncia de um
intenso espalhamento de luz.

Em principio, todas as substancias podem provocar o espalhamento da luz

até um certo grau (efeito Tyndall). A turbidez de um material é definida pela

expressao:
;—t =exp(™™ (Equagao 8)
0

em que Io é a intensidade de luz incidente, I; é a intensidade de luz transmitida, Aé
o comprimento do caminho éptico e t é a turbidez da solugao.

A amplitude total da luz espalhada por uma particula é proporcional ao
ndmero de fontes individuais de espalhamento existentes na particula, isto é,
proporcional as suas dimensdes e também a massa. Desta forma, medidas de
espalhamento de luz possibilitam a determinacdo do tamanho das particulas na

dispersao coloidal.
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Os didmetros obtidos para as diferentes formulacdes sao apresentados na
Tabela IV.1. Nao foram observadas variagdes significativas no didmetro dos
lipossomas ap6s 10 dias de sua preparagdo, sendo esta observacdo mais um forte
indicativo da estabilidade das formulacGes propostas dentro desta janela de

tempo.

Tabela IV.1: Tamanho das vesiculas lipossomais cationicas

Composicao Diametro das Vesiculas
DPPC/colesterol/DDAB/LPC * 219 nm
PC/colesterol/DDAB/LPC * 144 nm

* Razdo Molar 1,0/0,45/0,34/0,04

Existem vérios processos pelos quais os lipossomas podem interagir com
sistemas bioldgicos, em especial as células (CEVEC,RICHARDSEN, 1999; LASIC,
1998; NEW, 1990). A adsorgdo representa a associacdao de vesiculas intactas com a
superficie da célula. Tal processo pode ser mediado por interagdes eletrostaticas,
hidrofébicas ou outras induzidas por componentes especificos presentes na
vesicula ou na superficie da célula. A endocitose é a incorporacao de vesiculas
intactas pela célula e resulta, presumivelmente, no seu acaimulo nos lisossomos. A
fusdo consiste na absorcao da particula lipossomal pela membrana da célula, com
a concomitante liberacdo do contetido incorporado no lipossoma para o espago
citoplasmatico. Existe ainda a troca de lipidio, que consiste na transferéncia de
moléculas individuais de lipidio entre vesiculas e a superficie da célula, sem
transferéncia do contetdo incorporado no sistema de liberacao.

Estudos envolvendo tecidos tumorais indicaram que a liberagdo de
farmacos fotossensiveis através de formulacgOes lipossomais é dependente do
tamanho da particula lipossomal, sendo a liberacdo mais eficiente para lipossomas
com dimensdo aproximada de 100 nm (NAGAYASU;UCHIYAMA;KIWADA,
1999).

Uma célula de bactéria possui dimensdes entre 1 e 10 pm

(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Portanto, o tamanho das particulas dos
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lipossomas preparados é pequeno quando comparado com as dimensdes da célula
bacteriana. Conseqiientemente, a interagdo entre bactérias e os lipossomas deve
ser favorecida quando comparada aquela com lipossomas de dimensdes préximas
a do microorganismo (vesiculas unilamelares largas). Assim, esta caracterizagao
de tamanho indica a habilidade do lipossoma em liberar eficazmente a ZnPC em
células de E. coli ou S. aureus, contribuindo para a agdo fotodinamica do farmaco.
Estas medidas também permitem avaliar a estabilidade da formulagdo proposta

bem como o seu tempo de estocagem nesta forma de veiculagao
IV.2. Caracterizagao Fotofisica dos Farmacos Fotossensiveis

Uma das linhas de estudo no campo da TFD consiste na caracterizacao
espectroscopica de fdrmacos. Estes estudos sdo importantes por permitirem
averiguar se tais compostos possuem propriedades que sdo indicativas de sua
eficiéncia como agentes fotossensiveis para a Terapia Fotodindmica. Tais estudos
compreendem a caracterizacdo do primeiro estado excitado singlete (tempo de
vida de fluorescéncia, rendimento quantico de fluorescéncia) e, mais importante, a
eficiéncia do processo ndo radioativo de cruzamento intersistemas com
concomitante formacdo de seu estado excitado triplete. Além de altos rendimentos
quanticos de formagdo do estado excitado triplete, farmacos fotossensiveis
eficientes possuem tempo de vida do estado triplete longo e alto rendimento
quantico de produgdo de espécies reativas como oxigénio singlete, anion radical
superoxido e radical hidroxila, todas envolvidas no dano celular foto-induzido. Os
resultados obtidos na caracterizagdo espectroscopica dos farmacos utilizados neste

projeto sdo apresentados e discutidos a seguir.

IV.21. Determinacao das Propriedades Fotofisicas no Estado

Estacionario

As técnicas de espectroscopia de absorcao e emissdo de fluorescéncia no
estado estaciondrio sdo comumente usadas para se obter informacdes tteis a

respeito dos sistemas biol6gicos, de uma maneira ndo destrutiva.
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A técnica de absorcdo baseia-se na capacidade de um cromoéforo absorver a
radiacdo em uma faixa de comprimentos de onda pré-definida. Medidas
espectrofotométricas de absorcao permitem que seja estimado diretamente tanto o
grau de incorporagao de um farmaco em sistema biol6gico bem como o seu estado
de agregacdao. Nos estudos fotodindmicos, mais especificamente, medidas de
absorcao sdo importantes uma vez que permitem estimar parametros como
comprimento de onda para a excitagdo dos fadrmacos fotossensiveis, tempo de
exposicao a radiacdo laser sem a degradacdo do farmaco, tempo de permanéncia
da droga nos tecidos peritumorais e muitas outras caracteristicas.

A espectroscopia de fluorescéncia contribui para a complementagdo das
informagoes fornecidas pela técnica de absorgdo. A fluorescéncia é um processo
radioativo no qual uma molécula excitada perde a energia absorvida sob a forma
de emissdo de luz. Uma andlise criteriosa das caracteristicas espectrais do
fluoréforo, em solugdo e em meio biolégico, permitem avaliar o grau de eficiéncia
fotodindmica do composto fotossensivel em estudo. Além disso, uma das grandes
linhas de estudo envolvendo espectroscopia em sistemas biolégicos avalia o uso
de sondas fluorescentes como marcadores biolégicos e como rastreadores de
atividade i6nica celular.

A porfirina cationica TMPyPH, tem sido investigada como farmaco
fotossensivel para a terapia fotodindmica e tem se mostrado eficiente em estudos
de foto-oxidagao realizados in vivo e in vitro JUARRANZ et al., 1995). O espectro

de absorcao do farmaco em 4gua é apresentado na Figura IV.2.
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Figura IV.2. Espectro de absorcdo da TMPyPH, 5,0 uM em agua.

O espectro obtido possui o perfil caracteristico das porfirinas, com uma
banda de absorcao intensa (a banda Soret) centrada em 422 nm e um conjunto de
bandas de menor intensidade (as bandas Q) entre 500 e 700 nm.

O espectro de emissdao de fluorescéncia para a TMPyPH,, Figura IV.3,
localiza-se na regido do vermelho do espectro eletromagnético e é caracterizado
por duas bandas de emissdo de separagdo pouco definida com maximos em

aproximadamente 670 e 700 nm.
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Figura IV.3. Espectro de emissdo de fluorescéncia da TMPyPH> 5,0 pmol.L-! em agua.
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Nao foram observadas diferencas no perfil de absorcdo ou emissdo de
fluorescéncia quando a porfirina foi dissolvida em tampdo fosfato salino,
indicando que o aumento da forca idnica do meio ndo afeta estas propriedades
fotofisicas do farmaco.

Entre os farmacos fotossensiveis da segunda-geracdo mais promissores
estdo as ftalocianinas (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001). A Figura a seguir
apresenta o espectro de absor¢do normalizado da ftalocianina de zinco utilizada
neste projeto em meio organico (Figura IV.4 (A)) e incorporada nos sistemas de
liberagdo lipossomais preparados (Figura IV.4 (B)). A fotoquimica de farmacos
incorporados em lipossomas é esperado ser quantitativamente diferente daquela
observada em solucdes homogéneas simples, desde que as propriedades
fotofisicas do farmaco sdo afetadas pela polaridade, viscosidade e o indice de

refracdo do ambiente em que o fadrmaco se encontra (HOEBEKE, 1995).
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Figura IV.4. Espectro de absor¢ao normalizado da ZnPc em (A) meio orgénico de
(-) etanol e (-) DMSO/DMF 50% (v/v) e (B) lipossomas cationicos de
(=) DPPC/colesterol/DDAB/LPC e (-) PC/colesterol/ DDAB/LPC, ambas formulacdes
na razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04.

O perfil de absorcao da ZnPc é constituido de uma banda Soret com
maximo centrado em aproximadamente 339 nm (ver Tabela IV.2) e um conjunto
de bandas Q com consideravel absorcdo na regidao do vermelho do espectro

eletromagnético. Diferentemente das porfirinas, este formaco possui seu maximo
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de absorcdo em torno de 670 nm (ver Tabela IV.2), ou seja, dentro da Janela

Terapéutica, que é uma caracteristica procurada entre os farmaco fotossensiveis da

segunda geracao (VIOLA et al., 1996).

Tabela IV.2. Posi¢do dos maximos de absorcdo da ZnPc em meio orgéanico e lipossomas

Ambiente Maximos Espectrais (nm)
Soret Q1 Q2 Q3
Etanol 339 604 640 667
DMSO/DMEF 50% (v/v) 345 605 645 671
PC/colesterol/DDAB/LPC * 331 610 650 668
DPPC/ colesterol/ DDAB/LPC * 335 613 650 667

* razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04

O espectro de emissdao de fluorescéncia para a ZnPc nos diferentes

ambientes estudados pode ser visto na Figura IV.5. A posicdo dos méximos

espectrais é dado na Tabela IV.3.
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Figura IV.5. Espectro de emissdo de fluorescéncia normalizado da ZnPc em
(A) meio organico de (—) etanol e (-) DMSO/DMEF 50% (v/v) e (B) lipossomas cationicos
de (=) DPPC/colesterol/DDAB/LPC e (-) PC/colesterol/DDAB/LPC, ambas
formulag¢des na razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04).

Assim como a TMPyPH;, a ZnPc possui seu espectro de emissao de

fluorescéncia na regido do vermelho do espectro eletromagnético. Além de

alteracdes na posicao dos maximos espectrais (ao redor de 670 nm), a incorporacdo
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do farmaco em lipossomas proporciona uma melhor separacdo das bandas de

emissao localizadas em comprimentos de onda maiores.

Tabela I'V.3. Posicdo dos maximos espectrais da ZnPc em meio orgéanico e lipossomas

Ambiente Maximos Espectrais (nm)
F1 F2 F3
Etanol 673 - 739
DMSO/DMEF 50% (v/v) 682 — 739
PC/colesterol/DDAB/LPC * 677 714 748
DPPC/ colesterol/DDAB/LPC * 669 717 750

* Razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04

Outro farmaco estudado foi o Victoria Blue BO (VBBO). O VBBO pertence a
classe dos triarilmetanos e tem se mostrado um farmaco fotossensivel bastante
promissor para a terapia fotodindmica (VIOLA et al, 1996). O espectro de

absorcdo para o farmaco é apresentado na Figura IV.6.
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Figura IV.6: Espectro de absor¢do normalizado do VBBO em () 4gua e (—) solugdo

fisiologica.
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O espectro de absorcdo do farmaco é caracterizado por uma intensa
absorcao na Janela Terapéutica, com maximo centrado em 614 nm. Em solucao
fisiol6gica, as bandas de absorcdo do VBBO se apresentam levemente alargadas
com relacdo aquelas obtidas em agua, indicando que a forca i6nica do meio pode
induzir altera¢Ges nas suas propriedades fotofisicas.

A Figura IV.7 apresenta o espectro de emissao de fluorescéncia obtido para
o farmaco em agua. Nao foram observadas variagodes significativas no espectro

quando o VBBO foi dissolvido em solugdo fisiologica.
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Figura IV.7: Espectro de emissdo de fluorescéncia do VBBO 11,0 pmol.L -1 em dgua.

Os movimentos rotacionais dos anéis aromadticos dos triarilmetanos
induzem o processo de relaxagao ndo-radioativo (conversao interna) de seu estado
singlete excitado. Conseqiientemente, estes compostos possuem um tempo de
vida de estado singlete extremamente curto, na faixa de 1-5 ps
(BARTLETT;INDIG, 1999; LEWISINDIG, 2002; NAGUIB;STEEL;YOUNG, 2001).
Entdo, para a determinacdo do espectro de emissao de fluorescéncia do farmaco
foi necessdria a utilizagdo de um espectrofluorimetro que possuisse uma
fotomultiplicadora bastante sensivel (Fluorolog-3 da Spex). A curva obtida é
caracterizada por uma banda de emissdo de fluorescéncia com méaximo centrado

em 654 nm.
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IV.2.2. Determinacdao da Constante de Dimerizacao

A formacao de agregados é um importante parametro de investigacdo no
processo de caracterizacao fotofisica de farmacos fotossensiveis. Embora alguns
agregados diméricos e oligoméricos parecam manifestar alguma atividade de
localizacao preferencial nas células alvo (CUBEDDU et al., 1991; KESSEL,CHENG,
1991), a agregacao altera (BORISSEVITCH et al., 1997;
RODRIGUEZ;AWRUCH;DICELIO, 2002) a absorcao 6ptica, diminui o tempo de
vida do estado triplete e reduz o rendimento quantico de produgao de oxigénio
singlete pela dissipacdo da energia de excitacdo através do processo de conversao
interna. Deste modo, o processo de agregacao afeta o potencial dos farmacos como
sondas bioldgicas bem como a eficiéncia destes nos ensaios fotodindmicos.

A constante de dimerizacao (Kp) é uma medida da tendéncia de formagao
de dimeros num dado ambiente. Inimeros fatores tém sido propostos para
explicar as forcas que contribuem para a dimerizacdo dos fdrmacos, tais como
forcas de van der Waals, intera¢des carga-carga, interagdes hidrofébicas ou o papel
da dgua (NUNES, 1999).

Neste trabalho, a constante de dimerizacdo foi determinada através da
metodologia proposta por Brault e colaboradores (OULMI et al.,, 1998), que
consiste em investigar o efeito da concentracdo do farmaco sobre seu espectro de
absorcado (OULMI et al, 1998) ou emissaio de fluorescéncia
(MARGALIT;SHAKLAIL;,COHEN, 1983; OULMI et al., 1998). Em nossos estudos, a
dimerizagdo de todos os farmacos utilizados foi acompanhada utilizando-se a
espectroscopia de absorcao. Para a TMPyPH: e para a ZnPc, entretanto, os valores
de Kp apresentados foram obtidos em outros trabalhos anteriormente
desenvolvidos pelo grupo (TMPyPHoz: (DE PAOLIL 2001); ZnPc (NUNES, 1999)).

