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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) é um tratamento para cancer e certas patologias ndo malignas,
que sdo geralmente caracterizadas por crescimento excessivo de células indesejaveis ou
anormais. Esta técnica utiliza um fotosensibilizador, luz e o oxigénio para inativar células.
Neste trabalho foram estudados os efeitos fotodindmicos dos fotosensibilizadores sintéticos
ftalocianina de cloroaluminio, ftalocianina de zinco, azul de metileno e azul de toluidina além
do extrato bruto e parcialmente fracionado de Bidens sulphurea, conhecida como “picéo
laranja” sobre culturas de Saccharomyces cerevisiae, pois esta levedura possui uma
proximidade muito grande em termos energéticos e estruturais de células cancerigenas. Para
potencializar a atividade dos fotosensibilizadores foram utilizados aditivos, como proteinas
aglutinantes de Moringa oleifera e também houve o0 encapsulamento destes
fotosensibilizadores em lipossomas de fosfatidilcolina contendo como aditivos o colesterol,
polietilenoglicol e albumina. Foram padronizados tambem os tempos de incubacdo,
irradiacdo, distancia dos aparelhos de irradiacdo as células alvo, e concentracdo inibitoria
minima dos fotosensibilizadores. Os resultados mostraram que as proteinas aglutinantes de
Moringa oleifera Lam foram mais eficientes na entrega de drogas que os lipossomas. Os
extratos de Bidens sulphurea se mostraram eficientes para a inativacdo fotodindmica, sendo

uma potencial fonte para a busca de novos fotosensibilizadores.

Palavras-chave: Inativacao fotodindmica, Fotosensibilizadores, Lipossomas.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment for cancer and certain non-malignant diseases,
which are generally characterized by overgrowth of unwanted or abnormal cells. This
technique uses a photosensitizer, light and oxygen to inactivate cells. In this work the
photodynamic effects of synthetic photosensitizers chloroaluminum phthalocyanine, zinc
phthalocyanine, methylene blue and toluidina blue and crude and parcially fracionated
extracts of Bidens sulphurea, known as "Picdo laranja" over Saccharomyces cerevisiae
cultures was studied, because this yeast has a great energetic and structural similarity to
cancer cells. To enhance the activity of the photosensitizers were used additives as Moringa
oleifera agglutinating protein and albumin and these drugs were also encapsulates in
phosphatidylcoline liposomes with cholesterol, poliethyleneglicol and albumin. The times of
incubation and irradiation, the distance between the irradiation systems and the cells and the
minimum inhibitory concentration of the photosensitizers were also standardized. The results
showed that the Moringa oleifera agglutinating proteins were more efficient than liposome as
Drug Delivery Systems. The extracts of Bidens sulphurea showed to be efficient to the

photodynamic inactivation, being a potential source for the search for new photosensitizers.

Keywords: Photodynamic Inactivation, Photosensitizers, Liposomes.
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I. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1. Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Grande parte dos organismos vivos atualmente sdo dependentes de oxigénio para
desempenhar suas funcbes vitais devido a uma adaptacdo a superficie terrestre, rica em
oxigénio e todos estes organismos utilizam oxigénio para gerar trifosfato de adenosina, mais
conhecido como ATP, que é a fonte de energia quimica utilizada para realizacdo de processos
metabdlicos (BUONOCORE; PERRONE e TATARANO, 2010). A otimizacdo na producao
de energia ocasionou a geracdo de subprodutos extremamente reativos, conhecidos como
espécies reativas de oxigénio (ERO) (RIBEIRO, 2005). Estas espécies sdo conhecidas
também como radicais livres que sdo substancias altamente reativas capazes de dar inicio a
reacOes em cadeia envolvendo diversos processos principalmente biologicos (BIANCHI e
ANTUNES, 1999). Além das espeécies reativas de oxigénio existem as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), carbono e enxofre, porém estas possuem uma menor importancia biolégica
por serem produzidas em baixissimas quantidades (BUONOCORE; PERRONE e
TATARANO 2010).

As espécies reativas de oxigénio apresentam normalmente orbitais vazios ou

semipreenchidos, o que faz com que as mesmas reajam facilmente (Figura 1).

POt [ (Y] [t

Oxigénio Superoxido Peroxido de Hidrogénio  Oxigénio Singlete

Figura 1. Distribuicdo eletronica de spins no orbital externo de diferentes espécies reativas de
oxigénio. Oxigénio (Oy), anion superéxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio
singlete (*O,).

As principais espécies reativas de oxigénio estdo descritas na Tabela 1 juntamente com
a nhatureza, a geracdo e o destino de espécies radicalares (ou seus intermediarios)

biologicamente importantes.



Tabela 1 - Natureza, geracdo e destino de espécies radicalares (ou seus intermediarios)

biologicamente importantes.

Espécies derivadas do oxigénio

Anion-radical
Superdéxido - O,

Gerado continuamente por diversos processos celulares ou pela
reducdo monoeletronica de O,. Rapidamente desaparece em solugéo
aquosa por reacdo de dismutacdo. Sua habilidade em reduzir Fe** a
Fe?* pode acelerar a reagdo de Fenton. E um oxidante fraco, porém
pode formar ERN. E permeavel a membranas. Em fagdcitos, como

neutréfilos e macréfagos, € um dos microbicidas mais importantes.

Peréxido de

hidrogénio - H,0,

Intermediario formado pela reacdo de dismutacdo de O,  catalisada
pela enzima Superoxidodismutase (SOD), pela reducdo de 2e” na
molécula de O, e pela agdo de diversas enzimas oxidases in vivo. E
muito difusivel em células in vivo. E um fraco agente oxidante
quando comparado as outras espécies e um fraco agente redutor,
reage lentamente com proteinas heme e peroxidases para iniciar

reacOes radicalares.

Radical hidroxila
‘OH

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma
vez formado, o organismo humano ndo dispbe de mecanismo de
defesa, reage com uma série de endobidticos, causa modificacdo no

DNA, danos nas proteinas e inativacdo enzimatica.

Radicais
peroxila (ROy")
alcoxila (RO")

Formados durante a decomposicdo de peroxidos organicos e reacdes

de carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidacéo lipidica.

Oxigénio singlete
102*

Estado eletronicamente excitado do oxigénio. Reage com um grande
numero de moléculas bioldgicas, incluindo lipideos da membrana.

'0,* pode ser gerado, entre outras reacdes, por transferéncia de
energia a partir de um sensibilizador S, no estado excitado tripleto

(sS*) para o oxigénio *0..

Ozbnio O3

Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz intensa de
algumas fotocopiadoras e outros equipamentos. E extremamente

danoso ao pulmado, oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipideos.

Fonte: VASCONCELOS et al, 2007.



Apesar de estas espécies serem citotoxicas e responsaveis pelo envelhecimento e
desgaste celular (RIBEIRO et al, 2005), as EROs também podem desempenhar importante
papel no organismo em relacdo ao funcionamento do sistema imunolégico (LEITE e SARNI,
2003). Estas espécies também atuam como sinalizadores celulares e podem ser indicadores
para ativacdo de células do sistema imune, ou interpretadas como sinal para o suicidio celular,
chamado de apoptose (WANG e YOULE, 2009; GREEN e REED, 1998).

Oxigénio Superoxido Peroxido Oxeno Oxido
1 lH* l 2H" 2H™ lH’ lZH*
10, HO, H,0, H,O  OH" H,O
Oxigénio Perhidroxil Perdxido de Agua Hidroxila Agua
Singlet Hidrogénio

Figura 2. Sequencia de EROs produzidas pelo ganho de elétrons ou protons.

2. Terapia fotodinamica (TFD)

2.1. Histoérico da TFD

A TFD, embora ainda pouco utilizada atualmente, tem registros de utilizacdo
milenares. HA mais de 4000 anos 0s egipcios comecaram a utilizar esta terapia através de
ingestdo de plantas contendo psoralenos e luz solar para tratar doencas como o vitiligo
(STERNBERG e DOLPHIN, 1998).

Em 1900, Raab observou a inativacdo de organismos do género Paramecium atraves
da acdo de corantes de acridina e luz, sendo a primeira vez que esta técnica foi descrita.
Finsen, em 1901, demonstrou que a radiacdo solar poderia ser utilizada para controlar
infeccdo por Lupus vulgaris, conhecida como tuberculose cutanea, que afeta principalmente
pessoas que tiveram contato prévio com Mycobacterium tuberculosis, agente da tuberculose.
Em 1903, Tappenier e Jesionek observaram a inativacdo fotodinamica de protozoarios Em
1913 Meyer-Betz fez uma autoinjecdo de 200 mg do que ele pensava ser hematoporfirina pura
e ndo sentiu nenhum efeito, porém ao se expor a luz teve fotosensibilidade na pele por varios
meses (STERNBERG e DOLPHIN, 1998). Em 1924, Policard mencionou a utilizacéo
potencial de porfirinas, combinada com a presenca de oxigénio e aplicacdo de luz, no
tratamento de tumores malignos. O que estes autores observaram veio, posteriormente, a se
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constituir numa forma alternativa para o tratamento de alguns tipos de cénceres e de outras
moléstias, conhecida como Terapia Fotodindmica, do inglés “Photodynamic Therapy” (PDT)
e também em um excelente método para inativacdo de micro-organismos, a inativacao
fotodinamica (IFD), do inglés “Photodynamic Inactivation” (PDI) (SPESIA et al, 2009).

Em 1976, Weishaupt e colaboradores postularam que o oxigénio singlete, gerado por
sensibilizacdo, a partir da transferéncia de energia do agente fototerapéutico no estado triplete
excitado para o oxigénio molecular no estado fundamental, era o agente citotoxico
responsavel pela inativacdo de células tumorais (WEISHAUPT; GOMER e DOUGHERTY,
1976). Em fins dos anos 70, a partir dos trabalhos de Dougherty e colaboradores, a TFD
passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento de céncer, tendo sido
empregada com sucesso no tratamento de tumores, além de outras condi¢es clinicas
(DOUGHERTY et al, 1978).

2.2. Mecanismos de acao fotodinamica

O principio basico da TFD € a geracdo de agentes citotoxicos através da interacao
dindmica entre um fotosensibilizador (S) excitado por luz em comprimento de onda
especifico. A absorcdo de fotons pelo fotosensibilizador gera a ativacdo destes compostos,
levando estas moléculas a uma instabilidade quimica, com a mudanca do padrdo de
organizagdo eletronica normal. A tendéncia natural de qualquer composto em um estado
excitado eletronicamente é retornar ao seu estado fundamental, pois ele € energeticamente
mais favoravel. Este retorno ao estado fundamental ocorre com emisséo de energia na mesma
intensidade da energia de absor¢édo do foton absorvido (LUKISIENE, 2003).

Os dois principais mecanismos envolvidos sdo os de transferéncia de elétrons ou
transferéncia de energia frequentemente chamados de Tipo | e Tipo Il, respectivamente.

Qualquer um dos dois mecanismos envolve a reacdo do fotosensibilizador no seu
estado triplete:

Mecanismo Tipo |

O mecanismo do tipo | tem como caracteristica a geracdo de um radical ou reacdo
redox na qual o fotosensibilizador, excitado ao estado triplete (°S), reage com uma molécula

vizinha (A) por transferéncia de elétron ou de um a&tomo de hidrogénio.

3S+AD>S +A” 1)



Uma alternativa, que também pode ocorrer nos mecanismos do Tipo | é descrita nas
equacdes 2 e 3, onde o fotosensibilizador ja no estado triplete excitado transfere energia e
elétrons ao oxigénio molecular. Nesta situacdo tanto o ion-radical oxigénio formado, quanto o
préprio fotosensibilizador que ja executou a transferéncia de elétrons, pode reagir com o
substrato A.

35+30,> 5"+ 0," (2)
S"+A> S +A” (3)

Assim, qualquer um dos produtos gerados sdo passiveis de promover a oxidacdo da
molécula. A oxidacdo pode ocorrer por reacdo direta entre o radical da molécula vizinha e
oxigénio molecular (equacdo 4). Essas oxidacdes ocorrem pela formagdo de complexos
excitados. Podem ocorrer desativagdes das proprias, ou desativacdo do fotosensibilizador na

reacdo com oxigénio molecular (equacdes 5 e 6).

A" + 20, > Produtos oxidados (4)
S"+3%0, > So+ 0" ()
O," + A = Produtos oxidados (6)

A ocorréncia de S” e A" ou S e A” dependera das propriedades redox de cada
molécula (MACHADO, 2000; KAVARNOS e TURRO, 1986).

Mecanismo Tipo Il

O mecanismo do tipo Il é designado também por processos de transferéncia de
energia. O processo pelo mecanismo de tipo Il mais conhecido é a oxidacdo via formacao

oxigénio singlete (*O,):

’5+3%0, > sy + 10, @)
'0, + A > Produtos oxidados (8)

E observado que os processos do Tipo Il devam ser predominantes, uma vez que 0S

mecanismos do tipo | tendem a ser muito rdpidos porque a sobreposicdo de orbitais



envolvidos, durante a formacdo do complexo excitado, é maxima. (KAVARNOS e TURRO,

1986). Os processos tipo | e tipo Il s&o mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismos de acéo fotodinamica. (MULLER, 2006).

2.3. Mecanismos de morte celular

As células possuem diferentes formas de morte celular, algumas consideradas
programadas, outras ndo. As principais formas de mortalidade celular sdo a necrose, a

apoptose e a autofagia.

2.3.1. Necrose

Necrose é a morte prematura de células e tecido vivo. E causada por fatores externos a
célula ou tecido como infeccBes, toxinas ou trauma. E considerada como contraria a apoptose
gue € uma morte programada da célula. Enquanto a apoptose proporciona efeitos benéficos ao

organismo, a necrose na maioria das vezes é maléfica e pode ser fatal.



A necrose (Figura 4) pode ser induzida por um enorme nimero de fatores externos
como pequenos machucados, infecgdes, cancer, infarto, envenenamento, EROs e inflamagdes
(NELSON e COX, 2010).
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Figura 4. Esquema de necrose. Fonte: imagenex.com/

Tecido necrdtico ndo sofre as mesmas reacdes quimicas que normalmente o tecido
apoptotico sofre. A falha repentina de uma parte da célula desencadeia uma cascata de
eventos. Além da falta de sinais quimicos para o sistema imunoldgico, células em necrose
podem liberar substancias quimicas nocivas para o tecido circundante. Em particular, as
células contém organelas pequenas chamadas lisossomos, que séo capazes de digerir material
celular. Dano a membrana do lisossomo pode desencadear a liberacdo das enzimas contidas,
destruindo outras partes da célula. Necrose normalmente comeca com inchaco celular, a
digestdo da cromatina, e rompimento da membrana plasmatica e das organelas. Necrose tardia
é caracterizada por hidrdlise extensa do DNA, vacuolizacdo do reticulo endoplasmatico e lise
celular. A liberacdo do conteddo intracelular apds a ruptura da membrana plasmatica € a causa
de inflamacéo em necrose (MAYNOR et al, 1997).

Recentemente tem se estudado uma nova forma de necrose, a necroptose, onde a
célula se programa para fazer a necrose atraves de sinalizadores como os da apoptose
(GALLUZZI e KROEMER, 2008).



2.3.2. Apoptose

O processo de apoptose (Figura 5) é controlado por uma gama diversificada de sinais
celulares, que podem ser extracelulares (indutores extrinsecos) ou intracelulares (indutores
intrinsecos). Sinais extracelulares podem incluir toxinas, hormdnios, fatores de crescimento, o
6xido nitrico ou de citocinas, que deve ou atravessar a membrana plasmatica ou realizar uma
transducdo para efeito de uma resposta. Estes sinais podem afetar a apoptose positivamente ou
negativamente (BRUNE, 2003).
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Figura 5. Esquema de apoptose. Fonte: imagenex.com/

Uma célula inicia sinalizacdo intracelular de apoptose em resposta a um estresse, 0
que pode provocar o suicidio celular. A ligacdo de receptores nucleares de glicocorticdides,
calor, radiacdo, a privacdo de nutrientes, a infeccdo viral, hipéxia e o aumento da
concentracdo de célcio intracelular, por exemplo, dano a membrana, pode desencadear a
liberacdo de sinais intracelulares apoptoticos por uma célula danificada (MATTSON e
CHAN, 2003). Uma série de componentes celulares, tais como poli ribose polimerase ADP,
também pode ajudar a regular a apoptose (COLLINS, 1998).

Os sinais apoptoticos devem ativar proteinas reguladoras da via para iniciar a
apoptose. Este passo permite que 0s sinais apoptoticos possam causar ou parar 0 processo de
morte celular, caso a celula ndo precise mais morrer. Varias proteinas estdo envolvidas, mas
dois principais métodos de regulacdo foram identificados: a segmentacdo funcionalizada de
mitocndrias, ou diretamente pela transdu¢do do sinal via proteinas adaptadas para 0s
mecanismos apoptdticos. Outra via extrinseca para o inicio identificado em estudos de toxinas

diversas € um aumento na concentracdo de célcio dentro da célula causado pela atividade da



droga, que também pode causar apoptose através de uma protease calpaina vinculada ao
calcio (POPOQV et al, 2002).

As mitocondrias sdo essenciais para a vida multicelular. Sem elas, uma célula deixa de
respirar aerobicamente e rapidamente morre, fato explorado por algumas vias apoptéticas.
Proteinas apoptéticas que visam mitocdndrias afetam-na de diferentes maneiras. Elas podem
causar inchago mitocondrial através da formacdo de poros da membrana, ou elas podem
aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial e causar a liberacdo de proteinas pro-
apoptdticas. Estes estdo intimamente relacionados com a via intrinseca, e 0s tumores surgem
com mais frequéncia através de via intrinseca que a via extrinseca por causa da sensibilidade.
H& também um crescente corpo de evidéncias indicando que o Oxido nitrico é capaz de
induzir apoptose, ajudando a dissipar o potencial de membrana da mitocondria e, portanto,
torna-la mais permeavel.

Proteinas mitocondriais conhecidas como SMACs (pequenas mitocondrias derivadas
do ativador de caspases) sdo liberadas no citoplasma apds um aumento de permeabilidade.
SMAC liga-se a inibidor de proteinas da apoptose (1APs) e desativa-os, impedindo o IAP de
deter o processo de apoptose e, portanto, permitindo a ocorréncia da mesma. O IAP também
normalmente suprime a atividade de um grupo de proteases cisteina chamadas caspases, que
realizam a degradacdo da célula, portanto, as enzimas de degradagéo reais podem ser vistas
por serem indiretamente reguladas pela permeabilidade mitocondrial (CHARUGI, 2002).

