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Resumo

O tratamento de doengas da civilizagdo moderna utilizando novas
abordagens em detrimento as intervencgdes classicas tém se mostrado uma
importante linha de pesquisa para o combate de infecgbes e tumores diversos.
Dentro deste contexto, a inativacdo fotodindmica surge como alternativa de
inviabilizacdo de células para tratamento de cancer e infecgdes perniciosas. A
combinagdo de Iluz em comprimento de onda adequado, um corante
fotossensibilizador, por exemplo, as ftalocianinas, € oxigénio molecular € capaz
de gerar espécies oxidantes como o oxigénio singleto, que oxidam moléculas
diversas dentro da célula. Para realizar a entrega eficiente deste composto a
células e tecidos, pode-se utilizar como sistema de entrega vesiculas formadas
por bicamada de fosfolipidios e colesterol, os lipossomas. Neste trabalho, foi
avaliada a eficiéncia fotodindmica da ftalocianina de zinco encapsulada em
lipossomas aditivados com colesterol livre e colesterol esterificado em diferentes
propor¢cdes para avaliar a taxa de hemdlise de eritrécitos de carneiro utilizados
como modelo celular. Adicionalmente, foram avaliadas a taxa de encapsulagao
das diferentes formulacbes das ftalocianinas lipossomais, € sua consequente
estabilidade, didmetro e carga superficial. Também foram realizadas simulacdes
computacionais de membranas lipidicas aditivadas ou ndo com colesterol e
ftalocianina de zinco, para obtencdo de valores de densidade das membranas,
difusdo lateral da ftalocianina de zinco, mobilidade atémica do sistema e do
farmaco e mapas de densidade do sistema. As formulag¢des lipossomais com uma
propor¢cédo adequada entre colesterol livre e esterificado e fosfolipidio apresentam
taxa de encapsulacdo em torno de 80%. A combinacdo de uma intensidade
luminosa adequada é capaz de ativar o fotossensibilizador gerando espécies
reativas de oxigénio capazes de promover a inativacdo fotodindmica dos
eritrocitos de carneiro. A interacido dos fotossensibilizadores com o colesterol livre
influi na disposicdo espacial dos mesmos na vesicula e esta diretamente
relacionada com a taxa de mortalidade celular. As formulagdes lipossomais
propostas nesse trabalho apresentaram uma boa estabilidade em 45 dias.
Palavras-chave: Lipossoma, Fotoinativacdo, Colesterol, Quimica Computacional,

Ftalocianina.
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Abstract

The treatment of diseases in modern civilization using new models instead
classical interventions has been considered an important research line for infection
and tumors treatment. In this context, the photodynamic inactivation appears as an
alternative way to inviabilize cells in cancer treatment and pernicious infections.
The combination of light in appropriate wavelength, a photosensitizer, like
phtalocyanines, and molecular oxygen is capable to generate oxydizing species as
singlet oxygen causing damages in cells. A drug delivery system is capable to
increase the delivery effectiveness of drugs into cells and tissues. Liposomes are
lipid formed vesicles containing phospholipids and cholesterol derivatives in
several proportions and was used in this work to deliver zinc phtalocyanines to
sheep red blood cells. Liposomal parameters like encapsulation rates, hemolysis
caused by photoinactivation, effects of different proportions  of
cholesterol/phospholipids, nanoparticle diameters, superficial charge and stability
on storage, were performed. We also performed computational simulations of lipid
membranes added or not with cholesterol and zinc phthalocyanine, to obtain
membrane density values, zinc phthalocyanine side diffusion, system and drug
atomic mobility and density maps of the system. Liposomes with suitable ratio
between free cholesterol and esterified cholesterol and phospholipids showed
encapsulation rates of approximately 80%. The combination of an appropriated
luminous intensity is capable to activate the photosensitizer generating reactive
oxygen species that promotes the photoinactivation of red blood cells. The
interation between photosensitizer and cholesterol or esterified cholesterol may
change the spacial disposition of these species in vesicle affecting directly
photoinactivation effectiveness. The liposomal formulations proposed in this work

showed good stability in 45 days periods.

Key-words: Liposome, Photoinactivation, Cholesterol, Computational Chemistry,

Phtalocyanine.
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Introducao

Capitulo 1



1.1 EVENTOS FOTODINAMICOS

A participagao da luz em transformagdes quimicas € observada desde as
civilizagdes mais antigas como no Egito antigo, onde eram utilizados psoralenos
para fins medicinais no tratamento de vitiligo ha mais de 4000 anos atras, e
também dentre os chineses (EDELSON, 1988). Porém, estes eventos sbé
comecgaram a ser estudados em uma investigacao cientifica detalhada quando
Oscar Raab observou em seus experimentos com o microrganismo Paramecium,
que a presenca da luz era essencial no processo de morte celular quando estas
células eram coradas com acridina. Quando Raab corava o paramécio em
horarios em que a luz do dia era bastante presente, as células morriam, quando
os experimentos eram conduzidos em baixa luminosidade, a mortalidade celular
era reduzida. Frente a essa conclusao, Raab entendeu que a luz que se fazia
presente era o mediador para que a reagcao acontecesse (RAAB, 1900). Alguns
anos depois Tappeiner, o orientado por Raab, em experimentos complementares
denominou a reagéo de corantes com a luz de "efeito fotodindmico", usando deste
termo ao publicar os seus resultados em artigo cientifico (TAPPEINER e
JODLBAUER, 1903).

Desde entdo, estudos se desenvolveram no intuito de utilizar essa
propriedade de compostos fotoativos no combate as doencgas diversas, sejam
elas causadas por microrganismos, e também em células como tumores. Essa
atividade fotodindmica aplicada as terapias tem como base a juncao de 3 fatores
para que seja possivel ocorrer: uma molécula que seja fotoativa
(fotossensibilizador), a presenca de luz em comprimento de onda especifico e
oxigénio molecular. A reacdo entre essas 3 entidades é descrita abaixo
(MACHADO, 2000):

1 3
ISO hv ) Sl* ISC ) Sl*
ST+H0,——'8,+'0,
Figura 1. Esquema para as reagdes, onde S representa o fotossensibilizador no

estado fundamental, S* fotossensibilizador no estado excitado, *0, oxigénio
tripleto e 'O, oxigénio singleto (PERUSSI, 2007).



Nesse processo, a energia na forma luminosa especifica € absorvida pelo
fotossensibilizador, que em varios casos € um corante, e esta energia faz com
gque o mesmo seja alcado a um estado de energia excitado, ao retornar deste
estado excitado a energia é liberada e transferida para o oxigénio molecular que
esteja nas imediacdes da molécula. Ao receber essa energia o oxigénio molecular
sofre uma alteracdo em seu arranjo eletronico, mudando do estado tripleto para o
estado singleto(MACHADO, 2000).

Na tabela 1 sado descritos os orbitais moleculares ligantes e suas
respectivas energias, sendo mais comum o surgimento dos estados "Ax e'Ay, em
que os orbitais vazios s&o rapidamente preenchidos através de uma reacdo com
sitios de moléculas vizinhas, preferindo as regides moleculares de alta densidade
eletronica (MUEHLMANN et al., 2014).

Tabela 1: Distribuicdo eletrbnica nas moléculas de oxigénio nos estados
fundamental (*}4) e excitado ("Ay, "Ay, '3 4) (MACHADO, 2000).

Estado Orbital molecular Energiat, kJ mol”
antiligante
*29 [T IS Iy 0
Ay N L I L 92,4
'Ay [ Ity 92,4
29 N L I L 159,6

Trelativa ao estado fundamental

O processo descrito acima € entendido como uma fotossensibilizacéo que
ocorre através do mecanismo do tipo 2. Na reagdo do tipo 1, o fotossensibilizador
no estado excitado pode gerar ions-radicais que tendem a reagir com o oxigénio
no estado fundamental, resultando em produtos oxidados. Na rea¢ao do tipo 2, a
molécula do fotossensibilizador transfere energia para a molécula de oxigénio,
promovendo esta molécula ao estado excitado singleto. Nos eventos de
fotossensibilizacdo a ocorréncia de reagbes do tipo 2 sdo predominantes
(JUNIOR, 2007).



1.1.1 Espécies reativas de oxigénio

O oxigénio molecular pode sofrer redugéo ocasionando a geracéo de
subprodutos extremamente reativos, chamados de espécies reativas de oxigénio
(ERO). As espécies reativas de oxigénio sdo conhecidas pela sua capacidade de
destruir ou prejudicar o bom funcionamento dos tecidos vivos (ADEGOKE et al.,
2015). Estas ERO s&o muito reativas e tendem a oxidar lipidios de membranas
celulares, proteinas, esterdis, acidos nucléicos ou qualquer sitio de densidade
eletrdnica consideravel. As ERO mais recorrentes no meio biolégico s&o o
oxigénio singleto, radical superdxido, perdxido de hidrogénio, radical hidroxila,
entre outros citados na tabela 2 (RIBEIRO et al., 2005).

Tabela 2. Espécies reativas de oxigénio (ERO).

02" Anion superoxido ou radical
superéxido

HO,' Radical perhidroxila

H20> Perdxido de hidrogénio
OH’ Radical hidroxila
RO’ Radical alcoxila

ROO’ Radical peroxila

ROOH Hidroperdxido orgéanico

0, Oxigénio singleto

RO’ Carbonila excitada
Fonte: (SIES, 1985).

A alta reatividade destes compostos se apresenta devido as suas
configuragdes eletronicas, devido ao desemparelhamento de elétrons, ou a
instabilidade eletronica de alguns destes compostos. Por este motivo, a utilizagéo
do termo “radical livre” ndo se aplica ao presente contexto, visto que algumas
destas espécies ndo possuem elétrons desemparelhados (FERREIRA et al,
1997).



Em um meio celular, o oxigénio singleto ou qualquer outra destas ERO
geradas através de um evento fotodinamico ocasionardo uma reagao de oxidagao
em biomoléculas, podendo ocasionar injurias celulares severas. Esses danos
dentro de uma célula podem acarretar a sua morte direta, desencadear
mecanismos metabdlicos de inativacao celular ou, até mesmo, alterar estruturas
celulares sem necessariamente causar a morte da célula. Todas estas
possibilidades estdo conectadas a como ocorre a interagcdo entre o
fotossensibilizador e a célula-alvo em questdo (BACELLAR et al., 2015).

Diversas regibes de uma célula podem ser atingidas pela acgao
fotodinamica, sendo a primeira e mais devastadora a regiao da membrana celular.
Quando a membrana celular € o alvo principal da agéo do oxigénio singleto ou de
seus derivados, € comum que a célula sofra um processo necrético, em que é
caracterizado por extravasamento do conteudo intracelular. A necrose, quando
ocorre em um tecido tratado pelo procedimento fotodindmico, € marcada por
reacao inflamatéria acentuada e que se mostra bastante agressiva do ponto de
vista clinico, com edemas e inchacgo na regidao (BACELLAR et al., 2015).

Outra forma de morte celular ocorre quando a propria célula entra em um
processo de morte denominado apoptose (Figura 2). A célula espontaneamente
promove uma série de reacdes de ativacao das caspases 3 e 9, que culminam na
formacao dos chamados corpos apoptéticos, sendo que a membrana celular se
divide formando varias vesiculas menores que sao recolhidas pelo sistema
imunologico (ALBERTS et al.,, 2014). Neste processo ndao ha caracteristica

inflamatoria pelo fato de nao ocorrer vazamento do conteudo intracelular.

Figura 2. Esquema celular dos tipos de morte celular por necrose (A) e apoptose
(B) (adaptado de KERR et al. 1994).



Um dos mecanismos para a promogao de apoptose num evento
fotodinamico, seria a oxidacdo de mitocdndrias, acarretando o rompimento de
suas membranas com o posterior vazamento do conteudo entre as membranas
interna e externa desta organela. Neste sitio das mitocdndrias situam-se uma
série de proteinas prd-apoptoticas (citocromo C, por exemplo) que ativam as
caspases 3 € 9 e induzem a célula a entrar em um processo de apoptose. Se um
numero consideravel de mitocondrias sofre injuria, a presencga de proteinas proé-
apoptéticas no citoplasma induzirda o metabolismo celular a se direcionar para
apoptose. Caso o numero de mitocondrias lesadas seja pequeno, a célula pode
se recuperar, pois a baixa concentracdo destas proteinas ndo é suficiente para
induzir apoptose. Se todas as mitocéndrias s&o atingidas, uma morte se dara por
necrose, como citado acima, ja que a célula ndo produzira energia o suficiente
para completar o processo de apoptose (MACDONALD e DOUGHERTY, 2001).

Uma forma de exemplificar a importancia dessas 2 modalidades de
inviabilizacao celular seriam as suas aplicagdes. No caso de um tratamento de
infecgcdes, chamado de inativagdo fotodindmica, a necrose seria a principal forma
de morte celular a ser escolhida, ja que as chances de desenvolvimento de
resisténcia celular ao tratamento s&o praticamente nulas (PERUSSI, 2007).
Quando se trata do tratamento de tumores, na terapia fotodinédmica, € importante
que o efeito seja menos agressivo a fim de que o paciente nao tenha um quadro
inflamatorio acentuado e perturbativo, mesmo porque 0 desconforto nos primeiros
dias apds a sessdo de tratamento seria intenso caso a op¢éo do tratamento nao
seja por mecanismos apoptoticos (BACELLAR et al., 2015).

Ainda que a resposta celular ao tratamento de tumores seja
preferencialmente a apoptose, € discutida a possibilidade de que a
fotoinviabilizacdo por necrose atue na ativacdo do sistema imunologico,
potencializando a resposta ao tratamento. Com o extravasamento do conteudo
intracelular no processo necrotico, células do sistema imunologico reconhecem
proteinas especificas produzidas pelas células tumorais e trabalham em conjunto
ao tratamento no combate ao tumor (DENIS et al. 2011).

A resposta celular a fotoxidacdo é intimamente ligada ao comportamento
do fotossensibilizador dentro da célula. Para um maior controle no tratamento e

na resposta que se deseja, € possivel promover a sintese planejada de um



fotossensibilizador que seja especifico em suas interagdes, ou utilizar um corante

que possua comportamento previsto por suas interagdes intermoleculares.

1.1.2 Fotossensibilizadores

O primeiro composto utilizado nos experimentos de Raab foi a acridina
(Figura 3a), porém atualmente ha uma infinidade de moléculas que possuem
atividade fotodinamica relatada (MUEHLMANN et al. 2014). Dentre essas
moléculas podemos citar os fenotiazinicos, os derivados de porfirinas, as
ftalocianinas, as clorinas e também o medicamento mais utilizado comercialmente
hoje: acido 5-aminolevulinico (ALA) (Figura 3b).

Para que uma molécula tenha uma promissora utilizagdo como um
fotossensibilizador é preciso que apresente algumas caracteristicas desejadas,

como as apresentadas na tabela 3:

Tabela 3: Caracteristicas gerais necessarias aos farmacos usados em

fotossensibilizacao:

a) caracteristicas fotofisicas favoraveis;

b) baixa toxicidade no escuro (baixa citotoxicidade);
c
d

e) farmacocinética favoravel (rapida eliminagédo do corpo);

)
) fotossensibilidade n&o prolongada;

) simplicidade na formulac&o, reprodutibilidade e alta estabilidade;

)

f) facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificagdes para
otimizar as propriedades desejaveis;

g) facilidade de obtencdo em escala industrial a custos reduzidos;

h) facilidade de analise total dos componentes da férmula, inclusive com
fornecimento de roteiros de validacao;

j) alta afinidade e penetrac&o no tecido.