A influéncia da concentracdo do VBBO sobre os seus espectros de absorgao

em agua e solucao fisiol6égica sdo apresentados na Figura IV.8.
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Figura IV.8: Variagdo no espectro de absor¢do do VBBO com o aumento de sua
concentracdo em (A) agua e (B) solugdo fisiologica. A concentragdo do farmaco em solugéo
(nmol.LY) foi () 0,58; (-) 3,0; (-) 6,0; (-) 9,0; (-) 12,0; ( ) 15,0; (-) 18,0; (-) 24,0; (-) 30,0;
(—) 35,0; (-) 47,0; (-) 58,0.

Muitos farmacos tendem a formar agregados em solucdo aquosa. O
aumento da forga i6nica do meio pela adi¢do de um sal inerte, como NaCl por
exemplo, contribui para a dimerizacdo de mondémeros carregados

(KEMNITZ,;SAKAGUCHLI, 1992) pela redugao da repulsao eletrostatica entre estes
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(KANO et al., 1987, KEMNITZ,SAKAGUCH]I, 1992). A influéncia da forga idnica
sobre os espectros de absorcao do VBBO é claramente apresentada na Figura IV.8.
O aumento da concentracdo do farmaco em solucdo fisiolégica induz variagdes
menos significativas na absorbancia da solucdo do que aquelas observadas em
adgua, para a mesma faixa de concentracdo do triarilmetano. Além disso,
diferentemente do comportamento observado em &gua, em solucdo fisioldgica
observa-se que o aumento da concentracdo do farmaco induz um aumento na
absorbancia registrada na faixa de 700 - 800 nm. Estas alteracdes sao indicativas
do favorecimento do processo de dimerizacdo em solugao fisiologica.

A formacgdo de dimeros em solucdo pode ser expressa pelo equilibrio
(DIXON;STEULLET, 1998; MARGALIT,SHAKLALCOHEN, 1983; OULMI et al.,
1998):

Kp
2M D (Equagao 9)
em que Kp é a constante de dimerizagao dada por:
[D] 5
Kp =—+~ (Equagao 10).
[M]?

Aqui, [D] e [M] sdo as concentracdes do dimero e do mondémero, respectivamente,

e a concentragao total do farmaco pode ser expressa como (OULMI et al., 1998):

C=[M]+2[D] (Equacao 11)

A absorbancia de uma solugdo em que o equilibrio monémero-dimero foi

estabelecido pode ser expressa por (OULMI et al., 1998):

A =(epm[M]+ep[D]A (Equagao 12)
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na qual em e ep sdo os coeficientes de absortividade molar para o monoémero e o
dimero, respectivamente, e A é o comprimento do caminho 6ptico. A partir das
equacdes 4 e 5, as seguintes equacdes foram obtidas para o célculo das

concentracdes do mondémero e do dimero:

-1+ /1+8KpC
M]= 1+ 4K+ pC) (Equacao 13)
D

[D] _ (—1+4KDC—1/1+8KDC)

Equacao 14).
SKo (Equagao 14)
Estas equagdes, quando substituidas na Equacdo 12, fornecem:
{[1 ~ 1+ SKDC][ED - SM} + 28DKDC}
2 ~
A= (Equacao 15),

HKp

que relaciona a absorbancia da solugdo a concentracdo total de farmaco bem como
a constante de dimerizagdo. Conhecendo-se o em, aqui assumido ser o coeficiente
de absortividade molar para o farmaco no ambiente de estudo, pdde-se empregar
a Equacao 15 para estimar o valor de ep e Kp para o farmaco. A andlise da curva de
absorcao em funcdo da concentragdo do farmaco (Figura IV.9) foi feita utilizando-
se um programa desenvolvido no software Igor Pro, da Wavemetrics, Inc, no qual
a regressdo é baseada no algoritmo de Levemberg-Marquardt (MARQUARDT,
1963; OULMI et al., 1998).
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Figura IV.9: Determina¢do da constante de dimerizacdo para o VBBO em (#) 4gua e
(*) solucao fisiolégica. Inserto: Regressiao utilizando-se o algoritmo de

Levemberg-Marquardt para o VBBO em solugéo fisiol6gica.

O aumento da concentracao do VBBO em solucao fisiolégica acima de
30,0 pmol.L! induz um acentuado desvio da linearidade para as absorbancias
registradas, como pode ser visto na Figura IV.9. A regressdo tracada utilizando-se
o algoritmo de Levemberg-Marquardt nao forneceu um bom ajuste quando todos
os pontos foram utilizados (o ajuste apresentado é descrito por uma fungdo
exponencial), provavelmente devido a existéncia de um equilibrio envolvendo
agregados maiores que o dimero. Desde que o formalismo apresentado ndo
considera agregados maiores que o dimero, o ajuste utilizando-se o algoritmo de

Levemberg-Marquardt foi considerando-se as absorbancias registradas até

30,0 pmol.L-! do farmaco (ver inserto na Figura IV.9).
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Os resultados obtidos por esta metodologia para o VBBO sao sumarizados

na Tabela IV 4.

Tabela IV.4: Valores da constante de dimerizacdo e dos coeficientes de absortividade

molar do monoémero e do dimero para o VBBO

Ambiente Absortividade Molar (L.mol?) Kp (L.mol?)
&M €D
Agua 4,6x104 4,0x104 2,0x104
Solugdo Fisiologica 4,2x104 2,6x104 9,7x104

O valor de Kp encontrado para o VBBO em solucao fisiologica é superior
aquele encontrado para este farmaco em 4gua, indicando que, como descrito
anteriormente, a dimerizacdo do VBBO é favorecida em um ambiente com maior
forca idnica. Também, em agua, o ep para o triarilmetano tem um valor bastante
proximo ao seu em. Entdo, com o aumento da concentracdo do farmaco e,
conseqiientemente, a concentracdo do dimero em solucdo, ndo se observa um
desvio significativo da linearidade no grafico obtido. Em solugdo fisiolégica, ao
contrario, o ep € bastante inferior ao seu em e justifica o acentuado desvio da
linearidade obtido no grafico de absorbancia em func¢do da concentragdo para o
farmaco neste meio.

Como anteriormente mencionado, para os demais farmacos utilizados neste
trabalho, a constante de dimerizacdo foi determinada em trabalhos anteriormente

desenvolvidos. Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela IV.5.
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Tabela IV.5: Valores da constante de dimerizacdo e dos coeficientes de absortividade

molar do mondémero e do dimero para TMPyPH, e ZnPc

Farmaco Ambiente Absortividade Molar (L.mol") Kb
eM €D (L.mol?)
TMPyPH; * Agua 2,00x105 1,76x105 1,44x105
Tampao Fosfato Salino 2,02x10°5 1,73x10°5 1,43x10°5
ZnPc ** Piridina 2,41x105 — 3,6x104
Lipossomas de DMPC 2,41x105 — 1,0x105
*(DE PAOLI, 2001)

*+(NUNES, 1999)

Vérios pesquisadores tém investigado o processo de dimerizacdo da
TMPyPH: e os resultados obtidos tém sido interpretados de maneira controversa
(VERGELDT et al., 1995). Embora alguns autores tenham interpretado resultados
obtidos por diferentes técnicas como evidéncia de que a porfirina nao possui
tendéncia a formar agregados em solucdo aquosa (DIXON;STEULLET, 1998;
KADISH;MAIYA;ARAULLO-MCADAMS, 1991, PASTERNACK et al., 1972;
PASTERNACK et al.,, 1985), para Kano e colaboradores (KANO et al., 1987;
KANO;TAKELHASHIMOTO, 1990) a TMPyPH: existe como dimero em solucdo
aquosa a concentracdes inferiores a 2x10-7 mol.L-1. A estrutura proposta pelo autor

para o dimero é apresentada no Esquema IV.1.

Esquema IV.1: Estrutura proposta para o dimero da TMPyPHo..
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Kemnitz e Sakaguchi (KEMNITZ,SAKAGUCH]I, 1992) determinaram, com
base na andlise de curvas de decaimento de fluorescéncia, parametros
termodindmicos para o processo de dimerizacdo da TMPyPH.. Os autores
obtiveram valores de +0,15 eV e + 13,4 cm1. K", respectivamente, para a entalpia e
para a entropia de dimerizacdo deste farmaco em &gua, indicando que o seu
processo de dimerizacdo é entropicamente favorecido. A constante de dimerizagao
determinada por estes mesmos pesquisadores é de 1,3x10°> L.mol! em dgua e esté
em acordo com o valor apresentado na Tabela IV.5.

A proximidade entre os valores de Kp obtidos para a TMPyPH; em agua e
em tampao fosfato salino (Tabela IV.5) indica que, diferentemente do observado
para o VBBO, o aumento da forca i6nica do meio ndo possui um efeito
significativo sobre o processo de dimerizacao da porfirina.

A ZnPc também possui uma forte tendéncia a formar agregados em
solucdo, como indicado pelos dados da Tabela IV.5. Os dados mostram que a
constante de dimerizagdo para o farmaco é maior em lipossomas de DMPC do que
aquela obtida em meio homogéneo. A alta solubilidade da ftalocianina de zinco
em piridina justifica a menor tendéncia a dimerizagdo encontrada neste meio.

Farmacos hidrofébicos, como ZnPc utilizada neste projeto, tendem a se
acumular na bicamada lipidica de lipossomas. Aqui, dependendo da concentracao
do farmaco, o nimero de moléculas confinadas em cada uma das particulas do
lipossoma pode se bastante grande. Isto resulta em vérias interacdes
intermoleculares entre estas moléculas e pode contribuir para o seu processo de

dimerizagdo (DHAMIPHILLIPS, 1996).

IV.2.3. Determinacao do Rendimento Quantico de Fluorescéncia

Ap6s a absorcao de um féton de luz, uma molécula no estado fundamental
(So) passa a ocupar estados singletes mais energéticos (Sn), de onde pode retornar
para o estado fundamental por varios processos. A fluorescéncia é um processo
radioativo no qual uma molécula excitada, no estado singlete, perde a energia

absorvida na forma de luz.
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O rendimento quantico de fluorescéncia (®r) pode ser definido como

{Lakowicz, 1984 259 /id; Turro, 1978 125 /id}:

o n° de moléculas fluorescentes por unidade de tempo por unidade de volume
F =

n° de quanta absorvidos por unidade de tempo por unidade de volume

(Equacao 16)

Desde que o niimero de moléculas é, em principio, equivalente ao namero
de fotons absorvidos, esta propriedade fotofifsica informa a relacdo entre a
quantidade de moléculas que efetivamente fluorescem (nr) e as moléculas que

foram eletronicamente excitadas (Nexc),

n
O F

= (Equacao 17).
NExc

O método mais comumente empregado para a determinacdo do rendimento
quantico de fluorescéncia é o método relativo (DEMAS;CROSBY, 1971;
GANTCHEV;VAN LIER, 1995), que faz uso da equacdo fornecida por Demas e
Crosby (DEMAS;CROSBY, 1971):

Area amostra }{ Absorbanaapadrao J){ Namostra

A . XOrp_ ~
Areapadrao Absorbancia ymostra ] F-padrao

DF_amostra =
Npadrao

(Equacao 18)

em que n é o indice de refracdo e a Area é calculada a partir do espectro de
emissdo de fluorescéncia corrigido. A correcdo do espectro de emissdao é

necessdria, neste caso, porque permite determinar o verdadeiro formato das

bandas de emissdao (EATON, 1988). O fator Namostra ¢ yma correcio do indice de
n ~
padrao

refracdo, que é necessaria porque conforme a radiacao passa da solugao para o ar,

ou seja, de uma regido com um indice de refracdo alto para uma regiao com indice
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de refracdo baixo, a sua intensidade muda. Uma outra razdo é que pode ocorrer
reflexdo interna dentro da cubeta. Assim, a corregao do indice de refracdo quando
solventes diferentes sdo usados para a amostra e para o padrao é fundamental na
prevencdo de erros no calculo de ®r (DEMAS;CROSBY, 1971; EATON, 1988).

O rendimento quantico de fluorescéncia da ZnPc incorporada nos sistemas
de liberacao foi determinada utilizando-se uma solucao deste mesmo farmaco em
etanol como padrdo. Os espectros de emissdo de fluorescéncia corrigida sao
apresentados na Figura IV.10. A correcdo do espectro de emissdo de fluorescéncia
contribui para uma melhor definicdo das bandas de emissdao do farmaco nos

diferentes ambientes.
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Figura IV.10. Espectro de emissao de fluorescéncia corrigido normalizado para a ZnPc em
=) etanol e lipossomas de =) DPPC/colesterol/ DDAB/LPC e
(=) PC/colesterol/DDAB/LPC.

Os valores de ®r obtidos podem ser visualizados na Tabela IV.6. Para os

calculos, foi assumido que o indice de refragdo para a suspensao lipossomal é de 1

(um).
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Tabela IV.6: Rendimentos quanticos de fluorescéncia da ZnPc em diferentes meios

AMBIENTE Dr
Etanol 0,28 £ 0,01*
DPPC/ colesterol/DDAB/LPC** 0,30 £ 0,04
PC/ colesterol/DDAB/LPC** 0,31+£0,03

* Determinado por Nunes (NUNES, 1999) relativamente ao Violeta de Cresila.
** Razdo molar de lipidio ¢ 1,0/0,45/0,34/0,04

Os resultados obtidos demonstram que nao houve variagao significativa no
valor de ®r com a incorporagdo do farmaco em meio lipossomal. Isto indica que,
possivelmente, as propriedades fotofisicas relacionadas ao primeiro estado
singlete da ZnPc ndo sdo afetadas pelo processo de incorporagdo. Embora os
valores de ®r apresentados indiquem que a ftalocianina de zinco seja um
fluoréforo de eficiéncia moderada, os dados sugerem também que, ap6s excitagao,
o farmaco pode eficientemente apresentar o cruzamento intersistemas e, assim,
produzir o seu estado triplete excitado em concentragao suficiente para produgao
de espécies reativas de oxigénio. Desde que a produgdo das espécies reativas que
atuam no processo de dano oxidativo é dependente da concentragdo do farmaco
no seu estado excitado triplete, a ftalocianina de zinco deve ser eficiente na foto-
erradicacdo de E. coli e S. aureus quando incorporada em seus sistemas de
liberacéo.

