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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma alternativa de tratamento para o cancer e para infeccoes
microbianas e parasitarias. Na TFD, a luz, o oxigénio e um agente fotossensibilizador (FS)
sdo combinados produzindo espécies reativas capazes de induzir danos e morte celular. Como
exemplos de substancias FS tem-se as zincoporfirinas e o azul de metileno (AM) que
demonstram um grande potencial para TFD, sendo objetos deste estudo. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo preparar um sistema de aplicacao tépica capaz de carrear os FS
(Zn(11) meso-tetrakis (N-etilpiridinio-2-il) porfirina - ZnTE-2-PyP*" e azul de metileno) para
uso em terapia fotodindmica e avaliar a capacidade de geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) antes e apds a incorporacdo, como também a caracterizacdo do sistema
através de analise de pH, espalhabilidade e viscosidade. Para isso, foi utilizado o gel
Carbopol, comumente empregado em preparacfes farmacéuticas. A detec¢do de ROS dos FS
foi entdo avaliada antes e ap0s incorporacao ao gel, através do método quimico indireto, bem
como através de caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo e emissdo eletronica. Foi
observado que a ZnTE-2-PyP*" e 0 azul de metileno, ainda em solucdo (5 pM), apresentaram
boa resposta na producdo de espécies reativas de oxigénio (36 e 52%, respectivamente). Ao
analisar a formulacéio em gel contendo ZnTE-2-PyP*", detectou-se um aumento em torno de
6% na producdo de ROS se comparado a solucdo, enquanto que, para o gel contendo AM,
houve reducdo em torno de 25% na geracdo de ROS e os resultados sdo discutidos em termos
da interacdo dos FS com a estrutura do polimero formador do gel. O conjunto de resultados
evidencia que existe um potencial para aplicacdo destes FS em gel carbopol para uso em TFD,
devido a capacidade de geracdo de ROS. Por outro lado, como o mecanismo fotodinadmico
envolve ndo somente a sinergia da interacdo da luz, do oxigénio e propriedades do
fotossensibilizador, mas também o local de aplicacdo da formulacdo, mais estudos sdo

necessarios para se avaliar a aplicabilidade desses sistemas no tratamento fotodinamico.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Ferroquelatase. Azul de Metileno. Espécies de Oxigénio

Reativas. Gel Carbopol.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is an alternative treatment for cancer and microbial and
parasitic infections. In PDT, light, oxygen and a photosensitizer agent (PS) are combined
producing reactive species capable of inducing damage and cell death. As examples of
substances PS there are zinc-porphyrins and the methylene blue (MB) which demonstrate a
great potential for PDT. In this context, this study aimed to prepare a topical application
system capable of carrying the PS (Zn(l1l) meso-tetrakis (N-ethylpyridinium-2-yl) porphyrin
ZnTE-2-PyP*" - and Methylene Blue) for use in photodynamic therapy and evaluate the
generation capacity of reactive oxygen species (ROS) before and after the incorporation, as
well as the characterization of system by electronic absorption and emission spectroscopy,
analysis of pH, viscosity and spreadability. Carbopol gel a commonly employed
pharmaceutical preparations in was used for the semisolid formulation. The PS were then
evaluated before and after incorporation into the gel by indirect chemical method for ROS
detection and characterization of optical properties of the final systems. It was observed that
aqueous solutions of 5 pM ZnTE-2-PyP** or MB showed a good response in the production
of reactive oxygen species (36 and 52% respectively). The gel formulations containing ZnTE-
2-PyP** displayed 6% increase in the ROS production when compared to the solution. On the
other hand, the gel containing MB, showed a 25% reduction in the generation of ROS and the
overall results are discussed in terms of the interaction of the FS with the polymer forming
gel. The results show that there is a potential for the application of these PS in carbopol gel
for use in PDT due to the ability of ROS generation. On the other hand, the photodynamic
mechanism involves not only the synergistic interaction of light, oxygen and photosensitizing
properties but also the application site of the formulation, and therefore, more studies are

required to evaluate the applicability of these systems in topic photodynamic treatment.