Fonte: (BOWN, 2013).

Dentre as classes de fotossensibilizadores, € possivel encontrar corantes
catibnicos, corantes extremamente apolares e farmacos tais como o

PHOTOFRIN®, que é uma mistura de derivados de porfirinas (Figura 3c). A



primeira aprovagéo oficial do uso do PHOTOFRIN® ocorreu no Canada em 1993,
para o tratamento profildtico de cancer de bexiga. Subsequentemente,
aprovacgdes para o uso deste farmaco foram obtidas na Holanda e Francga, para o
tratamento de cancer avancado de es6fago e pulméao. Posteriormente na
Alemanha e Japao, utilizou-se este farmaco para o tratamento de cancer de
pulmao em estagio inicial e, nos Estados Unidos, para o cancer avancado de
esbéfago (RADU et al.,, 2000). Em 1998 a QLT Phototerapeutics de Vancouver
(Canadd) recebeu a aprovacdo da FDA para utilizagdo do PHOTOFRIN® no
tratamento de cancer inicial de pulmao (DOUGHERTY et al., 1998). O tratamento
de tumores no trato digestivo por terapia fotodinamica utilizando farmacos como o
PHOTOFRIN® e ALA foi aprovado pelo ministério da satide japonés desde 1994
(NANASHIMA e NAGAYASU, 2015).
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Figura 3. Estrutura quimica de diversos fotossensibilizadores: (a) acridina, (b)

estrutura basica de uma porfirina, (c) ALA e (d) ftalocianina de zinco.

Embora existam varias indicagdes favoraveis ao uso do PHOTOFRIN® na
terapia fotodinamica para a eliminagéo de certos tumores, este fotossensibilizador
possui alguns efeitos colaterais. Farmacos para terapia fotodindmica utilizados
nas décadas de 90 e 2000 eram eliminados do corpo muito lentamente, e isto

podendo ocasionar ao paciente fotossensibilidade na pele por um periodo de 6



semanas apos o tratamento, o obrigando a evitar exposi¢cdo ao sol neste periodo
(KAKUSHIMA e FUJISHIRO, 2008).

Desta forma, as pesquisas foram direcionadas a sintese de outros
sensibilizadores, que teriam melhor eficiéncia de acéo citotdxica, associado a
menores efeitos colaterais. Tais compostos designados de fotossensibilizadores
de segunda geracdo possuem absor¢cdo em comprimento de onda superior a
650nm para reduzir a absorgao por componentes teciduais; tenham uma maior
habilidade de se concentrar em tumores, bem como possuir uma menor retencao
na pele. Destacam-se a obtencdo de derivados de porfirinas, como a
benzoporfirina, as texafirinas, a temoporfirina (conhecida comercialmente como
FOSCAN®), as ftalocianinas, as naftalocianinas, corantes catiénicos e outros
farmacos (PASZKO et al., 2011).

As ftalocianinas se mostram eficientes por se adequarem bem a janela
terapéutica, pois absorvem luz na regido de comprimento de onda de maior
penetracio no tecido humano (entre 650 e 700 nm), sendo também estaveis, ndo-
toxicas no escuro, e possuirem boa penetrabilidade nas membranas celulares
tendendo a se localizar na regi&o interna do tumor (ORMOND e FREEMAN,
2013).

Os fotossensibilizadores de segunda geragdo apresentam menor
toxicidade no escuro que as porfirinas, que s&o primeira geragéo, porém a maioria
desses agentes fotossensibilizadores € hidrofdbica. Por isso, as ftalocianinas séo
encapsuladas em sistemas de entrega de farmacos, como os lipossomas
(PASZKO et al., 2011).

A ftalocianina de zinco (ZnPc), Figura 3d, apresenta consideravel
capacidade de gerar oxigénio singleto e facilita o encapsulamento em
transportadores, como os lipossomas, por causa da sua hidrofobicidade em meio
aquoso. Qutra vantagem de sua utilizagdo é que o metal zinco presente na
estrutura adequa-se ao comprimento de onda para a fotossensibilizac&o na janela
terapéutica (RIBEIRO, 2003, RICCI-JUNIOR, 2006, OLIVEIRA et al., 2010).

A acéo fotodindmica de certas ftalocianinas em células normais e tumorais
tem sido extensivamente estudada, sendo principalmente dependente da

localizac&o intracelular do fotossensibilizador, uma consequéncia direta das suas



caracteristicas fisico-quimicas, em particular, o grau de hidrofobicidade
(OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, muitos estudos tém como objetivo o desenvolvimento e
experimentacdo de fotossensibilizadores de terceira geracdo, sendo um dos
principais parametros também a eficiéncia na geracdo de oxigénio singleto.
Dentre esses compostos podemos citar as clorinas e seus analogos, € outros
derivados de ftalocianinas (MUEHLMANN et al.  2014). Esses
fotossensibilizadores de terceira geracdo também buscam melhor seletividade
para células danosas ao organismo e sdo desenvolvidos para, também, atuarem
na destruicdo de vasos sanguineos na regiao do tumor e aumentar a eficacia do
tratamento ao causar hipdxia no tecido e obstruindo o transporte de nutrientes
(OLIVO et al., 2010).

Os mecanismos envolvidos na distribuicdo  preferencial dos
sensibilizadores nas células tumorais estdo relacionados as propriedades
intrinsecas destas células. Similarmente a outras células que se dividem
rapidamente, estas possuem um elevado numero de receptores para LDL para
facilitar a captagdo de colesterol necessario a sintese de membranas. Sabe-se
que as lipoproteinas sdo os principais carreadores de porfirinas lipofilicas na
corrente sanguinea, sendo este uma provavel forma de entrada destes compostos
nas células tumorais (JORI et al., 1984).

Também o alto teor de lipideos das células tumorais favorece uma
distribuicdo preferencial de sensibilizadores hidrofébicos (FREITAS e
PONTIGGIA, 1990). Outras evidéncias apontam para a elevada habilidade
fagocitica e pinocitica de agregados de porfirinas por cé€lulas tumorais. Também
tem sido demonstrada a participacdo de macréfagos como elementos do sistema
imune, responsaveis pela concentracdo de farmacos fotossensibilizadores em
tumores (ALLEN e CULLIS, 2013).

Sendo assim, em conjunto com o desenvolvimento de farmacos de terceira
geracdo, alternativas para que o fotossensibilizador chegue a regido-alvo s&o
também estudadas com o intuito de que a maior dose possivel de medicamento
alcance o tecido a ser tratado. Os sistemas de entrega de farmacos (Drug delivery
system - DDS) s&o uma opg¢éo para que a maior parte do farmaco disponibilizado

entre em contato com as células-alvo.
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1.2 LIPOSSOMAS

Os sistemas de entrega de farmacos tém como objetivo a entrega seletiva
de farmacos e principios ativos diretamente para células e tecidos, principalmente
nos casos em que ha a dificuldade destes medicamentos em atingir tais
localidades. Os exemplos comuns destes sistemas de entrega de farmacos
podem ser encontrados em uma area particular da ciéncia denominada
nanomedicina ou tecnologia farmacéutica.

Na nanomedicina podemos observar a aplicacido médica da nanotecnologia
no diagnédstico e tratamento de doencas humanas. Em geral, as nanoparticulas
utilizadas nesta modalidade tem tamanho entre 1 e 1000 nm e s&o vastamente
aplicadas dentro da terapia fotodindmica, sendo este fato justificado na
compreensdo de que os fotossensibilizadores mais eficientes atualmente sao
hidrofébicos e dificilmente atingiriam a regido de interesse clinico em uma
administracdo endovenosa (PATZKO et al., 2011). Estudos sobre nanomateriais
presentes nesta area, como nanoparticulas poliméricas, nanocristais, micelas,
dendrimeros, microcapsulas, 6xidos metalicos € nanoplataformas de carbono,
estdo inclusos em uma miriade de artigos (TORCHILIN, 2007, SIBANI et al.,
2008, ZHANG et al., 2008, KOZLOWSKA et al,, 2009, KATEB et al., 2010).

Dentre estes exemplos podemos citar os lipossomas (Figura 4). Estas
vesiculas nanométricas, chamadas lipossomas, s&o estruturas em que o0s
fosfolipidios organizados em bicamadas circundam compartimentos aquosos,
sendo essas nanoparticulas relativamente pouco imunogénicas e nao toxicas. As
bicamadas lipidicas dos lipossomas tém estrutura similar aquelas encontradas
nas membranas de células vivas. Devido as propriedades anfipaticas, os
lipossomas podem incorporar substancias no seu compartimento aquoso, na
bicamada lipidica ou ainda distribuidas entre estes dois compartimentos
(AKBARZADEH et al., 2013). Esta caracteristica torna estas nanoparticulas muito
versateis e de longo espectro de aplicacdo, principalmente no que tange ao

transporte de farmacos hidrofobicos.
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Figura 4. Representagao esquematica de um lipossoma (adaptado de ALAVI et
al., 2017).

As primeiras experimentagdes com esta estrutura datam 1965 (BANGHAM
et al.,, 1965). Nesta ocasidao, Bangham e seus colaboradores observaram a
formacdo de estruturas concéntricas formadas espontaneamente em meio
aquoso, e que poderiam servir como um modelo artificial de membranas. Porém,
em pouco tempo, outros pesquisadores puderam vislumbrar a possivel aplicagao
destas nanoparticulas como carreadores de farmacos e agentes terapéuticos
(GREGORIADIS e RYMAN 1971), comprovando assim, alteragdes na distribuicao
de farmacos in vivo (KIMELBERG et al., 1976).

Atualmente é possivel encontrar diversas técnicas para o preparo de
lipossomas, dependendo de sua finalidade ou propriedades. Caracteristicas como
farmacocinética e a capacidade de liberacao de farmacos, bem como o tipo de
interacao lipossoma/célula podem ser determinadas dependendo da metodologia
de preparo da nanoparticula utilizada (ALLEN e CULLIS, 2013). O método de
preparo pode gerar diferentes estruturas que sao classificadas, de forma geral,
em:

. Lipossomas multilamelares (MLV — multilamellar vesicles): apresentam
varias bicamadas lipidicas, podendo o seu diametro variar entre 400 e 3500 nm.
. Lipossomas unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vesicles). sao

constituidos por apenas uma bicamada, de didmetro superior a 100 nm.
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. Lipossomas unilamelares pequenos (SUV — small unilamellar vesicles):
apresentam apenas uma bicamada e um pequeno compartimento aquoso, com
didmetro entre 20 e 50 nm.

. Lipossomas unilamelares gigantes (GUV — giant unilamellar vesicles). sao
constituidos por apenas uma membrana, mas com uma cavidade aquosa muito
grande, com dimensdes superiores a 1 uym, podendo chegar as dezenas de
micrometros.

. Lipossomas multivesiculares (MVL - multilamellar vesicles liposomes).
quando varias estruturas lipossomais se encontram dentro de uma grande

vesicula.

Quando ha presenca de farmacos na porcao lipidica da estrutura
lipossomal, pode ocorrer a alteragcao significativa das propriedades dos
lipossomas, de maneira que a sua composi¢cao necessita ser otimizada para cada
farmaco e indicagao terapéutica (LASIC, 1997).

Os lipossomas podem ser formados a partir de varios tipos diferentes de
fosfolipidios. Porém, a composigao mais utilizada é formada por fosfatidilcolina de
ovo com ou sem colesterol, e com ou sem lipideos iénicos, como o acido
fosfatidico (aniénico) e estearilamina (catiénico) (AKBARZADEH et al., 2013).

Os fosfolipidios somente formam lipossomas a temperatura na qual suas
cadeias de acidos graxos sao fluidas. A dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
exemplificada na Figura 5, ndo forma lipossomas a temperatura abaixo de sua
temperatura de transicao de 41°C. A habilidade dos lipossomas em capturar agua
e solutos, é estritamente dependente de sua composi¢cao quimica. Lipossomas
contendo lipidios com carga positiva ndo sao permeaveis a cations, enquanto que
lipossomas negativamente carregados sao permeaveis a cations (NICHOLLS e
MILLER, 1974).

0
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Figura 5. Estrutura molecular da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)

13



A permeabilidade das bicamadas a solutos em geral, depende do grau de
saturacao e do tamanho das cadeias acilicas dos fosfolipidios. Um aumento no
grau de saturagao destas cadeias leva a um aumento nas temperaturas de
transicao, com diminui¢cdo na fluidez das cadeias. Uma diminui¢do da fluidez das
bicamadas lipidicas pode ser conseguida pela adicao de colesterol a fosfolipidios
de ocorréncia natural (SAHOO e LABHASETWAR, 2003). O colesterol € um
componente importante das membranas bioldégicas que possui a capacidade de
quebrar as interagdes de Van der Waals e diminuir o empacotamento das caudas
dos fosfolipidios. Este rompimento € o que torna a membrana menos fluida.
Consequentemente, um modo da célula controlar a fluidez de sua membrana é
regulando seu nivel de colesterol (LEHNINGER, 2007).

O colesterol (Figura 6a) ndo sb6 aumenta a estabilidade mecénica e a
rigidez da bicamada como, também, reduz o vazamento de substancias que sao
incorporadas nas vesiculas. A importancia do uso de lipossomas contendo
colesterol, como veiculos de farmacos, € a sua habilidade em diminuir a
permeabilidade da bicamada lipidica a ions e pequenas moléculas polares
(PAPAHADJOPOULOS et al.,1973).

CH3(CHy)15CHz b

Figura 6. Em (a) a molécula de colesterol (CHOL). Em (b) a molécula de

estearato de colesterol (CHOL-éster).
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O colesterol em membranas dos lipossomas além de reduzir a
permeabilidade da bicamada, proporcionando uma maior resisténcia a
desestabilizacdo de fluidos biologicos, melhora sua estabilidade e aumenta a vida
util da circulagdo de lipossomas no organismo (CHORILLI et al., 2007). A
presenga de colesterol nas particulas de lipossomas melhora a sua estabilidade
mecanica, evitando a desintegracao estrutural no sangue, (OLIVEIRA et al., 2005)
e reduz seu didmetro de 1000 nm para 100 nm (OLIVEIRA et al., 2010).

Nos organismos cujo colesterol faz parte do metabolismo, € possivel
encontra-lo tanto na forma livre quanto em sua forma esterificada. A molécula de
colesterol possui um grupo cabecga polar, o grupo hidroxila. O resto da molécula é
uma estrutura apolar relativamente rigida (LEHNINGER, 2007). Ja o colesterol
esterificado (Figura 6b) ndo possui o grupo polar do colesterol livre, ja que sua
hidroxila encontra-se ocupada pela funcdo éster. Essa diminui¢do da lipofilicidade
acarreta modificagbes significativas quando a mesma € adicionada como aditivo
nas formulacdes lipossomais (MOSCA et al., 2011).