A TMPyPH> tem sido empregada em varios ensaios fotodinamicos e, por
essa razao, a determinacao de suas propriedade fotofisicas sdo importantes para a
compreensdo da eficiéncia do farmaco nos estudos foto-oxidativos.

Como anteriormente mencionado, a determinacdo do ®r para a TMPyPH;
foram realizadas em trabalhos anteriores (DE PAOLI et al, 2002;
KALYANASUNDARAM, 1984; LANG et al., 2001). Em nossos estudos, o
composto padrdo utilizado na determinacdo do ®r para a porfirina foi o violeta de
cresila em metanol (®r = 0,54) (EATON, 1988; MAGDE et al., 1979). A Figura IV.11
apresenta os espectros caracteristicos para a absor¢do e emissdo de fluorescéncia

corrigida para este composto.

124



1.2F

12
1.0
1.0
w 0.8
g
~ 0.6
-
0.8 ™ 04
S 0.2
«
= 0.0 . L " .
<z0»6 550 600 650 700 750 800
E- Comprimento de Onda, nm

0.2

0.0k .
300 400

) 500 600 700
Comprimento de Onda, nm

Figura IV.11: Espectros de absor¢do e emissao de fluorescéncia (inserto) normalizado do

violeta de cresila em metanol.

O ®r determinado foi de 0,052 £ 0,001 e 0,050 = 0,001 para o farmaco em
agua e tampado fosfato salino, respectivamente (DE PAOLI, 2001). Estes pequenos
valores obtidos demonstram que a TMPyPH: nao é um bom fluoréforo. Isto indica
que, uma vez excitada, a porfirina retorna ao estado fundamental utilizando
caminhos diferentes da emissdo de fluorescéncia. Como para a ZnPc, os dados
apontam para a eficiéncia da porfirina no processo de cruzamento intersistemas e,
assim, sua eficiéncia nos estudos de fotodindmicos para a erradicacdo dos
microorganismos trabalhados.

O VBBO, por sua vez, é um composto da segunda geracdo de farmacos
fotossensiveis que, neste trabalho, foi também utilizado nos estudos de
erradicacdo fotodindmica de E. coli e S. aureus. O rendimento quéntico de
fluorescéncia para este farmaco nao foi estimado por auséncia de aparelhagem
adequada. Entretanto, de acordo com a literatura (BARTLETT;INDIG, 1999;
LEWIS;INDIG, 2002; NAGUIB;STEEL;YOUNG, 2001), o rendimento quantico de
fluorescéncia dos triarilmetanos é da ordem de 10. Isto ocorre porque, como

anteriormente mencionado, os movimentos rotacionais dos anéis aromaticos dos
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triarilmetanos induzem o processo de relaxacdo nao-radioativo de seu estado
singlete excitado. A conversao interna é o modo preferencial de desativacdo do

estado excitado singlete do farmaco.

IV.2.4. Determinacao dos Espectros de Absorcao e Tempo de Vida

do Transiente

Desde que o estado excitado singlete possui um tempo de vida curto (nano-
segundos), o processo de fotossensibilizacdo em sistemas biolégicos parece
envolver principalmente o primeiro estado excitado triplete (T1) do farmaco
fotossensivel (Spikes, 1977), cujo tempo de vida associado é da ordem de micro-
segundos. O estado excitado triplete é formado através do processo de
cruzamento intersistemas apo6s a excitagdo da amostra.

Para a determinacdo do espectro de absorgdo do transiente e do tempo de
vida da espécie triplete dos farmacos fotossensiveis estudados, empregou-se a
técnica de fotdlise por pulso de laser. Esta técnica foi introduzida em 1949
(NORRICH;POTTER, 1949) como uma ferramenta poderosa para estudar os
efeitos fisico-quimicos iniciais da luz sob a matéria. O principio da fotélise por
pulso de laser consiste na excitagdo de uma amostra por um pulso rapido de luz
de alta intensidade num intervalo de tempo da ordem de nano-segundos. Nestas
condigdes, formam-se espécies excitadas ou diferentes tipos de transientes
(estados eletronicamente excitados, radicais, birradicais, carbenos, ions radicais ou
carbocétions estdveis) em altas concentracdes. O equipamento utilizado nestes
experimentos permite a obtencdo simultdnea do espectro de absorcao do
transiente e a cinética de decaimento da espécie transiente em um dado
comprimento de onda.

O espectro de absorcao do transiente para a ZnPc em meio organico e

lipossomas é apresentado na Figura IV.12.
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Figura IV.12: Espectro de absorgdo do transiente da ZnPc em (#) etanol, (*) DMSO/DMF
50% (v/v) e lipossomas de (o) de DPPC/colesterol/DDAB/LPC e

(A) PC/colesterol/DDAB/LPC, ambas formulagdes com a razdo molar de lipidio de
1,0/0,45/0,34/0,04. As leituras de absor¢do do transiente foram determinadas 9 ns ap6s o

pulso de excitagdo do laser.

As leituras de absorgdo do transiente foram determinadas 9 (nove) ns ap6s
o pulso de excitagao do laser. As curvas de absorcdo obtidas sdao bem definidas e
mostram uma absorcdo méxima do transiente centrada em 470 nm,
correspondente a transigdes entre o estado triplete de menor energia (T1) e estados
tripletes de maior energia (Tn). Podem-se observar, também, faixas de
comprimentos de onda em que a absorcao do transiente registrada é negativa. A
posicdo destas bandas (340 e 670 nm, respectivamente) é equivalente a posi¢ao das
bandas Soret e Q da ftalocianina de zinco no estado fundamental e esta
relacionada a diminuicdo da densidade eletronica do farmaco no seu estado
fundamental.

O comprimento de onda de méxima absorcao do farmaco foi utilizado para
monitorar o decaimento absor¢do da espécie triplete gerada em fun¢do do tempo.
O perfil cinético obtido para a ZnPc em etanol pode ser visto na Figura IV.13. O
perfil obtido para os demais ambientes estudados é semelhante ao apresentado

nesta Figura. A andlise dos dados com o software do proprio equipamento

127



permitiu a determinacdo dos tempos de vida para o transiente nos diferentes

meios. A Tabela IV.7 apresenta os resultados obtidos.
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Figura IV.13: Decaimento do transiente da ZnPc em etanol. O sinal do transiente foi

detectado 9 ns apés o pulso de excitagdo do laser.

Tabela IV.7: Tempo de vida do transiente da ZnPc em meio orgéanico e lipossomas

AMBIENTE tr (us)
Etanol 0,30 £ 0,01
DMSO/DMF 50% (v/v) 0,42 + 0,06
DPPC/ colesterol/ DDAB/LPC * 5,7+0,33
PC/colesterol/DDAB/LPC * 23+0,12

* Razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04.

Observa-se, pelos dados da Tabela, que o processo de incorporagdo em
lipossomas aumenta o tempo de vida do estado triplete da ZnPc. Quanto maior o
tempo de permanecia do farmaco no estado excitado triplete, maior é a
probabilidade de interacdo do farmaco com outras moléculas e, assim, a

probabilidade de producgdo de espécies reativas de oxigénio responsaveis pelo

128



dano oxidativo as células vivas. E conhecido que, além de sua eficacia na
producao de oxigénio singlete, a ZnPc é capaz de atuar através do mecanismo
Tipo I (HADJUR et al., 1997), produzindo o anion radical superéxido e o radical
hidroxila. (HADJUR et al, 1997, MAREE;KUZNETSOVA;NYOKONG, 2001).
Desde que estes radicais sdo altamente danosos para os sistemas biolégicos, a
producdo destas espécies demonstra a eficiéncia ftalocianina de zinco nos
processos de foto-oxidagao.

Varios trabalhos encontrados na literatura tém apresentado resultados da
caracterizagdo fotofisica do estado excitado triplete da TMPyPH2 em diferentes
meios (BONNET et al., 1982; CHIRVONY et al., 1997; KRUK et al., 1998a; KRUK et
al., 1998b). A Figura IV.14 apresenta o espectro de absorcao da porfirina TMPyPH>
em agua (DE PAOLI, 2001). O perfil obtido para o farmaco em tampao fosfato

salino se sobrepde a curva apresentada.
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Figura IV.14: Espectro de absor¢do do transiente da TMPyPH, em agua. As leituras de

absorcao do transiente foram determinadas 13 ns ap6s o pulso de excitacdo do laser.

A curva obtida é bem definida e pode ser caracterizada por um maximo de
absorcdo triplete centrada em 470 nm, além da banda de absorcdo do transiente
negativa (centrada em 420 nm), devido a diminuicdo da populagao eletrénica do

farmaco no seu estado fundamental na regiao da banda Soret.
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A analise do decaimento da espécie triplete gerada para a porfirina
forneceu valores de tr de 2,27 £ 0,01 e 2,19 + 0,01 ps em agua e tampao fosfato
salino, respectivamente (DE PAOLI, 2001). Este tempo de permanéncia no estado
triplete é longo o suficiente para permitir a producdo das espécies reativas de
oxigénio responsaveis pelo dano oxidativo as células vivas.

Para o VBBO, a caracteriza¢do do estado excitado triplete foi feita em dgua.
Apo6s a excitacdo da amostra, foi detectado o sinal de uma espécie transiente em

410 nm. O perfil cinético do decaimento é apresentado na Figura IV.15.
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Figura IV.15: Decaimento do transiente VBBO em &gua. O sinal do transiente foi

detectado 9 ns ap6s o pulso de excitagdo do laser.

O tempo de vida associado ao decaimento registrado foi 0,14 + 0,02 ps. Este
11 é da mesma ordem de grandeza daquele obtido para a ZnPc em meio organico.
Este resultado pressupde a habilidade do farmaco em interagir com biomoléculas
no estado excitado triplete e, assim, produzir espécies reativas de oxigénio que
mediam a sua agdo fotodindmica. Julliard e colaboradores (VIOLA et al., 1996)

determinaram que o VBBO atua de acordo com o mecanismo Tipo I de
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fotossensibiliza¢do, ou seja, a produgdo do anion radical superéxido e do radical
hidroxila.

Embora tenhamos detectado o sinal da espécie transiente do VBBO, nao foi
possivel determinar claramente o espectro de absorcdo do transiente deste
farmaco apds sua excitacdo com um sistema laser no comprimento de onda de
355 nm. Indig e colaboradores (BAPTISTA;INDIG, 1998; BARTLETT;INDIG, 1999)
também nao conseguiram caracterizar claramente a formacao de triplete ou radical
livre de triarilmetanos em solugdo aquosa quando irradiados com laser em
532 nm. Estas observagdes sdo indicativas de que o processo de cruzamento
intersistemas ndo compete significativamente com os processos ndo radiativos de
relaxacdo a partir do primeiro estado singlete excitado dos triarilmetanos para o
estado fundamental. Entretanto, em meios mais viscosos que a 4gua ou em micro-
ambientes que dificultam o processo de relaxacdo, o processo de cruzamento
intersistemas torna-se mais competitivo e a foto-reatividade do farmaco tende a
aumentar (BAPTISTA;INDIG, 1998). Acredita-se que a associacao do VBBO com as
células de E. coli e S. aureus contribua para o aumento da foto-reatividade deste
farmaco, de forma a observar-se uma morte foto-induzida eficiente destes
microorganismos. Tal comportamento foi observado anteriormente para o Cristal

Violeta, um anélogo estrutural do VBBO (WAINWRIGHT, 1998).

IV.25. Determinacio do Rendimento Quintico de Formag¢io do

Estado Triplete

Varios sdo os processos que podem ocorrer com uma molécula quando esta
absorve radiagdo e passa a popular o estado singlete excitado (Spn). O cruzamento
intersistemas é o processo em que as moléculas do farmaco sofrem a inversao do
spin de um de seus elétrons e passam a popular o seu estado excitado triplete (Tn).
A eficiéncia deste processo é dada pelo rendimento quantico de formacao do
estado excitado triplete (®r1) do farmaco. O @ fornece, portanto, uma estimativa
da concentracdo das moléculas do fadrmaco no estado triplete apds a excitacao.

Desde que a acdo fotodindmica é diretamente dependente da interagdo dos
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farmacos neste estado excitado com substratos biolégicos ou com o oxigénio
molecular (Mecanismos I e II de fotossensibilizagdo), é importante que o estado
triplete seja produzido em alta concentragdo; portanto, o ®r é um importante
parametro fotofisico a ser determinado.

Varios sdao os métodos disponiveis para a determinacdo do rendimento
quantico de formacdo do estado triplete (AMAND;BENSASSON, 1975). Neste
trabalho, o @t foi determinado utilizando-se a técnica de flash fotélise a laser. A
determinacdo de ®r para a TMPyPH2 e para a ZnPc foi feita empregando-se o
Feoforbide-a como composto de referéncia (Or = 0,65 em benzeno) (YANG et al.,
2000). O farmaco VBBO nao teve o ®r determinado porque, como descrito no item
anterior, ndo foi possivel determinar o espectro de absorcdo do transiente do
triarilmetano.

O célculo de @t tem inicio com a determinagdo do espectro real do estado
triplete e o coeficiente de absortividade molar no estado triplete excitado (er) para
os farmacos fotossensiveis no comprimento de onda de méxima absor¢dao de seus
transientes (460 nm para o Feoforbide-a, 470 nm para a porfirina e 480 nm para a
ftalocianina de zinco). As leituras de absor¢do do transiente foram determinadas
13 ns e 9 ns, respectivamente, apds o pulso de excitagdo do laser para a TMPyPH:
e para os demais farmacos.

Como descrito anteriormente, o espectro de absor¢do do transiente
registrado é caracterizado por faixas de comprimentos de onda com absorcao
menor do que zero (absor¢do negativa) como resultado da absor¢ao do farmaco no
estado fundamental. Entretanto, é possivel determinar o espectro real do
transiente dos farmacos (AA (t)) corrigindo-se a absorgdo triplete registrada

através da equagao:

AA(t)=AT +aAf (Equagao 5; Item II1.3.2.5. da Secao Experimental).

O valor de a(t) é a razao entre o nimero de moléculas no estado triplete e a

concentragdo total de moléculas num tempo t:
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o(t) = Cr(t) (Equagao 19).