Citocromo ¢ também ¢é liberado a partir da mitocondria devido a formacdo de um
canal, o canal mitocondrial da apoptose induzida (MAC), na membrana externa da
mitocondria, e serve uma funcdo reguladora, uma vez que precede mudancas morfoldgicas
associadas com apoptose. Uma vez que o citocromo C é liberado, ele se liga com fator de
ativacdo de protease apoptotica - 1 (Apaf-1) e ATP, que em seguida, vincula-se a 9-pro-
caspase para criar um complexo de proteinas conhecida como apoptossomo (CHIARUGI e
MOSKOWITZ, 2002).

2.3.3. Autofagia

Em biologia celular, autofagia, ou autofagocitose (Figura 6), € um processo catabdlico
que envolve a degradacdo de componentes proprios de uma célula através do mecanismo
lisossémico. E um processo estritamente regulado que desempenha um papel normal no

crescimento celular, desenvolvimento e homeostase, ajudando a manter um equilibrio entre a
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sintese, degradacio e posterior reciclagem de produtos celulares. E um importante mecanismo
pelo qual uma célula realoca nutrientes de processos desnecessarios a processos mais
essenciais (NELSON e COX, 2010).
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Figura 6. Esquema de autofagia. Fonte: imagenex.com/

Existe uma variedade de processos autofagicos, todos tendo em comum a degradacéo
de componentes intracelulares através do lisossomo. O mecanismo mais conhecido de
autofagia envolve a formacdo de uma membrana ao redor de uma regido de destino da célula,
separando o contetido do resto do citoplasma. A vesicula resultante, em seguida, se funde com
um lisossomo e, posteriormente, degrada o contettdo (KUNDU e THOMPSOM, 2008).

Foi descrita pela primeira vez na década de 1960 (STROMHAOUG e KLIONSKY,
2001), mas muitas perguntas sobre 0s processos reais e mecanismos envolvidos ainda
precisam ser elucidadas. Seu papel na doenca ndo esta bem classificado, que pode ajudar a
prevenir ou impedir a progressdo de algumas doencas, como alguns tipos de
neurodegeneracdo e cancer (MIZUSHIMA e KLIONSY, 2007), e desempenhar um papel
protetor contra a infeccdo por patdgenos intracelulares, no entanto, em algumas situacoes, ele
pode realmente contribuir para o desenvolvimento de uma doenca (LING et al, 2005). A

Figura 6 apresenta o0 esquema da autofagia.

2.4. Aplicacgdes da TFD

A principal aplicacdo da TFD é no tratamento de diferentes tipos de cancer em
substituicdo as técnicas como guimioterapia e cirurgia. Alguns tratamentos ja sdo autorizados
por 6rgdos de regulamentacdo e sdo amplamente utilizados, alguns estdo em fase de testes

clinicos e outros ainda ndo sdo utilizados.
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Segundo Machado (2000):

“Clinicamente, a TFD ja vem sendo empregada no tratamento dos
seguintes casos de cancer: bexiga, pulmdo, pele (primério e
metastatico do seio), intestino, trato digestivo superior, bexiga, dentre
outros, assim como também na detecgdo e delineamento de lesGes por
fluorescéncia. O céancer superficial de bexiga, por exemplo, é
frequentemente dificil de ser detectado. No entanto, considerando-se a
retencdo preferencial de agentes fototerapéuticos, esses casos de
podem ser detectados pela medida de fluorescéncia do tecido, apos a
administracdo do agente fototerapéutico. Varios paises ja aprovaram a
utilizagdo da terapia fotodindmica para o tratamento de tumores,
inclusive o Brasil que autoriza a utilizagcdo da técnica para tratamento
de céncer de pele. Nos Estados Unidos: tratamento paliativo para
pacientes com tumores totalmente obstrutivos e canceres de esdfago
parcialmente obstrutivos onde a terapia a laser, seja considerada
impropria; também, certos tipos especificos de céancer de pulméo
(submetido a FDA em fevereiro de 1997); Na Franca e Holanda:
tratamento de cancer de pulmédo e esdfago; No Canada: cancer de
esofago, cancer recorrente de bexiga, reducdo de tumores obstrutivos
e tratamento paliativo de disfagia em pacientes com cancer de esdfago
completamente ou parcialmente obstrutivos; No Japdo: cancer de
pulmdo em estagio inicial, cAnceres gastricos superficiais e em estagio
inicial, cancer cervical em estagio inicial, displasia cervical; Na
Holanda: cancer de pulmao obstrutivo e em estagio inicial, cancer
gastrico e cervical (incluindo displasia cervical), e canceres
superficiais gastrico e de esdfago.”

Além da aplicacdo para tratamento de tumores, outra aplicacdo bastante importante da
TFD ¢é na inativacdo fotodinamica de micro-organismos. Neste tipo de aplicacdo a técnica €
mais chamada de Inativacdo fotodindmica ou Fotoinativagéo.

Assim como a TFD, a IFD é um processo no qual a ativacdo de compostos
fotoreativos (fotosensibilizantes) por energia luminosa (na presenca de oxigénio molecular)

produz oxigénio singlete e radicais livres que sdo citotéxicos (IBBOTSON, 2010). Tais
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espécies reativas sdo capazes de atacar proteinas, lipidios e &cidos nucléicos, inviabilizando
celulas, similarmente ao processo observado inicialmente por Raab (RAAB, 1900).

Devido a baixa difusibilidade dos radicais formados neste processo, a atividade da
TFD é confinada imediatamente no local onde se ligou o fotosensibilizador (OCHSNER,
1997).

O problema crescente de resisténcia bacteriana ilustra bem a necessidade de se
desenvolver novas drogas ou novos procedimentos de tratamento antimicrobiano. Wainwright
e seus colaboradores demonstraram que a combinacdo de fotosensibilizadores fenotiazinicos,
com luz vermelha possui consideravel potencial para utilizacdo clinica em desinfeccdo de
pele, queimaduras esterilizacdo de sangue e agua, etc (WAINWRIGHT et al, 1997).

Um trabalho de Soukos e colaboradores, utilizando azul de toluidina (TB), um
fotosensibilizador fenotiazinico da classe do azul de metileno, demonstrou que TB € ativo em
membranas e seu efeito fototoxico observado em bactérias € negligenciavel contra
queratindcitos e fibroblastos (SOUKOS et al, 2006).

Minnock e colaboradores utilizando um derivado hidrofilico de ftalocianina (AIPcS; =
ftalocianina de aluminio dissulfonato), conseguiram com éxito eliminar 16 cepas de
Staphylococcos aureus resistente a meticilina (MRSA) epidémica com baixas doses do
sensibilizador e usando curtos tempos de irradiacdo (120s) (MINNOCK et al, 1996). Tal
evento pode ser blogueado pela adicdo de antioxidantes, implicando a participacdo de
espécies reativas do oxigénio no processo (STOCKERT e HERKOVITS, 2003). A
mortalidade celular microbiana é dependente da concentracdo empregada do
fotosensibilizador e do tempo de irradiacdo (ARENAS et al, 2013).

Estes resultados enfatizam o uso da fotoinativacdo como um procedimento alternativo
aos antimicrobianos tradicionais, permitindo uma eliminacdo do micro-organismo de regifes
de pele infectadas ou de locais do corpo que possam veicular e disseminar estes micro-
organismos resistentes a antibioticoterapia. E, também, pode ser uma alternativa para a
inativacdo de micro-organismos exogenos, como os coliformes fecais.

A vantagem da fotoinativacdo de micro-organismos € que o efeito bactericida é rapido,
altamente localizado, ndo interferindo com a microflora de outros sitios corpéreos. Como o
evento citotoxico é dependente da producdo de oxigénio singlete e radicais livres, o
desenvolvimento de resisténcia ao procedimento é bem pouco provavel (KASHEF;
BORGHEI e DJAVID, 2007).
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O dano fotoquimico induzido por fotosensibilizadores sobre bactérias gram-positivas
ocorre principalmente em nivel da membrana citoplasméatica (BUYTAERT; DEWAELE e
AGOSTINIS, 2007). Entretanto, os mesmos autores também enfatizam que o DNA
microbiano pode ser um alvo secundario da TFD, ap6s periodos longos de irradiac&o.

E conhecido que bactérias gram-positivas sio geralmente mais suscetiveis a TFD
quando comparado com bactérias gram-negativas. Esta diferenca € atribuida a composicao da
parede celular. Bactérias gram-negativas tém uma estrutura complexa da membrana externa
formada por duas bicamadas lipidicas enquanto gram-positivas possuem uma Unica bicamada
e uma camada externa relativamente permeavel (CHO e SALTON, 1964).
Fotosensibilizadores neutros ou negativamente carregados nao sdo habeis em penetrar a
barreira da bactéria gram-negativa, entretanto fotosensibilizadores catibnicos se ligam
fortemente e conseguem exercer o efeito fotodindmico (MERCHAT et al, 1996).

Outras aplicagdes conhecidas da TFD sdo no combate a psoriase, uma doenca
autoimune onde os pacientes tém feridas em todo o corpo e a terapia fotodinamica trata estas
feridas, degeneracdo macular da retina, arteriosclerose, restenose, remoc¢do de verrugas
internas, tratamento de infec¢bes flngicas, tratamento de infestacBes bacterianas
multiresistentes, herpes, onicomicose, odontologia entre outras aplicacbes (MACHADO,
2000).

2.5. Fotosensibilizadores para a TFD.

Diversos tipos de fotosensibilizadores podem ser utilizados na IFD, podemos citar as
porfirinas (HUDSON; SAVOIE e BOYLE, 2005), protoporfirinas (TYRRELL; CAMPBELL
e CURNOW, 2010), ftalocianinas (BUYTAERT; DEWAELE e AGOSTINIS, 2007), eosinas
(FEHR et al, 1996), fenotiazinicos (TARDIVO et al, 2005), clorinas (HARVEY et al, 2005),
feofitinas (LI et al, 2011), hipericina (THONG et al, 2006) entre outros. Estes compostos
podem ser usados se possuirem as seguintes caracteristicas (MACHADO, 2000):

i) caracteristicas fotofisicas favoraveis;

ii) baixa toxicidade no escuro (baixa citotoxicidade);

iii) fotosensibilidade ndo prolongada;

iv) simplicidade na formulacdo, reprodutibilidade e alta estabilidade
do formulado (tempo minimo de 2 anos) que, geralmente, é mantido

seco, bastando ao médico adicionar agua ou soro fisioldgico e agitar;
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v) farmacocinética favoravel (rapida eliminacéo do corpo);
vi) facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificacdes
para otimizar as propriedades desejaveis;
vii) facilidade de obtencdo em escala industrial a custos reduzidos e
com boa reprodutibilidade;
viii) facilidade de analise total dos componentes da formula, inclusive
com fornecimento de roteiros de validagao e
ix) alta afinidade e penetracdo no tecido doente em detrimento do
tecido saudavel (seletividade).

A seguir serdo descritas as principais classes de fotosensibilizadores disponiveis atualmente

para utilizacdo em terapia fotodindmica e inativacdo fotodinamica.

2.5.1. Porfirinas:
As porfirinas (Figura 7) sdo pigmentos de cor purpura e de origem natural. A estrutura

em anel da porfirina é a razdo pela qual todos os derivados porfiricos absorvem luz a um
comprimento de onda proximo dos 410 nm, dando-Ihes a sua cor caracteristica. S&o moléculas
organicas com estrutura geral de macrociclo tetrapirrélico mostrada na Figura 7 (HUDSON;
SAVOIE e BOYLE, 2005).

Os fotosensibilizadores mais utilizados em TFD do céncer s&o os derivados de
hematoporfirina, sendo Photofrin® (Canada) o mais conhecido, tendo sido autorizado para
uso clinico em 1998 nos Estados Unidos, seguido por Canada, Holanda, Franca, Alemanha,
Japdo etc (MACHADO, 2000). Os fotosensibilizadores correspondentes produzidos na
Alemanha e Russia sdo, respectivamente, Photosan® e Photogem® (PANKAU et al, 1998).

Figura 7. Estrutura geral das porfirinas.
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2.5.2. Acido 5-aminolevulinico (ALA):
ALA (Figura 8) é um precursor da protoporfirina 1X que é um fotosensibilizador.

Embora formacdo altamente regulada de protoporfirina IX (PplX) exista em quase todas as
células nucleadas, PplX acumula preferencialmente em tecidos com alta atividade celular
(TYRRELL; CAMPBELL e CURNOW, 2010).

HoN OH
O

Figura 8. Estrutura do &cido aminolevulinico

A PplX pode ser sintetizada em todas as células contendo mitocondria
(BARTSOSOVA e HRKAL, 2000). O fendmeno de acumulagio do fotosensibilizador em
tecidos doentes ndo é especifico para doencas neoplasicas ou pré-neoplésicas. A sintese do
ALA ¢ normalmente controlada com rigor pela enzima ALA-sintetase, provavelmente através
do nivel intracelular de heme. ALA, quando fornecido para a célula, subverte esse controle e
resulta na acumulacdo da PplX, que é convertida em heme pela ferroquelatase pela adicdo de
ferro ao ndcleo da PplX. Uma vez que essa conversao é um processo lento, altos niveis de
PpIX sdo encontrados no tecido, embora para produzir um efeito fotodinamico necessite da
exposicdo a luz (TYRRELL; CAMPBELL e CURNOW, 2010). H& varias vantagens na
fotosensibilizacdo por PplX induzida pelo ALA, uma delas é que o organismo elimina PplX

rapidamente, o que limita o risco da fotosensibilidade a 1-2 dias.

2.5.3. Ftalocianinas:
Ftalocianinas (Figura 9) sdo corantes sintéticos semelhantes as porfirinas e estruturalmente

consideradas azoporfirinas (LAIA; COSTA e FERREIRA, 2006). Sao classificadas como
fotosensibilizadores de segunda geracdo, cuja lipofilicidade contribui para sua localiza¢do nas
membranas plasmaticas, nos microssomos e nas mitocéndrias, e, consequentemente, para a

acdo fotodinamica (SPIKES, 1996). O metal central possui influéncia consideravel em sua
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propriedade fotosensibilizante, e as ftalocianinas de zinco (ZnPc) estdo entre 0s
sensibilizadores mais promissores deste grupo. Estudos mais recentes tém comprovado a
eficiéncia das ftalocianinas como agentes fotosensiveis para uso em TFD, que ja tem seu
emprego clinico aprovado na Rissia (BROWN; BROWN e WALKER, 2004).
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Figura 9. Estrutura geral das ftalocianinas

2.5.4. Fenotiazinicos:
Os corantes fenotiazinicos exibem intensa absorcdo de 600-660 nm, regido do espectro

atil em TFD por estar na "janela terapéutica” requerida para a eficiente penetracdo da luz nos
tecidos (TARDIVO et al, 2005). Azul de metileno (Figura 10) tem sido usado clinicamente no
tratamento de cancer de bexiga e, recentemente, contra tumores de esdfago inoperaveis,
viruléncias da pele, psoriase e adenocarcinomas (MACHADO, 2000).

Um estudo comparativo da citotoxicidade do MB no escuro em células normais e
tumorais verificou que esse corante € mais citotoxico em células tumorais (TARDIVO et al,
2005).

H3CHN S I{I,CH3
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Figura 10. Estrutura do azul de metileno.
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2.5.5. Fotosensibilizadores naturais:
Desde o advento do oxigénio no planeta, o processo fotodindmico tornou-se bastante

difundido na natureza, representando procedimentos de defesa a predacdo e sinalizadores
intracelulares de eventos metabdlicos de plantas e animais. A maior parte das plantas, que
produzem flores, esta entre a familia das Asteraceae, e este grupo imenso de plantas
produzem compostos organicos que possuem inumeras atividades bioldgicas, tais como
atividades anti-inflamatoria, imunosupressiva, antitumoral, bactericida, etc
(PARIMALAKRISHNAN et al, 2006). Dentre os membros desta familia, destacam-se as
plantas do género Bidens, sendo a Bidens pilosa L. uma das espécies mais estudadas destas
plantas. Dentre as atividades fotoquimicas documentadas em Bidens pilosa L., destacam-se 0s
trabalhos de Yang, e colaboradores, onde foi demonstrado a presenca de antioxidantes nos
extratos etanolicos e organicos desta planta (YANG et al, 2006). Trabalhos realizados no
Brasil evidenciaram a presenca de terpenos e poliacetilenos em extratos de Bidens pilosa
(GUARATINI et al, 2005) com atividade antitumoral em ensaios utilizando células tumorais
humanas em cultura. Um dos fotosensibilizadores naturais relatados na literatura é a
hipericina (Figura 11), que pode ser extraida do Hypericum perforatum conhecida como erva

de S&o Jodo.

OH O OH

Figura 11. Estrutura da hipericina.

2.6. Fontes de irradiacao

Nas fontes de irradiacdo empregadas na TFD e IFD, o intervalo do espectro eletromagnético
mais significante esta na regido entre 600 e 800 nm, onde a membrana celular apresenta baixa
absortividade. Nesta regido é possivel magnitudes na penetracdo da luz proximas a 3

centimetros em tecidos dotados de baixa pigmentacdo (OCSHNER, 1996). Deste modo €
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possivel evitar destruicGes desnecessarias causadas as demais organelas presentes no meio
que ndo possui a droga sensibilizadora.

Nas primeiras aplicacbes da TFD as fontes empregadas na ativagcdo de agentes
fotodindmicos baseavam-se em radiacfes policromaticas ndo coerentes, como lampadas de
arco voltaico (e.g., lampadas de arco de xendnio) ou mesmo lampadas incandescentes. Por
meio de filtros Opticos, essas lampadas sdo capazes de fornecer radiagdes no comprimento de
onda apropriado para a maioria dos fotosensibilizadores. Esse tipo de sistema, infelizmente,
exibe um aquecimento relevante, dificilmente permite um controle preciso na dosagem de luz,
e normalmente apresenta baixa intensidade luminosa (BEYER, 1996). Tém se observado no
mercado varios aperfeicoamentos no sentido da minimizacdo dessas desvantagens por meio
de cuidadosos projetos na engenharia e design.