Quando na estrutura do lipossoma esta presente o colesterol em sua forma
esterificada, os ésteres de colesterol causam alteragdes na entalpia de transicéo
de fase da bicamada, quando em comparacdo ao colesterol livre. Porém,
lipossomas contendo estearato de colesterol e colesterol livre possuem
comportamentos semelhantes quando submetidos a calorimetria exploratéria
diferencial (Differential Scanning Calorimetry - DSC) (MALCOLMSON et al.,
1997). Em lipossomas aditivados com estearato de colesterol, as propriedades
biofisicas da bicamada séo alteradas e a membrana se torna mais resistente a
ataques radicalares em sua estrutura (MOSCA et al., 2011).

Lipossomas convencionais sdo frequentemente capturados por células do
reticulo endotelial, como macrofagos ou as células de Kupfer hepaticas, o que
limita a destinacdo destes as células tumorais. Alguns trabalhos tém promovido
modificacbes em lipossomas, incluindo a adicdo de acido glicurbnico e
polietilenoglicol 2000 (LUO et al., 2016). Tais lipossomas possuem maior tempo
de circulagdo na corrente sanguinea permitindo uma acumulacéo mais efetiva em
células tumorais, favorecendo o diagnostico e tratamento de tumores.

A utiizacdo de vesiculas de destinacdo para a entrega de

fotossensibilizadores também foi delineada pela observacdo de que a afinidade
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de fotossensibilizadores por tecidos neoplasicos aumenta com o aumento do seu
grau de hidrofobicidade. A distribuicdo seletiva de fotossensibilizadores é elevada
pela sua incorporagdo em sistemas anfifilicos, tais como vesiculas de fosfolipidios
ou emulsbées de Oleos que sejam estaveis em meio aquoso, possuindo um
compartimento apolar onde substratos hidrofobicos possam ser veiculados
(OLIVEIRA et al., 2005).

Desta forma, tornou-se atrativa a utilizagdo de lipossomas como veiculos
de destinacdo de fotossensibilizadores para a terapia fotodinamica, o que
possibilita o aumento da eficiéncia e seletividade a célula tumoral, em
comparacdo a sistemas onde fotossensibilizadores s&o administrados em uma
solugdo aquosa homogénea.

Atualmente, estudos experimentais e computacionais s&o combinados com
a finalidade de compreender qual seria a melhor composi¢do lipossomal para
garantir uma interagdo eficiente entre os sistemas de entrega de farmacos e
células-alvo (BUNKER et al., 2016, RAMEZANPOUR et al., 2016).

E importante destacar o uso de modelos celulares para a avaliagdo da
interacdo com os lipossomas, dentre estes modelos, os eritrocitos se constituem

um excelente exemplo para esta finalidade.

1.3 ERITROCITOS E FOTOINATIVAGAO CELULAR

Os eritrocitos (ou hemacias, ou células vermelhas do sangue) maduros dos
mamiferos sdo células anucleadas, com didametro de 7-9 um e que normalmente
circulam na corrente sanguinea por alguns meses, dependendo da espécie
animal. Por n&o possuirem nucleo e nem mitocdndria, n&o sdo capazes de fazer
sintese protéica, ciclo de Krebs e nem a respiragdo celular, sendo assim
totalmente dependentes da via glicolitica para producédo de ATP (energia) e de
NADPH (energia na forma de poder redutor) para manutencao dos mecanismos
antioxidantes (ALBERTS et al., 2014).

O ATP é necessario para manutencdo da forma, deformabilidade,
fosforilacdo de fosfolipidios e proteinas de membrana, transporte ativo de varias
moléculas e sintese da glutationa reduzida (GSH). O NADPH mantém a glutationa

no estado reduzido, a qual faz parte dos mecanismos naturais de defesa dos
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eritrécitos contra os efeitos deletérios de espécies reativas do oxigénio (ERO),
geradas durante diversos processos oxidativos do metabolismo celular e corpéreo
(ALBERTS et al., 2014).

Ja em aves, répteis e peixes, 0s eritrocitos circulantes contém um nucleo
central que ocupa consideravel parte do volume celular, bem como mitocéndrias.
Tais organelas s&o importantes para a determinagédo da sobrevida destas células,
pois além de participarem de varios processos bioquimicos relacionados com a
vida das células, fazem parte da maquinaria envolvida em processos de apoptose
ou autofagia (KAESTNER et al., 2004).

Atualmente se sabe que a sobrevida do eritrécito varia com a taxa
metabdlica, que esta intimamente ligada a taxa de estresse oxidativo que a célula
sofre e que é inversamente proporcional ao tamanho e a longevidade da espécie
(tabela 04). A precisdo destes relodgios bioldgicos, os quais sdo constantes dentro
de uma mesma espécie, tém levado muitos pesquisadores a identificar os sinais
que marcam os eritrécitos como células senescentes, que devem ser removidas

da circulagéo por macréfagos residentes (ALBERTS et al., 2014).

Tabela 4. Sobrevida do eritrécito para algumas espécies (HOFFBRAND, 2013)

Espécie Sobrevida média (dias)
Sapo =~ 900

Tartaruga = 700

Vaca =130

Carneiro =120

Homem =120

Céo ~100a115

Gato =73

Camundongo ~ 43

Galinha = 30

A membrana eritrocitaria é essencialmente constituida de lipideos e
proteinas e € um modelo primario para estudo de membrana plasmatica celular

animal pelo fato de ser desprovida de nucleo e organelas (MURADOR e
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DEFFUNE, 2007) e por ser de facil obtencdo em grande numero. Em especial, é
um modelo para o estudo da atividade fotodindmica devido ao fato de ser
facilmente monitorada pela liberacdo de hemoglobina para o meio extracelular
(KAESTNER et al., 2004).

A utilizacdo de eritrécitos como modelos para o estudo da atividade
fotodindmica de fotossensibilizadores, € bastante empregada, podendo ser
facilmente monitorada pela liberagdo de ions potassio e hemoglobina para o meio
extracelular. E relatada na literatura a eficacia de fotossensibilizadores utilizados
na terapia fotodindmica de tumores também em promover a inativagdo de
eritrocitos de diferentes espécies animais, incluindo carneiro, humano, coelho,
aves, € outros, sendo estas células modelos adequados para estudos dos
mecanismos fisioldgicos e moleculares envolvidos na terapia fotodindmica
(OLIVEIRA et al, 2010).

Por outro lado, a terapia fotodinamica de eritrécitos a serem utilizados em
bancos de sangue, visa promover uma eventual eliminacdo de virus, bactérias e
outros patogenos, minimizando os riscos de contaminagdo por transfusdo de
sangue. Entretanto, para esta situac&o particular, o objetivo primordial € destruir
fotodinamicamente os patdégenos de interesse, sem comprometimento
significativo na sobrevida e funcionalidade dos eritrécitos. Neste caso, os
fotossensibilizadores utilizados para este propdsito devem possuir propriedades
especificas que permitam uma seletividade dos efeitos oxidativos sobre os
patdégenos de interesse. Tais propriedades incluem, por exemplo, habilidade em
ligar-se a membrana dos patdgenos, sofrer interiorizagdo e ligacdo com acidos
nucléicos, exercendo poucos efeitos adversos sobre os eritrocitos, mesmo
quando estes sdo armazenados no escuro, sob refrigeracdo (KAESTNER et al.,
2003) (PERUSSI, 2007).
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1.4 SIMULAGOES COMPUTACIONAIS EM MEMBRANAS LIPIDICAS

Desde o inicio da década de 90, as bicamadas fosfolipidicas hidratadas
passaram a ser investigadas também usando métodos computacionais de
modelagem. Comparando-se com métodos experimentais que fornecem
informacbes estruturais e dindmicas sobre sistemas de grande numero de
moléculas, e dentro da janela temporal do método experimental, os métodos
computacionais, particularmente a simulacéo de dindmica molecular (MD), podem
ter resolucdo atbmica e extenséo de tempo de observacdo em escala de de 107®
s. Observacbes nesta magnitude de resolugdo sdo indispensaveis para obter
avancos significativos sobre 0s mecanismos basicos do funcionamento de
membranas (PASENKIEWICZ-GIERULA et al., 2016).

Atualmente, a quimica computacional se mostra como uma das mais
importantes ferramentas na predicdo e planejamento de novas intervencdes,
sejam elas no design de novos farmacos ou no entendimento de interagbes de
medicamentos com sistemas bioldgicos (BUNKER et al., 2016).

Neste contexto, a simulagdo do comportamento de biomembranas lipidicas
se mostra uma area promissora, nao so por suas aplicagdes no entendimento de
membranas celulares, mas também por sua aplicagdo a diversos sistemas de
entregas de farmacos amplamente utilizados e estudados durante as ultimas
décadas (RAMEZANPOUR et al., 2016).

O entendimento do comportamento de biomoléculas em membranas é de
importancia primordial para o desenvolvimento de novas formulagdes que sejam
cada vez mais eficientes na liberacdo e entrega de farmacos em meios biolégicos
(ERIKSSON e ERIKSSON, 2014).

Um sistema de entrega de farmacos que tem sido alvo de estudos desde
0s primeiros avangos em simulacbes de biomembranas sao os lipossomas
(PASENKIEWICZ-GIERULA et al.,, 2016). Os lipossomas sao sistemas de
membrana relativamente mais simples que as complexas estruturas celulares -
em que estio presentes diversas proteinas e ocorre grande variedade de lipidios
e acgucares presentes em cada tipo de célula- e 0 planejamento racional destas
estruturas pode ser fundamental na eficiéncia de sua aplicac&o clinica. (BUNKER
et al.,, 2016).
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Toda a discusséo sobre o comportamento de movimentacdo das moléculas
em uma membrana esta intrinsecamente ligada ao entendimento dos parametros
que alteram a fluidez de uma bicamada lipidica. Sem duvida, o colesterol é o que
confere as membranas biolégicas dinamismo suficiente para se comportar de
forma adaptada em meio a diversas condigdes de temperatura quando
comparamos modelos celulares diferentes (ROG e VATTULAINEN, 2014).

Recentemente estudos por simulacdo de dindmica molecular avaliaram a
participacao do colesterol e seus derivados na estabilidade e comportamento de
membranas lipidicas, principalmente em sua eficacia em acomodar outras
moléculas em bicamadas através da ordenacdo dos fosfolipidios vizinhos
(KHAJEH e MODARRESS, 2014, ROG et al., 2008, 2009, 2014, TIELEMAN,
2009).

Alwarawrah e colaboradores, em 2010, realizaram simulaces com
diversas concentracdes de colesterol, para avaliar o efeito de condensacéo do
colesterol numa bicamada fosfolipidica. Esta analise detalhada revelou que a
condensacdo de bicamada era resultado do empacotamento dos anéis das
moléculas de colesterol. Também foi constatado que a area de superficie por
fosfolipidio por molécula de colesterol sofreu grandes variacbes como, por
exemplo, a area por colesterol que variou de 0,27 nm? a 0,43 nm?
(ALWARAWRAH et al. 2010)

Um dos mecanismos mais discutidos associados aos efeitos de
condensacédo e de ordenacao do colesterol € o chamado "modelo guarda-chuva"
(HUANG e FEIGENSON, 1999). Nesse modelo, o colesterol, que tem um grupo
polar hidroxila muito pequeno, evita a exposi¢cdo do seu anel hidrofilico a agua e
formando estruturas compactadas com fosfolipidios. Dai et al. (2010) realizaram
simulagbes de clusters pré-formados de colesterol em bicamadas (Figura 7). Eles
descobriram que em membranas com alta proporcdo molar de colesterol, os
clusters eram instaveis e rapidamente desintegrados. A presenga de um grande
aglomerado foi associada com numerosas instabilidades e deformacdes
bicamadas, incluindo movimentos de um evento denominado 'flip-flop’ nestas
moléculas de colesterol, mas que raramente eram observadas nos estudos de MD
(DAl et al., 2010).
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Figura 7. Representacao esquematica do modelo guarda-chuva. Em (a) mostra o

empacotamento de lipidios de membrana (grupo de cabeca em forma de
cogumelo, caudas carbénicas cinzentas) e colesterol(grupo hidroxila & a cabeca
circular pequena, corpo quadrado preto) na membrana em concentragdes baixas
de colesterol. As linhas onduladas indicam a solucdo aquosa. (b) Em
concentracdes intermediarias de colesterol, as caudas lipidicas de membrana se
condensam, e os grupos de cabeca podem oferecer ao colesterol (seu corpo
hidrofébico) mais protecdo contra a solugdo aquosa. Em (c) mostra o
comportamento de aglomeracdo de moléculas de colesterol. Fonte: (DAI et al.,
2010).

O 'flip-flop' acontece quando um colesterol é capaz de sair de uma regiao
da camada fosfolipidica e migrar para o lado inverso da membrana, como se
saisse da regido interna para a externa de uma bicamada, e vice-versa (ROG e
VATTULAINEN, 2014).

Devido ao aumento da eficiéncia dos programas de simulagdo e ao
aumento continuo da capacidade de computagao, ha grande demanda por novas
ferramentas de analise e muito trabalho esta sendo dedicado no entendimento de
sistemas moleculares diversos. A comparacao de simulagdes computacionais
com estudos experimentais deve ser feita sempre que possivel e seja apropriado,
levando-se em conta a validade de simulagées moleculares e o valor agregado

resultante da junc¢ao de experimentos com simulagées.
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Caracterizacao e fotobiologia de ftalocianinas de zinco
lipossomais

Capitulo 2
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2.1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1.1 Justificativa

Diversos estudos relatam sobre o aumento na encapsulacdo de
fotossensibilizadores e na eficiéncia fotodindmica de corantes lipossomais quando
adicionados aditivos como colesterol e seus analogos nestas formulacdes
(FRANCA, 2008, OLIVEIRA et al., 2010, KERDOUS et al., 2011, PASZKO et al.,
2011).

Este estudo se pauta na necessidade de compreender como o colesterol e
seus derivados podem interferir em um processo fotodindmico induzido por um
fotossensibilizador lipossoluvel, através da entrega de farmacos que potencialize

esta atividade fotodinamica.

2.1.2 Objetivo geral

O objetivo principal foi a investigagdo dos efeitos fotodinamicos de
ftalocianinas lipossomais sobre eritrocitos de carneiro, avaliando a participagao do

colesterol livre e colesterol esterificado no processo fotodinamico in vitro.

2.1.3 Objetivos especificos

e Estudo da estabilidade, carga, tamanho e taxa de encapsulacdo das
ftalocianinas lipossomais;

o Estudo da formulagdo lipossomal utilizada: efeitos do colesterol livre e
esterificado na atividade fotodinamica;

e Estudo da fluéncia de luz sobre a mortalidade celular por inativacéo

fotodinamica.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Materiais e reagentes

A ftalocianina de zinco de grau analitico foi obtida da Aldrich Chemical Co.
O colesterol (CHOL), estearato de colesterol (CHOL-ESTER), difosfatidilcolina
(DPPC) e dimetilformamida, também em grau analitico, foram obtidos da Aldrich
Chemical Co.

As irradiagdes e controles foram feitos em placas de acrilico de 6 pogos
para teste em eritrécitos de carneiro. As medidas de concentragcdes de
hemoglobina e os espectros de absor¢cdo dos compostos estudados foram feitos
através de um espectrofotometro HACH DR-4000U.