Keywords: Photochemotherapy. Ferrochelatase. Methylene Blue. Reactive Oxygen Species.
Carbopol Gel.
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1. INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD), terapia a base de luz e que vem sendo aplicada no
Brasil nas Gltimas décadas, usa lasers ou outras fontes de luz para ativacdo de fotofarmacos,
conhecidos como agentes fotossensibilizadores (FS). Apesar de ter como principal aplicacdo o
tratamento de céancer, vem sendo utilizada também em outras patologias, tais como
degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite reumatoide sistémica, micoses fungoides,
infeccbes bacterianas, arteriosclerose, desativacdo do virus da Herpes (Herpes simplex,
Herpes zoster) e parasitoses cutaneas como Leishmaniose (MACCORMACK, 2007; BEGA,
2008). A técnica da TFD envolve a interacdo simultdnea de espécies quimicas
fotossensibilizadoras que séo fotoativadas por luz, e oxigénio molecular (O;) existente nas
células, produzindo espécies citotoxicas denominadas espécies reativas de oxigénio (ROS)
(BEGA, 2008).

Na TFD aplicada ao tratamento de tumores malignos, os FS s&o administrados
conforme sua localizagdo. Em tumores internos, como os broncopulmonares, gastrointestinais
ou cerebrais, por exemplo, os FS sdo administrados por via oral ou por via endovenosa. O uso
desta terapia no tratamento de patologias cutaneas, principalmente aquelas de carater mais
superficial, demonstra a necessidade de administracdo do FS por via tdpica (ISSA,
MANELA-AZULAY, 2010). No entanto, a aplicagdo por esta via implica na existéncia de
processos de penetracdo, permeacdo, absorcao e distribuicdo pelo organismo ou em parte dele.

O grupo de pesquisa em Nanotecnologia Biomédica da Universidade Federal de
Pernambuco em colaboragdo com o grupo de Porfirinas Aplicadas a Problemas Quimicos,
Medicinais e Tecnoldgicos da Universidade Federal da Paraiba vem aplicando novas espécies
de fotossensibilizadores (porfirinas e pontos quanticos) para uso em TFD. Recentemente uma
zincoporfirina cationica hidrossoltvel (ZnTE-2-PyP**) demonstrou grande eficiéncia como
agente fotossensibilizador em TFD bacteriana e contra Leishmania amazonensis (VIANA,
2015), sugerindo seu uso topico no tratamento da leishmaniose cuténea. Por outro lado, o
agente fotossensibilizador Azul de Metileno (AM) ja vem sendo amplamente utilizado na
forma de solugdo no tratamento de periodontite bacteriana. O desenvolvimento de
formulagdes topicas semissolidas eficientes ainda esta no inicio e poucos sistemas foram
relatados na literatura e uma quantidade menor ainda esta em fase de teste clinico
(GONZALEZ-DELGADO et al, 2015). De modo geral, a absor¢do de um principio ativo

liberado de um sistema transdérmico ou de preparaces dermatoldgicas depende das
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propriedades fisicas e quimicas do farmaco, e de seu comportamento quando inserido em um
veiculo farmacéutico (CERIZE, 2012). Esses fatores aliados a complexidade dos processos
envolvidos na formacao de espécies reativas de oxigénio incentivam o estudo dos inumeros
aspectos implicados no potencial emprego de agentes fotossensibilizadores no ambito
farmacéutico e desenvolvimento de formulagdes capazes de facilitar a administracdo e
absorcdo do farmaco (TOMAZINI et al., 2007). No caso da TFD uma das principais
preocupacfes € a manutencdo da capacidade fotossensibilizadora do agente FS confinado
numa formulacdo topica. Neste contexto, a presente pesquisa visa demonstrar 0
desenvolvimento de uma formulacédo a base de gel contendo os fotossensibilizadores azul de
metileno ou a zincoporfirina (ZnTE-2-PyP*") para uso tépico na TFD, de forma a manter suas
caracteristicas fotossensibilizadoras aliada a boas propriedades fisico-quimicas para uma

formulacdo semissolida.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar e caracterizar a capacidade fotossensibilizadora da Zn(ll) meso-tetrakis (N-
etilpiridinio-2-il) porfirina e de azul de metileno numa formulacdo semissélida para uso em

terapia fotodindmica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver formulacdo semissolida a base de gel para uso tépico contendo ZnP ou
AM com concentracdo terapéutica.