Diodos emissores de luz (LED) sdo tambem empregados em sistemas de irradiacao
voltados a TFD e IFD. Os LED além de constituirem uma alternativa de baixo custo, possuem
grande homogeneidade luminosa (LIM, 2011), permitindo que a radiacdo seja facilmente
dosada e calculada em diversas aplicacbes. A emissdo de um LED é bem definida e
normalmente especifica para um determinado comprimento de onda. Esse fator, associado a
relativa intensidade (como os modelos chamados alto brilho), dispensa o aparato de filtragem
encontrado nos sistemas baseados em lampadas policromaticas. Além destes fatores, a baixa
dissipacdo térmica, combinada a emissdo monocromatica de moderada intensidade, em
sistemas simples, robustos e diminutos, qualificam atraentemente o uso de LED em
dispositivos para aplicacdes de TFD e IFD (RIOS et al, 2011).

Paula e colaboradores (PAULA et al, 2010), realizaram um estudo comparativo in
vivo entre sistemas de irradiacdo baseados em lampadas haldgenas filtradas e sistemas
dotados de tecnologia LED. O estudo, que empregou acido 5-aminolevulinico para aplicacao
de TFD em niveis dérmicos, revelou uma superioridade do sistema LED em diversos
aspectos. O sistema apresentava vantagens como maiores profundidades de atuacdo no tecido,
baixo calor incidente no tecido, reducdo na intensidade de dor e boa eficiéncia em inativacao
de células in vitro. As aplicacdes de TFD empregando luz emitida por diodos, ndo sdo
restritas apenas a aplicacGes superficiais: relatos demonstram aplicacdes no tratamento de
tumores cerebrais por meio de sondas de LED ajustados em uma ponta cilindrica e acoplados
num cateter baldo (DAVIES e WILSON, 2007). Essa sonda, pequena e flexivel, emite luz

permitindo baixissimas invasfes aos demais tecidos.
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Atualmente, espécies reativas de oxigénio geradas na TFD séo ativadas principalmente
por lasers. As vantagens dos lasers estdo no carater da luz monocromatica e na alta
intensidade obtida nesse dispositivo (YUAN et al, 2008). Entretanto, a coeréncia de um laser
ndo é necessaria em aplicacdes na TFD e IFD (MACHADO et al, 2009). Esse fator justifica a
construcdo de fontes ndo coerentes, as quais sdo normalmente muito mais acessiveis, estaveis
e versateis. A figura 12 apresenta um exemplo de sistema de irradiacdo para a Terapia

Fotodinamica.

Figura 12. Sistema de irradiagdo para Terapia fotodindmica. Fonte: itechtalk.com
3. Lipossomas

3.1. Historico

Ao longo dos tempos, a utilizacdo da maioria dos compostos terapéuticos tem sido
sempre limitada pela impossibilidade de aumento da sua dosagem. A retencdo ou degradacgéo
do agente terapéutico, baixa solubilidade e, em especial, os efeitos colaterais perniciosos
inerentes a sua utilizacdo em concentracdes elevadas, tornam muitas vezes dificil a utilizacdo
da dosagem necessaria para que este cumpra a sua funcéo. Este problema levou a que, durante
0 século XX, e em especial no decorrer das Ultimas décadas, tenha sido levado a cabo um
grande esforco no sentido de desenvolver um sistema capaz de transportar um composto
terapéutico (drogas, em especial as dirigidas a tumores, antibidticos, enzimas, horménios,
agentes quelantes ou compostos modificadores da célula) até um alvo especifico (6rgéo,
tecido ou célula).

A primeira proposta de um sistema direcionado de transporte de farmacos data do
inicio do século XX (EHRLICH, 1906), quando Paul Ehrlich propés o seu modelo, que ficou
conhecido por “Bala Magica de Ehrlich” (Ehrlich’s Magic Bullet). Neste modelo, o fAirmaco ¢
ligado ao transportador direcionado, e idealmente exibira a sua atividade farmacoldgica

apenas no tecido alvo (mecanismos de especificidade, como a ligacdo entre antigeno e
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anticorpo, eram ja conhecidos). Assim, os efeitos indesejiveis resultantes da sua agdo em
outros tecidos sdo largamente diminuidos, enquanto o aumento da eficiéncia permite o
decréscimo da dose administrada.

As primeiras tentativas para a obten¢do de um sistema transportador eficaz tiveram
como base o encapsulamento das biomoléculas a transportar em vesiculas de nylon e outros
polimeros sintéticos (CHANG, 1964; 1971; CHANG e POZNANSKY 1968). Contudo, esta
abordagem mostrou-se totalmente inadequada, visto estas vesiculas de material artificial se
acumulam no organismo.

O primeiro grande passo a frente nesta area deu-se em 1965, com a publicacdo por
Alec Bangham e colaboradores de um trabalho de investigagdo fundamental acerca da difusao
de ions através de membranas lipidicas artificiais, embora sem qualquer ligacdo imediata aos
estudos de sistemas transportadores de farmacos (BANGHAM; STANDISH e WEISSMAN,
1965). Neste trabalho foi feita a caracterizacdo de um sistema de vesiculas fosfolipidicas ao
qual, trés anos mais tarde, seria dado o nome de lipossomas (Figura 13). No entanto, estas
estruturas multilamelares obtidas da hidratacdo de fosfolipidos j& eram anteriormente
conhecidas, sendo denominadas ‘“figuras de mielina”. Imediatamente apds o trabalho de
Bangham, os lipossomas impuseram-se como um sistema modelo simples para o estudo de
membranas biologicas. O sucesso na incorporacdo de enzimas em lipossomas despertou
também o interesse da comunidade cientifica para a sua aplicagdo médica e farmacoldgica.
Em 1971, Gregory Gregoriadis prop6s pela primeira vez a utilizacdo dos lipossomas como
sistema transportador de farmacos, mantendo desde entdo um papel preponderante no
desenvolvimento desta area (GREGORIADIS e RYMAN, 1971).
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Figura 13. Exemplo de estrutura de um lipossoma. Fonte:

guimicaparatodosuevora.blogspot.com/
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Os lipossomas sé&o um caso claro de um sistema que teve uma passagem extremamente
rapida do campo da investigacdo para a aplicacdo comercial (especialmente na area da
cosmética), sem mesmo as suas propriedades e eficacia estarem completamente estudadas.
Este fato ficou a dever-se, fundamentalmente, a euforia desencadeada na década de 70 e inicio
da década de 80 pelo potencial de aplicacdo dos lipossomas nas industrias médica e
farmacéutica, o que veio mesmo a lancar sérias davidas sobre o rigor de alguns resultados da
época (LASIC e NEEDHAM, 1995).

Nos anos seguintes e até aos nossos dias, com a mesma finalidade, foi também
estudada a aplicagdo de niossomas, nanoparticulas, copolimeros, lipoproteinas, emulsdes,
lectinas, horménios, peptideos, anticorpos, e sistemas mais complexos como virus e
eritrécitos, no desenvolvimento de um transportador especifico. O objetivo de todos estes
transportadores € aumentar o potencial terapéutico de um composto, impedindo que este se
perca no trajeto para um alvo especifico, evitando simultaneamente a ocorréncia de efeitos
secundarios nocivos noutra parte do organismo. Contudo, até hoje, poucos sistemas estudados
conseguiram cumprir eficazmente este objetivo, de modo a ser largamente aceitos pela
industria farmacéutica (YANG et al, 2011).

3.2. Classificacao

Existem varios tipos de lipossomas no que diz respeito a composi¢cdo molecular,
estrutura e tamanho. Lipossomas convencionais sdo aqueles formados por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas diferenciando-se entre si pelo tamanho e disposicdo destas
bicamadas. Os lipossomas mais comuns sdo (SANTOS e CASTANHO, 2002):

a. Lipossomas unilamelares pequenos (Small Unilamelar Vesicles -
SUVs): a membrana é formada por uma unica bicamada fosfolipidica;
sd0 0s menores na escala de tamanhos, com didmetro variando entre
20 e 80 nm.

b. Lipossomas unilamelares grandes (Large Unilamelar Vesicles -
LUVs): a membrana é formada por uma Unica bicamada fosfolipidica;
sdo intermediarios na escala de tamanhos, com didmetro entre 80 nm e
1000 nm, sendo os mais utilizados atualmente devido ao seu didmetro
ser pequeno suficiente para a absorcdo celular e grande o suficiente

para encapsular compostos inclusive macromoléculas.
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c. Lipossomas multilamelares (Multilamelar Vesicles - MLVs): a
membrana é formada por varias bicamadas fosfolipidicas dispostas de
forma concéntrica; apresentam um didmetro médio que varia entre
400 nm e alguns micrémetros.
d. Lipossomas multivesiculares (Multivesicular Liposomes - MVLs):
sdo semelhantes aos MLVs, porém as bicamadas ndo sao concéntricas,
0 que torna a vesicula uma estrutura mais complexa, com um
lipossoma que contém varios lipossomas encapsulados de forma
aleatéria e inclusive com membranas bastante curvadas ou
deformadas; também podem ser chamados de sistemas de vesicula em
vesicula e normalmente sdo estruturas mal formadas nos processos de
obtencdo dos outros tipos; a faixa de didmetros também varia de
400nm a alguns micrémetros.
e. Lipossomas unilamelares gigantes (Giant Unilamelar Vesicles -
GUVs): sdo formados por uma Unica bicamada fosfolipidica; sdo os
maiores com diametros superiores a 1um podendo chegar a dezenas
de micrémetros.
f. Lipossomas oligolamelares (Oligolamelar vesicles - OLVs): séo
similares aos MLVs, porém as bicamadas internas estdo bem proximas
a externa, deixando uma grande area hidrofilica dentro do lipossoma.
Outra forma de classificacdo dos lipossomas é pelos constituintes de sua bicamada.
Sdo os aditivos lipossomais que alteram a estrutura desta bicamada tornando-o mais
especifico. Desta forma os lipossomas podem ser:
a. Convencionais: Sdo lipossomas que possuem apenas um fosfolipideo, normalmente a
fosfatidilcolina e colesterol como aditivo para aumentar a fluidez na fase gel e diminuir a
fluidez na fase cristal-liquida (SANTOS e CASTANHO, 2002).
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Figura 14. Efeito do colesterol na membrana dos lipossomas. Fonte: FREZARD et al, 2005.

Setas indicam aumento ou diminuicéo da fluidez e permeabilidade.

b. Furtivos (Stealth): S&o sistemas lipidicos modificados com um tempo de meia vida em
circulacdo alta. Isto se obtém normalmente pela adicdo de um polimero hidrofilico na
estrutura do lipossoma, sendo o mais utilizado o polietilenoglicol (PEG). S&o os lipossomas
mais utilizados para transporte de farmacos dentro do organismo (SANTOS e CASTANHO,
2002).

c. Catibnicos: Séo lipossomas onde sdo adicionados fosfolipideos que conferem um carater
catibnico ao mesmo, para facilitar a entrega das drogas para células como macrofagos
(SANTOS e CASTANHO, 2002).

d. pH-sensiveis: sdo lipossomas que liberam a droga em um intervalo bem especifico de pH,
sendo bastante utilizado para liberacdo de drogas no intestino, em tumores, no estdmago entre
outras (BATISTA; CARVALHO e MAGALHAES, 2007).

e. Imunolipossomas: Sdo lipossomas que possuem um revestimento com imunoglobinas,

anticorpos, lipideos imunogénicos, glicoproteinas ou glicolipideos. Estes lipossomas sao
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utilizados principalmente pra direcionar as drogas para locais bem especificos como
determinados 6rgédos ou tecidos (SANTOS e CASTANHO, 2002).

f. Fotosensiveis: sdo lipossomas constituidos de fosfolipideos que em determinado
comprimento de onda muda sua conformacdo E/Z e consequentemente libera a droga de
interesse (BUDAI et al, 2008).

g. Neutron-sensivel: sdo lipossomas que liberam a droga conforme hé a interagdo do mesmo
com néutrons. Sao utilizados no transporte de radiocompostos (AKAMATSU, 2009).

h. Termosensiveis: sdo lipossomas que liberam a droga em temperaturas diferentes, sdo
utilizados para a liberacdo de drogas em tecidos onde ha hipertermia, como tecidos tumorais
(BATISTA; CARVALHO e MAGALHAES, 2007).

CONVENCIONAL

FURTIVO
{LONGA-CIRCULAGAQ)

Figura 15. Tipos de lipossomas. Fonte: BATISTA, CARVALHO E MAGALHAES, 2007.

3.3. Métodos de preparo

Existem diferentes métodos para o preparo de lipossomas descritos na literatura, a
utilizacdo destes métodos depende das caracteristicas do lipossoma a ser preparado e da droga
a ser encapsulada. O principio basico da maioria destes métodos € a secagem dos
fosfolipideos a partir de solucbes em solventes organicos e a sua posterior dispersdo em
solucdo aquosa (RIAZ, 1996).
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3.3.1. Hidratacéo do filme lipidico
Este método é o mais utilizado para o preparo de lipossomas. Ele consiste na secagem

de lipideos em um baldo formando um filme fino em suas paredes, em seguida é adicionada
uma solugdo aquosa enquanto se mistura a solucdo. Os compostos a serem encapsulados séo
dissolvidos ou na solucédo de fosfolipideos ou na solugdo aquosa, dependendo da solubilidade
da mesma. Os lipossomas formados por este método sdo chamados de lipossomas grandes

multilamelares (MLV) com grande diferenga entre os diametros.

3.3.2. Gotas de solvente
Este método ndo é tdo descrito na literatura, pois exige mais do manipulador que a

hidratacdo do filme lipidico. Forma MLV de didmetros proximos. Consiste na disperséo de
pequenas gotas de solvente hidrofobico volatil onde os lipideos foram dissolvidos em uma

solugéo aquosa. Em seguida o solvente orgéanico é evaporado em um banho maria.

3.3.3. Método de saneamento
Este método consiste na sonicacdo dos MLV em atmosfera inerte. Dessa forma o0s

MLV se tornam Lipossomas pequenos unilamelares (SUV). Este meétodo tem uma

desvantagem na pequena taxa de encapsulamento e possivel degradacéo do fosfolipideo.

3.3.4. Método da célula de pressao francesa
O método envolve a extrusdo dos MLV em altas pressdes e baixas temperaturas por

um pequeno orificio. Ele € bem mais vantajoso que o método de saneamento pois € mais
simples, rapido e reprodutivel. Os lipossomas formados podem ser pequenos (SUV) ou

grandes (LUV), ambos unilamelares.

3.3.5. Injecdo etérea
Consiste na dissolucdo dos lipideos em éter e essa mistura é injetada lentamente em

uma solucdo aquosa do material a ser encapsulado em temperaturas proximas a 60°C. A
posterior remoc¢do do éter leva a formacdo dos lipossomas. Forma vesiculas de diametros

entre 70 e 190 nm, e é mais adequado para o encapsulamento de substancias hidrofilicas.
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3.3.6. Injecdo etandlica
E 0 mesmo processo da injecdo etérea, porém os fosfolipideos sdo dissolvidos em

etanol ao invés de éter. Autores demonstraram grandes desvantagens sobre o0 uso desta técnica
como a baixa taxa de encapsulamento e a grande heterogeneidade do didmetro das vesiculas,
entretanto, um estudo recente mostra que a taxa de encapsulamento é bastante alta e a
variacdo no diametro dos lipossomas € baixa, mostrando a grande eficiéncia do método para o
encapsulamento de drogas hidrofobicas (OLIVEIRA et al, 2005).

3.3.7. Remocao de detergente
Detergentes em concentracdo micelar critica sdo utilizados para solubilizar

fosfolipideos. Conforme o detergente é removido, os fosfolipideos se combinam formando
LUVs. Normalmente os detergentes sé@o removidos por dialise. Esta técnica forma lipossomas

com tamanhos bem definidos, porém pode restar detergente dentro dos lipossomas.

3.3.8. Evaporacdo em fase reversa
Este método consiste da formacdo inicial de uma emulsdo de agua em Oleo pela

sonicacdo de um sistema de duas fases contendo os fosfolipideos em um solvente organico e
uma solucdo aquosa. O solvente € removido sob pressdo reduzida resultando na formacéo de
um gel viscoso. Os lipossomas entdo sdo formados quando o solvente residual € removido
pela evaporacdo rotativa continua sob pressdo reduzida. Este método € bastante utilizado para

encapsular moléculas maiores como estruturas de DNA.

3.3.9. Método de fuséo célcio-induzida
Este método é baseado na adicdo de calcio a SUV, que induz estes a formarem MLV

em configuracdo espiral. A adicdo de EDTA neste meio forma os LUVs. Este método s6 pode

ser utilizado para fosfolipideos acidos.

3.3.10. Outros métodos
Outros métodos de preparo de lipossomas foram descritos na literatura, porém sua

utilizacdo € muito pequena como o método de microfluidizacdo e o de congelamento e

descongelamento.
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3.4. Aplicagdes
Os lipossomas atualmente sdo amplamente empregados em diferentes Areas,

principalmente no transporte de farmacos. Também sdo utilizados como modelos de

membrana, sangue artificial, aplicacbes cosméticas e agricolas.

3.4.1. Lipossomas no tratamento de cancer
Embora a industria farmacéutica seja bem sucedida no descobrimento de novos

farmacos citotdxicos que sdo candidatos em potencial para o tratamento do cancer, esta
doenca causa mais de seis milhdes de mortes por ano em todo o mundo e este nimero
continua crescente (ANDRESEN; JENSEN e JORGENSEN, 2005). A terapia com farmacos
anti-neoplésicos causa toxicidade sistémica, resultando em citotoxidade para as células
normais. Parte das células cancerigenas tem caracteristicas muito comuns com as células
normais, das quais foram originadas. Deste modo, torna-se dificil encontrar um alvo Unico
contra o qual os farmacos possam ser direcionados. Os efeitos colaterais associados a
quimioterapia limitam a dose ou doses cumulativas administradas aos pacientes que podem,
entretanto, levar a metastases do tumor e, muitas vezes, o desenvolvimento de resisténcia
contra os farmacos (SAPRA e ALLEN, 2003).

Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes € o uso de lipossomas como
carreadores de farmacos anti-neoplasicos, para alcancar a acumulacao seletiva do farmaco no
tecido, onde se encontra o tumor ou nas células tumorais. Carreadores lipossdmicos tém sido
aceitos clinicamente no tratamento do cancer, visto que eles alteram a farmacocinética e
biodistribuicdo dos farmacos antineoplasicos (MAMOT et al, 2003).

Yang e colaboradores (2011) realizaram um artigo de revisdo recente listando varios
farmacos encapsulados em lipossomas para o tratamento de céncer no pancreas. Outros
estudos mostraram a eficiéncia dos lipossomas na entrega de drogas para o tratamento de
cancer no pulmdo em pacientes com tumores malignos neste 6rgdo (WANG, 2010).
Akamatsu desenvolveu um lipossoma sensivel a neutrons para entrega de drogas visando a
radioterapia, onde os mesmos liberam a droga na presenca de néutrons (AKAMATSU, 2009).