O o é um ntimero positivo e menor do que 1 (um) e pode ser estimado pela
razdo entre o valor da absorbancia no ponto mais negativo do espectro de
absorcdo do transiente e a absorbadncia no estado fundamental. Os valores de a
determinados foram 0,11 para o Feoforbide-a, 0,16 para a TMPyPH> e 0,35 para a
ZnPc. As Figuras IV.16 - IV.18 apresentam o espectro de absorcao no estado
fundamental, bem como os espectros de absorcdo do triplete registrado e corrigido

para todos os farmacos.
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Figura IV.16: Espectros de (—) absor¢do no estado fundamental, (¢) absor¢do do transiente

e (@) absorgdo do transiente corrigido AA(t) para o Feoforbide-a em benzeno.
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Figura IV.17: Espectros de (—) absor¢do no estado fundamental, (¢) absor¢do do transiente

e (@) absorcao do transiente corrigido (AA(t)) para a TMPyPH> em agua.
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Figura IV.18: Espectros de (—) absor¢do no estado fundamental, (¢) absorc¢do do transiente

e (@) absorgdo do transiente corrigido (AA(t)) para a ZnPc em DMSO/DMEF 50% (v/v).

Uma vez que o valor de a é conhecido, o coeficiente de absortividade molar
no estado triplete exictado (e1) para um farmaco num dado comprimento de onda

() pode ser calculado de acordo com a equagao:
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er(d) _ Ar(})
ep(A)  aAg(D)

(Equagao 6; item II1.3.2.5. da Parte Experimental).

O conhecimento de er é fundamental para a determinacdo do ®r e os

valores calculados para os farmacos fotossensiveis sao apresentado na Tabela IV 8.

Tabela IV.8: Coeficiente de Absortividade Molar do estado excitado triplete para os

farmacos fotossensiveis

Farmaco Ambiente et (L. moll.cm)
Feoforbide-a Benzeno 7,40x104
TMPyPH, Agua 7,90x10%
ZnPc DMSO/DMEF 50% (v/v) 2,80x10*

O coeficiente de absortividade molar do estado triplete obtido para o
Feoforbide-a esta bastante proximo daquele reportado na literatura (7,59 L.mol-
Lem ) (YANG et al., 2000).

A absorcdo do transiente dos farmacos é dependente da energia utilizada
para a excitagdo da amostra. Os decaimentos dos transientes gerados para os
farmacos fotossensiveis no comprimento de onda de maxima absorgdo triplete
foram registrados como uma funcdo da energia de excitacdo crescente. A
absorbancia maxima do transiente cresce linearmente com o aumento da energia
de excitacdo e, conseqiientemente, cresce também a concentracdo das moléculas do
farmaco no estado triplete excitado. Assim, a inclinacdo da reta obtida esta
relacionada ao coeficiente de absortividade molar e ao rendimento quantico de
formacao do estado triplete. Entdo, conhecendo-se o AA para a amostra e para o

farmaco padrao, é possivel calcular o ®r através da equagao:

AA 0] gET —¢&
amostra _ T _amostra ( T F )amostra (Equa(;éo 20)
AA padrao @7 _padrao (eT —&F )padréo
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Desde que os farmacos no estado fundamental ndo absorvem radiacdo no
comprimento de onda de maxima absor¢do do estado triplete excitado (460 nm
para o Feoforbide-a, 470 nm para a TMPyPH: e 480 nm para a ZnPc), o & nestes

comprimentos de onda tende a zero e a Equacdo 20 pode ser re-escrita como:

AA amostra _ DPT  amostra (€T )amostra
AA

(Equagao 21).
padrao O _ padrao (eT )padrﬁo

A Tabela IV.9 apresenta os valores de AA e @ para o Feoforbide-a e para a
TMPyPH: e ZnPc nos seus ambientes de estudo. Os valores de er empregados

foram listados na Tabela IV.8.

Tabela IV.9: Rendimento quéntico de formacao do estado triplete excitado para os

farmacos fotossensiveis

Farmaco Ambiente AA (O
Feoforbide-a * Benzeno 0,46 0,65
TMPyPH> Agua 0,60 0,79
ZnPc DMSO/DMEF 50% (v/v) 0,17 0,63

* utilizado como composto padrao (YANG et al., 2000).

Para a porfirina, os valores de @1 encontrados na literatura encontram-se na
faixa de 0,73 - 0,89 (KRUK et al., 1998a; LANG et al., 2001; REDDI et al., 2002);
Para a ZnPc, o valor de @t publicado é de 0,67 (NYMAN;HYNNINEN, 2004). Em
ambos os casos, os valores de rendimento quantico de formacao do estado triplete
encontrados sao bastante proximos aos valores apresentados na Tabela IV.9. e
indicam que, ap6s excitagdo, o estado excitado triplete destes farmacos esta sendo
produzido com alta eficiéncia. Os resultados indicam, portanto, que os farmacos
devem ser hédbeis no desencadeamento dos mecanismos de fotossensibilizacdo

responsaveis pelo dano fotodinamico.
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IV.2.6. Determinacio do Rendimento Quéntico de Producio do

Oxigénio Singlete

O oxigénio singlete, a forma reativa do oxigénio molecular, é produzido
pela inversdo de spin de um elétron do orbital mais externo da molécula
(MACDONALD;DOUGHERTY, 2001). O 102 é um poderoso oxidante e, dada a
sua capacidade de reagdo com vdarios tipos de tipos de biomolécula, desenvolve
um importante papel em processos oxidativos em sistemas biologicos
(NIEDRE;PATTERSON;WILSON, 2002; NYMAN;HYNNINEN, 2004; SPILLER et
al., 1998). O oxigénio singlete é apontado como o principal responsavel pela morte
celular durante o dano celular foto-induzido contra células e bactérias
(MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN, 2004;
STERNBERG;DOLPHIN, 1998). Por essa razdo, o rendimento quantico de
producao do oxigénio singlete é um parametro fotofisico de essencial importancia
na caracterizagdo espectroscopica de farmacos para a terapia fotodinamica.

O rendimento quantico de producdo do oxigénio singlete pode ser
determinado por diferentes métodos. Neste trabalho, a determinacao do ®, foi
realizada pelo método fotofisico (FERNANDEZ;BILGIN;GROSSWEINER, 1997;
SPILLER et al, 1998), que consiste na monitoracio da intensidade de
fosforescéncia do 'O em 1270 nm. Os detalhes desta metodologia foram
apresentados na Introdugao da tese.

O composto padrao utilizado para a determinagdo do ®, da ZnPc em meio
organico e lipossomas foi o Feoforbide-a. Sob excitagdo, este composto produz
eficientemente o seu estado excitado triplete (®r = 0,65 em benzeno) (YANG et al.,
2000) e transfere seu excesso de energia para o oxigénio molecular, gerando o 1Oz
com altos rendimento (®y = 0,59 em metanol) (RODER et al.,, 2000). Para a
TMPyPH:2 o composto padrao utilizado foi o fulereno. O rendimento quantico de
producdo do oxigénio singlete por este farmaco tem sido determinado pelo
método direto e por medidas foto-térmicas (ARBOGAST et al, 1991;
HUNG;GRABOWSKI, 1991). O valor obtido, ®, = 0,76 em benzeno, demonstra
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que o fulereno é um eficiente gerador de 'Oa. O perfil cinético de decaimento de

fosforescéncia do 1O, produzido pela ZnPc em etanol é dado na Figura IV.19.

0-00  anu ol R A e
3
0 5 10 15x10

empo, Us

Tempo, p

11 AL 0 4 gl BN LR ||.l|l||llll il 1 |||!|ll.|il|l.i
||”|'[ r‘l'l"'”l"H'UTrl‘1|||”1'

Std Dev

=I- 10 12 14—x1l]

Tempo, ps

=
bk

Figura IV.19: Decaimento de fosforescéncia do 1O, gerado pela ZnPc em etanol.

A andlise do decaimento de fosforescéncia do oxigénio singlete resolvido no
tempo permite estimar a sua intensidade méxima de emissao no tempo ¢ = 0 bem
como o tempo de vida para o processo de desativagdo. Estes parametros sdao
necessdrios para o calculo do @, (ver Introdugao).

O tempo de vida do oxigénio singlete (MACDONALD;DOUGHERTY,
2001) se encontra na faixa de 10 - 100 ps, em solventes organicos. Em um ambiente
aquoso, o tempo de vida do oxigénio singlete é reduzido para aproximadamente 2
us porque a energia do estiramento da ligacdo O —H da agua é préxima a energia
do estado excitado do oxigénio singlete. Desta forma, a energia de excitagdo é
dissipada na forma de calor pelo estiramento e movimento vibracional das
moléculas de dgua. O tempo de vida do 'Oz pode ser aumentado, entretanto, pela
utilizacdo de 4gua deuterada. O curto tempo de vida do oxigénio singlete restringe
sua atividade a um diametro préximo ao ponto em que foi produzido (cerca de 10

nm).
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A Tabela IV.10 apresenta os valores de rendimentos quanticos de oxigénio
singlete produzidos pela ftalocianina de zinco e pela porfirina utilizadas neste

trabalho.

Tabela IV.10: Rendimento quantico de producao de oxigénio singlete para os farmacos

ZnPc e TMPyPH: nos diferentes ambientes estudados.

FARMACO AMBIENTE (O
ZnPc Etanol 0,57 +0,01
DPPC/ colesterol/ DDAB / LPC* 0,37 £ 0,02
PC/ colesterol/ DDAB / LPC* 0,28 £ 0,01
TMPyPH, ** DO 0,74+ 0,01
Tampao Fosfato Salino 0,73 +0,03

* Razdo molar de lipidio 1,0/0,45/0,34/0,04
** Determinado em trabalho anterior (DE PAOLI, 2001).

Para a ZnPc, o valor de ®, determinado em etanol estd bastante préoximo
aos valores encontrados na literatura (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER, 2001;
NYMAN;HYNNINEN, 2004), e é um indicativo de sua eficiéncia como farmaco
fotossensivel. Quando incorporado em seu sistema de liberagdo, entretanto, os
valores de ®, sdo reduzidos. Isto ocorre porque, como anteriormente descrito, é
esperado que a fotoquimica de farmacos incorporados em lipossomas seja
diferente daquela determinada em solugdo homogénea, incluindo a producao e
mobilidade do oxigénio singlete (HOEBEKE, 1995). Estudos relatados de difusao
do oxigénio singlete gerado no interior da bicamada de lipossomas mostrou a
habilidade desta espécie reativa em reagir com uma molécula supressora
localizada em outra particula lipossomal ou na fase aquosa (HOEBEKE, 1995),
indicando que a reatividade da espécie reativa ndo é afetada pelo seu sitio de
producao.

Os @, obtidos para a ZnPc em lipossomas nao sao indicativos, entretanto,

de uma diminuicdo da eficiéncia do farmaco como agente fotossensivel. Ao

contrario, os valores de ®, calculados indicam a potencialidade do farmaco na

139



produgdo desta espécie reativa. Além disso, a ZnPc pode atuar, também, através
do mecanismo de fotossensibilizagdo do Tipo I (HADJUR et al., 1997), ou seja,
através da producao de outras espécies reativas de oxigénio capazes de induzir o
dano oxidativo e, conseqiientemente, a morte de células vivas.

Para a TMPyPHo, foi obtido um alto rendimento quantico de produgdo de
oxigénio singlete em ambos os ambientes estudados, comprovando a sua
eficiéncia como agente fotossensivel para a TFD e justificando a sua ampla
utilizacdo em estudos de fotossensibilizagdo. Desde que ndo foram observadas
variagdes no valor de ®, para este farmaco em tampao fosfato salino, os dados
indicam que a forga i6nica do meio nado afeta as propriedades fotoquimicas do
farmaco.

Nao foram realizados testes para a determinagdo do rendimento quantico
de producdo do oxigénio singlete pelo VBBO. Julliard e colaboradores (VIOLA et
al., 1996) ndo puderam detectar o sinal de emissao de fosforescéncia do oxigénio
singlete em 1270 nm produzido pelo VBBO em tampao fosfato ou incorporado em
lipossomas. Embora existam diferentes metodologias para a deteccdo do ®,, o
método fotofisico é o mais especifico e seguro para a determinac¢do da producao
da espécie reativa de oxigénio (VIOLA et al., 1996). Como anteriormente
mencionado, o dano foto-induzido pelo farmaco é mediado por outras espécies
reativas de oxigénio, como o anion radical superéxido e o radical hidroxila

(VIOLA et al., 1996).

IV.3. Estudos Envolvendo Microorganismos

IV.3.1. Determinacido da Curva de Crescimento de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus
Os estudos envolvendo os microorganismos tiveram inicio com a

caracterizacdo do crescimento de E. coli e S. aureus no caldo BHI. Uma curva de

crescimento bacteriano (PELCZAR;REID;CHAN, 1980; TORTORA;FUNKE;CASE,
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2000) demonstra o aumento no ntimero de células durante um periodo de tempo e
pode ser dividida em quatro fases distintas de crescimento.

Ap6s o inéculo, as bactérias ndo se reproduzem imediatamente no novo
meio de cultura. Este periodo, conhecido como Fase Lag, pode se estender de uma
hora até vérios dias e é caracterizado por intensa atividade metabdlica da
populacado bacteriana, principalmente sintese de DNA e enzimas. Na Fase Log ou
de crescimento exponencial, as células iniciam o processo de divisao. Durante este
periodo, a reproducdao celular encontra-se extremamente ativa e,
conseqiientemente, ocorre um aumento significativo no ntmero de células
presentes. Em um determinado momento a velocidade de crescimento diminui e o
namero de morte celular é equivalente ao ntiimero de células novas e a populacdo
se torna estdvel. Este periodo é conhecido como Fase Estacionaria. Quando o
niamero de células mortas excede o nimero de células novas, a populacdo
microbiana entra na Fase de Morte celular ou de declinio.

As curvas de crescimento para E. coli e S. aureus foram obtidas através de
leituras de absorbancia no comprimento de onda de 650 nm em funcdo do tempo e

podem ser vistas na Figura IV.20.
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Figura IV.20: Curvas de crescimento para os microorganismos estudados em caldo-BHI.

141



E certo que existem variacdes estruturais e fisiolégicas entre as células
colhidas em diferentes fases de crescimento e, portanto, certas condicdes fisicas e
substancias quimicas podem afetar, de modo desigual, microorganismos de
diferentes fases (PELCZAR;REID;CHAN, 1980). Por esta razdo, a importancia da
determinagao das curvas de crescimento foi verificar o tempo necessério para que
cada um dos microorganismos atingisse a fase estacionaria do crescimento
bacteriano. Isto se deve ao fato de que estudos de morte foto-induzida de bactérias
encontrados na literatura padronizaram a incubacdo com os farmacos
fotossensiveis com o0s microorganismos cultivados até a fase estaciondria
(KOMERIK;WILSON, 2002; REDDI et al., 2002; SCHAFER et al., 2000; SOL et al.,
1998; SOL et al., 2004). As curvas de crescimento determinadas demonstram que a
fase estacionaria foi atingida apos 6 e 7 horas de crescimento para S. aureus e E.
coli, respectivamente. Estes foram, portanto, os tempos de crescimentos
padronizados para as populagdes bacterianas antes do inicio dos ensaios
fotodinamicos.