e Determinar o potencial hidrogeniénico (pH) das formulaces.

e Determinar a viscosidade e a espalhabilidade das formulaces.

e Caracterizar os sistemas obtidos através de espectroscopia de absorcdo, emissao e
excitacéo.

e Avaliar a capacidade da zincoporfirina (Zn(1l) meso-tetrakis (N-etilpiridinio-2-il)
porfirina) e do azul de metileno na geracdo de espécies reativas de oxigénio em

solucdo e apds sua incorporacdo em formulacdo gel, com concentracdo terapéutica.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. BREVE HISTORICO DA TERAPIA FOTODINAMICA

Por volta de 4 milénios, a luz vem sendo utilizada para fins terapéuticos e em antigas
civilizagdes a luz solar era associada a extratos de plantas como medida para o tratamento de
doengas como Vvitiligo, psoriase e cancer de pele (COSTA, 2013). Todavia, a origem da
Terapia Fotodinamica (TFD), também conhecida como “photodynamic therapy” — PDT,
ocorreu em meados de 1901, quando Oscar Raab, estudante de medicina e sob orientacdo do
Professor Hermann von Tappeiner, observou que a agdo combinada do corante acridina com a
luz era letal para os paramécios (Paramecium caudatum), permitindo assim a identificacédo de
um fotossensibilizante. A propdsito, na mesma época, 0 neurologista Prime utilizou eosina no
tratamento de pacientes com epilepsia e evidenciou o aparecimento de reacOes cutaneas. Esta
observagdo esteve baseada no trabalho desenvolvido por von Tappeiner e Jesionek, que em
1903 combinaram a eosina com a luz para o tratamento de tumores de pele. Apos
identificarem o oxigénio como um elemento fundamental da reacdo de fotossensibilizacéo,
von Tappeiner e Jodlbauer introduziram, em 1907, o termo “agdo fotodindmica” para
descrever este fendmeno (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010; COSTA, 2013).

Ainda em 1901, o médico Niels Filsen usou luz vermelha e luz ultravioleta (UV) no
tratamento de pacientes com variola e tuberculose cutanea e o seu trabalho em fototerapia foi
laureado com o Prémio Nobel da Medicina em 1903. Entretanto, essa terapéutica foi pouco
explorada até 1972, ano em que Ivan Diamond destruiu células de glioma de rato, in vitro e in
vivo, por ativagédo de porfirina pela luz (COSTA, 2013). Mais adiante, em 1976, o urologista
John F. Kelly eliminou células humanas de carcinoma da bexiga, transplantadas em ratos
imunossuprimidos, por acdo combinada da luz com derivados de hematoporfirina (HpD)
(MACCORMACK, 2007). Motivado pelo sucesso obtido, Kelly realizou, em colaboracéo
com Snell, o primeiro estudo clinico em humanos (MITTON; ACKROYD, 2008).

A partir disso, em 1978, Dougherty coordenou o primeiro ensaio clinico em grande
escala e descreveu a resposta de varios tipos de tumores, incluindo carcinomas da mama,
colon, prostata e de melanomas; ao tratamento mediado por HpD. Dougherty efetuou a
purificacdo parcial do HpD por remocdo dos mondmeros, e a mistura resultante foi
denominada de Photofrin Il. Esse foi o primeiro fotossensibilizador aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), como Photofrin®, em 1993, e comercializado para o tratamento

de cancer (COSTA, 2013), sua estrutura molecular esta representada na figura 1.
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Figura 1 - Estrutura molecular do fotossensibilizador Photofrin®
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Fonte: Costa (2013)

A Terapia Fotodinamica tem como principal aplicacdo no diagndstico e tratamento de
cancer. Apesar de boa parte do uso da terapia ser centrada nesta doenca, outras aplicacdes,
tais como degeneragdo macular da retina, psoriase, artrite reumatoide sistémica, micoses
fungoides, infeccBes bacterianas resistentes aos tratamentos tradicionais, remocéo de verrugas
da laringe, arteriosclerose, desativacdo do virus da Herpes (Herpes simplex, Herpes zoster) e
parasitoses cutaneas como Leishmaniose tém sido relatadas (DERYCKE et al., 2004;
MACCORMACK, 2007; BEGA, 2008).