Chang e colaboradores avaliaram em 2010 a eficiéncia de radioterapicos encapsulados
em lipossomas no tratamento do cancer de colo de Utero que se mostraram mais eficientes que
a droga ndo encapsulada (CHANG et al, 2010).
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Uma experiéncia clinica realizada em 2010 por Gavila e seus colaboradores mostrou a
eficiéncia da doxorubicina juntamente com outras duas drogas no tratamento de 35 pacientes
com cancer de mama (GAVILA, 2010).

Outros compostos encapsulados em lipossomas que auxiliam no tratamento do cancer
séo os imunomoduladores, um estudo de Killion e Fidler mostrou a eficiéncia no controle da
metastase em macrofagos utilizando estes imunomoduladores encapsulados em lipossomas,
ou seja, inibiu que fossem geradas novas células com caracteristicas tumorais em outros
tecidos (KILLION e FIDLER, 1998).

Vaérios estudos ja sdo realizados para o tratamento de cancer utilizando formulacgdes
lipossomais de drogas ja conhecidas, porém nestas formulacdes a biodisponibilidade é
aumentada e a toxicidade é diminuida, além de ser uma entrega controlada das drogas.

3.4.2. Lipossomas no desenvolvimento de vacinas
A protecdo limitada fornecida pela maioria das estratégias de vacinagdo direcionou as

pesquisas para a investigacdo de vacinas alternativas, focadas no desenvolvimento de
adjuvantes efetivos e sistemas de liberacdo controlada. Os lipossomas tém sido propostos
como veiculos de liberacdo de antigenos em razdo de sua utilidade como adjuvante
imunologico, apresentando vantagens como sua facil preparacdo, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, assim como a liberacdo lenta de antigenos
encapsulados (BEN-YEHUDA et al, 2003; MAZUMDAR et al, 2004).

Uma estratégia para aumentar o efeito da vacina é liberar especificamente o antigeno
no o6rgao alvo. A conjugacdo de proteinas virais na membrana de lipossomas (virossomas)
oferece a oportunidade para explorar o direcionamento e propriedades fusogénicas de
membranas de proteinas virais. Esta propriedade dribla o inconveniente da degradacdo pelos
lisossomas antes de alcancarem o citoplasma, pois 0s virossomas sao usados como o proprio
virus, introduzindo o material dentro do citoplasma (KANEDA, 2000).

Dois estudos mais recentes mostram primeiramente a eficiéncia dos lipossomas na
vacina para o0 HPV (DAFTARIAN et al, 2006) e uma tentativa de vacina para o cancer,
baseada na atividade de espécies reativas de oxigénio atuando sobre lipossomas catidnicos
(YAN et al, 2008).

Mazumdar e seus colaboradores desenvolveram uma vacina lipossomica contendo

antigenos na membrana de promastigota de Leishmania donovani. O estudo concluiu que a
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imunizacdo com este antigeno em lipossomas induziu a producdo de anticorpos especificos,
como também a resisténcia contra uma infeccdo progressiva causada pela Leishmania
donovani (MAZUMDAR et al, 2004).

3.4.3. Lipossomas na terapia génica
Durante os ultimos anos, a entrega de genes por meio de lipossomas progrediu

bastante, saindo do laboratorio e indo para as aplicacdes médicas. Os principais avancos e
contribuicdes dos lipossomas para a terapia génica € a condensacdo dos plasmideos em
particulas menores, promo¢do da entrega do DNA intracelular pelos endossomos e a
facilitacdo da entrada do plasmideo no nucleo por um sinal de localizagdo nuclear. Os
lipossomas também séo extremamente importantes para o transporte extracelular dos genes, e
esta area & a mais importante, pois este gene deve ser entregue a alvos especificos, fato que
pode ser facilitado pelo uso de diferentes aditivos nos lipossomas.

Os lipossomas catibnicos, por exemplo, interagem com o DNA atraves de interagdes
eletrostaticas, ja& que a molécula de DNA ¢ carregada negativamente. A carga total, no
entanto, mantém-se com valor positivo. Isto vai permitir a interagcdo eficiente do carreador
com a carga negativa da membrana celular, penetrando na célula, principalmente através de
endocitose (EL-ANEED, 2004).

Os lipossomas ideais sdo aqueles que tém uma estabilidade suficiente para proteger o
DNA no meio extracelular e uma instabilidade para facilitar a liberacdo do DNA intracelular
(TSENG e HUANG, 1998).

3.4.4. Lipossomas no tratamento de doencas infecciosas
A tendéncia dos lipossomas de serem capturados pelo sistema fagocitario mononuclear

(SFM) pode ser uma vantagem no tratamento de variedade de doencas infecciosas
intracelulares.

Podem-se citar diversas infeccBes causadas por micro-organismos onde os lipossomas
auxiliam na entrega da droga aumentando a eficiéncia do tratamento como tuberculose
(LABANA et al, 2002), leishmaniose (FREZARD et al, 2005), esquistossomose (MELO et al,

2003) entre outras doencas.
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3.4.5. Lipossomas em dermocosmética
Os lipossomas constituem, atualmente, uma tecnologia de ponta em cosmetologia, que

vem, de certa forma consolidar as bases da biocosmética. Sabe-se que a membrana celular é
composta, entre outros constituintes, de fosfolipideos, proteinas e pequena quantidade de
colesterol. Com o envelhecimento hd um aumento progressivo de colesterol, que vai
provocando o enrijecimento da membrana e tornando mais lento o intercdmbio celular com o
exterior. Por exemplo, quando os fibroblastos diminuem sua atividade, o colapso na sintese de
colageno e elastina determina o aparecimento de rugas e flacidez. Por isso, a utilizacdo de
lipossomas corno transportadores de substancias "rejuvenescedoras" € muito intensa em
formulacGes cosméticas, pois além de serem capazes de encapsular compostos biologicamente
ativos, eles interagem com a membrana celular restituindo sua fluidez. Esquemas de
rejuvenescimento progressivo tem sido propostos, envolvendo o uso de retinol (Vitamina A),
alfa-tocoferol (Vitamina E) e timo, veiculados em lipossomas de fosfatidilcolina. Estas etapas
englobam fases de hidratacdo, regeneradora (protecdo contra processos oxidativos) e
estimulante (o timo é orgdo linféide com papel na prote¢do imunoldgica) (OLIVEIRA, 1993).

Eles tém sido empregados na prevencdo da queda de cabelos, promocdo do
crescimento capilar, desaceleracdo do processo de envelhecimento da pele, clareamento da
pigmentacdo cutdnea e prevencdo e tratamento da lipodistrofia gindide. As principais
vantagens do emprego de lipossomas para a administracdo de agentes dermocosmeéticos sdo o
fato de que podem transportar substancias hidro e lipossoluveis; apresentam alta afinidade
pelas membranas biologicas, sdo constituidos de anfifilicos naturais biocompativeis e
biodegradaveis, além de acentuarem a hidratacdo natural da pele e cabelo.

Devido a sua estrutura de bicamada, semelhante a estrutura das membranas celulares,
eles sdo capazes de interagir profundamente com as células do organismo. Varios tipos de
interacdes de lipossomas com células da corrente circulatoria foram descritas, tais como

transferéncia ou troca de lipidios, endocitose, fusdo, etc (CHORILLI et al, 2004).

3.4.6. Outras aplicacdes
Outras aplicagbes dos lipossomas incluem os modelos de membrana (FELIX et al, 2004), no

estudo de mecanismos de acdo de antibidticos (WONG et al, 2003), em imunologia no
transporte de anticorpos e antigenos (CHORILLI et al, 2004), transporte de horménios
(GYSIN e SCHWYZER, 1983) e proteinas (LOUGHREY et al, 1990) entre outras aplicacdes.
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3.5. Lipossomas na TFD

Drogas para a TFD sdo normalmente hidrofdbicas, sendo um grande problema, pois
possuem uma alta agregacdo. Isto faz com que se utilizem métodos para tornar estas drogas
mais biodisponiveis. Uma das formas mais utilizadas para transportar estes farmacos e torna-
los mais disponiveis no organismo € pela utilizacdo de lipossomas.

Sé&o relatadas na literatura diversas aplicagdes dos lipossomas no transporte de drogas
para a TFD, podemos descrever, por exemplo, um estudo feito com magnetolipossomas para
tratamento de Tumor ascitico de Ehrlich em camundongos (BARBOSA, 2008). Longo (2008)
utilizou lipossomas para transportar ftalocianina de cloro-aluminio para tratamento de cancer
bucal.

Derycke mostra em seu artigo de revisdo uma gama de aplicacGes de lipossomas em
terapia fotodinamica, e trata de diferentes tipos como os convencionais, de direcionamento
passivo e ativo, com anticorpos, termo-sensiveis, pH-sensiveis, furtivos entre outros
(DERYCKE e WITTE, 2004).

Como os principais fotosensibilizadores para a TFD s&o hidrofébicos, grande parte das
aplicacOes desta tecnica séo feitas com a utilizagdo de um sistema de transporte para melhorar

a biodisponibilidade da droga, e este transporte € feito, na maioria das vezes por lipossomas.

5. Moringa oleifera Lam

5.1. Classificacdo botanica

A Moringa oleifera pertence a familia Moringaceae. E composta apenas de um género
e quatorze espécies conhecidas sendo a oleifera a mais cultivada. Nativa do Norte da india,
cresce atualmente em varios paises dos tropicos. E um arbusto ou arvore de pequeno porte, de
crescimento rapido, que alcanca 12m. de altura. Possui uma copa aberta, em forma de
sombrinha e usualmente um unico tronco. As flores que emergem em paniculas sdo de cor
creme, perfumadas, muito procuradas pelas abelhas (ANWAR et al, 2007).

No Brasil ela é conhecida como acacia branca, cedro moringueiro e quiabo de quina.

5.2. Constituintes quimicos

Na literatura encontram-se alguns artigos de analise da composicdo quimica da M.

oleifera, sdo descritos a presenca de carotenos (VERMA et al, 2009), carbamatos e
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tiocarbamatos (FAIZI et al, 1995), isoglicosinalbina (GUEYRARD et al, 2000), compostos
antitumorais (GUEVARA et al, 1999), compostos anti colesterol (MEHTA et al, 2003) e
principalmente glicosideos (CHEENPRACHA et al, 2010). Além disto é muito rica em
proteinas e lipideos, sendo uma excelente fonte nutricional (ANWAR et al, 2007).

5.3. Capacidade aglutinante

A capacidade aglutinante de M. oleifera foi primeiramente descrita em 1981
(GASSENSCHMIDT et al, 1981) e vem sido estudada e aperfeicoada desde entdo.
Inicialmente foi descoberto que a capacidade aglutinante desta planta é devido a peptideos
catibnicos de peso molecular variando entre 6 e 16 kDa e ponto isoelétrico 10
(GASSENSCHMIDT et al, 1995). Alguns autores indicam que o composto aglutinante da
planta &€ um polieletrolito natural de peso molecular aproximado 3 kDa (OKUDA et al, 2000).
Outros estudos demonstraram que a proteina aglutinante € um dimero (SANTOS et al, 2009).
Apos analise e sequenciamento dos aminoacidos, foi detectada uma grande quantidade de
glutamina, arginina e prolina, além de outros 60 residuos de aminoacidos (DONGMEZA et al,
2006). A M. oleifera é mais eficiente para aguas com turbidez elevada, ndo sendo muito
eficiente para baixos indices de turbidez (GHEBREMICHEAL et al, 2005). A coagulacédo
com M. oleifera demonstrou-se cinco vezes mais rapida que a coagulacdo por aluminio

comum.

5.4. Atividade antibacteriana e antifungica

Em 1991, Céceres e seus colaboradores descreveram a atividade antibacteriana do
extrato aquoso de Moringa oleifera frente a P. aeruginosa quando extraido a uma temperatura
de 37°C a 56°C, sendo que a 56°C também ha a inibicdo do crescimento de S. aureus.
(CACERES, 1991).

Chuang e colaboradores avaliaram a atividade antifingica dos extratos de Moringa
oleifera e de seu Oleo essencial e ambos apresentaram atividade frente a T. rubrum, T.
mentagrophytes, E. floccosum e M. canis (CHUANG et al, 2007).

A atividade antibacteriana dos extratos aquosos e etandlicos de Moringa oleifera €

mais intensa frente a bactérias Gram-positivas que Gram-negativas (PEIXOTO et al, 2011).
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Recentemente foi descrita a atividade antimicrobiana de compostos fendlicos extraidos das
sementes de Moringa oleifera (SINGH; NEGI e RADHA, 2013).

6. Bidens sulphurea

Bidens sulphurea ou Cosmos sulphureus (Asteraceae - Compositae) € uma planta
nativa do México, conhecida vulgarmente por cosmo-amarelo, picdo, picdo-grande, aster-do-
méxico. E herbacea anual, ereta, muito ramificada e intensamente disseminada e adaptada no
territorio brasileiro.

As flores do cosmo-amarelo séo reunidas em capitulos grandes, simples ou dobrados,
muito vistosos, geralmente alaranjados, surgindo ocasionalmente a variedade de flores
amarelas. E muito agressiva em sua multiplicacio por sementes, sendo até citada como planta
invasora tal € o seu vigor de disseminacdo e crescimento (LORENZI e SOUZA, 2008).
Apesar de ser, provavelmente um dos exemplares mais difundidos em boa parte do planeta,
juntamente com o dente-de-ledo (Taraxacum sp.), sdo consideradas como espécies invasivas,
mas relativamente pouco estudada (SILVA, 2007; SILVA, 2008). O género Bidens possui
aproximadamente 200 espécies descritas na literatura (GANDERS; BERRBEE e
PIRSEYEDI, 2000).

No género Bidens (do latim bi (dois) + dens (dente) dois-dentes, uma alusdo as duas
protuberancias aciculares de seu aquénio, que adere em pelos, plumas, roupas etc. E
possivelmente a espécie mais comum de seu género, sendo encontrada mais facilmente do que
0 exemplar mais conhecido do género, Bidens pilosa, ou picdo-preto ou simplesmente picéo.

A espécie & extremamente ruastica, tolerando facilmente solos pobres, e longos
periodos de seca, dispersando-se muito rapidamente, devido a sua caracteristica de florescer o
ano todo e, portanto, produzir seus aquénios que se dispersam facilmente por meio dos
mecanismos de transporte como ar, animais entre outros (NETO, 2011).

Neto em 2011 descreveu a atividade fotodinamica do extrato bruto de Bidens

sulphurea frente a Artemia salina, eritrocitos de carneiro e E. coli (NETO, 2011).

7. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae é a espécie de levedura mais utilizada comercialmente no

mundo para a producdo de vinhos, paes, cervejas e outros produtos alimenticios.
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E um dos modelos de organismos mais estudados em biologia celular e molecular,
assim como a E. coli é o modelo de bactéria Gram-negativa mais estudada.

Muitas proteinas importantes na biologia humana foram descobertas inicialmente em
estudos com Saccharomyces cerevisiae, como proteinas envolvidas no ciclo celular, proteinas
de sinalizacdo e algumas enzimas (SANTOS; GUSMAO e GOUVEIA, 2010).

Esta levedura atualmente ¢ utilizada para diversas aplicagdes como producdo de pdo,
cerveja e vinho, races para animais, probidticos para animais e humanos, biocatalisadores em
quimica organica, sequestrantes de ions metéalicos e fonte de nutrientes residuais.

Alguns produtos de seus extratos celulares também possuem ampla utilizagdo como
meio de cultura para micro-organismos, aromatizantes e produtos farmacéuticos, suplementos
alimentares e dietéticos, bioemulsificantes, invertase ou lactase para uso alimentar e proteinas
terapéuticas (FELDMANN, 2010).

Leveduras tém similaridades marcantes com células de mamiferos em niveis de
macromoléculas e organelas. Tem sido mostrado que um grande nimero de proteinas de
leveduras possuem funcionalidade altamente conservada com proteinas homdlogas humanas.
Assim, € valioso o uso de leveduras como sistema modelo que tem dado uma contribuicao
relevante para o entendimento de diversos mecanismos moleculares em células humanas
(FERREIRA, 2006).

Outras vantagens no uso de S. cerevisiae como modelo de estudo se baseia na grande
facilidade de obtencdo de mutantes através de genética classica e molecular, devido ao
conhecimento de todo seu genoma. O facil cultivo em meio de cultura de composicéo
simples, aléem de um tempo de geracdo pequeno quando comparado com as células animais
também é um ponto positivo na utilizacdo destas células como modelo de célula eucaridtica
(PEREIRA, 2003).

E crescente a utilizagdo de Saccharomyces cerevisiae como modelo celular para testes
de drogas anticancerigenas, pois esta levedura apresenta uma grande similaridade metabdlica
com a glicolise (principal fonte de energia das células cancerigenas), sendo 0 processo
praticamente idéntico (DIAZ-RUIZ; RIGOULET e DEVIN, 2011).

Esta similaridade metabdlica é devido principalmente aos efeitos Warburg e Crabtree
(DIAZ-RUIZ, RIGOULET e DEVIN, 2011), que consistem na utilizacdo da glicélise como
mecanismo preferencial de obtencdo de energia.

Foi observado que a maioria das células cancerigenas produzem energia

predominantemente por glicolise, seguida por fermentacdo do acido latico no citoplasma, ao
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contrério das células normais em que o piruvato formado na glicdlise é seguido para oxidacéo
na mitocondria dando continuidade ao ciclo de Krebs e com a producdo de mais ATP. Esta é a
definicdo mais simples do efeito Warburg.

Ja& o efeito Crabtree é caracterizado pela supressao da respiracdo celular, onde células
utilizam apenas a glicélise para a producdo de energia, e este efeito foi observado em células
tumorais, algumas células proliferativas ndo tumorais, algumas bactérias e leveduras,
principalmente a Saccharomyces cerevisiae (OLIVEIRA, 2010).

Especificamente em relacdo a estudos relacionados a estresse oxidativo as células de
levedura séo capazes de detectar o aumento de oxidacao, causado pelas EROs, e desencadear
uma elaborada resposta de adaptacdo que ativa os dois sistemas de defesa antioxidante:
enzimatico e ndo-enzimatico. A adaptacdo celular causado pelo aumento dos niveis de EROs
consiste na ativacdo de enzimas pré-existentes bem como na inducdo da expressdo de genes
de protecdo que promovem o aumento da tolerancia celular (COSTA e MORADAS-
FERREIRA, 2001). Portanto este organismos € bastante resistente a EROs, assim como

células tumorais, justificando sua utilizacdo como modelo celular para a terapia fotodinamica.
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1. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Estudar a atividade fotosensibilizadora de fotosensibilizadores sintéticos e naturais na

presenca ou auséncia de sistemas de entrega de drogas para a inativagéo fotodinamica.