A leitura de absorbancia é um método indireto para a determinagdo da
curva de crescimento da populacdo bacteriana. Entretanto, se durante as leituras
de absorbancia for realizada a contagem do ntmero de células, estes valores
podem ser usados para estimar o ntimero de bactérias em experimentos futuros
em que somente a absorbancia seja quantificada. Aqui, suspensdes microbianas no
inicio da Fase Estacionaria foram diluidas até uma absorbancia de 0,2 em 650 nm,
correspondendo a uma densidade de células de 107 e 108 UFC. mL-! para S. aureus

e E. coli, respectivamente.

IV.3.2. Determinacao da Concentra¢ao dos Farmacos Fotossensiveis

Acumulados por Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Os estudos envolvendo erradicacdo fotodindmica de bactéria sdo uma
tentativa de encontrar uma solugdo eficaz para o problema da resisténcia de
microorganismos a agao de antibiéticos. Neste trabalho, a eficiéncia fotodinamica

de trés farmacos fotossensiveis contra E. coli e S. aureus estd sendo avaliada. A
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porfirina cationica TMPyPH> é um potente agente fotodindmico cujo mecanismo
de acdo é baseado na produgdo de oxigénio singlete (DE PAOLI et al., 2002; KRUK
et al., 1998a; MERCHAT et al, 1996b). O VBBO é um farmaco cationico da
segunda geracdo que atua através da producdo de espécies radicalares de oxigénio
como o anion radical superéxido e o radical hidroxila, altamente danosos para os
sistemas biol6gicos (VIOLA et al., 1996). A ZnPc, também pertencente a segunda
geracdo de farmacos fotossensiveis, atua por ambos os mecanismos de
fotossensibilizacdo  (Mecanismo I e II) (HADJUR et al, 1997
TEDESCO;ROTTA;LUNARDI, 2003). Nestes ensaios, lipossomas catidnicos estao
sendo utilizados como sistema de liberacdo para a ZnPc . Alguns estudos, como
anteriormente descrito, tétm demonstrado que bactérias Gram-negativas nao sao
sensiveis a acao fotodinamica de farmacos neutros ou negativamente carregados, a
menos que a permeabilidade da parede externa seja alterada por tratamento
quimico (ASHKENAZILNITZAN;GAL, 2003; LACEY;PHILLIPS, 2001; REDDI et
al., 2002). Entretanto, estes microorganismos sao eficientemente foto-erradicados
pela acdo de farmacos positivamente carregados. Por esta razdo, os farmacos
empregados neste estudo sdo catidonicos ou incorporados em sistema de liberacdo
positivamente carregado.

Os estudos da interagdo dos microorganismos com o0s agentes
fotodindmicos foram iniciados com a determinacdo da concentracdo destes
farmacos acumulada pelas células dos microorganismos. Desde que a eficiéncia do
processo fotodinamico é dependente do acimulo de farmaco pelas células alvo,
esta investigacdo é de fundamental importancia (ALLEN;SHARMAN;VAN LIER,
2001; CARRE et al., 1999; NYMAN;HYNNINEN, 2004; RODAL et al., 1998;
ROMANOVA et al., 2003; SOL et al., 1998; SOL et al., 2004).

A concentracdo dos farmacos TMPyPH, VBBO e ZnPc incorporados por
E. coli e S. aureus foi determinada por um procedimento espectroscépico
modificado daquele inicialmente descrito na literatura (MERCHAT et al., 1996a;
MERCHAT et al., 1996b). A quantidade de fdrmaco ndo incorporado pelo
microorganismo, apés incubagdo, foi determinada registrando-se o espectro de

absorcdo da solucdo sobrenadante recolhida apés a centrifugacdo da suspensao
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dos microorganismos. A concentracdo do farmaco foi calculada empregando-se a
absorbancia da solugdo em um comprimento de onda especifico e o seu coeficiente
de absortividade molar neste mesmo comprimento de onda. A diferenca entre a
concentracdo de incubacdo e aquela determinada para a solucao sobrenadante do
farmaco fornece a concentracao deste que foi incorporada pelos microorganismos.
O procedimento é repetido ap6s a lavagem dos microorganismos com solucao
fisiol6gica. Subseqiientemente, procede-se com a re-suspensao do microorganismo
com solucdo SDS 2%. Esta anélise permite estimar a concentracdo do corante que
permanece efetivamente ligada aos microorganismos e, portanto, informa sobre a
intensidade da interacdo do agente fotodindmico com a parede das células da
bactéria (MERCHAT et al., 1996a).

A concentragdo dos farmacos retida imediatamente ap6s a incubagdo com
0s microorganismos e ap0ds lavagem das células com solucdo fisiologica foi
calculada em ntimero de moléculas de corante por célula bacteriana (Nc). O Nc é
calculado pela razdo entre o ntimero de moléculas de corante (N) de farmaco
incorporado por mililitro de suspensdo bacteriana e a densidade de células nesta
suspensdo, expressa pelo nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)

existentes em um mililitro de solugéo :

N N.rnL"1 N.rnL_1
C = = .
UEC.mL'Y 108 células.mL !

(Equagao 22)

Por sua vez, o valor de N é determinado por:

[férmaCO]incorporado (mo].L_l )*Na

103

N (mL_l) = [férmaco]incorporado (mOI'mL_l )*Na =

(Equagao 23)

em que a [farmaco]incorporado € determinada como descrito anteriormente e Na é o
P

namero de Avogadro.
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A Tabela IV.11 apresenta os resultados obtidos para incorporacdo da

porfirina TMPyPH: por E. coli e por S. aureus.

Tabela IV.11: Concentracdo da TMPyPH: incorporada por 108 células de E. coli e/ou

S. aureus
Tempo de [TMPyPH:lin, N.mL-1
Incubacao pmol.L1 sem lavagem  com lavagem
5 minutos 5,0 3,0x1015 3,6x106 1,1x10¢
10,0 6,0x1015 4,2x106 2,4x10¢
25,0 1,5x1016 1,9x107 2,8x106
50,0 3,0x1016 2,3x107 5,6x10¢
100,0 6,0x1016 3,4x107 9,0x10¢
?i. 20 minutos 0,50 3,0x1014 8,4x10° 6,0x104
™ 5,0 3,0x1015 6,0x10° 1,7x10¢
10,0 6,0x101> 1,1x107 2,2x106
25,0 1,5x1016 2,6x107 3,4x10¢
50,0 3,0x1016 4,2x107 5,1x10¢
100,0 6,0x1016 6,4x107 6,6x10°
5 minutos 5,0 3,0x1015 4,2x10¢ 2,2x106
10,0 6,0x1015 4,8x106 2,4x10¢
25,0 1,5x1016 5,4x106 2,7x106
50,0 3,0x1016 8,4x10° 3,0x10¢
" 100,0 6,0x1016 1,4 x107 3,1x106
§ 20 minutos 0,50 3,0x1014 1,5x106 1,2x105
:5 5,0 3,0x1015 4,8x106 3,7x10°
10,0 6,0x101> 5,4x106 4,5x1090
25,0 1,5x1016 6,0x10° 4,8x106
50,0 3,0x1016 1,1x107 5,1x10¢
100,0 6,0x1016 1,4x107 5,7x106

145



Os resultados obtidos para a interagdo da TMPyPHz com E. coli indicam
que, a medida que aumentamos a concentragdo de porfirina usada na incubagao
das células, cresce também o nimero de moléculas retidas por cada célula da
bactéria. O aumento do tempo de incubagao para 20 minutos também contribuiu
para a eficiéncia da incorporagdo da porfirina, uma vez que o numero de
moléculas acumuladas é quase duas vezes superior aquele determinado para a
bactéria apds 5 minutos de incubacdo. A lavagem das células centrifugadas com
solucdo fisiologica induz a liberacdo de moléculas do farmaco para a solucao e,
como conseqiiéncia, observa-se uma reducao no nimero de moléculas do farmaco
retidas em cada célula de E. coli.

Resultados similares foram obtidos nos ensaios de incorporagdo da
TMPyPH: por S. aureus para ambos os tempos de incubacdo (Tabela IV.11).
Entretanto, pode-se observar que, a medida que aumenta a concentracdo de
incubagao do farmaco, os valores de Nc calculados demonstram que a variagdo no
nimero de moléculas de corante retido em cada célula da bactéria é menos
significativo do que aquele determinado para E. coli. O mesmo é observado para a
taxa de retencdo do fdrmaco apds a lavagem do microrganismo com solucao
fisiol6gica. Observa-se, porém, que para um tempo de incubac¢do de 20 minutos, a
retencdo de moléculas do farmaco, apés a lavagem das células com solucao
fisiolégica, é cerca de 1,8 vez maior. Apds a lavagem de E. coli, para todas as
diferentes concentra¢des do farmaco utilizadas no estudo, o tempo de incubagao
parece nao afetar significativamente o ntimero de moléculas que permanecem
retidas, desde que os valores de Nc calculados para ambos os tempos de
incubagao (5 ou 20 minutos) sdo préximos (com excecdo do resultado obtido para
100,0 pumol.L1). Também, apés 20 minutos de incubacdo e lavagem do
microorganismo, observa-se uma incorporacdo mais eficiente do farmaco pela S.
aureus ap0Os incubacao inicial com o corante na faixa de 0,05 - 25,0 pmol.L-! do que
a observada para a E. coli. Para concentra¢des de incubagdo superiores, similares
taxas de retencao foram obtidas.

Desde que a acdo fotodinamica é dependente da concentragao dos farmacos

acumulados pelas células alvo (RODAL et al., 1998) os resultados obtidos sdo um
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forte indicativo da eficiétncia da TMPyPH> na foto-erradicacdo dos
microorganismos.

A Tabela IV.12 apresenta os resultados obtidos para incorporacdo do VBBO
por E. coli ou S. aureus. Para ambos os microorganismos, a determinagdo de Nc foi

realizada ap6s 5 minutos de incubagao com o farmaco.

Tabela IV.12: Concentragdo do VBBO incorporado por 108 células de E. coli e/ou S. aureus

Microorganismo [VBBOlinc, N (mL?) Nc

pmol.L1 sem lavagem  com lavagem

E. coli 0,5 3,0x1014 3,0x10¢ 3,0x10¢

50 3,0x1015 2,7x107 1,4x107

10,0 6,0x1015 5,5x107 3,5x107

25,0 1,5x1016 1,4x108 1,1x108

50,0 3,0x1016 2,9x108 2,1x108

100,0 6,0x1016 5,9x108 4,6x108

S. aureus 0,5 3,0x1014 3,0x106 3,0x106

50 3,0x1015 2,5x107 1,9x107

10,0 6,0x1015 4,8x107 3,7x107

25,0 1,5x1016 1,3x108 1,2x108

50,0 3,0x1016 2,8x108 2,7x108

100,0 6,0x1016 5,7x108 5,5x108

Os dados apresentados demonstram que a retencdo do farmaco pelas
células de ambas E. coli e S. aureus, ap6s cinco minutos de incubacado, é bastante
eficiente. Para a faixa de concentracdo de VBBO utilizada para a incubacao dos
microorganismos, a variacdo em Nc observada é muito superior aquela
determinada nos ensaios envolvendo a TMPyPHo. Isto indica que a interagdo entre
o VBBO e os microorganismos é bastante forte. De fato, foi sugerido em um

trabalho anterior (GOLDING et al., 1998) que a interacdo entre o verde de

malaquita, um triarilmetano como o VBBO, com as células de S. aureus se processa
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através de uma ligacdo eletrostética entre os grupamentos amina tercidria ativa do
corante e os lipidios resultando em um complexo estavel e insoltvel.

Os dados da Tabela IV.12 mostram que, imediatamente apds a incubagdo
com o corante, nao ha uma significativa diferenca entre o nimero de moléculas de
corante incorporado por cada célula de E. coli ou S. aureus, sendo levemente
superior para E. coli. A lavagem das células centrifugadas reduz apenas levemente
o numero de moléculas associadas aos microorganismos, sendo esta observacao
mais um indicativo da forte interacdo entre o VBBO e ambas as bactérias
estudadas. Observa-se, porém, que apds o processo de lavagem das células, o
farmaco permanece levemente mais retido pelas células de S. aureus, indicando
uma maior interacdo entre as células o VBBO e o microorganismo Gram-positivo.

Para ambas os microorganismos, a alta retencdo de VBBO pressupde sua
eficiéncia na producdo de espécies reativas de oxigénio no interior da célula
bacteriana e, conseqiientemente, nos estudos de morte foto-induzida dos
microorganismos.

A Tabela IV.13 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de incorporagao
da ZnPc por E. coli ou S. aureus. A ZnPc foi veiculada a partir de lipossomas
cationicos de DPPC/colesterol/DDAB/LPC na razdo molar de lipidio de
1,0/0,45/0,34/0,04. A outra formulagdo lipossomal preparada e estudada na etapa
de caracterizagdo fotofisica dos farmacos (PC/colesterol/ DDAB/LPC e razao
molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04) nao foi utilizada nos ensaios envolvendo
os microorganismos. A razdo para esta escolha foi baseada no fato de que a ZnPc
encapsulada na primeira formulacdo demonstrou-se mais eficiente na producao de
oxigénio singlete, o intermediario chave do processo fotodindmico
(MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN, 2004;
STERNBERG;DOLPHIN, 1998) (ver Tabela IV.10). Portanto, a ZnPc incorporada
em lipossomas cationicos de DPPC/ colesterol/ DDAB/LPC deve ser mais eficiente
na foto-erradicacdo dos microorganismos.

Desde que a liberacdo do farmaco é intermediada pela interacdo entre a

célula da bactéria e os lipossomas, a concentracdo de ZnPc retida pelos
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microorganismos foi determinada apds incubacao das bactérias com os lipossomas

por 20, 40 e 60 minutos.