2.2.2 Preparo de solugdes

A solucéo salina foi utilizada para manter a isotonicidade (0,9%) no preparo
de solucbes que seriam posteriormente misturadas as suspensdes de eritrécito.
Na solucdo salina, ou comumente chamada de soro fisiolégico, foram pesadas
8,5-9,0 g de cloreto de sddio (NaCl) e dissolvidos em 1000 mL de agua destilada.
A solucado de Alselver’s foi utilizada para o armazenamento dos eritrocitos, sendo
um meio isotdnico, anticoagulante e contendo suprimento energético para manté-
los vivo. Para a solugdo de Alselver’s, foram pesadas 4,2 g de NaCl, 8,0 g de
citrato trissodico e 20,5 g de glicose, e dissolvidos em 1000 mL de agua destilada.
O pH desta solugéo foi corrigido para 6,1 utilizando uma solugéo de acido citrico
0,5mol L.

Uma solugéo estoque 1 mmol L de ftalocianina de zinco, ZnPC, foi feita

em dimetilformamida e conservada sob refrigeracéo até o momento de uso.
2.2.3 Producao dos lipossomas

Lipossomas unilamelares (LUV) foram produzidos pelo método de injecéo
etandlica, como descrito em experimentagdes prévias. Uma solugéo etandlica de
lipideos contendo a ftalocianina foi rapidamente injetada, por meio de uma seringa

hipodérmica (insulina) de 1 mL, em 10 mL de solug&o salina, mantida a 50-60 °C
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e sob agitagdo. A composicdo da solugdo etandlica variou de acordo com a
natureza do teste, sendo também adicionado colesterol livre e colesterol
esterificado (estearato de colesterol). O excesso de etanol e de ftalocianina nao
incorporada aos lipossomas foi removido por 2 didlises de 1 hora em solugdo
salina. Em trabalhos anteriores demonstrou-se que este procedimento produz
lipossomas de diametro uniforme contendo 80-90% do fotossensibilizador
incorporado na bicamada lipossomal. A concentracao final do fotossensibilizador
€ de 5 umol L'e as suspensdes foram acondicionadas sob resfriamento a 4 °C,
protegidas da luz, até 0 momento de sua utilizacdo, sem adicdo de nenhum
componente extra para sua conservacéo (OLIVEIRA, 2005).

As composigdes lipossomais utilizadas sao descritas a seguir:

e Apenas DPPC:
Sem colesterol - DPPC 150 mg

e 91 (m/m)DPPC/CHOL:
A - DPPC 135 mg/ CHOL 15 mg
B - DPPC 135 mg/ CHOL 10 mg/ CHOL-éster 5 mg
C - DPPC 135 mg/ CHOL 5 mg/ CHOL-éster 10 mg
D - DPPC 135 mg/ CHOL-éster 15 mg

e 7:1(m/m)DPPC/CHOL:
A - DPPC 131,25 mg/ CHOL 18,75 mg
B - DPPC 131,25 mg/ CHOL 12,5 mg/ CHOL-éster 6,25 mg
C - DPPC 131,25 mg/ CHOL 6,25 mg/ CHOL-éster 12,5 mg
D - DPPC 131, 25 mg/ CHOL-éster 18,75 mg

e 51 (m/m)DPPC/CHOL:
A - DPPC 125 mg/ CHOL 25 mg
B - DPPC 125 mg/ CHOL 16,67 mg/ CHOL-éster 8,33 mg
C - DPPC 125 mg/ CHOL 8,33 mg/ CHOL-éster 16,67 mg
D - DPPC 12 5mg/ CHOL-éster 25 mg

25



2.2.4 Preparo das suspensdes de hemacias

Eritrécitos de carneiro foram obtidos de um biotério da Universidade
Federal de Uberlandia, através de punc¢éo venosa, utilizando solugéo de Alsever’s
como anticoagulante e preservante da integridade dos eritrécitos. O sangue
obtido foi conservado sob refrigeracéo a 4° C e utilizado num prazo maximo de 24
horas. Os eritrocitos foram separados do plasma e dos glébulos brancos
(presentes no concentrado superficial), por centrifugacdo a aproximadamente
2000 x g por 10 minutos. O concentrado eritrocitario obtido foi ressuspenso em
solucgo salina (NaCl 0,15 mol L™") e centrifugado novamente por igual periodo. O
processo foi repetido 2 a 4 vezes até obtencdo de um sobrenadante limpido, sem
evidéncias visuais da presenca de hemoglobina.

A partir de uma suspensao inicial a 8% em solugdo salina, foi obtida uma
suspensao final a 0,4%, que ficou armazenada sob refrigeracdo até o momento
de sua utilizacdo, em no maximo 2 horas. A utilizacdo desta concentracéo celular
foi determinada em trabalhos anteriores (FRANCA, 2008)

2.2.5 Determinagao da eficiéncia de encapsulagao

A taxa de encapsulagdo foi determinada através de espectroscopia
eletronica de absor¢c&o molecular (ABS) na regido do visivel no pico maximo de
absorcéo do farmaco encapsulado. A membrana dos lipossomas foi rompida com
etanol e foi realizada a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo molecular (668
nm) dos lipossomas nao dialisados (LND) e dos lipossomas dialisados (LD). A
taxa de encapsulamento foi calculada através da seguinte equacéo:

%encap. = (ABS p/ABS np)*100

2.2.6 Caracterizagao dos lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados através de seu didmetro
hidrodinamico das formulagdes, o indice de polidispersdo e o potencial zeta. As
medidas foram feitas utilizando-se o analisador de particulas e moléculas

Zetasizer Nano ZS.
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2.2.7 Estudo da estabilidade lipossomal

O estudo da estabilidade dos lipossomas foi feito para verificar as
propriedades fisico-quimicas dos mesmos, garantindo a eficiéncia terapéutica em
funcéo do tempo.

As diferentes composicbes de lipossomas foram armazenadas sob
refrigeracéo a 4 °C durante 45 dias, sendo que periodicamente (15, 30 e 45 dias)
pequenas amostras eram retiradas e verificadas sua absorbancia utilizando o

espectrofotometro HACH DR-4000U, em comprimento de onda de 410nm.
2.2.8 Estudo da atividade fotodinamica

As suspensdes de eritrécitos de carneiro foram incubadas, com igual
volume (1 mL) de lipossomas, por um periodo de tempo fixo de 20 minutos em
estufa de cultura mantida a 37 °C, e na auséncia de luz (FRANCA, 2008).

A irradiagcédo das células foi conduzida pelo LED-600 (Figura 8a). O LED-
600 € um equipamento de irradiacdo desenvolvido em trabalhos anteriores do
grupo de pesquisa. Constitui-se de um arranjo 600 diodos emissores de luz de
alto brilho na cor vermelha e com emissao no comprimento de onda 650 nm
aproximadamente (PAULA, 2010). Este equipamento possui diversas opgdes
para fluéncia de luz, pois € composto por diversas plataformas, 0 que garante que
0 usuario possa escolher a quantidade de luz adequada a atingir a amostra. As
placas foram irradiadas em 3 fluéncias diferentes (fluéncias de 14,58 mW cm?
4,44 mW cm?e 2,09 mW cm'z), a fins de comparacdo, em um periodo fixo de 20
minutos (FRANCA, 2008).

Apds o tempo de irradiagdo no LED-600 as células foram removidas
para tubos plasticos de 15 mL de centrifuga e centrifugadas (2000 x g por 10
minutos). Os sobrenadantes foram coletados e submetidos a analise

espectrofotométrica de absorcéo.
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Figura 8: Esquema representativo da rotina metodologica utilizada.

Quando uma hemacia sofre lise (hemdlise), libera para o meio extracelular
seu conteudo interno, que também é rico em hemoglobina. Quanto maior o
ndamero de hemacias que sofre lise, maior serd a concentracdo de hemoglobina
no sobrenadante. A dosagem foi feita por espectrofotometria, baseando-se na
determinacdo da concentracdo de hemoglobina presente no sobrenadante. A
hemoglobina absorve em comprimentos de onda compreendidos entre 520-550
nm, sendo seu pico em 540 nm. As analises foram feitas baseando-se no pico de
absorcao da hemoglobina, 540 nm, em espectrofotémetro HACH DR-4000U
(NAOUM, 2004).

Controles adequados foram feitos com suspensao de eritrocitos incubados
com o fotossensibilizador lipossomal no escuro, mas irradiados nas mesmas
condi¢cdes descritas anteriormente. Sendo assim, um controle com 100% de morte
celular, com suspensao em agua destilada, e um controle com 0% de morte
celular, com suspensdo em salina, foram estabelecidos para critérios de
comparacao. A taxa de morte celular foi dada pela equagéo abaixo, sendo o
resultado dado em percentagem de morte celular ou fotohemdlise.

%Hemolise = (abs amostra - abs 0%) x 100
abs 100%
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Também foram feitos controles no escuro, suspensdo de hemacias mais
fotossensibilizador lipossomal, para todos os experimentos, como forma de
comprovar que a mortalidade celular se da por conta da presenca de luz em
conjunto ao farmaco.

Quanto a avaliagdo de fotohemdlise induzida pelos lipossomas, é
importante citar que existe uma dada mortalidade celular causada pela
manipulacdo da suspenséo celular, a qual € dada 0 nome neste trabalho de 'abs
0%'. Esta é uma referéncia que serve como linha base para a quantidade de
células que s&o rompidas por diversos fatores, tais como: choques mecanicos €
osmoéticos, pipetagem brusca, oxidagdo de proteinas etc. Para que estas células
hemolisadas n&o indiguem um falso positivo, uma média da absorcido hemolitica
realizada em triplicata é feita com células submetidas ao mesmo tratamento de
dissolugao e transferéncias de tubos e subtraida de todas as leituras nos valores

de absorc¢do indicados pelos graficos neste trabalho.

29



2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Irradiancia espectral efetiva

As ftalocianinas sdo conhecidas por terem um destacado rendimento
quantico, acompanhado de uma boa geracdo de oxigénio singleto quando
aplicadas a fotoinativacdo de células, além de estarem dentro da janela
terapéutica (absorvem entre 650 nm e 700 nm). Sendo assim, foram escolhidas
para este trabalho por seu potencial de aplicagdo em tumores e em patégenos de
interesse clinico (OLIVEIRA et al, 2010).

No espectro de absorcao no visivel (Figura 9) a ftalocianina de zinco tem
alta absorgao na regiao do vermelho (600-730 nm), tendo o seu pico proximo a
670 (banda Q). Devido a essa caracteristica, o sistema de irradiagao foi o LED-
600 para utilizacado na fotossensibilizacdo, pois este dispositivo irradia em um
comprimento de onda entre 600-660 nm (PAULA, 2010).
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Figura 9. Em azul, a absortividade molar no visivel da ftalocianina de zinco, ZnPc,
a 5 pmol L'em N,N-dimetilformamida (DMF) versus comprimento de onda em
nandmetros. No eixo secundario a irradiancia espectral efetiva do equipamento
LED600 em 3 diferentes fluéncias luminosas utilizadas nos experimentos
propostos: 17,50 J s™ (vermelho), 5,33 J s (verde) e 2,51 J s7'(lilas).
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No gréfico € possivel observar 3 valores para a irradiancia espectral efetiva
do equipamento de irradiacao utilizado. Estes dados podem ser calculados a
partir do espectro de irradiacdo do conjunto de LED em 3 diferentes distancias da
placa irradiada para a fonte de luz (MENEZES, 2017). Primeiramente foram
verificados os valores de irradiancia para as diferentes distancias, da mais
préxima a mais distante; 14,58 mW cm™, 4,44 mW cm™ e 2,09 mW cm™. A partir
destes valores foi possivel calcular a dose luminosa incidente sobre as amostras
por um periodo de 20 minutos: 17,50 J s, 533 J s' e 2,51 J s'. As doses
luminosas calculadas foram aplicadas nos experimentos de fotohemdolise para a
avaliacdo de diversas composi¢cdes lipossomais. Porém, é importante destacar
que apesar da variacdo entre as distancias propostas ser de apenas de alguns
centimetros, a fluéncia luminosa é influenciada de forma consideravel.

Os LED utilizados conseguem excitar a ftalocianina de zinco com eficacia,
mesmo nao incidindo a luz no comprimento de onda em que se situa o pico de
absorcdo do corante utilizado. Este fato pode ser comprovado pela eficiéncia
fotodinamica dos sistemas lipossomais que sera discutida posteriormente em 4.5.
Porém, ainda é possivel que a utilizagdo das composigdes lipossomais, alinhada
a um sistema de irradiagdo ainda mais adequado, potencialize a atividade
fotodinamica avaliada.

Para dar prosseguimento a este estudo, devido a hidrofobicidade do
fotossensibilizador utilizado, lipossomas com propor¢bes diferentes de

fosfolipidios e colesterol livre e/ou estearato de colesterol foram desenvolvidos.
2.3.2 Taxa de encapsulacao dos fotossensibilizadores

O preparo dos lipossomas por injecéo etandlica foi baseado em estudos
anteriores desenvolvidos no préprio grupo de pesquisa, € se trata de uma
metodologia rapida e eficiente, que dispensa 0 uso de extrusores ou sonicadores.
Uma das principais caracteristicas da metodologia € formar lipossomas com
pequena variagdo em tamanho e com boa taxa de encapsulagdo (OLIVEIRA et
al., 2005).
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A determinacdo da taxa de encapsulacdo € importante, pois avalia a
quantidade de farmaco encapsulado nos lipossomas, sendo determinante na
avaliacdo dos resultados citotoxicos.

A taxa de encapsulagcdo do fotossensibilizador nos lipossomas é
determinada pela dissolucdo total do mesmo em um solvente adequado, neste
caso etanol, e a concentracdo encapsulada € calculada pela razdo entre as
concentrac6es do fotossensibilizador total e livre. As concentracbes podem ser
obtidas por espectrofotometria por absorcido no comprimento de onda especifico
de absorcao do fotossensibilizador proposto, no caso da ftalocianina de zinco
utilizada, 668 nm.

Foram analisadas as taxas de encapsulacédo do corante em lipossomas nas
proporgdes em massa/massa 9:1, 7:1 e 5:1 de DPPC/CHOL, sendo que em cada
propor¢ao variou-se a quantidade de colesterol e estearato de colesterol, partindo
desde formulagbes contendo apenas um dos tipos de colesterol, bem como
utilizando-se da mistura das duas substancias.

Na Figura 10 é possivel observar a taxa de encapsulagdo da ftalocianina
de zinco em 5 formulagdes lipossomais (sem colesterol, A, B, C e D) dentro das 3
propor¢cées DPPC/CHOL propostas.

Neste grafico, observa-se que em concentracdes baixas de colesterol ou
estearato de colesterol como nas proporgdes 9:1, a quantidade de aditivo € baixa
e nao favorece a encapsulacédo do farmaco, sendo estes valores de encapsulagéo
proximos aos encontrados na formulagdo sem aditivo. Sendo assim, a baixa
concentracdo de aditivo ndo € diferencial em acomodar o farmaco na bicamada
fosfolipidica.

Para os lipossomas aditivados com quantidade maior de colesterol livre e
esterificado, os valores apresentam maiores taxas de encapsulagéo. O colesterol
deixa o lipossoma com fluidez adequada e estavel (MARQUARDT et al., 2016), o

que favorece a acomodacéo da ftalocianina de zinco em sua bicamada.
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Figura 10. Taxa de encapsulagdo da ftalocianina de zinco nas 5 composi¢cdes
lipossomais nas propor¢des 9:1, 7:1 e 5:1 DPPC:CHOL na sequéncia: vermelho,
verde e lilas, respectivamente. Em azul a formulagdo contendo apenas DPPC.
(n=3).