2. Objetivos Especificos

- Estudar a interacdo entre diferentes formulacdes lipossomais de ftalocianina de cloro-
aluminio e ftalocianina de zinco através da fotoinativacdo de Saccharomyces cerevisiae.

- Comparar a eficiéncia da ftalocianina de zinco e ftalocianina de cloro-aluminio e suas
respectivas formulagdes lipossomais na inativacdo fotodindmica de Saccharomyces
cerevisiae.

- Avaliar a eficiéncia de quatro diferentes sistemas de irradiagdo na fotoinativacdo de
Saccharomyces cerevisiae.

- Analisar a atividade citotoxica e fotodindmica de extratos brutos e parcialmente fracionados
de Bidens sulphurea frente a Saccharomyces cerevisiae a fim de encontrar um possivel
composto fotoativo para posterior utilizacgdo como fotosensibilizador para a terapia
fotodinamica e inativacdo fotodinamica diminuindo os custos do processo.

- Avaliar a interacdo de fotosensibilizadores com proteinas de Moringa oleifera Lam na

inativacao fotodindmica de Saccharomyces cerevisiae.
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I11. MATERIAIS E METODOS

1. Materiais e reagentes.

Tabela 2. Materiais utilizados e seus respectivos graus de pureza

Reagente Pureza

Acetato de Etila 99,8%
Agar BACTERIOLOGICO

Azul de metileno (MB) >99%

Azul de toluidina (TB) >99%
Caseina BACTERIOLOGICO

Cloreto de sodio (NaCl) >95%

Colesterol (Chol) >94%

DEAE Celulose
Dextrose
Diclorometano
Dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulféxido (DMSO)
Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
Etanol absoluto (EtOH)
Ftalocianina de cloro-aluminio (AICIPc)
Ftalocianina de zinco (ZnPc)
Hexano
NaClO
Peptona
Polietilenoglicol 3000 (PEG)
Resazurina

Albumina Sérica Bovina

MICROGRANULAR
BACTERIOLOGICO
>99%
>99%
>99,7%
>99%
>99,9%
>99%
>99%

95%

10-15%
BACTERIOLOGICO
PADRAO
>99%
>96%
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2. Preparo de solugdes

2.1. Solugéo salina

Solucdo salina foi preparada através da dissolu¢do de 9 g de NaCl para 1 litro de

solucgdo aquosa.

2.2. Solucdo estoque de ftalocianina de cloroaluminio (AICIPc).

Foi preparada uma solucdo estoque de AICIPc na concentracdo de 1mmol L™ em
DMSO. A solucéo foi mantida a 4°C na auséncia de luz até o momento do uso.

2.3. Solugéo estoque de ftalocianina de zinco (ZnPc).

Foi preparada uma solugdo estoque de ZnPc na concentracdo de 1 mmol L™ em

DMSO.. A solugéo foi mantida a 4°C na auséncia de luz até o momento do uso.

2.4. Solucdo estoque de azul de metileno (MB).

Foi preparada uma solucéo estoque de MB na concentragdo de 1 mmol L™ em 4gua

destilada. A solucdo foi mantida a 4°C na auséncia de luz até o momento do uso.

2.5. Solucao estoque de azul de toluidina (TB).

Foi preparada uma solucdo estoque de TB na concentracdo de 1 mmol L™ em 4gua

destilada. A solucdo foi mantida a 4°C na auséncia de luz até o momento do uso.

2.6. Solucao de fosfolipideos

As solucbes de fosfolipideos foram preparadas utilizando DPPC e os aditivos de
interesse com a dissolucdo de 150 mg de lipideos/aditivos para 5 mL de etanol. As solucdes

foram mantidas em congelador até 0 momento do uso.
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2.7. Solucdo de resazurina

A resazurina € um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que tem sido
utilizado na determinacdo da atividade antibacteriana ou antifungica. A solugdo de resazurina

foi preparada na concentracéo de 0,01% em &gua destilada.

3. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para as culturas de Saccharomyces cerevisiae nos ensaios para
avaliacdo da atividade antifungica foram o meio sélido agar Sabouraud dextrose (ASD) e o
meio liquido caldo Sabouraud dextrose (CSD) e preparados de acordo com as instrucdes do

fabricante. Seguem-se as descrigdes das formulagdes de cada meio de cultura utilizado:

e Agar Sabouraud Dextrose

PEPLONA ... 59

CASEING ..ot 5¢

DEXIIOSE ....vveeeieet et 409

AGAT oot 15¢

Agua destilada 0.5.p ...c.ovevveveeeeeeeeereee e, 1000mL
e Caldo Saouraud Dextrose

PEPIONA ...veiiie et 59

(O 0T o LSS SRSR 5¢

DEXIIOSE ...vvveeeie et 209

Agua destilada 0.5.p ...o.oveeverereeeeeiiee e, 1000mL

4. Sistemas de irradiacao.

Foram utilizados quatro sistemas de irradiacdo desenvolvidos no proprio laboratoério: o
PHLS, LED600, WE-IV e AMS-II.

e PHLS - Uma lampada halégena utilizada em retroprojetores (marca OSRAM,
modelo ENH, poténcia de 250W), foi acoplada a uma caixa metalica proveniente de
uma fonte de alimentagdo ATX. Nessa estrutura foi inserido um “cooler” de fonte de
alimentacdo. Uma lupa de leitura de vidro cristal 100% (marca DFV, modelo LL-

P100, com 100 mm de didmetro, 175 mm de foco, armacéao plastica, aumento de 1,5
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vezes) foi fixada a uma distancia de 7 cm da lampada. A uma distancia de 22,5 cm,
colocou-se uma cuba de refrigeracdo de vidro oca de formato retangular, com 5 cm de
percurso. Nas extremidades laterais da cuba, foi soldado um bocal permitindo a
fixacdo de mangueiras de silicone para circulacdo de dgua em seu interior. Essa cuba
permite a passagem de fluxo de agua visando a refrigeracdo da regido proxima a
amostra. A luz emitida pela lampada foi entdo filtrada para a eliminagdo de
comprimentos de onda desnecessarios pelo uso de um filtro 6ptico vermelho. O filtro
foi obtido comercialmente e é composto de poliéster pigmentado. Este equipamento
foi utilizado com e sem o filtro. O PHLS é representado na Figura 16.

Filtro

——e——— P

Fluxo de &gua para

resfriamento

Lupa

Lampada Halogena

Figura 16. Esquema PHLS

e LED600 - Sob uma placa de fenolite, fez-se o arranjo para 600 LED vermelhos de
alto brilho (marca ZX, 8000 mcd). O arranjo foi organizado em 150 clusters de 4 LED
em série, ligados em paralelo. A placa foi fixada em uma caixa metalica retangular, de
21 cm? de érea, por 51 cm de altura. Foi soldado na estrutura metélica, em seu interior,

alguns suportes que permitiram a fixacdo de amostras.
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Figura 17. Esquema LED600

e AMS-II = Arranjou-se em série 7 LED de alta poténcia (Edison, modelo IR Edixeon).
Os LED foram ligados através de um conversor construido pelo nosso grupo de

pesquisa. O equipamento opera sob tensdo 100 — 240 V, e mantém fixa a corrente de
saida para cerca de 350 mA.

Figura 18. Esquema AMS-I11
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e WE-IV - Consiste em um arranjo de 4 lampadas fluorescentes de 20W cada fixadas
em uma caixa metalica retangular, de 63cm?® de &rea por 51cm de altura. Foi soldado
na estrutura metalica, em seu interior, alguns suportes que permitiram a fixacdo de

amostras.

5. Ensaios de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Os ensaios de concentracdo minima inibitoria foram realizados em placas de microdiluicdo
com 96 pogos de fundo chato utilizando o fotosensibilizador em diluigdes sucessivas, 0
aditivo (quando necessario), a suspensdo celular de Saccharomyces cerevisiae e 0 meio de
cultura. Apés o preparo das placas, as mesmas foram colocadas em estufa a 37°C durante 48
horas. A leitura foi feita visualmente utilizando Resazurina como corante vital, ou seja, ha a
diferenciacdo da coloracdo das células vivas e mortas, onde as celulas vivas apresentam

coloracdo rosea.

6. Preparo dos extratos de Bidens sulphurea

6.1. Coleta do material vegetal

O material vegetal foi colhido no més de Margo de 2012 nas imediacfes do Campus
Santa Monica da Universidade Federal de Uberlandia (-18° 55' 07"; -48° 16' 38"). Todo 0
material foi colhido por volta de 04:00 as 05:00 horas evitando que o mesmo sofresse

incidéncia de luz solar no dia da coleta.

6.2. Secagem do material vegetal

O material fresco (989 g) foi seco em estufa a temperatura de 37°C na auséncia de luz
durante 3 semanas e o material seco (182,96 g) foi armazenado em frasco escuro, envolvido

com papel aluminio.

6.3. Preparo do extrato bruto liofilizado (EBL)

Apos a coleta, 0 material vegetal (182,96g) foi macerado e submetido a extracdo sob

agitacdo ocasional sem renovacdo do liquido extrator com etanol a frio durante uma semana.
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Em seguida o extrato foi filtrado e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida em um
evaporador rotativo e, ap6s reducdo de volume o extrato foi liofilizado para a obtencdo do
chamado Extrato Bruto Liofilizado (EBL).

6.4. Preparo dos extratos parcialmente fracionados

A partir do EBL foram coletadas fragdes parcialmente purificadas utilizando como
solventes o Hexano (Hex), Acetato de Etila (EtA) e Diclorometano (DCM). O fracionamento

foi realizado por extracdo liquido/liquido seguindo a ordem de polaridade.

7. Preparo de lipossomas contendo ftalocianina de cloroaluminio e ftalocianina de zinco.

Lipossomas foram preparados pelo método de injecdo etandlica como descrito por
Oliveira e seus colaboradores em 2005 (OLIVEIRA, 2005). 1000 pL de solucdo de
fosfolipideos foram misturados com 72 pL de solucdo de fotosensibilizador em um
microtubo. Em seguida foi retirada uma aliquota de 750 pL desta solugédo resultante que foi
colocada em uma seringa de insulina. A injecdo foi realizada em 10 mL de solucgéo salina a
uma velocidade aproximada de 1-2 pL.s™. Apés completa injecdo os lipossomas foram

dialisados para retirada de ftalocianina ndo encapsulada, DMSO e EtOH.

7.1. Determinacéo da taxa de encapsulamento

A taxa de encapsulamento foi realizada através de absor¢do molecular na regido do
visivel no pico maximo de absor¢do de cada droga encapsulada.

A membrana dos lipossomas foi rompida com EtOH e foi realizada a leitura em
espectrofotémetro dos lipossomas nao dialisados (LND) e dos lipossomas dialisados (LD). A

taxa de encapsulamento foi calculada através da seguinte férmula:

% = (ABSLD/ABSLND)*].OO (1)

8. Ensaios de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

Os ensaios para determinacdo de unidades formadoras de colbnia de Saccharomyces
cerevisiae foram feitos utilizando 100pL do inoculo em contato com 100uL da droga na
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escala nefelométrica de Mc Farland, que é utilizada para a padroniza¢do da concentracéo
bacteriana em uma suspensdo através da turbidez. Apds o tempo de incubacdo e irradiacdo
previstos no protocolo, 10uL da suspensdo celular foram colocados em placas de petri e
foram cobertas com Agar Sabouraud Dextrose.

As placas foram colocadas em estufa a 37°C durante 48 horas e a contagem das Unidades

Formadoras de Coldnia foi realizada com o auxilio de um contador de colbnias.

9. Extracdo de proteinas de Moringa oleifera Lam

9.1. Coleta do material vegetal

O material vegetal foi colhido nos meses de Marco, Abril e Maio de 2012 nas
imediacdes do Campus Santa Monica da Universidade Federal de Uberlandia (-18° 55' 07"; -
48° 16' 38").

9.2. Preparo do material vegetal

As sementes de Moringa oleifera foram retiradas da vagem e passaram por um
processo de tratamento com NaClO 1% para esterilizacdo. ApOs este processo as sementes
foram colocadas em estufa a 37° para secagem e, em seguida, trituradas em liquidificador

industrial para a obtencdo do material de trabalho.

9.3. Preparo da solucéo de proteinas

As proteinas de Moringa oleifera foram extraidas utilizando diferentes solucdes
extratoras (agua destilada, NaCl 0,15 mol L™ e NaCl 1,0 mol L™) em duas temperaturas (25°C
e 50°C) durante tempos predeterminados (15 min, 1 h, 4 h e 24 h). 150 mL de solvente foi
adicionado a 30 g do material de trabalho e colocados sob agitacdo durante os tempos
predeterminados as temperaturas de 25°C e 50°C. Em seguida as solucdes foram filtradas em
papel de filtro quantitativo e estocadas para quantificacao.

As solucBes preparadas com agua ou NaCl 1,0 mol L™ foram dialisadas em

membranas de celulose utilizando NaCl 0,15 mol L™ durante 2 horas & temperatura ambiente.
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9.4. Purificacdo das proteinas de Moringa oleifera

A purificacdo parcial do extrato bruto das sementes se deu a partir da precipitacéo pela
adicdo de sulfato de aménio solido até uma saturacdo de 100%. O precipitado da proteina foi
ressuspendido em agua destilada e filtrada para remover os materiais insollveis. O extrato
parcialmente purificado foi colocado em membranas semipermeéaveis de dialise. A solucéo foi
entdo vertida para dentro de uma coluna de DEAE celulose equilibrada com agua para eluir as
protefnas aglutinantes, seguido de uma solucdo de cloreto de sédio 1 mol L™ para remogéo
das proteinas aderidas a coluna. As fracfes eluidas que obtiveram maior concentracdo de
proteinas foram agrupadas em um sO recipiente e superconcentradas pelo processo de
pervoevaporacao. Essa fracdo de proteina superconcentrada foi vertida para uma coluna de
carboximetilcelulose equilibrada em solugéo de cloreto de sédio 1 mol L™ para a remocéo das
proteinas aglutinantes. A solucdo eluida foi dialisada em membranas semipermeaveis e
quantificadas pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Foi realizada uma eletroforese
SDS-PAGE a fim de verificar o grau de pureza da proteina.

9.5. Testes de atividade aglutinante das proteinas de Moringa oleifera

Os testes de atividade aglutinante foram realizados utilizando uma metodologia

desenvolvida no LABIOFOT através de nanoparticulas de ouro (ouro coloidal).

9.5.1. Preparo das nanoparticulas de ouro.
As nanoparticulas de ouro foram preparadas de acordo com o descrito em MELO JR

(2012).

Aqueceu-se até a ebulicdo 100,0 mL de uma solucéo 2,5 x 10* mol L™ de HAuUCl, em um
Erlenmeyer, com agitacdo. Adicionou-se rapidamente 5,0 mL de solucdo 1% de citrato de
sodio e manteve-se a solucdo em ebulicdo, tampada com um vidro de relégio, por 10 min,
mantendo-se a agitacdo. Decorrido esse tempo, o0 aquecimento do sistema foi suspenso e a
agitacdo mantida por mais 15 min em outra placa de agitacdo, porém sem aquecimento. A
barra magnética foi, entdo, removida e a solucéo foi resfriada a temperatura ambiente sem a

utilizacdo de banho de gelo.

45



9.5.2. Ensaios de atividade aglutinante.
A atividade hemaglutinante, foi avaliada segundo Todorov e colaboradores (2003),

utilizando eritrécitos humanos ndo tratados e eritrocitos de coelhos tratados com
glutaraldeido. A papa de heméacia foi obtida centrifugando-se o sangue (coletado com
anticoagulante) e lavando-se o precipitado trés vezes com salina (NaCl 0,15 mol L™). Em
seguida foi preparada a suspensdo de eritrécito 3% (v/v) em salina. Realizou-se a dialise no
tempo de 2 horas. Apds a dialise, foram realizadas dilui¢cbes seriadas em placas para
microtitulacdo, em salina, seguido pela adicdo de um mesmo volume (100 pl) de eritrdcitos.
As amostras foram incubadas por 45 minutos para avaliacdo da atividade hemaglutinante.

A anélise do método de aglutinacdo foi avaliada utilizando nanoparticulas de ouro
coloidal 15nm, extrato bruto de proteinas da folha de Moringa oleifera e proteina purificada
de Moringa oleifera. O teste foi realizado em placas de microdiluicdo sendo realizadas
diluicBes seriadas da proteina de Moringa oleifera com a posterior adi¢cdo do ouro coloidal.
Apos a microdiluicdo, a amostra foi incubada por 45 minutos para avaliagdo da atividade

aglutinante.
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IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Padronizacgéo das condicdes experimentais
1.1. Fontes de irradiacéo

1.1.1. PHLS

O gréfico 1 mostra que o espectro do equipamento PHLS é bem amplo, percorrendo
de 400 nm a 800 nm portanto ndo é homogéneo na irradiacdo, ndo sendo especifico para
drogas como ftalocianina de zinco ou azul de metileno, porém este sistema pode ser utilizado
para 0s extratos de Bidens sulphurea, que possuem um espectro de absorcdo mais amplo.
Assim a eficiéncia fotodinamica do processo serd melhor.

Ao adicionar o filtro no equipamento, 0 mesmo passa a emitir fotons em uma faixa
menor de comprimento de onda, tornando-se mais especifico, principalmente na regido de

absorgdo dos fotosensibilizadores utilizados no trabalho (ZnPc, MB, TB, AICIPc).

3000

-------- Lampada

Lampada filtrada
2500

2000

1500

1000

Contagem de fotons

500

! 1 ! I ! ! ! I ! ! ! I
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda ( nm)

Gréfico 1. Espectro de emissdo do equipamento PHLS com e sem filtro.
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1.1.2. WE-IV

O espectro do WE-IV (Gréfico 2) é bastante amplo, porém pouco eficiente na regido
de maior interesse, chamada de janela terapéutica (600 nm a 700 nm). Este equipamento
também serd mais utilizado para a sensibilizagdo dos componentes do extrato de Bidens
sulphurea.

16000 —
14000 —
12000 -
10000 —

8000 -

Contagem de fétons

6000 -
4000 -

2000 4

O T I I_IA[ I T I T I T ] T I T I T I T I T ] T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda ( nm)

Gréfico 2. Espectro de emissdo do equipamento WE-IV
1.1.3. LED600 e AMS-II

Ambos 0s equipamentos possuem como fonte de irradiacdo os diodos emissores de
luz, sendo o LED 600 com diodos de alto brilho e 0 AMS-I1I de alta poténcia. O espectro de
emissao destes equipamentos € apresentado no grafico 3.