Tabela IV.13: Concentra¢do do ZnPc incorporado por 108 células de E. coli e/ou S. aureus.
A ZnPc foi  liberada de  lipossomas catidbnicos  constituidos de

DPPC/colesterol/ DDAB/LPC na razao molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04

Microorganismo  Tempo de [ZnPc]ine, N (mL-?) Nc
incubacao pmol.L1 (sem lavagem)

E. coli 20 min 3,3 2,0x1015 1,4x107

40 min 3,3 2,0x1015 1,5x107

60 min 3,3 2,0x1015 1,6x107

S. aureus 20 min 3,3 2,0x1015 1,2x108

40 min 3,3 2,0x1015 1,2x108

60 min 3,3 2,0x1015 1,2x108

Os dados da Tabela IV.13 demonstram que a ZnPc é mais eficientemente
incorporada pela S. aureus do que pela E.coli. Para a E. coli, o Nc aumenta apenas
levemente com o tempo de incubagdo. Por outro lado, ndo foi observado um
aumento da quantidade de farmaco incorporado pela S. aureus apés 20 minutos de
incubacdo. Em ambos os casos, a alta concentracdo de moléculas do farmaco em
cada célula do microorganismo é um indicativo da eficiéncia dos lipossomas na
veiculacdo da ftalocianina de zinco e pressupode a eficiéncia deste farmaco na foto-
erradicagdo dos microorganismos.

Como descrito na secdo experimental da tese (Capitulo III), a concentragao
de ZnPc incorporada pelas bactérias foi estimada pela diferenca entre a
concentragdo da ZnPc lipossomal antes do processo de incubagao e imediatamente
ap6s a incubagdo. Desde que a ZnPc ndo é solivel em meio aquoso, ndo foi
possivel determinar o espectro de absorcao para o farmaco em solugdo fisiolégica
ap6s lavagem das células. Também, ndo foi obtido um espectro de absorgao
resolvido para o farmaco apos a re-suspensao das células em solucdo de SDS 2%,

de modo que nao foi possivel estimar a forca da interacdo entre o farmaco e o
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corante. Também, devido a insolubilidade da ZnPc em meio aquoso e a auséncia
de espectro resolvido em meio micelar, nao foi possivel estimar a concentragdo de
ZnPc retida pelas células dos microorganismos apés incubacdo com o farmaco na
auséncia de sistema de liberacdo (adicdo de uma aliquota da solucdo estoque da

ZnPc em DMSO/DMEF 50% (v/v) na suspensdo bacteriana).

IV.3.3. Estudos Controle para a Determinacao da Toxicidade da Luz
e a Toxicidade Intrinseca dos Farmacos Fotossensiveis para Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Como descrito anteriormente, a terapia fotodinamica vem sendo avaliada
como método alternativo para o controle de infecgdes causadas por
microorganismos resistentes a acdo de antibiéticos. A grande vantagem da TFD é
que, desde que a erradicacdo da bactéria é mediada por espécies reativas de
oxigénio, é improvavel que o microorganismo desenvolva resisténcia a agdo
fotodindmica (LACEY;PHILLIPS, 2001).

Entre os principios da terapia fotodindmica, espera-se que o farmaco
fotossensivel ou a luz, quando isoladas, ndo apresentem toxicidade para as células
vivas (RODRIGUEZ;AWRUCH;DICELIO, 2002). Desde que estamos interessados
em determinar a eficiéncia fotodinamica de diferentes fairmacos na erradicacdo de
E. coli e S. aureus, torna-se necessdrio realizar ensaios controle com o intuito de se
determinar: (i) a toxicidade destes farmacos fotossensiveis para E. coli e S. aureus
na auséncia de luz bem como (ii) a toxicidade da luz para estas bactérias nas faixas
de comprimentos de onda utilizadas para a irradiagdo destes microorganismos.

Em todos os ensaios fotodindmicos realizados, a densidade de células nas
suspensoes bacterianas se encontrou na faixa de 107 - 108 células.

A Figura IV.21 apresenta os resultados obtidos quando uma suspensdo de
E. coli ou S. aureus foi submetida a irradiacdo por 10 minutos (o tempo méximo de
irradiacdo em nossos estudos) com luz na faixa de comprimento de onda utilizada

para a excitagdo da TMPyPH> (400 a 500 nm). A Figura apresenta, também, o efeito
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de 0,5 e 5,0 pmol.L-'do f&rmaco sobre uma suspensao das bactérias apés incubagao

por 20 minutos na auséncia de luz.
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* Sem farmaco e sem luz; ** Faixa de comprimento de onda de 400 - 500 nm;
*#* Toxicidade intrinseca do farmaco (sem irradiacdo).
Figura IV.21: Estudos controle da toxicidade da luz e da TMPyPH> contra (A) E. coli e
(B) S. aureus.
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Os ensaios indicaram que a luz, isoladamente, ndo é toxica para ambos os
microorganismos. A porfirina também ndo mostrou um efeito téxico para E. coli e
S. aureus na faixa de concentracao de 0,5 - 5,0 umol.L-1.

Como descrito na Secdo Experimental, nos ensaios fotodindmicos
envolvendo a ZnPc incorporada em lipossomas catidnicos, uma suspensao dos
microorganismos foi centrifugada e as bactérias re-suspendidas diretamente com
os lipossomas. Para a determinacdo da toxicidade da luz, as bactérias foram re-
suspendidas em lipossomas sem farmaco incorporado (lipossomas vazios) e, ap6s
20 minutos de incubacdo, submetidos a irradiacdo com luz na faixa de
comprimentos de onda entre 600 - 700 nm por 10 minutos. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Figura IV.22. Um outro experimento foi realizado para
determinar a toxicidade do farmaco para as bactérias (Figura IV.22), em que as
células foram re-suspendidas em lipossomas contendo a ZnPc incorporada e

incubadas por 20 minutos na auséncia de luz. A concentracao da ftalocianina de

zinco no sistema de liberagao era de aproximadamente 3,0 pmol.L-1.
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Figura IV.22: Estudos controle da toxicidade da luz e da ZnPc incorporada em lipossomas
cationicos de  DPPC/colesterol/DDAB/LPC (razdo molar de lipidio de
1,0/0,45/0,34/0,04) contra (A) E. coli e (B) S. aureus.

153



O namero de UFC.mL! determinadas para a suspensao lipossomal original,
ou seja, sem incubagdo das bactérias com sistemas de lipossomas e sem irradiagao
(dados nao apresentados), nao foram significativamente diferentes daqueles
determinados apds o periodo de incubagdo com lipossomas vazios ou com o
farmaco incorporado. Isto indica que, os lipossomas em si nao possuem qualquer
toxicidade para as células bacterianas. Também, os dados da Figura IV.22
demonstram que, semelhante ao observado para a porfirina, ndao ha um efeito
bactericida significativo induzido pela luz ou pelo farmaco liberado a partir de
lipossomas para ambas E. coli e S. aureus.

A Figura IV.23 apresenta os resultados obtidos para os ensaios do efeito
direto da luz na faixa de 600 - 700 nm (a faixa de comprimentos de onda em que
ocorre a maxima absorcdo do farmaco) sobre E. coli e S. aureus bem como os
resultados de toxicidade do VBBO nas concentracoes de 0,5 e 5,0 umol.L-! sobre
uma suspensdo destas bactérias. Neste ensaio, o tempo de incubagdo foi de 5

minutos.

154



1,0E+09
1,0E+08 £ = *
E
O 1,0E+07 - = = x ®
F & e e e
= . < * )
1,0E+06 - = o o =
1,0E+05
Controle* Toxicidade da Toxicidade do Toxicidade do
Luz** Farmaco*** Farmaco***
(0,50 pmol.L1) (5,0 pmol.L1)
(A)
1,0E+09
1,0E+08
- " T T s
E- 1,0E+07
o [ D~ B~
2 7 7 -
> - 2 & ;
1,0E+06 -« <« s 25
n
=}
1,0E+05

Controle * Toxicidade da Toxicidade do Toxicidade do
Luz ** Farmaco*** Farmaco***
(0,50 umol.L1) (5,0 pmol.L1)

(B)
* Sem farmaco e sem luz; ** Faixa de comprimento de onda de 600 - 700 nm;
*** Toxicidade intrinseca do farmaco (sem irradiacao).
Figura IV.23: Estudos controle da toxicidade da luz e do VBBO contra (A) E. coli e
(B) S. aureus.

Como demonstrado, a luz ndo apresenta efeito bactericida sobre o
microorganismo estudado. Quanto aos ensaios para estimar a toxicidade inerente
do corante, ndo foram observadas varia¢des significativas no nimero de células
vidveis quando E. coli foi incubada com 0,5 ou 5,0 umol.L-1. Para a S. aureus, o

farmaco ndo se mostrou téxico na concentracao de 0,5 pmol.L-1. Com o aumento
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da concentracdo de VBBO empregada na incubacdo para 5,0 uM observa-se uma
reducdo no numero de colonias. Entretanto, dado o alto nimero de UFC/mL
utilizado na incubagao, o efeito bactericida observado é desprezivel.

De acordo com Viola (VIOLA et al, 1996), este triarilmetano mostra
também um efeito toxico moderado quando incubado no escuro com células
tumorais. Neste caso, o VBBO se acumula preferencialmente na mitocondria da
célula devido a atracdo eletrostatica entre a sua carga positiva e a forca diretora
dos potenciais de membrana de ambas membranas plasmatica e mitocondrial. De
acordo com a autora, a toxicidade parece provir de um desacoplamento da
fosforilagao oxidativa induzido pelo corante.

A auséncia de toxicidade do corante para E. coli pode ser explicada em
termos de sua estrutura celular. As bactérias Gram-negativas possuem uma
parede externa que atua como uma barreira extra para a interacdo de moléculas
com a membrana citoplasmatica (KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000; POLO et al.,
2000). Desta forma, as bactérias Gram-negativas devem ser menos afetadas por
agentes bactericidas. De fato, a membrana externa destas bactérias contribui para a
resisténcia a antibidticos observada (KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000;
MCKEEGAN;BORGES-WALMSLEY;WALMSLEY, 2002). Por outro lado, bactérias
Gram-positivas como a Staphylococcus aureus ndo possuem esta protecdo para a
interacdo de moléculas com a sua membrana citoplasmatica e devem, portanto,
serem mais facilmente afetadas por compostos que apresentem uma agao

bactericida, como o VBBO.

IV.3.4. Estudos Fotodinamicos para a Erradicacao de Escherichia

coli e Staphylococcus aureus

Uma vez determinado que os farmacos fotossensiveis e a luz utilizada para
a excitagdo destes ndo possui um efeito toxico significativo sobre os
microorganismos estudados, procedeu-se com os estudos de erradiagdo

fotodindmica de E. coli e S. aureus. A morte foto-induzida de bactérias em
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suspensdo pode ser obtida através da liberacado seletiva da luz sobre as células alvo
contendo o farmaco fotossensivel incorporado.

A dose fotodinamica (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001) é uma medida
da energia absorvida por um farmaco. Matematicamente, a dose fotodinamica
(Drrp) pode ser descrita (Equagdo 24) como o produto da velocidade de fluéncia
daluz (y (A, g, t)), o coeficiente de extin¢do molar do farmaco fotossensivel (g(A)) e

a concentracdo do farmaco incorporado pelas células alvo (C (g, t)):

Dtrp = IIS(K) .C(q,t).w(r,q,t)dtdq (Equagao 24)
0q

Em procedimentos experimentais, é possivel calcular a dose fotodinamica

através da equagao:
Dtep =t.1 (Equagao 25),

em que t é o tempo de irradiagdo e I é a intensidade de luz que incide sobre a

amostra, e pode ser calculada por:

I= (Equacao 26);

i
A
Aqui, P é a poténcia da fonte de irradiacdo empregada nos ensaios fotodinamicos
e A é a area do feixe da radiacdo. A intensidade da luz utilizada foi de 14 mW.cm2
nos estudos envolvendo a TMPyPH: e 44 mW.cm? nos ensaios envolvendo o
VBBO e a ZnPc.

Para os ensaios fotodinamicos, foram construidos gréficos do decréscimo
do ntimero de coldnias vidaveis (UFC.mL1) como uma fun¢do da dose de radiagao
aplicada sobre os microorganismos. Para ambas as bactérias, as células em
suspensdo ndo foram separadas do farmaco ndo incorporado pelas células apds a

incubacdo, ou seja, a agdo fotodinamica observada foi induzida ndo apenas pelo
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farmaco retido pelas bactérias, como também pelo farmaco livre na suspensdo ao
redor das células. A densidade de bactérias em suspensdao foi de
107 - 108 UFC.mL™.

Para a TMPyPHo, os resultados obtidos na erradicacdo de S. aureus e E. coli
podem ser vistos nas Figuras IV.24 e IV.25, respectivamente. A eficiéncia
fotodindmica na erradicacdo de ambas as bactérias foi avaliada com o farmaco nas
concentragdes de 0,5 e 50 pmolLl. O tempo de incubacdo da suspensdo
bacteriana com a porfirina foi de 20 minutos. O tempo maximo de irradiagao foi 10

minutos (8,1 J.cm2).

158



1,0E+10

1,0E+08 -
= - =
'EI,OE+06 . £ _
ry 1 T
U 51 5] |5] |e L .
LS1,OE+04 1 é % =z E ? 19 i - - | 76E+02
T T o =T O = O - I - A
1,0E+02 - = R N in = o
(q\]
1,0E+00 :
00 00 04 08 16 24 32 49 65 81
2
Dose, J.cm
(A)
1,0E+10
1,0E+08 | —
\-l| P—
= 1,0E+06 -
5‘ s |8
= LOE+04 |[%£| |[£]| |S
o) al 1% & ? S| || |
) D~ + < =) =
O{ = &3] + s ?
1,0E+02 | w A | (B @ &
@ - G S )
< l =
1,0E+00
00 00~ 03 05 08 11 14 16 32 49 65 81

2
Dose, ] . cm

(B)

* Apds incubagdo com o farmaco e sem irradiacao.

Figura IV.24: Decréscimo do niamero de coldnias vidveis de S. aureus como funcdo da

dose de radiagdo aplicada para a ativagdo da TMPyPH: nas concentraces de

(A) 0,5 umol.L-1 e (B) 5,0 umol. L.
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(B)
* Apés incubagdo com o farmaco e sem irradiacao.
Figura IV.25: Decréscimo do ntimero de colonias vidveis de E. coli como fungdo da dose
de radiagdo aplicada para a ativagdo da TMPyPH: nas concentragdes de (A) 0,5 pmol.L-1 e
(B) 5,0 pmol.L-1.