Na propor¢ao de maior quantidade de colesterol (5:1), com o aumento da
quantidade de colesterol esterificado € possivel observar que o aumento da
concentracao desta estrutura na membrana diminui a eficiéncia de
encapsulamento. A presenca deste tipo de molécula torna a membrana rigida em
comparagao aos lipossomas com colesterol livre (MOSCA et al., 2011), permitindo
menor alocagado de moléculas grandes como a ftalocianina dentre as bicamadas
lipidicas. Porém, quando reduzimos a concentracao de estearato de colesterol na
estrutura (7:1), ela passa outra vez a ter fluidez suficiente para comportar a
molécula de ftalocianina de zinco em sua estrutura, encapsulando até mesmo
com maior eficiéncia o farmaco.

E importante comentar que as proporgdes molares dentro das composicdes
lipossomais propostas nao sao similares, mesmo que a propor¢ao massa:massa
seja a mesma, a massa molecular do estearato de colesterol (653,12 g mol™) &
significativamente maior que a do colesterol livre (386,65 g mol™). Equiparando-se
as proporcbes molares, seria dificil promover uma comparagdo entre as

formulagdes, ja que ha na estrutura do estearato de colesterol uma longa cadeia
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de 18 carbonos substituinte a hidroxila e que ocupa um volume molecular muito
grande. Estas diferencas estruturais podem ser responsaveis por alteracdes
estruturais no tamanho e carga destes lipossomas e que serao discutidas no

préximo experimento.

2.3.3 Caracterizagao dos lipossomas

Para a caracterizacdo dos lipossomas utilizados, foi feita a analise do
didmetro hidrodindmico e o potencial zeta para as formulacbes lipossomais

propostas relacionadas na tabela a seguir:

Tabela 5: Diametro hidrodinamico (DH/nm) e Potencial Zeta (mV) de formulacdes
lipossomais aditivadas com colesterol ou estearato de colesterol, ZnPC ou apenas
contendo DPPC:

Potencial
Formulagoes DH (nm) Zeta(mV)
DPPC 158.4 -0.678
DPPC + ZnPc 154.2 -0.214
9:1 DPPC/CHOL + ZnPc 196.9 -3.86
7:1 DPPC/CHOL + ZnPc 208.4 6.24
5:1 DPPC/CHOL + ZnPc 311.6 -19.3
9:1 DPPC/CHOL-éster + ZnPc 819.7 -2.71
7:1 DPPC/CHOL-éster + ZnPc 1643.0 -1.13
5:1 DPPC/CHOL-éster + ZnPc 509.4 -8.46

Os resultados da Tabela 5 mostram que os lipossomas seguem o padrao
de tamanho encontrado na literatura para os lipossomas unilamelares grandes
(LUV) e também em consonancia com experimentos realizados pelo préprio
laboratério (OLIVEIRA et at., 2005, FRANCA. 2008), sempre se mantendo em um
tamanho apreciavel para a sua aplicacdo em células. Podemos considerar as
particulas abaixo de 1000 nm as mais viaveis para aplicacédo.

Quando a opcéo de aditivo adicionado ao lipossoma € o colesterol em sua
forma livre, os valores de didmetro hidrodinamico s&o menores comparando-se
aos valores dos lipossomas contendo o colesterol na forma esterificada. O
colesterol livre possui um grupo hidroxila que interage com a parte polar dos

fosfolipidios, fazendo com que sua orientacdo seja paralela em conjunto com as
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moléculas de DPPC vizinhas. Quando este grupo -OH se encontra convertido a
forma de éster, provavelmente a molécula se aloja na porcéao lipidica da
bicamada, ficando sem localizac&o fixa. Este comportamento explica a diferenca
entre os perfis de fluidez das nanoparticulas, bem como a diferengca entre seus
tamanhos, ja que a grande cadeia lipidica do estearato de colesterol contribui
efetivamente para o aumento do dominio lipidico da nanoparticula. O colesterol
livre forma uma membrana melhor organizada, menos fluida e mais bem
estabilizada que o estearato de colesterol, favorecendo estruturas de tamanho
menor (ROG et al., 2009).

Outro parametro importante a ser citado € a carga de superficie encontrada
nos lipossomas. Podemos afirmar que as cargas encontradas nas formulagdes
lipossomais analisadas seguem o padr&o para formulagdes que tém como base o
DPPC em que a ocorréncia de carga negativa € preponderante entre as amostras
(VONARBOURG et al., 2006). A utilizagdo de lipossomas com carga negativa ou
positiva depende de qual sera a célula-alvo, ou se o objetivo da substancia
carregada é ser reconhecida ou ndo pelo sistema imunologico. Nanoparticulas
com carga positiva se comportam melhor como particulas de longo tempo
circulagdo em organismos (Ql et al.,, 2016). Lipossomas com carga negativa se
mostram excelentes sistemas de entrega de farmacos no tratamento contra
bactérias (LI et al., 2016).

A presenca de carga na superficie da membrana, seja positiva ou negativa,
também tem sua importancia ao prevenir que as particulas formem agregados,
aumentando a estabilidade das vesiculas em meio aquoso (RAMEZANPOUR et
al., 2016). Esta estabilidade € verificada no proximo topico abordado nesta

discusséao.

2.3.4 Estabilidade lipossomal

Foram feitos testes de estabilidade com formulagdes lipossomas propostas.
As Figuras 11, 12, e 13 apresentam a estabilidade da vesicula através das
absorbancias em 410 nm das amostras de lipossomas, com ftalocianina de zinco,
nas formulagbes massa/massa 9:1, 7:1 e 5:1 (DPPC:CHOL), respectivamente, em

funcdo do tempo e armazenados sob refrigeragéo (4 °C) por 45 dias.
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Figura 11. Estabilidade das 4 formulagdes lipossomais com ftalocianina de zinco
nas propor¢cdes massa/massa 9:1 DPPC/CHOL. As composi¢cbes lipossomais
com ftalocianina de zinco sao: A (DPPC 135 mg/ CHOL 15 mg), B (DPPC 135 mg/
CHOL 10 mg/ CHOL-éster 56 mg), C (DPPC 135 mg/ CHOL 5 mg/ CHOL-éster 10
mg) e D (DPPC 135 mg/ CHOL-éster 15 mg).
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Figura 12. Estabilidade das 4 formulagbes lipossomais com ftalocianina de zinco
nas propor¢cdes massa/massa 7:1 DPPC/CHOL. As composi¢bes lipossomais
com ftalocianina de zinco sédo: A (DPPC 131,25 mg/ CHOL 18,75 mg), B (DPPC
131,25 mg/ CHOL 12,5 mg/ CHOL-éster 6,25 mg), C (DPPC 131,25 mg/ CHOL
6,25 mg/ CHOL-éster 12,5 mg) e D (DPPC 131, 25 mg/ CHOL-éster 18,75 mg).
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Figura 13. Estabilidade das 4 formulagdes lipossomais com ftalocianina de zinco
nas propor¢cdes massa/massa 5:1 DPPC/CHOL. As composi¢cbes lipossomais
com ftalocianina de zinco sao: A (DPPC 125 mg/ CHOL 25 mg), B (DPPC 125 mg/
CHOL 16,67 mg/ CHOL-éster 8,33 mg), C (DPPC 125 mg/ CHOL 8,33 mg/ CHOL-
éster 16,67 mg) e D (DPPC 125 mg/ CHOL-éster 25 mg).

Com o passar do tempo, os lipossomas perdem sua estabilidade, liberando
o farmaco para o meio e se degradam. Um dos principais motivos para que isto
aconteca €& a atividade de autodegradacdo intermediada pelos
fotossensibilizadores. Mesmo a amostra sendo protegida o maximo possivel da
exposicao a luz, nos pequenos intervalos de tempo em que alguma luminosidade
atinja a amostra, a producao de oxigénio singleto acontece, oxidando o corante e
as estruturas ao seu entorno, como o colesterol (MACHADO, 2000). Estes
produtos da oxidacdo do colesterol desestabilizam a membrana lipossomal,
causando a ruptura da mesma (KERDOUS et al., 2011, KULIG et al., 2016).

Sendo assim, quanto maiores as propor¢des de colesterol, menos estaveis
as membranas serao com o passar do tempo, o que estd de acordo com os
graficos apresentados, ja que os valores de melhor estabilidade sao verificados
nas proporgcdes 9:1 e as formulagées menos estaveis sao as de proporgao 5:1.0s
lipossomas na proporcao 9:1, em geral, mantiveram suas formulacées com

integridade entre 80% e 90%, o que torna esta formulagao lipossomal bastante
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estavel. No caso das formulacbes com maior quantidade de colesterol, a
estabilidade se deu com valores abaixo de 80%.

Os resultados também indicam que os lipossomas aditivados totalmente ou
parcialmente com estearato de colesterol apresentam uma piora na estabilidade
frente as outras formulagdes. Isso provavelmente esta ligado a acomodacédo do
farmaco na bicamada, ja que o colesterol esterificado se encontra completamente
imerso na mesma, aumentando o dominio lipidico e o didmetro da particula e
consequentemente, tornando-a mais instavel. Este comportamento de
aprisionamento de moléculas feito por colesterol e seus derivados em funcéo de
seu perfil apolar ou polar € bem descrito inclusive por métodos de modelagem
molecular (OLSEN et al., 2012, WILKOSZ et al., 2017).

A presenca de colesterol nas formulacbes de lipossomas adequando a
fluidez das bicamadas fosfolipidicas, reduz a permeabilidade e o torna mais
estavel em fluidos biolégicos (KULIG et al., 2015). Este comportamento confere a
estes lipossomas aditivados uma interessante biocompatibilidade para a sua
utilizacdo como sistemas de entregas de farmacos para células-alvo, sendo este

assunto o tema abordado a seguir.

2.3.5 Atividade fotodinamica de ZnPc lipossomal

O sucesso e a efetividade de um evento fotodindmico mediado por
lipossomas dependem de varios fatores como aditivos, fluéncia da luz, e também
a polaridade, concentragdo e rendimento quantico do fotossensibilizador, dentre
outros (BACELLAR et al., 2015). Um dos motivos que determina a escolha destas
condi¢des utilizadas € qual célula-alvo se deseja inviabilizar.

As células escolhidas para este trabalho foram os eritrécitos de carneiro,
por sua facilidade de manuseio, baixo risco biolégico, a desnecessidade do uso
de meios de cultura caros, semelhangas com a membrana de células-alvo de
importancia clinica e também pela sua imediata avaliagdo de mortalidade celular
(OLIVEIRA et al., 2010).

Escolhidos a célula-alvo e a fonte luminosa, experimentos utilizando as
formulagbes lipossomais desenvolvidas foram realizados. O primeiro teste é

descrito na Figura 14 a seguir € mostra a fotohemolise de eritrécitos de carneiro
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quando irradiados juntamente com lipossomas aditivados com ZnPC e colesterol
livre (CHOL).
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Figura 14. Fotohemolise percentual de composigdes lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes proporcoes
massa/massa de fosfolipidio/colesterol: 9:1 (DPPC 135 mg/ CHOL 15 mg), 7:1
(DPPC 131,25 mg/ CHOL 18,75 mg), 5:1 (DPPC 125 mg/ CHOL 25 mg), 3:1
(DPPC 113 mg/ CHOL 38 mg) e 2:1 (DPPC 100 mg/ CHOL 50 mg). Os controles
de escuro foram subtraidos em todos os valores no grafico. Dose luminosa: 17,50
Js™t (n=3).

O colesterol livre possui um grupo -OH que interage com a porgéao polar
das moléculas de fosfolipidios, tornando a membrana menos fluida e mais estavel
(ROG et al., 2009). Esta boa estabilidade mecanica ajuda na incorporagéo de
lipossomas nas membranas de células-alvo e aumenta a quantidade de farmaco
admitido para dentro das células, principalmente através de mecanismos de
endocitose (RAMEZANPOUR et al., 2016).

Sob outra o6tica, a orientacdo do colesterol livre em paralelo com os
fosfolipidios da membrana induz a moléculas com comportamento apolar similar a
se orientarem na mesma posicao (OLSEN et al., 2012). Este posicionamento
provavelmente permite que a ftalocianina de zinco seja transferida mais

facilmente para as hemacias, ja que se localiza mais préxima ao meio aquoso que
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quando no interior da bicamada lipidica, como no caso proposto para os
lipossomas contendo estearato de colesterol e com resultados mostrados Figura
15.
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Figura 15. Fotohemolise percentual de composigdes lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes proporgdes
massa/massa de fosfolipidio/colesterol-éster: 9:1 (DPPC 135 mg/ CHOL-éster 15
mg), 7:1 (DPPC 131,25 mg/ CHOL-éster 18,75 mg), 5:1 (DPPC 125 mg/ CHOL-
éster 25 mg). Os controles de escuro foram subtraidos em todos os valores no
grafico. Dose luminosa: 17,50 J s™'. (n=3).

O colesterol esterificado, seguindo a ldgica inversa aos sistemas
lipossomais com colesterol livre, estaria distribuido na por¢ado mais interna da
bicamada fosfolipidica, consequentemente aprisionando o corante nesta regido. A
presenca de estearato de colesterol no interior da bicamada a torna um meio
ainda mais apolar e congestionado espacialmente, restando a ftalocianina de
zinco, que nao consegue alojar a sua grande estrutura neste entremeio, ocupar os
espagcos mais internos na organizacao dos fosfolipidios. Este tipo de interagéo
entre grupos apolares e polares de moléculas hidrofébicas e a sua disposigéao
espacial em membranas € objeto de estudo de trabalhos de modelagem
molecular que buscam entender o comportamento destas moléculas em sistemas
biolégicos (RAMEZANPOUR et al., 2016, WILKOSZ et al., 2017)
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A posicdo do farmaco na membrana é fundamental para a eficiéncia
fotodinamica, pois até mesmo a distancia percorrida pelo oxigénio singleto, antes
de reagir, pode ser um diferencial neste processo. E conhecido que o raio de
atuacdo e o tempo de vida do oxigénio singleto s&o muito curtos, sendo assim,
quanto mais préoximo o fotossensibilizador estiver de seu alvo, mais eficiente sera
o processo fotodinamico (PAULA, 2010).

Neste contexto, é importante ressaltar que a presenca do colesterol e/ou do
colesterol esterificado muda as caracteristicas de mobilidade de moléculas dentro
da bicamada (MARQUARDT et al., 2016). Quando diferentes formulagbes séo
comparadas, espera-se que para cada uma delas exista uma proporcao em que
melhor o farmaco se acomoda no interior da membrana. Adicionalmente, é
preciso levar em consideragdo que ao variarmos tanto a propor¢édo DPPC:CHOL,
bem como a composicao entre colesterol livre e esterificado, 0 comportamento do
efeito fotodinamico seja bastante diversificado, ja que a mobilidade do farmaco
em cada formulacdo lipossomal sera dependente de como os fosfolipidios se
compactardo e em como o colesterol ou estearato de colesterol estarao
distribuidos na vesicula (MANNOCK et al.,, 2010, MARTINEZ-SEARA et al,,
2010).