O espectro mostra que ambos 0s equipamentos emitem na janela terapéutica com
bastante eficiencia. O LED600 possui uma maior intensidade de emissdo com comprimento
de onda maximo de emissdo em aproximadamente 640 nm e o AMS-II possui menor
intensidade com comprimento maximo de emissdo em aproximadamente 670 nm. Isto mostra
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que o AMS-II pode ser mais eficiente para a excitagdo das ftalocianinas que possuem
comprimento maximo de absor¢do préximo de 670 nm.

Porém, ambos 0s equipamentos, por serem bastante homogéneos com uma pequena
faixa de comprimento de onda de emissdo podem ser bastante eficientes para utilizagdo como

fonte de irradiagéo para a terapia fotodindmica e inativagéo fotodinamica.
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Comprimento de onda ( nm)

Gréfico 3. Espectro de emissdo dos equipamentos LED600 e AMS-II

1.2. Tempo de incubacao do fotosensibilizador com as células

A variacdo da concentracdo minima inibitoria de fotosensibilizador foi feita utilizando
variacdo de 0 a 40 minutos de tempo de incubacdo. Para este teste, o tempo de irradiacao foi
constante em 20 minutos (tempo utilizado baseado em trabalhos anteriores do préprio
laboratério com outros modelos celulares como macréfagos, eritrocitos e bactérias) e a
distancia entre a fonte luminosa e as células durante a irradiacdo também foi constante
(PHLS: 21 cm; WE-IV: 11 cm; LED600: 11 cm; AMS-I1I: 5 cm).
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Os gréficos 4 e 5 mostram a concentracdo minima inibitoria de azul de metileno e

ftalocianina de zinco variando o tempo de incubagdo do fotosensibilizador com as células.

[ ]LEDS00
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Gréafico 4. Concentracdo minima inibitéria de azul de metileno variando o tempo de

incubacéo do fotosensibilizador com as células (3x10° células/mL).
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Grafico 5. Concentracdo minima inibitoria de ftalocianina de zinco variando o tempo de
incubacéo do fotosensibilizador com as células (3x10° células/mL).

Os gréaficos mostram que quanto maior o tempo de incubacdo do fotosensibilizador
com as células, menor a concentragdo minima de inibi¢cdo, pois ha um maior tempo de
interacdo entre eles. Para o azul de metileno, os equipamentos LED600 e AMS-II nédo
apresentaram grandes variagdes na concentragdo inibitéria minima de 20 minutos para 40
minutos, enquanto 0s outros equipamentos apresentaram uma diferenca consideravel.

Para a ftalocianina de zinco, apenas o equipamento LED600 apresentou uma diferenca
de concentracdo inibitéria minima entre os tempos de 20 minutos e 40 minutos, porém ndo é
uma diferenca muito expressiva, principalmente se o desvio padréo for considerado.

A partir destes resultados foi definido um tempo de 20 minutos de incubagdo para a
inativacdo fotodindmica de Saccharomyces cerevisiae, pois praticamente ndo ha diferencas
consideraveis entre a concentracdo minima inibitoria para o tempo de 20 minutos e 40

minutos.

1.3. Tempo de irradiacao das células

A variacdo da concentracdo minima inibitoria de fotosensibilizador foi feita utilizando
variacao de 0 a 40 minutos de tempo de irradiacdo. Para este teste, o tempo de incubacdo foi
constante em 20 minutos (tempo utilizado baseado em trabalhos anteriores do proprio
laboratério com outros modelos celulares como macréfagos, eritrocitos e bactérias) e a
distancia entre a fonte luminosa e as células durante a irradiacdo também foi constante
(PHLS: 21 cm; WE-IV: 11 cm; LED600: 11 cm; AMS-I1I: 5 cm).

Os graficos 6 e 7 mostram a concentracdo minima inibitoria de azul de metileno e

ftalocianina de zinco variando o tempo de incubacéo do fotosensibilizador com as células.
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Gréafico 6. Concentracdo minima inibitéria de azul de metileno variando o tempo de

irradiacao.
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Gréfico 7. Concentracdo minima inibitoria de ftalocianina de zinco variando o tempo de
irradiacao.
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Os graficos mostram que quanto maior o tempo de irradiacdo das células apos
incubagdo com o fotosensibilizador, menor a concentragdo minima de inibigdo, pois hd um
maior tempo de excitacdo do fotosensibilizador, permitindo a geracdo de uma maior
quantidade de espécies reativas de oxigénio que irdo atuar na inativacao celular.

Para 0 azul de metileno, a concentracdo minima inibitoria ndo apresentou grandes
variacdes entre 20 minutos e 40 minutos nos equipamentos LED600 e AMS-II. Ja na
ftalocianina de zinco, ha uma grande diminui¢do da concentracdo minima inibitéria para estes
dois equipamentos.

Apesar da eficiéncia com 40 minutos de irradiacdo ser maior, foi definido um tempo
de 20 minutos de irradiacdo para a inativacdo fotodinamica de Saccharomyces cerevisiae, pois
este tempo de irradiacdo mostra as diferencas entre a excitacdo do azul de metileno e

ftalocianina de zinco.

1.3. Distancia da fonte de irradiacdo

A distancia da fonte luminosa para as células foi determinada para 0s equipamentos
LED600 e WE-IV, pois 0 PHLS ndo permite a alteracdo desta distancia e 0 AMS-I1 possui
uma area de irradiacdo pequena, 0 que ndo permite que esta distancia seja alterada, pois iria
diminuir a homogeneidade da irradiacao.

Para estudo do efeito da distancia na fotoinativacdo de Saccharomyces cerevisiae foi
padronizado um tempo de incubacdo de 20 minutos e tempo de irradiacdo de 20 minutos,
previamente padronizados.

O gréfico 8 mostra a concentragdo minima inibitoria de azul de metileno e ftalocianina

de zinco frente a Saccharomyces cerevisiae em diferentes distancias da fonte luminosa.
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Gréfico 8. Concentragdo minima inibitoria de azul de metileno e ftalocianina de zinco frente

a Saccharomyces cerevisiae (3x10° células/mL) em diferentes distancias da fonte luminosa.

O grafico 8 mostra que no equipamento LED600 a concentragdo minima inibitoria
para ambos os fotosensibilizadores foi menor na distancia de 11 cm da fonte luminosa. Ja no
equipamento WE-IV, a concentracdo minima inibitoria foi a mesma para as distancias de 3
cm e 11 cm, evidenciando gue quanto mais proximo a fonte luminosa, menor a concentracao
minima inibitoria.

Para o LED600, a concentracdo minima inibitoria foi maior na distancia de 11 cm
devido a Otica de distribuicdo da luz dos diodos. Na distancia de 11 cm, a homogeneidade da
irradiacdo provavelmente seja maior, causando uma diminui¢cdo na concentra¢cdo minima

inibitoria.
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2. Atividade fotodinédmica dos fotosensibilizadores néo encapsulados

A atividade fotodindmica dos fotosensibilizadores ndo encapsulados em lipossomas e

sem a presenca de aditivos é mostrada no grafico 9.
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Gréfico 9. Concentracdo minima inibitdria dos diferentes fotosensibilizadores irradiados nos
sistemas de irradiacdo PHLS e LED600. Tempo de incubacdo: 20 min; Tempo de irradiacdo
20 min; Distancia da fonte luminosa: 11 cm (LED600) e 21 cm (PHLS); Concentracdo

celular: 3x10° células/mL.

O grafico 9 mostra que, entre os fotosensibilizadores testados, o mais eficiente nestas
condicBes foi o azul de metileno, que é pouco mais eficiente que o azul de toluidina,
estruturalmente muito semelhante e também é predominantemente hidrofilico.

A ftalocianina de cloro-aluminio se mostrou mais eficiente que a ftalocianina de zinco
na fotoinativacdo de Saccharomyces cerevisiae. Este aumento da eficiéncia pode ser devido a

uma maior interacdo entre esta droga e a membrana das células. Este aumento nédo é devido ao
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rendimento quéntico de geracdo de oxigénio singlete, pois estudos anteriores mostraram que
este rendimento é maior para a ftalocianina de zinco do que para a ftalocianina de cloro-
aluminio (IDOWU e NYOKONG, 2007).

O equipamento PHLS quando utilizado com o filtro é mais eficiente do que 0 mesmo
equipamento sem o filtro, porém o LED600 ainda é mais eficiente para a inativacdo
fotodinamica.

Neste teste ndo foram utilizados os equipamentos WE-1V e AMS-I1 pois o primeiro se
mostrou ineficiente para a inativagdo fotodinamica nas condi¢Ges padronizadas e o segundo
equipamento, que é um protdtipo, ndo se encontrava em perfeito funcionamento para

utilizagdo.

3. Bidens sulphurea

3.1. Extratos de Bidens sulphurea

Os extratos de Bidens sulphurea foram utilizados como possiveis fotosensibilizadores
naturais para a inativacdo fotodindmica. Outros produtos naturais ja apresentaram esta
caracteristica como o Hypericum perforatum, conhecido como “Erva de Sdo Jodo”, de onde
foi extraida a hipericina.

Para a utilizacdo dos extratos, foi preparado um extrato bruto e, a partir deste, foi
realizado um fracionamento com solventes (hexano, diclorometano e acetato de etila) para
analisar em quais fracOes estdo localizadas as substancias com potencial atividade
fotodinamica.

Apo6s o fracionamento, foi realizado um espectro de absor¢do molecular das trés

fracdes e do extrato bruto liofilizado obtidos (Grafico 10).
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Gréfico 10. Espectro de absorcdo molecular no UV-Vis das fracbes Hex, DCM, EtA e do
EBL obtidos de Bidens sulphurea.

O espectro de absorcdo molecular mostra que as fracOes acetato de etila e
diclorometano possuem um comportamento muito préximo, com pico de absor¢édo proximo a
400 nm. Ja a fracdo hexano apresenta absorcdo molecular bem diferente das demais fraces,
tendo picos intensos em 330 e 350 nm, que pode caracterizar a presenca de poliacetilenos,
porém € necessario um estudo fitoquimico completo para comprovar a existéncia destas
substancias em sua constituicdo. O extrato bruto liofilizado apresenta um espectro com

absorcdo decrescente entre 300 e 550 nm.

3.2. Citotoxidade e atividade fotodinamica dos extratos

Para avaliar a atividade fotodindmica dos extratos de Bidens sulphurea frente a
Saccharomyces cerevisiae o grafico 11 apresenta a mortalidade celular das células na

presenca e auséncia de irradiacdo luminosa.
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Gréafico 11. Diluicdo minima inibitoria dos extratos de Bidens sulphurea frente a
Saccharomyces cerevisiae (3x10° células/mL). Tempo de incubacdo: 20 minutos; Tempo de
Irradiacdo: 20 minutos; Equipamento de irradiacdo: PHLS; Distancia da Fonte Luminosa: 21

cm.

O gréafico 11 mostra que a fracdo acetato de etila foi a mais eficiente na inativacéo
fotodinamica de Saccharomyces cerevisiae com uma diluicdo minima inibitoria de 1/7680,
enquanto 0 mesmo extrato apresentou uma citotoxidade de 1/240. A fracdo hexano nao
apresentou uma atividade fotodindmica eficiente, sendo praticamente a mesma dilui¢do
inibitéria minima para sua citotoxidade. O extrato bruto liofilizado também apresentou uma
grande atividade fotodinamica, pois 0s mesmos compostos presentes na fracdo acetato de etila
estdo presentes neste extrato, porém pode haver um nimero maior de antioxidantes que
diminuem os efeitos fotodindmicos para as células. Nenhum solvente nas concentracfes

utilizadas causou mortalidade celular em Saccharomyces cerevisiae.
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4. Lipossomas

4.1. Preparo das formulagdes lipossomais contendo ftalocianinas

As formulagdes lipossomais preparadas estdo representadas na tabela 3.

Tabela 3. Formulagdes lipossomais preparadas com seus respectivos fotosensibilizadores,

componentes e aditivos.

Formulagéo Fotosensibilizador Aditivos
LZ, Ftalocianina de Zinco -
LZ, Ftalocianina de Zinco Chol (2:1)
LZ3 Ftalocianina de Zinco Chol (3:1)
LZ, Ftalocianina de Zinco Chol (5:1)
LZs Ftalocianina de Zinco PEG3000 + Chol (3:1)
LZs Ftalocianina de Zinco Albumina
LZ; Ftalocianina de Zinco Albumina + Chol (3:1)
LA; Ftalocianina de Cloro-Aluminio -
LA, Ftalocianina de Cloro-Aluminio Chol (3:1)

Todos os lipossomas puderam ser preparados pelo método da injecédo etandlica.

Néo foram preparados lipossomas utilizando como fotosensibilizadores o azul de
metileno e o azul de toluidina, pois estudos anteriores do laboratorio mostraram que a
eficiéncia de encapsulamento destas drogas em lipossomas unilamelares produzidos pelo
método de injecdo etandlica é baixa.

A concentracdo final das ftalocianinas de zinco e cloro-aluminio nos lipossomas €é de
aproximadamente 5,0pmol.L™.

A taxa de encapsulamento dos fotosensibilizadores nos lipossomas preparados pode

ser observada na tabela 4.
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Tabela 4. Taxa de encapsulamento dos fotosensibilizadores em cada formulagéo lipossomal.

Formulacéo Taxa de
Encapsulamento(%o)

LZ; 86 2
LZ, 92+4
LZ3 94 + 4
LZ, 913
LZs 97 +1
LZsg 873
LZ; 91+2
LA; 856
LA, 94 +2

Pode-se observar que a proporcao entre o fosfolipideo e o colesterol na composicéo da
membrana ndo demonstra alteracdes significantes na taxa de encapsulamento das drogas, pois
a ftalocianina é encapsulada entre a bicamada fosfolipidica, ndo sofrendo interferéncia direta
do colesterol na taxa de encapsulamento, porém estudos computacionais sdo necessarios para
comprovar esta hipotese. Também ndo had diferenca significante entre a taxa de
encapsulamento da ftalocianina de zinco e a ftalocianina de cloro-aluminio, o que era
esperado, pois a formula estrutural das duas substancias € bastante similar, com alteracdo
apenas no elemento central. A presenca de polietilenoglicol aumenta levemente a taxa de
encapsulamento. Este aumento provavelmente seja devido ao revestimento que o
polietilenoglicol faz na membrana fosfolipidica. De acordo com Lehtinen e colaboradores,
este revestimento pode auxiliar no encapsulamento das drogas e dificultar a posterior saida
das vesiculas (LEHTINEN et al, 2012).

4.2. Ensaios de atividade fotodindmica das formulac6es lipossomais

Os testes com lipossomas foram realizados utilizando unidades formadoras de coldnia,
pois os resultados em placas de microdiluicdo ndo foram satisfatorios, pois ndo foi possivel
observar diferencas significativas na concentracdo minima inibitoria. Assim o teste em placas
de petri se mostrou mais eficiente para a avaliacdo da atividade fotodindmica dos

fotosensibilizadores encapsulados em diferentes formulacdes lipossomais.
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Foram utilizadas as formulagGes lipossomais descritas na tabela 3 e também a
ftalocianina de zinco e a ftalocianina de cloro-aluminio livres para comparagdo da eficiéncia
do sistema de entrega de drogas utilizado.

Os resultados sdo apresentados no Grafico 12 e Tabela 5.
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Gréafico 12. Unidades formadoras de coldnia (UFC) de Saccharomyces cerevisiae apos
irradiacdo utilizando diferentes formulagdes lipossomais de ftalocianina de zinco e
ftalocianina de cloro-aluminio. Tempo de incubacdo: 20 minutos; Tempo de irradiacdo: 20

minutos; Equipamento de irradiacdo: LED600; Distancia da fonte luminosa: 11 cm.
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Tabela 5. Unidades Formadoras de Coldnia de Saccharomyces cerevisiae em cada

formulacéo lipossomal de ftalocianina de zinco e ftalocianina de cloro-aluminio.

Formulacéo UFC
Controle 296
LZ; 278

LZ, 150
LZ3 135
LZ, 167
LZs 299
LZs 267

LZ; 190
LA 279
LA 128
ZnPc 5 uM 210
AICIPc 5 uM 221

Os resultados mostram que lipossomas sem colesterol (LZ; e LA;) ndo provocam uma
mortalidade celular eficiente, provavelmente devido a uma baixa eficiéncia na entrega da
droga. Esta baixa eficiéncia pode ser explicada pelo grande didmetro dos lipossomas sem
colesterol ja descritos na literatura (OLIVEIRA, 2005). Este efeito também pode ocorrer pois
0 colesterol diminui a rigidez entre os fosfolipideos da membrana facilitanto a entrega das
drogas (FREZARD, 2005). Lipossomas convencionais contendo colesterol na proporcdo de
3:1 (LZ3 e LA,) inativam aproximadamente 45% das células, mostrando uma boa eficiéncia
da técnica para as droga de interesse, sendo que lipossomas contendo ftalocianina de zinco e
ftalocianina de cloro-aluminio apresentaram praticamente a mesma mortalidade celular.

A variacdo da concentracdo de colesterol nos lipossomas também influenciou na
mortalidade celular. Lipossomas contendo colesterol na proporcdo DPPC/Chol 3:1 (LZ3)
foram os mais eficientes. Provavelmente esta proporcao seria a mais estavel para as vesiculas.
Para confirmar esta hipdtese sdo necessarios estudos de dindmica molecular para avaliar a
influéncia do colesterol na estabilidade da vesicula e, principalmente na entrega das drogas.

Lipossomas contendo polietilenoglicol (LZs) ndo apresentam mortalidade celular
efetiva, isto pode ocorrer, pois 0 PEG forma uma camada protetora na parte externa dos

lipossomas, tornando-os “invisiveis” para as células, sdo chamados lipossomas furtivos, como
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as células ndo o reconhecem, a interacdo célula/droga ndo é eficiente para este tempo de
incubagdo. Lipossomas contendo albumina (LZs e LZ;) inativam um menor nimero de células
que lipossomas sem albumina, provavelmente a albumina forma uma camada protetora
externa nos lipossomas que € similar a camada criada pelo polietilenoglicol, diminuindo a
interacdo dos mesmos com as células.

Os resultados mostram que as drogas encapsuladas em lipossomas apresentam uma
mortalidade celular maior que as drogas livres, evidenciando que os lipossomas facilitam a
entrega destas drogas para as células, sendo assim mais eficientes para a inativacdo
fotodinamica de Saccharomyces cerevisiae.