As Figuras IV.24 e IV.25 mostram que TMPyPH; é capaz de induzir a morte

dos microorganismos apdés a sua excitagdo. Para ambas as bactérias, a

concentragdo de 0,5 pmol.L'! da porfirina (Figuras IV.24(A) e IV.25(A)) ndo foi
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eficiente na total erradicacdo das bactérias dentro do tempo maximo de irradiagao
proposto (10 minutos). Para a S. aureus, observa-se uma redugao de cerca de 104
UFC.mL1 com uma dose de radiacdo de 8,1 J.cm?; para a E. coli, a mesma dose de
radiagdo proporciona uma reducao de aproximadamente 10> UFC.mL-1. Observa-
se, entretanto, que o aumento da concentracdao do farmaco para 5,0 umol.L“1
proporciona uma diminui¢do mais acentuada no namero de UFC.mL-1. Nao foi
observado um crescimento efetivo de colonias de S. aureus e E. coli apds a
aplicacao de 3,2 J.em? e 6,5 J.cm?, respectivamente (Figuras 1V.24(B) e IV.25(B)).
Isto ocorre porque o aumento da concentragao da porfirina induz o aumento na
concentragdo de espécies reativas de oxigénio produzidas apds a sua excitagdo e,
conseqiientemente, a eficiéncia no dano foto-induzido as bactérias. Entdo, o
aumento da concentracdo do farmaco proporciona uma redugdo na dose de
radiagdo necessdria para a total erradicacdo do microorganismo. Entretanto, é
importante ressaltar que altas concentracdes dos farmacos devem ser evitadas nos
ensaios de morte foto-induzida. Além do fator econdmico envolvido, elevadas
concentragdes podem induzir a formacdo de dimeros ou agregados superiores
destes farmacos. Como anteriormente descrito, os dimeros afetam a eficiéncia
fotodindmica dos farmacos (BORISSEVITCH et al., 1997;
RODRIGUEZ;,AWRUCH;DICELIO, 2002).

Uma observacao interessante foi relatada na literatura. Jori e colaboradores
(MERCHAT et al, 1996b) observaram em seus ensaios de erradicagio
fotodinamica de E. coli com a TMPyPH> que o processo de fotossensibilizacao é
acompanhado por um aumento na concentracdo do corante retido pelas células do
microorganismo. Estes pesquisadores determinaram a concentragdo de porfirina
livre em solucdo ap6s uma lavagem das células com solucdo de tampao fosfato
salino. Ndo foram oferecidas explicacdes adicionais para esta observacao.

A comparacdo entre as Figuras IV.24 e IV.25 demonstra que a erradicacao
total de S. aureus requer menores doses de radiacao do que E. coli. A razao para
isto é, provavelmente, o efeito protetor exercido pela parede externa da E. coli,

ausente na S. aureus, que dificulta a interacdo das espécies reativas com a

161



membrana citoplasmatica desta bactéria (KOMERIK;WILSON;POOLE, 2000;
POLO et al., 2000).

A agdo fotodinamica observada para a TMPyPH: est4d em acordo com as
propriedades fotofisicas determinadas para o farmaco. O baixo rendimento
quantico de fluorescéncia era um indicativo de que a molécula empregava outros
caminhos, diferentes da emissdo de fluorescéncia, para retornar ao seu estado
fundamental. A eficiéncia no processo de cruzamento intersistemas ¢é atestada pelo
alto rendimento quantico de formacdo do seu estado excitado triplete. A
transferéncia de energia para o oxigénio molecular também é eficiente, como
demonstrado pelo seu rendimento de producao de oxigénio singlete, a principal
espécie reativa envolvida no dano fotodindmico. A difusdo livre para o oxigénio
singlete ~ em  células foi estimada entre 10 - 20 nm
(SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000). Isto indica que, mesmo quando esta
espécie reativa é produzida pelo farmaco livre em solucdo (farmaco ndo retido
pelas células), ela pode se difundir e danificar a membrana da célula da bactéria,
induzindo a sua morte.

O VBBO ¢ farmaco fotossensivel da segunda geracdo que tem se mostrado
bastante promissor para a terapia fotodindmica de tumores (VIOLA et al., 1996).
Outros estudos tém descrito a potencialidade da utilizagdo do verde de malaquita,
também pertencente a classe dos triarilmetanos, como farmaco fotossensivel para
a erradicacao de S. aureus (GOLDING et al., 1998). As Figuras IV.26 e IV.27
apresentam, respectivamente, os perfis de erradicacao de S. aureus e E. coli como
uma func¢do da dose fotodindmica utilizada nos ensaios. O tempo de incubacdo

com o farmaco foi de 5 minutos.
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* Ap6s incubacdo com o farmaco e sem irradiacao.
Figura IV.26: Decréscimo do nimero de colonias viaveis de S. aureus como funcao
da dose de radiacdo aplicada para a ativacdo da TMPyPH> nas concentragdes de

(A) 0,5 pmol.L1 e (B) 5,0 pmol.L1.
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* Apés incubagdo com o farmaco e sem irradiacao.
Figura IV.27: Decréscimo do ntimero de colonias vidveis de E. coli como fungdo da dose
de radiagdo aplicada para a ativagdo da TMPyPH: nas concentragdes de (A) 0,5 pmol.L-1 e
(B) 5,0 pmol.L-1.

Nestes ensaios, novamente se observa que a erradicagdo de E. coli foi mais

dificil do que para a S. aureus (Figuras 1V.26(B) e 1V.27(B)), como resultado da

protecao exercida pela membrana externa da bactéria Gram-negativa.
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Como descrito anteriormente, nestes estudos de foto-erradicacdo de
bactérias ndo estamos avaliando apenas a eficiéncia dos farmacos retidos pelos
microorganismos em induzir dano foto-oxidativo, desde que o processo de
irradiacdo ¢é iniciado imediatamente apds o tempo de incubacdo das bactérias com
o farmaco nas concentragdes de 0,5 ou 5,0 umol.L-1. Entretanto, o estudo para a
determinagdo da concentracao de farmaco incorporado pelas células de bactérias
demonstrou que o VBBO foi mais eficientemente retido pelos microorganismos do
que a TMPyPH: (Tabelas IV.9 e IV.10). Entdo, esperava-se que, para uma mesma
concentragdo de farmaco, o VBBO fosse mais eficiente que a porfirina nestes
estudos na foto-erradicacdo de bactéria. Os resultados apresentados nas Figuras
IV.26 e IV.27 demonstram que, embora o triarilmetano foi mais eficientemente
incorporado por E. coli ou S. aureus, este farmaco ndo foi tdo eficiente quanto a
TMPyPH: na erradicacdo destas bactérias.

Para a menor concentracdo do VBBO (0,5 umol.L-1), observou-se uma
reducao de apenas 102 UFC.mL?! quando uma dose de 265 J.cm2 incidem sobre a
suspensdo de S. aureus ou E. coli (Figuras IV.26 (A) e IV.27(A)). Para a mesma
concentracdo de porfirina, observou-se uma reducao muito mais significativa no
nimero de colonias vidveis com uma dose de apenas 8,1 J.cm2 (Figuras IV.24(A) e
IV.25(A)). Com o aumento na concentra¢do do VBBO para 5,0 umol.L-1, observou-
se que o dano fotodindmico também aumentou, como resultado do aumento na
concentragao de espécies reativas de oxigénio formadas. Entretanto, é necessaria a
aplicacdo de 212 J.cm? para induzir 100% de morte na suspensao de S. aureus; para
a E. coli, ndo se observou a total erradicagdo do microorganismo, mesmo apods a
incidéncia de 265 J.cm2 de radiagdo (a dose maxima aplicada nestes ensaios) sobre
uma suspensdo desta bactéria (Figuras IV.26(B) e IV.27(B)). Para a TMPyPH,, uma
dose bastante inferior foi suficiente para a total erradicacdo total de ambos os
microorganismos (Figuras IV.24(B) e IV.25(B)).

Como anteriormente descrito, o dano celular induzido pelo VBBO é
baseado na producdo de espécies reativas de oxigénio como o anion radical
superdxido e o radical hidroxila (VIOLA et al., 1996). As distancias de difusao

destas espécies radicalares foram estimadas em aproximadamente 3 nm em
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fungos (SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000). Para o radical hidroxila, as
distancias de difusao foram estimadas em 6,1 nm em células tumorais do tipo HL-
60 (SOBOLEV;JANS,ROSENKRANZ, 2000), sendo estas curtas distancias de
difusdo indicativas da alta reatividade destes radicais de oxigénio produzidos.
Espécies reativas de oxigénio como o anion radical superdxido e o radical
hidroxila sdo constantemente produzidas em baixos niveis nos organismos vivos
(TORTORA;FUNKE;CASE, 2000). Desde que estas espécies sdao altamente danosas,
as células necessitam de um sistema de protecdo para neutralizar a agdo destes
radicais. Este sistema de protecdo inclui enzimas como a Superéxido Dismutase
(SOD), que age sobre o anion radical superéxido, bem como a catalase e

peroxidase, que controlam os efeitos nocivos do peréxido de hidrogénio:

O§_+O§_+2H+ﬂ—>HzOz+Oz (1)
tal
2Hp 03 —22% . 1,0 +02 2)
id
H2 02 + 2H+ perOXI ase 2H2 O (3)

Em condi¢des de estresse oxidativo, como durante o procedimento
fotodinamico, ocorre um aumento da concentragdo destas espécies reativas. Em
resposta, as células aumentam a atividade destas enzimas protetoras e mais
enzimas devem ser sintetizadas se uma quantidade suficiente ndo esta presente
para combater as espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL,GUTTERIDGE,
1989). Por outro lado, os sistemas vivos ndo possuem protecdo contra a acao do
oxigeénio singlete.

Baseado nestas informacdes, é possivel supor que a agdo fotodinamica do
VBBO ¢é menos eficiente que aquela observada para a TMPyPH,, ao menos em
parte, devido a agdo protetora destas enzimas. Por outro lado, considerando-se o
tempo total de irradiagdo da suspensdo bacteriana (10 minutos), é pouco provavel

que a concentracdo destas enzimas seja significativamente aumentada como
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resposta ao estresse oxidativo induzido. Entdo, a diferenca na eficiéncia
fotodindmica observada para o VBBO e a TMPyPH: deve envolver também outros
fatores.

A caracterizacdo fotofisica do VBBO demonstra que este farmaco possui
baixos rendimentos quanticos de fluorescéncia e curtos tempos de vida para a
permanéncia no estado singlete excitado. Também, o seu estado triplete foi dificil
caracterizagdo, uma vez que nao foi possivel determinar o espectro do transiente
para o composto em agua. Esta desestabilizacdo do estado excitado do farmaco
ocorre em resposta ao movimento rotacional dos anéis arométicos do farmaco.
Baseado em sua caracterizacdo espectroscépica, é possivel supor, entdo, que este
farmaco possua uma eficiéncia de produgao de espécies reativas reduzida quando
comparado com a TMPyPH,. Em adigdo, a constante de dimerizagdo (Kp)
determinada para o VBBO em solucdo fisioldgica (o ambiente em que estes
experimentos foram realizados) indicou que este farmaco possui uma forte
tendéncia a dimerizacdo neste meio. Desde que a dimerizagdo afeta as
propriedades  fotofisicas do farmaco (BORISSEVITCH et al, 1997
RODRIGUEZ;AWRUCH;DICELIO, 2002), o equilibrio monémero - dimero é um
fator determinante para a eficiéncia fotodinamica do farmaco.

A ZnPc, assim como o VBBO, é um farmaco da segunda geragdo.
Atualmente, este farmaco se encontra nas Fases I e II dos testes clinicos para
tratamento de tumores na Europa (GARBO, 1996; HADJUR et al., 1997; JORI, 1996;
TEDESCO;ROTTA;LUNARDI, 2003). Neste trabalho, a ftalocianina de zinco
veiculada em lipossomas cationicos de DPPC/colesterol/ DDAB/LPC na razdo
molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04 esta sendo avaliada como farmaco
fotossensivel para a erradicagdo de S. aureus e E. coli. A escolha de um sistema de
liberacdo catidonico para a ZnPc se deve a observacdao de que microorganismos
Gram-negativos, como a E.coli, sdo resistentes a acdo de farmacos neutros ou
negativamente carregados, mas sdo afetados pela agdo de farmacos positivamente
carregados (ASHKENAZINITZAN;GAL, 2003; LACEY;PHILLIPS, 2001; REDDI et
al., 2002). Desde que a ZnPc é neutra, os lipossomas carregados contribuem para a

incorporagdo do farmaco pelas bactérias, como demonstrado pelos dados da
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Tabela IV.13. Por sua vez, o farmaco parece ndo ser retido pelos microorganismos
apos a incubagdo direta das bactérias em suspensao com uma aliquota de solucao
estoque da ftalocianina de zinco em DMSO/DMEF 50% (v/v). Em acordo com essa
observacdo, ndo foi observada variacdo no numero viavel de UFC.mL1 das
suspensdes apds excitacdo do farmaco, como demonstrado na Figura IV.28.
Também, desde que o farmaco é insoltvel em meio aquoso (os experimentos
foram realizados em solugdo fisiolégica), o farmaco tende a formar agregados
neste meio e, conseqiientemente, ndo sdo produzidas espécies reativas que
intermedeiam o  dano  fotodindmico @ (ANGELI et al,  2000;
RODRIGUEZ;,AWRUCH;DICELIO, 2002).

A Figura IV.29 apresenta o perfil de erradicacdo de E. coli e S. aureus apos
incubagao das bactérias por 20 minutos com os lipossomas catidonicos. Como nos
experimentos controle para a determinagdo da toxicidade da luz e a toxicidade
intrinseca da ZnPc para as bactérias, uma suspensdo dos microorganismos foi
centrifugada e as bactérias re-suspendidas diretamente com os lipossomas. A
concentragdo do farmaco encapsulado no sistema de liberacdo foi de

aproximadamente 3,0 pmol.L-1.
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Figura IV.28: Acdo fotodinamica da ZnPc sobre (A) S. aureus e (B) E. coli como fungdo da
dose de radiacdo aplicada apés incubagdo da suspensdo bacteriana com uma aliquota de

solucao estoque do farmaco em DMSO/DME 50% (v/v).
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Figura IV.29: Decréscimo do ntimero de colonias vidveis de (A) S. aureus e (B) E. coli como
funcdo da dose de radiagdo aplicada para a ativagdo da ZnPc. A ftalocianina de zinco foi
liberada a partir de lipossomas cationicos de DPPC/colesterol/ DDAB/LPC na razdo
molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04. A concentracdo do fadrmaco encapsulado foi de

aproximadamente 3,0 pmol.L-1.
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A caracterizagdo fotofisica da ftalocianina de zinco demonstrou que o
farmaco possui um alto rendimento quantico de formagdo do estado triplete
excitado com longos tempos de vida do transiente e um moderado rendimento
quantico de producdo de oxigénio singlete. Desde que o farmaco foi
eficientemente incorporado pelas bactérias ap6s a incubagdo com os lipossomas
(Tabela IV.13), era esperado que este farmaco fosse bastante eficiente na foto-
erradicacdo das bactérias. Entretanto, durante o procedimento de irradiagao,
observou-se o fotobranqueamento da solugdo que afetou a sua eficiéncia
fotodinamica. O fotobranqueamento é um termo designado para indicar que o
farmaco ¢é degradado pela luz (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001;
NYMAN;HYNNINEN, 2004; PANDEY, 2000) e, conseqiientemente, a densidade
6ptica de sua solucdo decresce durante a exposicdo a luz (Figura IV.30).