Tracando um comparativo entre os 2 experimentos explicitados € notavel
que, as melhores formulacbes lipossomais s&0 a que possuem a proporgcao
massa/massa 5:1 DPPC:CHOL. Embora pareca ldgico que tanto maior a
quantidade de colesterol, livre ou esterificado, melhor fosse a atividade
fotodinamica das particulas lipossomais, esta afirmacdo ndo se garante como
verdadeira, visto que as propor¢des lipossomais 3:1 e 2:1 no caso do colesterol
livre ndo possuem uma apreciavel fotohemadlise. E interessante ressaltar que néo
foi possivel desenvolver tais formulagdes lipossomais utilizando o estearato de
colesterol, pois a baixa solubilidade do mesmo em etanol a quente ndo permite a
adequada injecdo da solucdo etandlica eficiente. Problemas como o entupimento
da seringa durante o procedimento de sintese lipossomal e altos desvios nos
valores obtidos na fotohemolise tornaram a utilizacdo destes resultados inviavel.

Porém, € importante explicitar os resultados das proporgbes lipossomais

com colesterol livre (3:1 e 2:1) n&do utilizadas no experimentos posteriores para
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mostrar que esta concentracdo exacerbada de colesterol ndo garante um boa
eficiéncia para a fotoinativacéo celular.

Como discutido acerca da estabilidade dos lipossomas, 0 oxigénio singleto
€ uma espécie reativa de oxigénio de vida muito curta e com alta tendéncia a
reagir com estruturas em seu entorno que possuam duplas ligacbes, como neste
caso, o colesterol (KERDOUS et al.,, 2011). Estes produtos da oxidagdo do
colesterol desestabilizam a membrana, podendo causar a sua degradacgao
mesmo antes de alguma interacdo com o meio celular (KULIG et al., 2015, KULIG
et al.,, 2016). Sendo assim, uma alta incidéncia de moléculas com insatura¢des
nas imediagdes do fotossensibilizador gera produtos oxidados que nem sempre
teréo valor terapéutico caso n&o estejam proximas de uma célula-alvo (OLSEN et
al., 2012).

Porém, uma quantidade adequada de colesterol, seja livre ou esterificado,
se mostra interessante nestas formulagdes, pois favorece a entrega do farmaco
as células-alvo, ainda que parte das espécies reativas de oxigénio sejam
suprimidas pelas estruturas quimicas no entorno do fotossensibilizador. Este fato
€ indicado pelos resultados da Figura 14, em que a eficiéncia fotodinamica do
sistema lipossomal 9:1 quase se equipara ao sistema lipossomal que ndo possui
o aditivo colesterol. Em seguida, nota-se que ha reduzido aporte do farmaco a
célula-alvo também na propor¢ao 7:1, em relacéo a 5:1.

As formulacdes lipossomais de colesterol livre (CHOL) de propor¢des
inferiores do aditivo no meio lipidico, além possuirem diminuta encapsulacdo do
farmaco frente aos lipossomas mais ricos em colesterol, também tém a sua
estabilidade mecéanica prejudicada (OLIVEIRA et al. 2005, SODT et al. 2014).
Esta diminuicdo da taxa de encapsulacdo ndo € interessante, pois a relagdo em
massa-lipossomal/farmaco torna os lipossomas pouco eficientes no tratamento,
sendo necessario 0 uso de uma grande quantidade de lipossomas para atingir a
dose correta do medicamento a ser ministrado (FRANCA, 2008).

No intuito de compreender melhor a eficiéncia fotodindmica das
formulagbes lipossomais quando na presenca de colesterol livre e esterificado,
foram propostas experimentacbes em que houvesse a mistura das duas
estruturas em diferentes propor¢des. Desta forma, seria possivel entender melhor

a contribuicdo de cada um deles para a eficiéncia fotodinamica.
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Estes testes foram divididos nas 3 séries de propor¢cdo massa/massa: 9:1,
7:1 e 5:1. Porém, em cada grafico € possivel observar a auséncia de colesterol, a
presenca de colesterol livre e de estearato de colesterol, e mais outras 2 misturas
entre os dois tipos de colesterol. As propor¢cdes das massas pesadas para as
formulacbes lipossomais estdo detalhadas na legenda dos graficos, sendo o
primeiro da série, a seguir, a Figura 16 que detalha a fotohemodlise para a

propor¢cdo massa/massa 9:1.
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Figura 16. Fotohemdlise percentual de composi¢des lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes propor¢des
massa/massa de fosfolipidio/colesterol-éster 9:1 (DPPC:CHOL): A - Livre (DPPC
135 mg/ CHOL 15 mg), B (DPPC 135 mg/ CHOL 10 mg/ CHOL-éster 5 mg), C
(DPPC 135 mg/ CHOL 5 mg/ CHOL-éster 10 mg) e D - Ester (DPPC 135 mg/
CHOL-éster 15 mg). Os controles de escuro foram subtraidos em todos os valores

no grafico. Dose luminosa: 17,50 J s, (n=3).

Em baixas concentragcdes n&o € possivel observar alteracbes que sejam
muito significativas para comparar as diferentes formulagcdes. Porém, um dos
pontos importantes a se discutir € que com 0 aumento da quantidade de estearato
de colesterol no meio lipidico, ha um leve favorecimento para a fotohemélise. A
eficiéncia fotodinamica maior, para este caso, pode ser melhor entendida levando-

se em consideracdo que a contribuicdo do estearato de colesterol para a
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estabilidade da estrutura € maior, ja que esta molécula possui uma longa cauda
lipidica de 18 carbonos.

Um estudo mostra que alteragdes no grupamento -OH da molécula de
colesterol afeta par@metros como estabilidade da membrana, area por fosfolipidio,
densidade da membrana, orientacdo e movimentacdo do colesterol e seus
derivados na membrana e também angulos torcionais na cabec¢a polar dos
fosfolipidios em relacdo & suas cadeias lipidicas (ROG et al., 2009). Porém,
nenhum estudo aprofundado sobre a contribuicdo de moléculas esterificadas de
colesterol para membranas fosfolipidicas foi realizado ainda.

Na Figura 17 s&o apresentados os resultados para a fotohemolise da
composicdo lipossomal sem colesterol e também de massa/massa 7:1 de 2
diferentes misturas entre colesterol livre e estearato de colesterol, bem como
formulacdes que contenham apenas um dos aditivos.

Estes resultados indicam que as formulagdes mais eficientes desta série
s80 aquelas em que ocorre a mistura dos dois aditivos (C e D), mostrando que ha
contribuicdo das duas estruturas na estabilidade da membrana e também para o
aporte do farmaco a célula. Mas é importante citar que, em geral, os valores para
taxa de mortalidade encontradas nesta série de experimentos 7:1 foram maiores
que as taxas obtidas na séria 9:1, mostrando que o aumento da quantidade de
colesterol, livre ou esterificado, acarretou em uma tendéncia de aumento de
fotohemolise.

Mesmo diante de tais evidéncias, mais estudos e experimentagcbes
detalhadas s&o necessarios para compreender aprofundadamente a contribuigdo
de cada uma das estruturas de colesterol para as propriedades apresentadas

pelos lipossomas.

44



Formulagdo 7:1

100
90
80
70
60

50
40
30
20
3= =
0

A (livre) D (éster)

Hemolise (%)

colesterol

Composicao lipossomal

Figura 17. Fotohemdlise percentual de composi¢des lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes propor¢des
massa/massa de fosfolipidio/colesterol-éster 7:1 (DPPC:CHOL): Livre (DPPC
131,25 mg/ CHOL 18,75 mg), B (DPPC 131,25 mg/ CHOL 12,5 mg/ CHOL-éster
6,25 mg), C (DPPC 131,25 mg/ CHOL 9,375 mg/ CHOL-éster 9,375 mg) D (DPPC
131,25 mg/ CHOL 6,25 mg/ CHOL-éster 12,5 mg) e Ester (DPPC 131, 25 mg/
CHOL-éster 18,75 mg). Os controles de escuro foram subtraidos em todos os

valores no grafico. Dose luminosa: 17,50 J s (n=3).

Com o aumento da quantidade de colesterol nas estruturas estudadas, o
perfil de fotohemdlise também foi alterado de forma a favorecer a fotohemolise
causada pelas formulagdes ricas em colesterol na forma livre. Estes resultados
sd8o apresentados na Figura 18, em que sado relacionadas as formulacdes
lipossomais na série massa/massa 5:1 em quantidades exclusivas de colesterol
livre e esterificado, 2 misturas destas substancias, bem como a formulagéo
lipossomal contendo apenas DPPC.

E possivel notar com clareza neste experimento que em maiores
concentracbes de colesterol livre (A) na membrana fosfolipidica, a taxa de
mortalidade celular supera qualquer outro experimento de fotohemolise proposto
neste trabalho, mesmo quando ainda misturado com pequenas propor¢des de

estearato de colesterol (B).
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Figura 18. Fotohemdlise percentual de composi¢des lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes propor¢des
massa/massa de fosfolipidio/colesterol-éster 5:1 (DPPC:CHOL): Livre (DPPC 125
mg/ CHOL 25 mg), B (DPPC 125 mg/ CHOL 16,67 mg/ CHOL-éster 8,33 mg), C
(DPPC 125 mg/ CHOL 8,33 mg/ CHOL-éster 16,67 mg) e Ester (DPPC 125 mg/
CHOL-éster 25 mg). Os controles de escuro foram subtraidos em todos os valores

no grafico. Dose luminosa: 17,50 J s, (n=3).

Como discutido em diversas ocasides neste trabalho, € inegavel concluir
que a participacdo do colesterol em sua forma livre neste sistema lipossomal
contribui para que a membrana da vesicula seja tanto resistente mecanicamente,
quanto possua maior afinidade com membranas celulares, facilitando a entrega
do farmaco. Ainda assim, é interessante ressaltar que um trabalho recente
demonstra que membranas aditivas com colesterol livre, em especifico, sado
capazes de se organizar de forma tal em que seja possivel uma orientacédo
estérica de um farmaco, mantendo-0 numa posi¢céo dentro da bicamada em que a
sua liberacédo seja facilitada (WILKOSZ et al., 2017).

Consta nas préximas discussdes desta tese, experimentos que confirmem
como o colesterol livre pode contribuir para uma melhor entrega da ftalocianina de
zinco, porém com uma abordagem computacional a nivel molecular, em que
seréo tratadas estas caracteristicas discutidas na parte experimental procedida

em meio in vitro.
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2.3.6 Influéncia da irradiancia na atividade fotodinamica de ZnPc lipossomal

A fonte de irradiacdo utilizada frente a fotoinativacdo celular € um
importante componente a ser avaliado por serem diversas as variaveis envolvidas
em sua utilizagdo. Comprimento de onda adequado, intensidade luminosa e
temperatura do sistema devem ser ajustados para uma melhor eficiéncia
fotodinamica.

O sistema de irradiagéo utilizado foi o LED600, um aparelho com 600
diodos de luz, que irradia em um comprimento de onda de 650 nm. Este
equipamento possui peculiaridades muito interessantes para o procedimento
proposto, pois irradia em faixa de comprimentos de onda bem restrita e ao
contrario de outros equipamentos baseados em lampadas haldégenas, ndo aquece
a amostra na regido do comprimento de onda do infravermelho. Além de possuir
um invélucro metalico que protege a amostra da interferéncia da luz externa,
ainda permite que a amostra fique a diversas distancias da fonte luminosa,
podendo-se avaliar a fluéncia luminosa que atinge a amostra. Sua fonte
energética também permite a regulagem de corrente que passa no circuito da
placa de LED, o que permite uma boa precisdo na dosagem de luz que o
equipamento emite.

A fotoinativacdo celular para as diferentes formulacSes lipossomais de
ftalocianina de zinco, aditivadas com colesterol livre nas propor¢cbes em
massa/massa 9:1, 7:1 e 5:1 de DPPC:CHOL foram avaliadas em trés fluéncias
diferentes, como mostra a Figura 19.

A variagdo da fluéncia de luz no experimento com as formulagcbes
lipossomais contendo colesterol livre se mostrou diferencial para a eficiéncia da
inativacdo fotodindmica dos eritrocitos, principalmente na proporgédo 5:1. Os
maiores valores para a fotohemdélise das células s&o observados para as duas
maiores fluéncias luminosas. Este fato pode ser explicado n&o sé pela maior taxa
de encapsulacdo das formulacées que possuam a maior quantidade de colesterol,
mas também pela disponibilidade do farmaco em ser fotossensibilizado
(WILKOSZ et al., 2017).
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Figura 19. Fotohemodlise percentual de composigdes lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes proporcoes
massa/massa de fosfolipidio/colesterol: 9:1 (DPPC 135 mg/ CHOL 15 mg), 7:1
(DPPC 131,25 mg/ CHOL 18,75 mg) e 5:1 (DPPC 125 mg/ CHOL 25 mg). Em
cada uma das sequéncias azul, vermelho e verde representam as doses
luminosas 17,50 J s, 5,33 Js™ 2,51 J s, respectivamente, no equipamento de
irradiacdo LED600. Os controles de escuro foram subtraidos em todos os valores

no grafico. (n=3).

Avaliando-se a fotoinativacdo celular para diferentes formulagoes
lipossomais de ftalocianina de zinco, aditivadas com estearato de colesterol, os
resultados da Figura 20 mostram as propor¢gdées em massa/massa 9:1, 7:1 e 5:1
de DPPC:CHOL-éster em trés fluéncias diferentes.

Antes de qualquer discussao acerca da fotohemolise causada por estas
formulagdes lipossomais, € importante citar que os lipossomas utilizados nestes
experimentos apresentaram citotoxicidade mesmo no escuro. Para que
pudéssemos avaliar apenas a fototoxicidade, estes valores foram subtraidos nos
valores finais da taxa de mortalidade celular explicitada na Figura 20. A
explicacao para tal fato ndao péde ser investigada a fundo, sendo necessario um
experimento especifico para a determinagdo da citotoxicidade do estearato de

colesterol para hemacias de mamiferos e outros modelos celulares.
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Figura 20. Fotohemolise percentual de composigdes lipossomais de ftalocianina
de zinco na auséncia (DPPC 150 mg) ou na presenca de diferentes proporgdes
massa/massa de fosfolipidio/colesterol-éster: 9:1 (DPPC 135 mg/ CHOL-éster 15
mg), 7:1 (DPPC 131,25 mg/ CHOL-éster 18,75 mg), 5:1 (DPPC 125 mg/ CHOL-
éster 25 mg). Em cada uma das sequéncias azul, vermelho e verde representam
as doses luminosas 17,50 J s, 5,33 J s e 2,51 J s, respectivamente, no
equipamento de irradiagdo LED600. Os controles de escuro foram subtraidos em

todos os valores no grafico. (n=3).

Comparando-se a eficiéncia do tratamento em baixas fluéncias de luz, é
possivel observar que a intensidade luminosa nao altera de forma significativa a
fotohemoélise na medida em que a composicao do lipossoma se altera nas
formulagbes contendo estearato de colesterol para formulagdes com colesterol
livre.

Mas quando analisamos o mesmo evento em altas fluéncias de luz, é
indicado que estes valores reduzem significativamente nestas formulagdes em
relacdo ao indicado com o colesterol livre (Figura 19). Levando-se em
consideragcdo a posicionamento do farmaco na bicamada, é possivel que a
intensidade de luz incidente na amostra nao seja suficiente para promover um
forte evento fotodindmico quando o fotossensibilizador esta aprisionado no interior
da bicamada (MOSCA et al., 2011).
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Simulacido computacional de membranas contendo
ftalocianina de zinco

Capitulo 3
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3.1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1.1 Justificativa

Na literatura consta uma série de estudos que dissertam sobre a
importancia do colesterol em membranas bioldgicas, sejam em suas propriedades
estruturais ou em parametros fisico-quimicos (ROG et al., 2008, 2009, 2014,
RAMEZANPOUR et al., 2016). Porém ainda s&o poucos os estudos envolvendo a
participacdo deste esterol em sistemas de membranas com farmacos usando
campo de forca OPLS-AA.