5. Moringa oleifera Lam

Neste trabalho, as proteinas extraidas de Moringa oleifera Lam sdo utilizadas como sistema
de entrega de drogas para a inativacdo fotodinamica de Saccharomyces cerevisiae, em

substituicdo aos lipossomas, que ja séo descritos na literatura.

5.1. Extracao das proteinas de Moringa oleifera Lam

As proteinas de Moringa oleifera foram extraidas conforme metodologia descrita e a
dosagem de proteinas foi realizada atraves do método de Lowry e colaboradores (1951). Foi
realizada uma curva de calibracdo com albumina sérica bovina com concentracGes de 0,6025
mg/mL a 10 mg/mL.

O resultado apresenta a concentracdo de proteinas em mg de proteina por mL de

extrato.
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Gréfico 13. Curva de calibracdo para dosagem de proteinas em extrato de Moringa oleifera

Lam.
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Gréfico 14. Concentragdo de proteinas no extrato de Moringa oleifera Lam em diferentes

solventes e tempos de extracdo a temperatura de 25°C.
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Gréfico 15. Concentracdo de proteinas no extrato de Moringa oleifera Lam em diferentes

solventes e tempos de extracdo a temperatura de 50°C.

Pode se observar que com o0 aumento da temperatura, a quantidade de proteina
extraida € maior. Além disto, em NaCl 1,0M a concentracdo de proteinas em mg/mL é bem
superior aos outros solventes, isto se deve ao processo de “salting in” que consiste em um
aumento da solubilidade de determinados solutos com o aumento da forca idnica do meio,
fazendo com que a extracdo seja mais eficiente, porém este efeito comeca a diminuir com o
aumento excessivo da concentracdo de sal no meio. Nos tempos de 24 horas a extracdo foi
mais eficiente, mostrando que quanto maior o tempo de extracdo, maior a concentracdo de
proteinas na solucéo final.

Apls a extracdo das proteinas, foi desenvolvido um método para avaliacdo da
atividade aglutinante das proteinas. O método de hemaglutinacdo ndo foi eficiente para este
tipo de proteina, portanto foi feito o teste utilizando ouro coloidal. A partir do teste p6de-se
observar que as proteinas extraidas pelo método proposto possui atividade aglutinante. O

resultado pode ser observado na figura 19.
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Figura 19. Ensaio de aglutinacdo de proteinas de Moringa oleifera Lam utilizando ouro
coloidal. Linhas A, B e C: Folhas; Linhas F, G, H: Sementes.

Apos a extracdo, foi iniciado um processo para a purificacdo das proteinas aglutinantes
de Moringa oleifera Lam através da precipitacdo com Sulfato de Amdnio, eluicdo em coluna
de DEAE celulose e em seguida carboximetilcelulose (cromatografia por afinidade). A
proteina aglutinante ndo pode ser purificada devido a homogeneidade das mesmas. Seria
necessaria uma coluna com quitina modificada para realizar tal purificacdo, porém a mesma
ndo foi obtida. O resultado da eletroforese mostra que a cada passo da purificacdo, a
quantidade da proteina de maior peso molecular diminui, enquanto a proteina de menor massa

permanece praticamente constante (figura 20).
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Figura 20. Eletroforese SDS-PAGE das proteinas de Moringa oleifera Lam. a) Padrdo de

peso molecular 50kDa; b) Extrato bruto sem purificacdo; ¢) Extrato bruto apds purificacdo

com sulfato de amonio; d) Fracdo apds eluicdo em DEAE Celulose; e) Fracdo apds eluicdo em

carboximetilcelulose.

5.2. Efeito de proteinas de Moringa oleifera Lam na fotoinativacdo de Saccharomyces

cerevisiae

Foram realizados os testes para avaliar o efeito das proteinas de Moringa oleifera Lam

apenas com os fotosensibilizadores azul de metileno e ftalocianina de zinco no equipamento

LEDG600. Os resultados sdo apresentados no gréafico 16.
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Gréfico 16. Concentragdo minima inibitéria dos fotosensibilizadores azul de metileno e
ftalocianina de zinco com a presenca de proteinas de Moringa oleifera Lam. Tempo de
incubacdo: 20 min; Tempo de irradiacdo 20 min; Distancia da fonte luminosa: 11 cm.

Quantidade de células: 3x10° células/mL.

O grafico 16 mostra que as proteinas de Moringa oleifera Lam potencializam a
atividade dos fotosensibilizadores frente a Saccharomyces cerevisiae. A concentracdo minima
inibitéria diminui consideravelmente tanto para a ftalocianina de zinco quanto para o azul de
metileno. A proteina provavelmente facilita a interacdo entre as drogas e a membrana das
células, o que aumenta a mortalidade celular.

As proteinas de Moringa oleifera ndo apresentam mortalidade celular sobre
Saccharomyces cerevisiae na auséncia do fotosensibilizador, o que evidencia que ela apenas
auxilia no processo de entrega da droga para as células.

Os efeitos das proteinas de Moringa oleifera Lam sobre a diluicdo minima inibitéria

do extrato bruto liofilizado de Bidens sulphurea é mostrado no grafico 17.
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Gréafico 17. Diluicdo minima inibitoria do extrato bruto liofilizado (EBL) de Bidens
sulphurea com a presenca de proteinas de Moringa oleifera (MO) na presenca e auséncia de
irradiacdo luminosa. Tempo de incubacdo: 20 minutos; Tempo de irradiacdo: 20 minutos;

Equipamento de Irradiacdo: PHLS; Distancia da fonte luminosa: 21cm.

O grafico 17 mostra que, assim como nos fotosensibilizadores sintéticos, as proteinas
de Moringa oleifera Lam contribuiram para a diminui¢do da diluicdo minima inibitéria do
extrato bruto liofilizado de Bidens sulphurea frente a Saccharomyces cerevisiae.

As proteinas de Moringa oleifera aumentam a interacdo entre as substancias presentes no

extrato bruto e as células, facilitando a acdo citotdxica ou fotodindmica.
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V. CONCLUSOES

Lipossomas sdo excelentes veiculos transportadores de fotosensibilizadores
hidrofébicos para utilizacdo em inativacdo fotodinamica, assim podemos concluir que podem
ser utilizadas na terapia fotodinamica.

O extrato bruto de Bidens sulphurea j& havia apresentado uma atividade fotodinamica
no trabalho de NETO (2011), porém neste trabalho, com o fracionamento do extrato bruto
liofilizado p&de-se observar que este produto natural € muito promissor na possivel busca por
novos fotosensibilizadores para a terapia fotodindmica, de forma a diminuir ainda mais 0s
custos da técnica.

Para potencializar o efeito de drogas sintéticas hidrofébicas como a ftalocianina de
zinco, foi descrita neste trabalho a utilizagdo de proteinas de Moringa oleifera Lam. Estas
macromoléculas se comportaram como um sistema de entrega de drogas (“Drug Delivery
System ) que foi mais eficiente que os lipossomas para as condicfes testadas. O que mostra
ser um resultado bastante promissor no que se trata a entrega de drogas, pois estas proteinas
sdo facilmente obtidas e sdo atoxicas, sendo utilizadas inclusive em alimenta¢do humana.

Um novo método para verificacdo da atividade aglutinante de proteinas também pdode
ser desenvolvido com a utilizacdo de nanoparticulas de ouro e testes para a avaliacdo da
presenca destas proteinas poderao ser realizados a partir desta metodologia.

Os sistemas de irradiacdo se mostraram eficientes para a inativacdo fotodinamica
utilizando ftalocianina de zinco, ftalocianina de cloro-aluminio, azul de metileno e azul de
toluidina, além dos extratos de Bidens sulphurea.

Ainda sdo necessarias diferentes otimizacdes no processo para possivel utilizacdo na
terapia fotodindmica, como na caracterizacdo da proteina de Moringa oleifera responsavel
pela entrega das drogas, o desenvolvimento de sistemas que sejam possiveis para utilizacdo in
vivo e o isolamento da substancia ou substancias que possuem a atividade fotodinamica em
Bidens sulphurea, porém este trabalho abre inumeras possibilidades para uma possivel

aplicacdo da terapia fotodinamica com um baixo custo.

70



REFERENCIAS

AKAMATSU, K., Development of a thermal neutron-sensitive liposome for a novel drug
delivery system aiming for radio-chemo-concurrent cancer therapy, Radiation Physics and
Chemistry, v. 78, n. 12, p. 1179-1183, 2009.

ANDRESEN, T. L.; JENSEN, S. S.; JORGENSEN, K. Advanced strategies in liposomal
cancer therapy: Problems and prospects of active and tumor specific drug release. Progress
on Lipid Research, v. 44, p.68-97, 2005.

ANWAR F, et al., Moringa oleifera: a food plant with multiple medicinal uses. Phytother
Res. Jan; 21(1):17-25. 2007.

ARENAS, Y. et al., Photodynamic inactivation of Staphylococcus aureus and methicillin-
resistant Staphylococcus aureus with Ru(ll)-based type I/type 1l photosensitizers.

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. XX, n. xx, p. 1-11, 2013. No prelo.

BANGHAM, A. D.; STANDISH, M. M.; WEISSMANN, G., The action of steroids and
streptolysin 'S on the permeability of phospholipid structures to cations, Journal of
Molecular Biology, v. 13, n. 1, p. 253-259, 1965.

BARBOSA, L. S., Estudo dos processos de magnetohipertermia e terapia fotodinamica
mediados por magnetolipossomas fotossensibilizados em camundongos. Tese de Doutorado
em Patologia Molecular, 157p, UnB, 2008.

BARTSOSOVA, J., HRKAL, Z., Accumulation of protoporphyrin-1X (PpIX) in leukemic cell
lines following induction by 5-aminolevulinic acid (ALA), Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and Endocrinology, v. 126, n. 3, p. 245-
252, 2000.

71



BATISTA, C. M.; CARVALHO, C. M. B.; MAGALHAES, N. S. S., Lipossomas e suas
aplicagdes terapéuticas: estado da arte. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 43,
n. 2, p. 167-179, 2007.

BEN-YEHUDA, A. et al. Immunogenicity and safety of a novel IL-2-supplemented liposomal
influenza vaccine (INFLUSOME-VAC) in nursing-home residents. Vaccine, Kidlinton, v.
21, p. 3169-3178, 2003.

BEYER, W., Systems for light application and dosimetry in photodynamic therapy, Journal
of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 36, n. 2, p. 153-156, 1996.

BIANCHI, M. L. P.; ANTUNES, L. M. G. Radicais livres e os principais antioxidantes da
dieta. Revista de Nutricdo de Campinas, v. 12, n. 2, p. 123-130, 1999.

BROWN, S. B., BROWN, E. A.,, WALKER, I.; The present and future role of pho-todynamic
therapy in cancer treatment. Lancet Oncology, v. 5, n. 1, p. 497-508, 2004.

BRUNE, B., Nitric oxide: NO apoptosis or turning it ON?, Cell Death Differ, v. 10, n. 8, p.
864-869, 2003.

BUDAI, M. et al, UV light induced photodegradation of liposome encapsulated
fluoroquinolones: An MS study, Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry, v. 198, n. 2-3, p. 268-273, 2008.

BUONOCORE, G.; PERRONE, S.; TATARANO, M. L. Oxygen toxicity: chemistry and
biology of reactive oxygen species. Seminars in Fetal & Neonatal Medicine, v. 15, p. 186-
190, 2010.

BUYTAERT, E.; DEWAELE, M.; AGOSTINIS, P., Molecular effectors of multiple cell

death pathways initiated by pho-todynamic therapy, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Reviews on Cancer, v. 1776, n. 1, p. 86-107, 2007.

72



CACERES, A. et al., Pharmacological properties of ikforinga oZe$era. 1: Preliminary
screening for antimicrobial activity. Journal of Ethnopharmacology, v. 33, p. 213-216,
1991.

CAMMAS, S.; KATAOKA, K., Solvents and Self-Organization of Polymers; Webber, S.E.;
Munk, P.; Tuzar, Z., eds.; Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, p. 83-113, 1996.

CHANG, T. M. S., Semipermeable Microcapsules, Science, v. 146, n. 3643, p. 524-525,
1964.

CHANG, T. M. S., The in vivo Effects of Semipermeable Microcapsules containing L-
Asparaginase on 6C3HED Lymphosarcoma, Nature, v. 229, p. 117-118, 1971.

CHANG, T. M. S.; POZNANSKY, M. J., Semipermeable Microcapsules containing Catalase
for Enzyme Replacement in Acatalasaemic Mice, Nature, v. 218, p. 243-245, 1968.

CHANG, Y. J. et al. Therapeutic efficacy and microSPECT/CT imaging of 188Re-DXR-
liposome in a C26 murine colon carcinoma solid tumor model. Nuclear Medicine and
Biology, v. 37, n. 1, p. 95-104, 2010.

CHEENPRACHA, S. et al., Potential anti-inflammatory phenolic glycosides from the me-
dicinal plant Moringa oleifera fruits, Bioorganic & Medicinal Chemistry, Volume 18, Issue
17, Pages 6598-6602, 2010.

CHIARUGI, A.; MOSKOWITZ, M. A., PARP-1—a perpetrator of apoptotic cell death?,
Science, v. 297, n. 5579, p. 259-263, 2002.

CHO, K. Y., SALTON, M. R. J., Fatty acid composition of the lipids of membranes of gram-
positive bacteria and “walls” of gram-negative bacteria, Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Specialized Section on Lipids and Related Subjects, v. 84, n. 6, p. 773-775, 1964.

CHORILLI, M. et al., Lipossomas e suas aplicacdes dermocosméticas. Infarma, v. 16, n. 7-8,

p. 75-79, 2004.
73



CHUANG et al., Anti-fungal activity of crude extracts and essential oil of Moringa oleifera
Lam. Bioresource Technology, v. 98, p. 232-236, 2007.

COLLINS, K., Robbins Pathologic Basis of Disease. Philadelphia: W.B Saunders Company.
ISBN 0-7216-7335-X. 460p, 1998.

COSTA, V.; MORADAS-FERREIRA, P. Oxidative stress and signal transduction in
Saccharomyces cerevisiae: insights into ageing, apoptosis and diseases. Molecular Aspects
Medicine, v.22, p.217-246, 2001.

DAFTARIAN, P. et al., Eradication of established HPV 16-expressing tumors by a single
administration of a vaccine composed of a liposome-encapsulated CTL-T helper fusion

peptide in a water-in-oil emulsion. Vaccine, v. 24, n. 1, p. 5235-5244, 2006.

DAVIES, N., WILSON, B. C., Interstitial in vivo ALA-PpIX mediated metronomic photody-
namic therapy (mPDT) using the CNS-1 astrocytoma with bioluminescence monitoring,
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 4, n. 3, p. 202-212, 2007.

DERYCKE, A. S. L; WITTE, P. .A. M.; Liposomes for photodynamic therapy, Advanced
Drug Delivery Reviews, v. 56, n. 1, p. 17-30, 2004.

DIAZ-RUIZ, R.; RIGOULET, M.; DEVIN, A., The Warburg and Crabtree effects: On the
origin of cancer cell energy metabolism and of yeast glucose repression. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 1807, p. 568-576, 2011.

DONGMEZA, E. et al., Effects of dehydrated methanol extracts of Moringa (Moringa
oleifera Lam.) leaves and three of its fractions on growth performance and feed nutrient
assimilation in Nile tilapia (Oreochromis niloticus (L.)), Aquaculture, Volume 261, Issue 1,
Pages 407-422, 2006.

DOUGHERTY, T. J. et al. Photoradiation Therapy for the Treatment of Malignant Tumors.

Cancer Research. v. 38, n. 1, p. 2628-2635, 1978.
74



EHRLICH, P. Collected Studies on Immunology, ed. John Wiley & Sons, Londres, p. 404-
442, 1906.

EL-ANEED, A., An overview of current delivery systems in cancer gene therapy. Journal of
Controlled Release, Amsterdam, v. 94, p. 1-14, 2004.

FAIZI, S. et al., Fully acetylated carbamate and hypotensive thiocarbamate glycosides from
Moringa oleifera, Phytochemistry, Volume 38, Issue 4, Pages 957-963, 1995.

FEHR, M. K. et al., Structural and functional effects of endometrial photodynamic therapy in
a rat model, American Journal of Obstetrics and Gynecology, v. 175, n. 1, p. 115-121,
1996.

FELDMANN, H., Yeast: Molecular and Cell Biology. Ed. Wiley Blackwell, 348p. 2010.

FELIX, M. M. et al., Evaluation of interaction between liposome membranes induced by
stimuli responsive polymer and protein. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 93, n.
5, p. 498-501, 2002.

FERREIRA, T. C., Clonagem e Expressdo do Fator 1 Humano Induzivel por Hipdxia
(HIF-1) na Levedura Saccharomyces cerevisiae. Tese de Doutorado. Programa de Pds-

Graduacao em Biologia Molecular. Universidade de Brasilia. 142p. 2006.

FREZARD, F. Et al., Lipossomas: propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas, aplicacdes

na quimioterapia a base de antiménio. Quimica Nova, v. 28, p.511-518, 2005.

GALLUZZI, L.; KROEMER, G., Necroptosis: A Specialized Pathway of Programmed
Necrosis. Cell, v. 135, n. 7, p. 1161-1163, 2008.

GANDERS, F. R.; BERBEE, M.; PIRSEYEDI, M. ITS base sequence phylogeny in Bidens
(Asteraceae): Evidence for the continental relatives of hawaiian and marquesan Bidens.

Systematic Botany, v. 25, n. 1, p. 122-133, 2000.
75



GASSENSCHMIDT, U. et al., Chemical properties of flocculant: active proteins from
Moringa oleifera Lam. Bio . Chem. Hopper-Seyler 372,659. 1981.

GASSENSCHMIDT, U. et al., Isolation and characterization of a flocculating protein from
Moringa oleifera Lam, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, Volume
1243, Issue 3, Pages 477-481, 1995.

GAVILA, J.,, 35 High pathologic complete remission rate with liposome-encapsulated
doxorubicin + paclitaxel + trastuzumab as primary treatment in HER-2 positive operable
breast cancer: clinical experience , European Journal of Cancer Supplements, v. 8, n. 3, p.
68-69, 2010.

GHEBREMICHEAL, K. A. et al., A simple purification and activity assay ofthe coagulant
protein from Moringa oleifera seed, Water Research, n.39, p2338-2344, 2005.