Para ambas S. aureus e E. coli observou-se um acentuado decréscimo no
namero de UFC.mL! (aproximadamente 103 UFC.mL1) ap6s aplicacdo de 27 J.cm-
2. Entdo, o numero de coldnias decresce mais lentamente. Para S. aureus, a total
erradicagdo do microorganismo foi observada ap6s aplicagdo de 159 J.cm2. Para E.
coli, por sua vez, ndo foram observadas variagdes no nimero de UFC.mL! apoés
aplicacdo de 106 J.cm2. Neste caso, a menor eficiéncia fotodindmica observada
para a erradicacdo de E. coli pode ser atribuida ao fotobranqueamento do farmaco
associado com a protecdo exercida pela membrana externa do microorganismo

Gram-negativo.

171



0.8

0.6

Absorbincia
=
'

0.2

0.0
550 600 650 700 750

Comprimento de Onda, nm

Figura IV.30: Espectros de absor¢do da ZnPc incorporada em lipossomas catidnicos de
DPPC/colesterol/ DDAB/LPC na razdo molar de lipidio de 1,0/0,45/0,34/0,04
mostrando o fotobranqueamento do fdrmaco na regido das bandas Q. A dose

fotodinamica foi (J.cm=2): () 0; (-) 27; (=) 53; (-) 80; (-) 106; () 159; (-) 212; (-) 265.

O fotobranqueamento pode ocorrer devido a ambos os mecanismos de
fotossensibilizagio (MACDONALD;DOUGHERTY, 2001; NYMAN;HYNNINEN,
2004). Embora a degradacdo da amostra seja indesejavel, o fotobranqueamento
pode, entretanto, fornecer um efeito benéfico durante o tratamento de tumores.
Estudos tém mostrado que existe uma dose fotodindmica minima para a indugao
de necrose de tecidos tumorais. Se o fotobranqueamento ocorre antes desta dose
limite ser atingida, o tecido sadio ndo poderad sofrer danos (PANDEY, 2000).
Portanto, o fotobranqueamento desempenha uma fungdo importante na
seletividade que é observada no tratamento. Também, o fotobranqueamento
contribui para a reducdo da fotossensibilidade apds tratamento com PDT

(NYMAN;HYNNINEN, 2004).
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IV.3.5. Influéncia do Tempo de Incubacio Sobre a Eficiéncia
Fotodinamica dos Farmacos Fotossensiveis na Erradicacdo de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Em principio, a importancia do tempo de incubagdo dos farmacos
fotossensiveis com os microorganismos é baseada na necessidade de retencdo das
moléculas do farmaco pelas células para que o efeito fotodindmico observado seja
eficiente. Neste trabalho, a influéncia do tempo de incubacao sobre a eficiéncia da
TMPyPH: e do VBBO na foto-erradicacao de S. aureus e E. coli foi avaliada. Para a
ZnPc, este ensaio ndo foi realizado porque, como discutido no tépico anterior, a
retencdo do farmaco pelos microorganismos é dependente da interacdo entre os
lipossomas e as bactérias, que pressupde a necessidade de incubacao.

Nestes ensaios, as suspensdes das bactérias foram irradiadas imediatamente
apos a adigao do farmaco fotossensivel. Desta forma, a retencdo de moléculas dos
farmacos pelas bactérias ndo seria eficiente. Os resultados obtidos para ambos os
microorganismos (Figuras ndo apresentadas) nao indicaram, entretanto, qualquer
diferenca significativa na eficiéncia fotodindmica dos farmacos com relagao aquela
observada apds a incubacdo destes com as células (resultados apresentados e
discutidos no topico anterior). Isto é um forte indicativo de que membrana da
célula bacteriana é um alvo importante na acdo fotodindmica destes farmacos.
Semelhante conclusao foi obtida por Bertoloni e colaboradores (BERTOLONI et al.,
2000), em seu estudo de morte foto-induzida de S. aureus, utilizando-se a
hematoporfirina como agente fotossensivel.

Uma possibilidade é que a erradicagdo fotodindmica induzida seja iniciada
com a peroxidagao de lipidios da membrana da bactéria. A peroxidacao de lipidio
afeta a integridade da membrana, induzindo perda de fluidez e aumento da
permeabilidade ionica (SOBOLEV;JANS;ROSENKRANZ, 2000).

Os lipidios sdo moléculas altamente susceptiveis a acdo de espécies reativas
e, portanto, muitos estudos tém sido realizados com estes compostos visando uma
melhor compreensao do dano fotodinamico a membrana celular .

A peroxidagdo de lipidio segue um mecanismo radicalar (NEW, 1990):
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LOO® + LH——>LOOH +L* (6)

O passo inicial para a peroxidagao de lipidio é a abstragdo de um atomo de
hidrogénio da cadeia lipidica, com a produgdo de um radical alquila (L*). O lipidio
radical reage entdo rapidamente com oxigénio para formar um radical peroxila
(LOQO*). O radical peroxila pode, entdo, reagir com outro acido graxo insaturado
(LH) produzindo o peréxido de lipidio e um novo radical alquila (etapa de
propagacao).

Peroxidacao de 4cidos graxos insaturados pode ser induzida por ambos os
mecanismos de fotossensibilizagdo (HOEBEKE, 1995). Por sua vez, estudos
utilizando lipossomas como modelo de membranas mostraram que, para farmacos
produtores de oxigénio singlete, a adicdo de supressores desta espécie reativa a
formulacao lipossomal, contribui para a protecdo contra a perda da integridade da

membrana lipossomas induzida pela peroxidacao de lipidio (HOEBEKE, 1995).
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V. CONCLUSOES

Os lipossomas catidnicos foram propostos como sistema de liberagdo para a
ftalocianina de zinco por este ser um farmaco hidrofébico e potencialmente ativo
na Terapia Fotodindmica. Trés diferentes formulacdes foram preparadas pelo
método de injecao etanolica e caracterizadas quanto a sua estabilidade por técnicas
espectroscopicas. FormulacOes estaveis sdo de fundamental importincia, pois
previnem a liberacdo do farmaco para o meio aquoso, mantendo constante a
formulacao proposta por varios dias. Portanto, contribuem para a eficacia da
incorporagdo dos mesmos pelo tecidos alvos. A primeira formulagdo proposta
(DPPC/colesterol/ DDAB na razdo molar de lipidio de 1,0/0,49/0,34) demonstrou
uma acetuada instabilidade pouco tempo apds a sua preparagdo. Outras duas
formulagdes foram entdo propostas: DPPC/colesterol/ DDAB/LPC e
PC/colesterol/ DDAB/LPC, ambas na razdo molar de lipidio de
1,0/0,45/0,34/0,04, buscando uma formulacdo mais estivel. O perfil de
degradacao obtido demonstrou que as formula¢des foram estaveis por 10 dias,
sendo adequadas para a utilizagdo como sistemas de liberacdo em suspensao.
Estas formulagdes possuem tamanho de particulas pequeno, o que em muito
favorece a sua interagdo com as bactérias e, conseqiientemente, a liberacao do
farmaco nas mesmas. De fato, a ZnPc foi eficientemente incorporada por ambos os
microorganismos  ap6és a  incubacdo com  os  lipossomas  de
DPPC/colesterol/DDAB/LPC.

A caracterizacgao espectroscopica da TMPyPH: indicou que a porfirina ndo é

um bom fluoréforo, com baixos valores de rendimento quéntico de fluorescéncia.
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Isto foi indicativo de que este farmaco usa de outros caminhos para retornar ao
estado fundamental que a desativacdo a partir do seu primeiro estado excitado
singlete. Observou-se que a porfirina é eficiente na formagao do seu estado triplete
excitado, com tempo de vida longo do transiente e alto rendimento quantico de
producao de oxigénio singlete. Portanto, os dados demonstraram que a TMPyPH2
possui as caracteristicas de um excelente farmaco fotossensivel.

A ZnPc possui seu maximo de absorcao dentro da Janela Terapéutica, o que
faz da ftalocianina um interessante farmaco para os procedimentos fotodinamicos.
A ZnPc apresentou um alto rendimento quantico de producgdo do seu estado
excitado triplete em meio organico, indicando que a produgdo do estado triplete
excitado da ftalocianina é eficiente. Também, a ZnPc apresentou longos tempos de
vida do transiente quando incorporada no seus sistemas cationicos de liberacdo
(lipossomas de DPPC/colesterol/ DDAB/LPC e PC/colesterol/ DDAB/LPC) ,
bem como moderados rendimentos quénticos de producao de oxigénio singlete
nestes ambientes lipossomais. Sabe-se ainda que a ftalocianina é uma eficiente
produtora de espécies radicalares de oxigénio como o anion radical superéxido e o
radical hidroxila, que sdo altamente danosos para os sistemas biol6gicos. Portanto,
a ZnPc também possui as propriedades fotofisicas de um bom farmaco
fotossensivel.

O VBBO ¢é um farmaco da segunda geragdo que esta sendo avaliado como
farmaco fotossensivel para a terapia fotodindmica. Este farmaco possui uma forte
absorcao dentro da Janela Terapéutica, que é uma propriedade fundamental entre
os farmacos fotossensiveis. Estudos indicam que a rotacdo dos anéis aromaéticos do
VBBO induz a rdpida desativacdo do seu estado excitado singlete por conversao
interna. Por esta razao, ndo foi possivel caracterizar adequadamente o seu estado
singlete excitado. Em adi¢do, embora tenhamos detectado um sinal do transiente
para o farmaco em 4gua, com um curto tempo de vida associado, nao foi possivel
determinar o espectro de absorgdo do transiente para o formaco neste meio. Isto é
um indicativo de que o processo de cruzamento intersistemas ndo compete
significativamente com o processo de conversdo interna para o farmaco. Entdo,

aparentemente o VBBO ndo possui as propriedades de um eficiente farmaco
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fotossensivel. Entretanto, a producdo de espécies reativas de oxigénio como o
anion radical superéxido e o radical hidroxila foi detectada apds a excitacao do
farmaco por técnicas de EPR (VIOLA et al., 1996), o que indica que o farmaco pode
induzir dano foto-induzido. Em adigdo, estudos conduzidos por Indig e
colaboradores (BAPTISTA;INDIG, 1998; BARTLETT;INDIG, 1999) indicam que a
formagdo de complexos entre os e a proteina BSA dificultam o processo de
relaxacdo e tornam o processo de cruzamento intersistemas mais competitivo.
Nestas condicoes, a foto-reatividade do farmaco tende a aumentar. Portanto, a
associacdo do farmaco com as bactérias pode ser um fator determinante para a
acdo fotobioldgica do farmaco.

Nos estudos envolvendo os microorganismos, todos os trés farmacos
utilizados neste trabalho foram retidos pelas bactérias E. coli e S. aureus (densidade
de células entre 107 - 108 UFC.mL1). N&o foi observada uma reducao significativa
do nimero de células vidveis induzida pelos farmacos per se na auséncia de luz
(toxicidade intrinseca dos farmacos) ou, isoladamente, pela luz utilizada para a
excitacdo dos farmacos fotossensiveis (toxicidade da luz).

A TMPyPH; 5,0 pmol.L-1 se mostrou bastante eficiente na erradicagao de
ambas as bactérias, em acordo com as propriedades fotofisicas determinadas para
este farmaco. Menores concentracdes do farmaco, embora reduzissem o namero
de coldnias vidveis, ndo foram eficazes na total erradicagdo do microorganismo.

O VBBO, por sua vez, mostrou-se muito menos eficiente do que a porfirina
na erradicacdo de E. coli e S. aureus, mesmo na faixa de concentracdo mais alta
utilizada do farmaco (5,0 pmol.L-1). Nesta condicdo, mesmo a maior dose
fotodinamica utilizada (265 J.cm-2) ndo foi suficiente para a total erradicagdo de E.
coli. Dada a dificuldade para a caracterizagdo fotofisica dos estados excitados
singlete e triplete do farmaco, associada com a forte tendéncia a formagao de
agregados do farmaco em solucdo fisiolégica (o ambiente em que estes
experimentos foram realizados), estas observacdes sdo coerentes. A eficiente
erradicagdo dos microorganismos pode ser obtida extendendo-se o tempo de

irradiacdo e, portanto, a dose fotodindmica fornecida ao sistema.

177



A ZnPc, embora possua propriedades fotofisicas de um farmaco
fotossensivel eficiente, teve a sua eficiéncia comprometida nos ensaios
fotodindmicos pelo processo de fotobranqueamento, que consiste em sua
degradagao quimica.

Para ambos os farmacos fotossensiveis, observou-se que a erradicacao de
S. aureus foi mais facil do que a erradicacdo de E. coli. Esta observagao foi atribuida
ao efeito protetor exercido pela membrana externa da bactéria Gram-negativa.

Nao foi observado qualquer efeito na eficiéncia da TMPyPH: e do VBBO
quando os ensaios fotodinamicos foram realizados sem a incubagdo dos
microorganismos com os farmacos fotossensiveis. Esta observacdo indica que a
membrana da célula bacteriana é um alvo importante na acao fotodinamica destes
farmacos e deve ser mediada pela peroxidacdo de lipidios da membrana, que
induz perda de fluidez e aumento da permeabilidade i6nica da célula.

Em resumo, a terapia fotodinamica mostrou-se eficiente como método
alternativo para a erradicagdo de bactérias patogénicas e sugerem a necessidade e
importancia do desenvolvimento de pesquisas adicionais neste campo. Por
exemplo, os resultados obtidos mostraram a importancia dos ensaios visando
determinar a eficiéncia de farmacos para a erradicacdo destes microorganismos,
desde que farmacos promissores como o VBBO e a ZnPc mostraram-se menos
eficazes que a TMPyPH,. Em adicdo, o desenvolvimento de sistemas de liberagao
de farmacos pode contribuir para a adequacao dos protocolos visando erradicagao
de microorganismos, desde que permite a liberacdo de uma ampla variedade de
farmacos (hidrofébios e hidrofilicos) e com diferentes cargas efetivas associadas
(neutros, catidnicos, anidncos). O uso de sistemas de liberagdo contribui, portanto,
para um aumento significativo do nimero de farmacos que podem ser usados em

tais ensaios fotodindmicos.
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