A proposta do trabalho desenvolvido neste capitulo se pauta na
necessidade buscar um melhor entendimento acerca das interagdes entre a
ftalocianina de zinco e a membrana de DPPC/Colesterol, e que esclare¢cam
questionamentos acerca do posicionamento espacial e mobilidade do farmaco

dentro de uma bicamada.

3.1.2 Objetivo geral

O objetivo principal foi investigar através de simulagbes computacionais por
dindmica molecular o comportamento da ftalocianina de zinco em bicamadas de

DPPC aditivadas ou ndo com colesterol.

3.1.3 Objetivos especificos

e Parametrizar no campo de forca OPLS-AA as moléculas de DPPC e
Colesterol;

e Desenvolver 2 sistemas de bicamadas contendo DPPC na presenga e
auséncia de colesterol;

o Definir o perfil de densidade dos sistemas de membranas montadas;

e Avaliar a mobilidade da ftalocianina de zinco dentro de bicamadas de
DPPC com ou sem colesterol;

e Avaliar as interagGes entre a ftalocianina de zinco e o colesterol dentro de

bicamadas fosfolipidicas.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Desenho e otimizagao estrutural

Para os estudos realizados na etapa computacional desta tese foi
necessario obter os parametros e topologias no campo de for¢ca das moléculas
utilizadas nos sistemas de membrana propostos. As estruturas moleculares do
fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), colesterol (CHOL) e ftalocianina de
zinco (ZnPC) foram desenhadas no software GABEDIT 2.4.8 (ALLOUCHE, 2011)
e otimizadas as estruturas através de calculos quéanticos realizados no programa
ORCA 3.0.3 (NEESE, 2011). Neste calculo ab initio no método de Hartree-Fock
foi utilizado como conjunto de bases o 6-31G*. Também foi ajustado o potencial
eletrostatico classico da molécula através do RESP (Restrained Electrostatic
Potential) no programa NWCHEM 5.1 (VALIEV et al., 2010).

3.2.2 Sistemas simulados

Dois sistemas foram propostos para os estudos de dindmica molecular:
e Sistema S1:
- 128 moléculas de DPPC;

- 1 molécula de ZnPC.

e Sistema S2:
- 80 moléculas de DPPC;
- 54 moléculas de CHOL;

- 1 molécula de ZnPC.

As caixas de simulacdo utilizadas em ambos os sistemas continham as
medidas 4,942 nm x 4,942 nm x 10,784 nm, totalizando um volume final de
aproximadamente 263,3 nm>.

As topologias utilizadas foram adaptadas de estudos anteriores em
composicdes de membrana semelhantes aos sistemas S1 (JAMBECK e
LYUBARTSEV, 2012) e S2 (WENNBERG et al., 2012), porém resolvidos em

campos de forca distintos.
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Ambos os sistemas foram solvatados explicitamente com moléculas de
agua TIP4P.

3.2.3 Dinamica molecular

Na simulagéo por dindmica molecular o pacote computacional GROMACS
verséo 5.1.4 (HESS et al.,, 2008) foi utilizado baseando-se no campo de forga
OPLS-AA (Optimized Potencials for Liquids Simulations - all atom) (JORGENSEN
et al., 1996).

Os sistemas S1 e S2 foram minimizados em sua energia com o algoritmo
steepest descent (QIAN, 1999) em 4 etapas de 1000 passos totalizando 10 ns,
em temperaturas progressivas de 50, 150, 298 e 310 K. Este algoritmo é
importante para a termalizacéo do sistema, para evitar artificialidades no sistema.

Por fim, foram realizadas as simula¢des por dindmica molecular em 50.000
passos totalizando 50 ns utilizando ensemble NPT (isotérmico e isobarico) a 310
K e 1 bar. Outros paréametros utilizados foram a utilizacdo de interagdes
eletrostaticas e de van der Walls utilizando um raio de corte de 1,5 nm. As
contribuicdes eletrostaticas de longa distancia foram tratadas com o método PME
(Particle Mesh Ewald). Taxa de compressibilidade de 4,5.10° bar' em pressao
mantida a 1 bar pelo acoplamento do barostato de Berendsen e temperatura
mantida a 310 K através do termostato v-rescale.O integrador utilizado foi o /eap-

frog em intervalo de tempo de integragédo de 2 fs.

3.2.4 Ferramentas computacionais para analise de dados
3.2.4.1 Densidade

E bastante comum encontrar em trabalhos computacionais envolvendo
membranas, graficos de perfil de densidade para a distribuicdo de massa em uma
membrana. O programa 'gmx density’, encontrado dentro do pacote GROMACS
bem como todos os programas ‘gmx’, calcula a densidade de massa dos grupos e
€ capaz de gerar um grafico desta densidade em relagdo a um eixo de caixa. Isto

€ util para observar a distribuicdo de grupos ou atomos através da interface.
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O 'gmx densmap' calcula mapas de densidade em duas dimensdes do
sistema avaliado. A analise padrdao € um mapa de densidade para um grupo
selecionado de atomos no plano x-y. Trés grupos devem ser fornecidos, os
centros de massa dos dois primeiros grupos definem o eixo ea terceira define o

grupo de analise.
3.2.4.2 Volume médio de membrana

O calculo do volume médio da membrana é realizado pelo conjunto de
ferramentas contidas no programa 'gmx sasa' na qual é aplicado o método de
rede cubica dupla (EISENHABER et al., 1995). O método de rede cubica dupla
(double cubic lattice method - DCLM) €& uma aproximagao para calcular
numericamente areas de superficie molecular (tal como a superficie acessivel a
solventes - SAS - ou de Van der Waals) e o volume e compacidade de montagens

moleculares.

3.2.4.3 Raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) e raiz quadrada
da flutuacao quadratica média (RMSF)

A raiz quadrada do desvio quadratico médio (root mean square deviation -
RMSD) de certos atomos de uma molécula em relagcdo a uma estrutura de
referéncia pode ser calculada com o programa 'gmx rms'(MAIOROV e CRIPPEN,

1995). A RMSD pode ser obtido a partir da seguinte equacao

N
RMSD (t3,t) = [ D my Ir(t:) — r(t)I]2
i=1

N
onde M= Zmi corresponde a somatoria da massa de todos os N atomos da
i=1

molécula e 7(t) é a posigdo do atomo i no tempo t.

A raiz quadrada da flutuagéo quadratica média (root mean square flutuation
- RMSF) calcula a variagdo média das posi¢coes atdmicas na trajetéria e pode ser
obtida pela ferramenta 'gmx rmsf' do pacote computacional e pode ser obtida pela

equacgao
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RMSFi = [= ) () - il |2
j=1

onde, 7i(j) sao as coordenadas do i-€simo atomo no passo de tempo j, risdo suas

posicdes médias e T € o tempo expresso como 0 humero de passos da simulagao

(NAMBA et al., 2008).
3.2.4.4 Deslocamento quadratico médio (mean square displacement - MSD)

A ferramenta responsavel por realizar este calculo € a 'gmx msd' em que é

utilizada a relacao de Einstein para movimentos brownianos em um sistema
bidimensional homogéneo. O coeficiente de difusao lateral D, pode ser definido

através da seguinte forma:

Diat = Jim 2 (r(t +7) = 7(®)°),

2
em que ((r(t+71)—7(1))") & o desvio quadratico médio do centro de massa da
molécula, t € o tempo final e T é o tempo inicial (HOCKNEY e EASTWOOD, 1988).

55



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fidelidade na predicéo e analise computacional do comportamento de um
farmaco em um sistema de membrana, em parte, esta intrinsecamente ligada ao
campo de forga utilizado para realizar os calculos da dinamica molecular. No caso
do sistema proposto neste trabalho, todas as simulacbes foram feitas sob as
mesmas condigbes aplicando-se o campo de forca OPLS-AA, em que sé&o
levados em consideracdo todos os atomos do sistema. Esta metodologia, em
comparacdo as metodologias com atomos de hidrogénio implicitos, gera
resultados mais precisos € ainda mais proximos de valores obtidos
experimentalmente. Apesar do custo computacional maior, o0 campo de forca
OPLS-AA também foi escolhido por n&o serem frequentes os trabalhos
envolvendo biomembranas utilizando este nivel de detalhamento (LYUBARTSEV
e RABINOVICH, 2016).

Neste trabalho foram montados dois sistemas de possibilitando indicar o
melhor resultado experimental, encontrado nas formulagdes lipossomais contendo
DPPC:colesterol livre na propor¢do massa:massa 5:1, com a formulagdo
lipossomal sem colesterol. Sendo assim, a composi¢ado da membrana montada
para as simulagbes varia entre a composicdo DPPC+ZnPC (S1) e
DPPC+CHOL+ZnPC (S2).

Para avaliar a contribuicdo de cada substancia na distribuicdo de massa na
membrana lipossomal, foram analisados os perfis de densidade de massa dos
diferentes componentes moleculares ao longo do eixo perpendicular a bicamada
fosfolipidica e descritos nas Figuras 21b e 21c.

Nos graficos € possivel observar em preto a densidade total do sistema
com excecdo ao solvente (H20). A linha que segue abaixo, em vermelho, é a
contribuicdo do fosfolipidio (DPPC) para a densidade. E importante indicar que o
perfil de distribuicdo de DPPC do sistema S2 em comparagéo com o sistema S1 é
bastante diferente. Este comportamento pode ser explicado pela ordenacéo que a
presenca do colesterol provoca na organizacdo da bicamada. Em geral, os
sistemas de fosfolipidios saturados que n&o possuem colesterol em sua
composicdo se mantém de forma desorganizada e n&o apresentam suas caudas
carbdnicas alinhadas em paralelo (RITWISET et al., 2016).
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Figura 21. (a) Representacdo atomistica da configuracao inicial do sistema S1
solvente/bicamada/solvente. Perfis de densidade de massa dos diferentes
componentes moleculares ao longo do eixo perpendicular a bicamada

fosfolipidica no sistema S1 (b) e S2 (c).
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Tanto no grafico 21b quanto no grafico 21c, o perfil de densidade de massa
a ftalocianina de zinco nos sistemas indica que ela permanece
predominantemente no dominio lipidico da membrana, nao apresentando
tendéncia em migrar para as proximidades polares da bicamada. Este resultado
estd de acordo com a baixa solubilidade do farmaco em agua e a também
confirma a sua apreciavel taxa de encapsulacado em formulagées lipossomais.

O perfil de densidade encontrado no sistema S2 também mostra que o
colesterol se encontra acomodado em regides ligeiramente internas em relagao

ao DPPC, na bicamada lipidica. Este perfil pode ser explicado pela Figura 22:

Figura 22: Representacao atomistica de fosfolipidios vizinhos no sistema S1 (A) e
de fosfolipidio vizinho & molécula de colesterol livre no sistema S2(B). Atomos de
carbono em verde, oxigénio em vermelho, hidrogénio em branco, nitrogénio em

azul e fésforo em marrom.

Neste comparativo € possivel observar que o alinhamento das cadeias
carbbnicas no sistema S1 & desorganizado e aleatério, em relacao ao perfil
encontrado no sistema S2. O colesterol € capaz de ordenar o alinhamento das
caudas lipidicas da molécula vizinha pela interacao entre o grupo hidroxila que
interage com a subunidade polar dos fosfolipidios (em destaque na Figura 22b) e
o seu dominio apolar volumoso organiza as cadeias carbénicas vizinhas através
de interacées de Van der Waals (ROG et al., 2009). A interagdo das regides
polares dessas biomoléculas faz com que essa regiao polar da molécula de

DPPC sofra uma torcdo de seu angulo (tilf angle) em relagdo as cadeias
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carbbnicas, sendo que esta intensa restricdo de movimento também contribui
para que o sistema S2 seja mais organizado (PASENKIEWICZ-GIERULA et al,,
2016).

Outro indicio que comprova a maior organizagédo da membrana no sistema
S2 € o volume ocupado pela mesma no espago da caixa. Este volume é ditado
principalmente pela espessura da membrana (KHAJEH e MODARRESS, 2014) e

tem seus valores apresentados, em funcao do tempo, na Figura 23.
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Figura 23. Média da variacdo de volume da bicamada fosfolipidica em fun¢&o do

tempo de simulagdo (ns). Em preto o sistema S1 (DPPC+ZnPC) e em vermelho o
sistema S2 (DPPC+CHOL+ZnPC).

Ao contrario dos perfis de densidade que foram apresentados nos
resultados discutidos anteriormente, o grafico da Figura 23 ndo apresenta a
variacdo média do sistema, mas sim em fun¢&o do tempo. Entre 40 ns e 50 ns é
observado um comportamento de aumento brusco no volume no sistema S2, pois
a membrana sofreu readequacbes espaciais em funcdo da distribuicdo e
organizacdo do colesterol no sistema. Estes eventos serdo discutidos
conjuntamente com a mobilidade do colesterol e da ZnPC.

Apesar de ambos os sistemas apresentarem uma oscilacdo nos valores
encontrados para o volume da membrana, foi possivel calcular o volume médio do
sistema S1 (Vmsy = 47,3348+3,4778 nm>) e S2 (Vmsz = 62,0731 +4,8014 nm?>).
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Com os valores encontrados foi possivel concluir que o maior grau de
organizagdo do sistema S2 reflete em um volume médio aumentado para o
sistema da bicamada, bem como citado na literatura em outros sistemas
montados com fosfolipidios diversos(KHAJEH e MODARRESS, 2014). A
capacidade do colesterol de compactar os fosfolipidios em arranjos diminui o
volume ocupado por cada molécula de DPPC, mas por outro lado torna a
espessura da bicamada maior, fato este observado nas Figuras 12b e 12c em que
as espessuras totais dos sistemas S1 (= 6 nm) e S2 (= 7 nm) puderam ser
aferidas, bem como o intersticio entre os fosfolipidios em S2 aparece mais
pronunciadamente.

Outra analise importante acerca da organizagédo dos 2 sistemas de
bicamadas estudados é o que chamamos de root mean square flutuation (RMSF),
ou 0 que em uma traducdo direta seria a 'raiz quadrada da flutuagdo quadratica

meédia’, e que € indicada no grafico da Figura 24, a seguir.
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Figura 24. Raiz quadrada da flutuagdo quadratica média (RMSF/nm) para os
atomos de cada sistema proposto, excluindo-se o solvente. Em preto o sistema
S1 (DPPC+ZnPC) e em vermelho o sistema S2 (DPPC+CHOL+ZnPC).

Pode-se dizer que esta analise calcula a média de variagdo de posicéo de

cada atomo que esteja presente no sistema estudado. Neste caso, os valores de
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variacdo dos atomos do solvente ndo sdo considerados, mas sim apenas do
sistema lipidico.