GREEN, D. R.; REED, J. C. Mitochondria and Apoptosis. Science, v. 281, p. 1309-1312,
1998.

GREGORIADIS, G.; RYMAN, B. E., Liposomes as carriers of enzymes or drugs: a new
approach to the treatment of storage diseases, FEBS Letters, v. 14, p. 95-98, 1971.

GUARATINI, M. T. G. et al., Sesquiterpene and polyacetylene profile of the Bidens pilosa
complex (Asteraceae: Heliantheae) from Southeast of Brazil, Biochemical Systematics and
Ecology, v. 33, n. 5, p. 479-486, 2005.

GUEVARA, A. P. et al., An antitumor promoter from Moringa oleifera Lam., Mutation Re-
search/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, Volume 440, Issue 2, Pages
181-188, 1999.

GUEYRARD, D. et al., First synthesis of an O-glycosylated glucosinolate isolated from
Moringa oleifera, Tetrahedron Letters, Volume 41, Issue 43, Pages 8307-8309, 2000.

76



GYSIN, B.; SCHWYZER, R., Liposome-mediated labeling of adrenocorticotropin fragments
parallels their biological activity, FESB Letters, v. 158, n. 1, p. 12-16, 1983.

HARVEY, E. et al., Killing tumor cells: The effect of photodynamic therapy using mono-I-
aspartyl chlorine and NS-398, The American Journal of Surgery, v. 189, n. 3, p. 302-305,
2005.

HOPPS, E. et al. A novel component of the metabolic syndrome: The oxidative stress.
Nutrition, Metabolism & Cardiovascular Diseases, v. 20, n. 1, p. 72-77, 2010.

HUDSON, R., SAVOIE, H., BOYLE, R. W., Lipophilic cationic porphyrins as photodynamic
sensitisers—Synthesis  and  structure—activity  relationships, = Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy, v. 2, n. 3, p. 193-196, 2005.

IBBOTSON, S. H., An overview of topical photodynamic therapy in dermatology.
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 7, n. 1, p. 16-23, 2010.

IDOWU, M.; NYOKONG, t., Photophysical and photochemical properties of zinc and
aluminum phthalocyanines in the presence of magnetic fluid. Journal of Photochemistry
and Photobiology A: Chemistry, v. 188, p. 200-206, 2007.

KANEDA, Y., Virosomes: evolution of the liposome as a targeted drug delivery system.
Advanced Drug Delivery Reviews, Amsterdam, v. 43, p. 197-205, 2000.

KASHEF, N.; ABADI, G. R. S.; DJAVID, G. E., Phototoxicity of phenothiazinium dyes
against methicillin-resistant Staphylococcus aureus and multi-drug resistant Escherichia coli.

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 9, n. 11-15, 2012.
KASHEF, N.; BORGHEI, Y. S.; DJAVID, G. E., Photodynamic effect of hypericin on the

microorganisms and primary human ?broblasts. Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy, v. 10, p. 150-155, 2013.

77



KAVARNOS, G. J.; TURRO, N. J. Photosensitization by reversible electron transfer:

theories, experimental evidence, and examples. Chemistry Reviews, v. 86, p. 401-449, 1986.

KILLION, J. J.; FIDLER, I. J., Therapy of Cancer Metastasis by Tumoricidal Activation of
Tissue Macrophages Using Liposome-Encapsulated Immunomodulators. Pharmacology &
Therapeutics, v. 78, n. 3, p. 141-154, 1998.

KUNDU, M.; THOMPSOM, C. B., Autophagy: Basic Principles and Relevance to Disease,
Annual Review of Pathology, v. 3, p. 427-455, 2008.

LABANA, S. et al., Chemotherapeutic activity against murine tuberculosis of once weekly
administered drugs (isoniazid and rifampicin) encapsulated in liposomes. International
Journal of Antimicrobiology Agents, v. 20, p.301-304, 2002.

LAIA, C. A. T., COSTA, S. M. B., FERREIRA, L. F., Electron-transfer mechanism of the
triplet state quenching of aluminium tetrasulfonated phthalocyanine by cytochrome c,
Biophysical Chemistry, v. 122, n. 2, p. 143-155, 2006.

LASIC, D.; NEEDHAM, D., "The ~Stealth® Liposome: A Prototypical Biomaterial,”
Chemical Reviews, v. 95, p. 2601-2628, 1995.

LEHTINEN, J. et al., Analysis of cause of failure of new targeting peptide in PEGylated
liposome: Molecular modeling as rational design tool for nanomedicine. European Journal
of Pharmaceutical Sciences, v. 46, p. 121-130, 2012.

LEITE, H. P.; SARNI, R. S. Radicais livres, antioxidantes e nutricdo. Revista Brasileira de
Nutricéo Clinica, v. 18, n. 2, p. 87-94, 2003.

LI, W. T. et al., Pheophytin a and b mediated photodynamic therapy against sensitive and

multidrug-resistant breast cancer cells, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 8, n.
2, p. 130, 2011.

78



LIM, H. J., Indocyanine green-based photodynamic therapy with 785 nm light emitting diode
for oral squamous cancer cells, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 8, n. 4, p.
337-342, 2011.

LING, D. et al.,, Abetad2-Induced Neurodegeneration via an Age-Dependent Autophagic-
Lysosomal Injury in Drosophila, PLoS ONE, v. 4, n. 1, p.4201-4209. 2005.

LONGO, J. P. F., Avaliacdo da aplicacdo da Terapia Fotodindmica mediada pela
Aluminio-Cloro-Ftalocianina em formulagdo lipossomal sobre o Cancer Bucal em
modelos experimentais in vivo e in vitro. Dissertacdo de Mestrado. Mestrado em Patologia
Molecular, Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. 81p. 2008.

LORENZI, H.; SOUZA, H. M. Plantas ornamentais no Brasil: arbustivas, herbaceas e
trepadeiras. 4ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum. 1088p. 2008.

LOUGHREY, H. C. et al., Protein-liposome conjugates with defined size distributions.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, v. 1028, n. 1, p. 73-81, 1990.

LOWRY, O. H. et al., Protein measurement with the Folin phenol reagent. Journal of
Biological Chemistry, v. 193, p. 265, 1951.

LUKSIENE, Z., Photodynamic therapy: mechanisms of action and ways to improve the
efficiency of treatment. Medicina, v. 39, n. 12, p. 1137-1149, 2003.

MACHADO, A. E. H., Terapia fotodindmica: principios, potencial de aplicacdo e
perspectivas. Quimica Nova. v. 23, n. 2, p. 237-243, 2000.

MACHADO, A. H. A. et al., Cellular and molecular studies of the initial process of the
photodynamic therapy in HEp-2 cells using LED light source and two different
photosensitizers, Cell Biology International, v. 33, n. 7, p. 785-795, 20009.

MAMOT, C. et al., Liposome-based approaches to overcome anticancer drug resistance.

Drug Research Update, v. 6, p. 271-279, 2003.
79



MATTSON, M. A.; CHAN, S. L., Calcium orchestrates apoptosis. Nature Cell Biology, v. 5,
p. 1041-1043, 2003.

MAYNOR, M. L. et al, Brown recluse spider envenomation: a prospective trial of hyperbaric

oxygen therapy, Academic Emergency Medicine, v. 4, n. 3, p. 184-192, 1997.

MAZUMDAR, T. et al. A mixed Th1/Th2 response elicited by a liposomal formulation of
leishmania vaccine instructs Thl responses and resistance to Leishmania donovani in
susceptible BALB/c mice. Vaccine, Kidlinton, v. 22, p. 1162-1171, 2004.

MEHTA, K. et al., Effect of fruits of Moringa oleifera on the lipid profile of normal and
hypercholesterolaemic rabbits, Journal of Ethnopharmacology, Volume 86, Issues 2-3,
Pages 191-195, 2003.

MELO A. L. et al., Enhanced schistosomicidal efficacy of tartar emetic encapsulated in

pegylated liposomes. International Journal of Pharmaceutics, v. 255, p.227-230, 2003.

MELO JR, M. A. et al., Preparacdo de nanoparticulas de prata e ouro: um método simples
para a introducdo da nanociéncia em laboratorio de ensino. Quimica Nova, v. 35, n. 9, p.
1872-1878, 2012.

MERCHAT, M. et al., Meso-substituted cationic porphyrins as efficient photosensitizers of
gram-positive and gram-negative bacteria, Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, v. 32, n. 3, p. 153-157, 1996.

MINNOCK, A. et al., Photoinactivation of bacteria. Use of a cationic water-soluble zinc
phthalocyanine to photoinactivate both Gram-negative and Gram-positive bacteria, Journal
of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 32, n. 3, p. 159-164, 1996.

MIYAMOTO, Y. et al., Comparison of phototoxicity mechanism between pulsed and con-
tinuous wave irradiation in photodynamic therapy, Journal of Photochemistry and

Photobiology B: Biology, v. 53, n. 1-3, p. 53-59, 1999.
80



MIZUSHIMA, N.; KLIONSY, D. J., Protein Turnover Via Autophagy: Implications for
Metabolism, Annual Review of Nutrition, v. 27, p. 19-40, 2007.

MULLER, F. Terapia fotodindmica antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas:
estudo comparativo entre fotosenssibilizantes. 2006. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas) - Universidade do Vale do Paraiba, S&8o José dos Campos, 2006.
Disponivel em <http://biblioteca.univap.br/dados/000001/000001B6.pdf> Acesso em:
08/10/2013.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica de Lehninger. 5a. Edi¢do, Séo
Paulo: Editora Artmed, 2010. 1273p.

NETO, A. D. A, Bidens sulphurea (Sch. Bip.): efeitos fotodinamico e antibiético dos
extratos etanolicos de suas flores. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Federal de Uberlandia, 79p. 2011.

OCHSNER, M., Photophysical and photobiological processes in the photodynamic therapy of
tumours. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 39, n. 1, p. 1-18,
1997.

OCSHNER, M. Light scattering of human skin: A comparison between zinc(Il)—
phthalocyanine and photofrin 11®, Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, v. 32, n. 1-2, p. 3-9, 1996.

OKUDA, T. et al, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF COAGULANT
EXTRACTED FROM MORINGA OLEIFERA SEED BY SALT SOLUTION. Wat. Res.

Vol.35, No.2, pp. 405-410, 2000.

OLIVEIRA, A. G., Lipossomas: AplicacGes farmacéuticas e perspectivas futuras, Caderno
de Farmacia, v. 9, n. 2, p. 71-76, 1993.

81



OLIVEIRA, C. A. et al, Preparation of 100 nm diameter unilamellar vesicles containing zinc
phthalocyanine and cholesterol for use in photodynamic therapy. Chemistry and Physics of
Lipids. v. 133, n. 1, p. 69-78, 2005.

OLIVEIRA, G. A, Restricdo Caldrica e Mitocondrias: Papel no Envelhecimento de
Saccharomyces cerevisiae. Tese de Doutorado. Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias
(Bioquimica). 127p. 2010.

PANKAU, J. Z. et al.,, The p53-mediated cytotoxicity of photodynamic therapy of cancer:
Recent advances, Toxicology and Applied Pharmacology, v. 232, n. 3, p. 487-497, 1998.

PARIMALAKRISHNAN, S. et al., Studies of anticancer and antipyretic activity of Bidens
pilosa whole plant. African Health Sciences, v. 6, n. 1, p. 27-30, 2006.

PAULA, L. F. et al., A comparative study of irradiation systems for photoinactivation of

microorganisms. Journal of the Brazilian Chemistry Society, v. 21, n. 4, 2010.

PEIXOTO, J. R. O. et al., In vitro antibacterial effect of aqueous and ethanolic Moringa leaf

extracts. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, p. 201-204, 2011.

PEREIRA, M.D. Possiveis sensores envolvidos na aquisicdo de tolerancia ao estresse
oxidativo em Saccharomyces cerevisiae. Dissertacdo (Doutorado em Bioquimica) —

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 2003.

POPOV S. G. et al, Lethal toxin of Bacillus anthracis causes apoptosis of macrophages".
Biochemistry and Biophysics Research Community, v. 293, n. 1, p. 349-355, 2002.

RIAZ, M. Liposomes Preparation Methods. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences,
v. 19, n. 1, p. 65-77, 1996.

RIBEIRO, S. M. R. et al. A formacdo e os efeitos das espécies reativas de oxigénio no meio
biologico. Bioscience Journal, v. 21, n. 3, p. 133-149, 2005.

82



RIOS, A. et al., Evaluation of Photodynamic Therapy Using a Light-emitting Diode Lamp
against Enterococcus faecalis in Extracted Human Teeth, Journal of Endodontics, v. 37, n.
6, p. 856-859, 2011.

SANTOS, A. F. S. et al., Isolation of a seed coagulant Moringa oleifera lectin, Process
Biochemistry, Volume 44, Issue 4, Pages 504-508, 2009.

SANTOS, J. R. A.;; GUSMAO, N. B.; GOUVEIA, E. R., Selecdo de linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiar com potencial desempenho para a producdo de etanol em condigdes
adversas de temperatura e de agitacdo. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, V.
12, n. 1, p. 75-80, 2010.

SANTOS, N. C., CASTANHO, M. A. R. B., Lipossomas: A bala magica acertou?, Quimica
Nova, v. 25, n. 6, p. 1181-1185, 2002.

SAPRA, P.; ALLEN, T. M. Ligand-targeted liposomal anticancer drugs. Progress on Lipid
Research, v. 42, p. 439-462, 2003.

SILVA, D. B. et al. Analise comparativa dos constituintes volateis de Bidens sulphurea
(Asteraceae) obtidos por hidrodestilacdo e SPME. 30a Reunido Anual da Sociedade

Brasileira de Quimica, 2007.

SILVA, D. B. et al, Flavonoides antialérgicos de Bidens sulphurea(cav.) sch.

bip.(Asteraceae). 31a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2008.

SINGH, R. S. G.; NEGI, P. S.; RADHA, C., Phenolic composition, antioxidant and
antimicrobial activities of free and bound phenolic extracts of Moringa oleifera seed ?our.

Journal of Functional Foods, No prelo. 2013.

SOUKOS, N. S. et al.,, Photodynamic Therapy for Endodontic Disinfection, Journal of
Endodontics, v. 32, n. 10, p. 979-984, 2006.

83



SPESIA, M. B. et al. Mechanistic insight of the photodynamic inactivation of Escherichia coli
by a tetracationic zinc(Il) phthalocyanine. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v.
6, n. 1, p. 52-61, 20009.

SPIKES, J.D., Phthalocyanines as photosensitizers in biological systems and for the
photodynamic therapy of tumors. Photochemistry and Photobiology, v. 43, n. 1, p. 691-699,
1996.

STERNBERG, E. D.; DOLPHIN, D. Porphyrin-based Photosensitizers for Use in
Photodynamic Therapy. Tetrahedon, v. 54, n. 1, p. 4151-4202, 1998.

STOCKERT, J. C.; HERKOVITS, J., Photodynamic toxicity and its prevention by
antioxidativa agents in Bufo arenarum embryos. Toxicology, v. 192, p. 211-218, 2003.

STROMHAOUG, P.E.; KLIONSKY, D. J., Approaching the Molecular Mechanism of
Autophagy., Traffic, v. 2, n. 8, p, 524-531, 2001.

TARDIVO, J. P. et al., Methylene blue in photodynamic therapy: From basic mechanisms to
clinical applications, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 2, n. 3, p. 175-191,
2005.

THONG, P. S. P. et al., Hypericin-photodynamic therapy (PDT) using an alternative
treatment regime suitable for multi-fraction PDT, Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, v. 82, n. 1, p. 1-8, 2006.

TODOROQV, T. et al., Double aldehyde stabilisation of erythrocytes in the indirect
hemagglutination for echinococcosis. Parasitology International, v. 52, p. 203-207, 2003.
TSENG, W. C.; HUANG, L., Liposome-based gene therapy, Pharmaceutical Science &
Technology Today, v. 1, n. 5, p. 206-213, 1998.

TYRRELL, J.,, CAMPBELL, S., CURNOW, A. Protoporphyrin IX photobleaching during the
light irradiation phase of standard dermatological methyl-aminolevulinate photodynamic

therapy, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 7, n. 4, p. 232-238, 2010.
84



VASCONCELQOS, S. M. L. et al. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, antioxidantes
e marcadores de dano oxidativo em sangue humano: principais métodos analiticos para sua
determinacdo. Quimica Nova, v. 30, n. 5, p. 1323-1338, 2007.

VERMA, A. R. et al., In vitro and in vivo antioxidant properties of different fractions of
Moringa oleifera leaves, Food and Chemical Toxicology, Volume 47, Issue 9, Pages 2196-
2201, 20009.

WAINWRIGHT, M. et al., A study of photobactericidal activity in the phenothiazinium
series, FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 19, n. 1, p. 75-80, 1997.

WANG, C.; YOULE, R. J. The Role of Mitochondria in Apoptosis. Annual Reviews od
Genetics, v. 43, p. 95-118, 2009.

WANG, X., A phase I clinical and pharmacokinetic study of paclitaxel liposome infused in
non-small cell lung cancer patients with malignant pleural effusions. European Journal of
Cancer, v. 46, n. 8, p. 1474-1480, 2010.

WEISHAUPT, K. R.; GOMER, C. J.; DOUGHERTY, T. J. Identification of Singlet Oxygen
as the Cytotoxic Agent in Photo-inactivation of a Murine Tumor. Cancer Research. v. 36, n.

1, p. 2326-2329, 1976.

WONG, J. P. et al., Liposome delivery of ciprofloxacin against intracellular Francisella

tularensis infection. Journal of Controlled Release. v, 92. n. 3, p. 265-273, 2003.

YAN, W. et al., Reactive oxygen species play a central role in the activity of cationic

liposome based cancer vaccine. Journal of Controlled Release, v. 130, n. 1, p. 22-28, 2008.

YANG, F. et al. Liposome based delivery systems in pancreatic cancer treatment: From bench
to bedside. Cancer Treatment Reviews. v. 37, n. 1, p. 633-642, 2011.

85



YANG, H. L. et al., Protection from oxidative damage using Bidens pilosa extracts in normal
human erythrocytes, Food and Chemical Toxicology, v. 44, n. 9, p. 1513-1521, 2006.

YUAN, K. H. et al., Comparison of photodynamic therapy and pulsed dye laser in patients
with port wine stain birthmarks: A retrospective analysis, Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy, v. 5, n. 1, p. 50-57, 2008.

ZHANG, J. et al., Synthesis and photobiological study of a novel chlorin photosensitizer

BCPD-18MA for photodynamic therapy, Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 19, n. 18,
p. 5520-5528, 2011.

86