E visivel, no grafico da Figura 24, que para o sistema S1 os atomos da
bicamada flutuaram em posicdo de forma mais frequente e intensa que no
sistema S2, visto que os valores de maximo encontrados para a membrana sem
colesterol s&o mais pronunciados, chegando até mesmo a 4 nm. Mais uma vez a
explicacdo para este fato estda no grau de liberdade de movimentacédo para as
caudas lipidicas e no quao organizado o sistema S2 se tornou com a presenga do
colesterol.

E imprescindivel observar que todas as caracteristicas discutidas até aqui
sdo importantes para predizer e justificar o comportamento da eficiéncia
fotodinamica encontrado nos diversos lipossomas estudados experimentalmente
neste trabalho. Para analisarmos melhor o comportamento da membrana em
relagdo ao farmaco encapsulado, pardmetros como a mobilidade, disposicéo e
interacéo da ZnPC s&o primordiais para o entendimento de como o farmaco pode
ser mais efetivo em um sistema em detrimento de outro (AZIZI e KOLI, 2016).

Na avaliagcdo da mobilidade do farmaco na bicamada podemos citar a
difuséo lateral, calculada com a ferramenta mean square displacement (MSD), em
que € possivel avaliar o quanto a molécula analisada se deslocou em um plano.

A mobilidade do farmaco na membrana pode ser diferencial para o0 sucesso
de sua transferéncia do transportador para a célula-alvo. A capacidade de uma
molécula em se difundir por dentre uma bicamada fosfolipidica aditivada com
colesterol é diretamente ligada a propor¢éo molar entre DPPC:CHOL, bem como
a temperatura do sistema (MARQUARDT et al., 2016).

A Figura 25 mostra a difusdo lateral da ftalocianina de zinco em uma
membrana contendo apenas DPPC e outra contendo a combina¢do de DPPC e
colesterol livre.

De acordo com o grafico, claramente a mobilidade maior da ZnPC
acontece no sistema aditivado com CHOL, principalmente a partir de 30 ns, em
que € possivel observar uma grande variagdo na difusdo neste sistema. A
reducdo apresentada para S2 a partir de 43 ns ndo se trata de que a mobilidade
foi reduzida, mas sim que a molécula regrediu em sua trajetéria, porém

apresentando uma grande mobilidade ainda sim.
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Figura 25. Difus&o lateral (MSD/an) no plano para ZnPC contida cada sistema
proposto em fung¢do do tempo (ns). Em preto o sistema S1 (DPPC+ZnPC) e em
vermelho o sistema S2 (DPPC+CHOL+ZnPC). Valores para o coeficiente de
difus3o lateral encontrados foram: Ds1 = 0,174e* cm? s (£ 0,011) eDsz = 5,471e™
cm?s™ (£ 0,754).

Em geral, com a presenca do colesterol e a reducdo da fluidez € de se
esperar que a mobilidade das moléculas do sistema seja reduzida com a maior
organizacdo da bicamada lipidica. E o que acontece na maioria das simulacdes
realizadas para moléculas diversas em bicamadas lipidicas (KHAJEH e
MODARRESS, 2014). Porém, neste caso os resultados indicaram justamente o
contrario: a presenca do colesterol favoreceu fortemente a mobilidade da
ftalocianina de zinco.

Uma das explicagbes pode estar na planaridade da molécula de
ftalocianina de zinco, visto que o deslocamento apresentado pelo farmaco se deu
em maior parte através de um dos eixos do plano da membrana, tal como
explicitado na Figura 26 e descrito em sua legenda. A organizacdo da membrana
faz com que haja menor impedimento para locomogéo da ZnPC, sendo que no
sistema S1 as duas caudas lipidicas estdo abertas em angula¢des que impedem

a permeabilidade do corante por dentre os fosfolipidios.
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Figura 26: Mapa da distribuicdo densidade de massa da molécula de ftalocianina
de zinco no plano da membrana ao longo de 50 ns de simulacado.Na esquerda (a)
o sistema S1 e na direita (b) o sistema S2. Quanto mais intensa a coloragao,
maior a quantidade de tempo em que a molécula se fez presente nestas
coordenadas. A posicao referente ao ponto de partida (t = 0 ns) da ZnPC nos

sistemas é central com orientacao paralela ao eixo 'y".

A distribuicdo de densidade indicada na Figura 26 mostra que a
movimentagdo da ftalocianina de zinco varreu uma area maior do plano da
bicamada lipidica do sistema S2, chegando até mesmo a cruzar a borda da caixa.
Enquanto no sistema S1 o farmaco permaneceu nas mesmas imediagdes em que
foi colocado nas condigées iniciais. E valido ressaltar que em ambos os casos as
moléculas foram posicionadas nas mesmas coordenadas dentro da caixa.

Esta maior mobilidade do farmaco na membrana simulada pode estar
diretamente ligada ao fato das formulagbes contendo colesterol serem mais
efetivas na entrega do farmaco e eficiéncia fotodinamica

Mais um importante aspecto a ser comentado seria a avaliagdo do RMSD
(root mean square deviation) que poderia ser traduzido como 'raiz quadrada do
desvio quadratico médio', ou seja, o quanto a estrutura de uma molécula flutuou

em um dado tempo. O grafico da Figura 27 a seguir representa a flutuagcao
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(RMSD) da ftalocianina de zinco dentro dos sistemas contendo apenas DPPC

(S1) e também DPPC+CHOL (S2), em fungéo do tempo de simulagéo.

61
. —S1
54 —S2 “
] H )
o 4 4 ‘ ‘\W | AL b
5 1 1 _W“r "y Mn‘
n 1 )\“ |
5 2 uth
14
O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tempo (ns)

Figura 27. Raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD/nm) para ZnPC
contida cada sistema proposto em funcdo do tempo. Em preto o sistema S1
(DPPC+ZnPC) e em vermelho o sistema S2 (DPPC+CHOL+ZnPC).

Levando-se em conta a estrutura planar e rigida da ftalocianina de zinco,
este estudo apresenta pequena variacdo do comportamento do farmaco em um
comparativo entre os dois sistemas propostos. No sistema S1 a molécula possui
um grau de liberdade maior em relacdo a um sistema mais rigido e compactado
como o sistema S2, sendo assim, os valores encontrados para RMSD da
ftalocianina de zinco s&o ligeiramente maiores.

Um comportamento amplamente discutido acerca da posi¢édo do colesterol,
e também seus analogos, em camadas fosfolipidicas é o flip-flop'. Este
acontecimento é a alternacdo da posicdo do colesterol na membrana, quando
este passa da parte interna para a externa na bicamada, ou vice-versa. Este € um
evento que acontece frequentemente, porém de forma muito rapida, em meio
bioldgico e também observado ndo sé em experimentagdes in vitro, como também
em simulagdes computacionais (ROG, 2008).

Na dinamica molecular realizada no sistema S2 foi possivel ndo soé

observar esta inversdo de posicdo, mas também analisar a influéncia da
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ftalocianina neste acontecimento. Uma destas ocasifes pode ser observada na
Figura 28, em que é demonstrada a posi¢ao inicial de uma molécula de colesterol
que em seguida entra em processo de flip-flop, mas € impedida pela presenca da

ZnPC na bicamada.

Figura 28. Representacdo atomisticado sistema S2 em que sdo omitidas as
moléculas de solvente e de DPPC. Em (a), t = 0 ns, e todas as moléculas estao
na posicao inicial. Em (b) t = 50 ns. Em destaque a molécula de colesterol que

entra em processo de flip-flop".

O 'flip-flop' € um evento muito rapido e extremamente dependente da
composicao da membrana. Estudos mostram que em bicamadas pobres em
colesterol esta alteracdo na orientagdo de uma molécula de colesterol dura cerca
de 20ns. Porém, com o aumento da quantidade de colesterol, este tempo pode
ser aumentado, devido as forgcas de interacao que acontecem com moléculas de
colesterol vizinhas (BENNETT et al. 2009).

Na representagao da Figura 28 €& possivel perceber uma interacédo que
ocorre entre a ftalocianina de zinco e o colesterol que estd em transicdo de
posicao. Esta interacao foi possivel ser observada logo no inicio da dinamica
molecular e permaneceu até o final da simulagdo. Foram mais de 40 ns de
interacdo, sendo que a partir de 45 ns, uma segunda molécula de colesterol que
havia entrado em processo de inversao de posicao na bicamada também passou

a interagir com a ftalocianina de zinco, assim como demonstrado na Figura 29.
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Figura 29. Representacdo atomistica do sistema S2 em que s&o omitidas as
moléculas de solvente e de DPPC. Em (a), t = 10 ns, e todas as moléculas estao
na posicao inicial. Em (b) t = 50 ns. Em destaque uma segunda molécula de

colesterol que entra em processo de flip-flop’, e interage com o farmaco.

O periodo de tempo aproximado que a segunda molécula em inversao de
posicao se da entre 40 ns e 45 ns, e neste instante esta mesma molécula interage
com a ftalocianina de zinco. Neste momento da simulagéo é possivel observar
que a difusédo lateral discutida anteriormente no grafico da Figura 25 também
sofre alteracdo na sua orientacéo e o farmaco se desvia de sua trajetéria. Outra
caracteristica ja discutida e que também sofre alteracbes é o volume da
membrana tratado no grafico da Figura 23, em que o volume sofre aumento
abrupto nesta mesma faixa de tempo, indicando que a aglomeracgéo de colesterol
junto a ftalocianina de zinco alterou significativamente a dindmica da bicamada
fosfolipidica. O volume na regido da ftalocianina foi em média 13% maior que
pontos distantes do farmaco, ao final da simulagéao.

A capacidade da ZnPC em aglomerar moléculas de colesterol também é
evidenciada na Figura 29, em que nos momentos finais da dindmica molecular foi
possivel perceber que no entorno do farmaco as moléculas de colesterol estavam

empilhadas. No primeiro instante (t = 0 ns) haviam 6 moléculas de colesterol em
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interacdo efetiva com a ftalocianina de zinco, e ao final da simulagdo haviam 8
moléculas de CHOL no entorno do fotossensibilizador.

E relatado na literatura que o colesterol presente em uma bicamada de
DPPC em proporgbes entre 20% e 40% mol:mol é capaz de formar os
denominados 'rafts' em simulagbes na ordem de microssegundos. Estas
estruturas sdo aglomeragdes gigantescas de moléculas de colesterol, que formam
'clusters' navegantes por dentre a bicamada fosfolipidica, alterando toda a
dindmica presente na membrana, outrora rigida (BENNETT e TIELEMAN. 2013).

Como anteriormente discutido na Figura 25 ocorre um pronunciado
aumento da difusdo lateral da ftalocianina de zinco depois de 30 ns. A
aglomeracado de moléculas de colesterol sobre a ftalocianina de zinco que se
inicia em 26 ns pode explicar o aumento da mobilidade do farmaco neste instante
da simulacao.

E possivel observar a formacao dos 'rafts' analisando o mapa de densidade

de massa de colesterol no plano da membrana ilustrado na Figura 30 a seguir.
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Figura 30. Mapa da distribuicdo de densidade de massa das 54 moléculas de
colesterol no plano da membrana ao longo de 50 ns de simulagdo. Na esquerda
(a) sistema S2 no tempo inicial (b) o sistema S2 em 50 ns. Quanto mais intensa a
coloracdo, maior a quantidade de tempo em que a molécula se fez presente

nestas coordenadas. A marcacgéao se refere a posi¢cdo da ZnPC nos sistemas.
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Ao final da simulacéo € possivel observar na distribuicdo de densidade de
massa do CHOL uma aglomerac&o da molécula no entorno do fotossensibilizador,
que acarreta em uma mobilidade do mesmo por dentre a membrana através da
formacdo de 'rafts', que sao capazes de alterar diversas propriedades de uma
bicamada, como permeabilidade, fluidez e espessura (NIEMELA et al., 2009). A
espessura meédia final da membrana na regido da ftalocianina de zinco foi de 6,2
nm, enquanto em regides distantes do sitio de interacdo com o farmaco a
espessura média foi 5,2 nm.

A aglomeracdo de moléculas de colesterol no entorno da ZnPC pode ser
diferencial no processo de fotossensibilizacao, visto que a melhor mobilidade do
corante quando em clusters de colesterol pode facilitar a transferéncia do farmaco
para a célula-alvo, melhorando a eficiéncia do tratamento. Outro aspecto que
ainda pode contribuir para a melhor eficiéncia da inativagdo fotodindmica das
células utilizando sistemas lipossomais com colesterol € que estes 'rafts' vizinhos
a ZnPC podem sofrer oxidagbes na insaturacdo da molécula do esterol e
desestabilizar toda a estrutura, liberando o farmaco para o meio € aumentando a

sua internalizacéo pelas células.
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Consideracoes finais

Capitulo 4
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4.1 CONCLUSOES

Lipossomas contendo ftalocianina de zinco foram preparados variando-se a
quantidade de colesterol e colesterol esterificado em suas estruturas. Estas
vesiculas foram preparadas com cargas de superficie e didmetros adequados
para possivel uso em tratamentos de diversos modelos celulares.

Verificou-se que as formulagdes lipossomais apresentaram uma boa
estabilidade em 45 dias, principalmente as formulagcbes de ftalocianina de zinco
lipossomais aditivadas apenas com colesterol livre, bem como em menores
propor¢des de colesterol. Resultados que indicam possibilidade de
armazenamento de tais lipossomas, em caso de futuras aplicagcbes comerciais,
mediante a um apropriado acondicionamento protegido da luz.

As formulagbes lipossomais com maior quantidade de colesterol sdo as
que obtiveram da maior eficiéncia de encapsulagéo da ftalocianina de zinco.

O colesterol e o estearato de colesterol foram determinantes para o evento
fotodinamico proposto, seja interferindo negativamente quando o estearato de
colesterol esta em maior concentracdo dentro do sistema, quanto positivamente
em propor¢des massa/massa de 5:1 para o colesterol livre. O melhor o aporte do
farmaco no meio celular promove fotoinativacdo de cerca de 90% das células em
formulacdes lipossomais contendo expressiva quantidade de colesterol livre (5:1).

Simulag¢des computacionais de sistemas contendo DPPC/ZnPC aditivados
ou n&o com colesterol mostraram-se efetivos na predicdo do comportamento do
farmaco na bicamada fosfolipidica, indicando sua maior mobilidade nos sistemas
contendo colesterol, e também a formacédo de rafts e a ocorréncia de uma
interacéo pronunciada entre a ZnPC e as moléculas de colesterol em seu entorno,
0 que pode potencializar a atividade fotodindmica do fotossensibilizador.

O sucesso da eficiéncia dessa terapia esta na combinac&o de uma fluéncia
correta de luz que seja capaz de ativar o farmaco dependendo de sua
disponibilidade espacial, a interacdo entre o farmaco e o sistema lipidico e
também a uma proporgcao fosfolipidio/colesterol suficiente para que o farmaco

seja encapsulado, mas sem inibir a acdo de espécies reativas de oxigénio.
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4.2 TRABALHOS FUTUROS

o Realizar os testes de estabilidade mais longos, e utilizando aditivos, para
melhor analisar a durabilidade das formulacgées;

e Desenvolver, testar e simular computacionalmente estruturas lipossomais
com ésteres de colesterol de cadeias carbbénicas menores;

e Utilizar nas formulages lipossomais ftalocianinas que possuam grupos
polares em sua estrutura, como a tetranitroftalocianina de zinco;

e Pretende-se também realizar microscopias eletrénicas no intuito de
compreender melhor o que ocorre na interacdo entre o lipossoma e célula-

alvo.
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