Como descrito por Issa, Manela-Azulay (2010) a TFD tem sido amplamente utilizada
na dermatologia no tratamento de varios tumores malignos, como cancer de pele nao
melanoma e mais recentemente utilizada para dermatoses ndo neoplasicas, como as alteracdes
relacionadas ao fotoenvelhecimento. E ainda uma boa indicacdo para lesdes de ceratoses
actinicas, carcinoma basocelular e doenca de Bowen, pois permite tratamento de multiplos
tumores simultaneamente, com rapida recuperacdo. No caso de lesGes primarias, tem-se
reportado um alto indice de casos bem sucedidos (>80%), combinadas a excelentes resultados
cosméticos (MACHADO, 2000).

Na TFD voltada ao tratamento do céncer, os FS sdo administrados conforme a
localizag&o do tumor, por exemplo, no tratamento de tumores gastrointestinais, cerebrais ou
broncopulmonares, os FS sdo administrados via oral ou endovenosa. Enquanto que, para
tumores do endométrio e carcinoma da bexiga, ocorre predominantemente por instilagdo; e no
tratamento de tumores cutaneos, os FS podem ser aplicados topicamente, com boa eficacia
(ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). No entanto a via topica, apesar de possuir facil acesso
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de aplicacdo, também apresenta uma grande complexidade para a acdo fototerdpica. Dessa
maneira, as caracteristicas opticas do tecido, os processos de reflexdo, absor¢éo, espalhamento
de luz e o estado funcional do tecido devem ser considerados. Como exemplo, a pele escura
absorve mais luz em comparacéo a pele clara devido a maior quantidade de melanina, um dos
principais cromdforos do tecido bioldgico. E no caso de lesdes, a penetracdo da luz é maior se
comparada a pele normal de espessura similar (GARCEZ, RIBEIRO, NUNEZ, 2012). Para
isso, é necessario o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas capazes de veicular os FS
ao local acometido pela lesdo tecidual, levando em consideracdo as propriedades opticas do
tecido-alvo.

Vale a pena ressaltar também o uso da TFD para tratamento de periodontites, tendo
como principal agente fotossensibilizador o Azul de Metileno. A indlstria voltada para
odontologia comercializa dispositivos emissores de luz (LEDs) na regido de maior absorcao
do AM, o qual é utilizado na forma de solugdo (NUNEZ, RIBEIRO, GARCEZ, 2013a).

Atualmente, a TFD tem sido utilizada como uma estratégia contra resisténcia de cepas
bacterianas, sendo conhecida como PDI (do inglés, “photodynamic inactivation”). A
aplicacdo de PDI tem sido empregada para tratar infeccBes localizadas superficiais, como as
de ocorréncia mais frequente na pele e na cavidade oral, mostrando bons resultados contra
uma ampla faixa de microrganismos resistentes a antibioticos (NUNEZ, RIBEIRO, GARCEZ
2013b; VIANA, 2015), tornando-se uma alternativa menos invasiva e mais atraente para a
erradicacdo dos microrganismos (GONZALEZ-DELGADO, 2015).

3.2. MECANISMO DE ACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

A técnica da TFD envolve a interacdo simultanea de fotossensibilizadores (FS), luz e
oxigénio molecular existente nas células (MACHADO, 2000). O tratamento consiste em duas
etapas. Na primeira etapa, os FS acumulam-se preferencialmente nas células tumorais apos
sua administracdo, devido a seletividade dos FS ao tecido cancerigeno, pois este apresenta um
maior numero de receptores de lipoproteinas responsaveis pela captacdo do FS (MENEZES,
2006). Na segunda etapa, o tumor fotossensibilizado é exposto a luz de comprimento de onda
que coincide com a regido de maior absor¢do do agente fotossensibilizante. O FS ativado
transfere energia ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés “reactive oxygen species”’) altamente toxicas aos constituintes celulares (MENEZES,
2006; VIANA, 2015).
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A Figura 2 apresenta um esquema geral que ilustra os diferentes processos que
ocorrem a partir da excitacdo de um fotossensibilizador por uma fonte de luz. A absorcédo de
um féton de luz promove a excitagéo e transicdo do FS do estado fundamental para o estado
excitado singleto. Neste estado, 0 FS pode regressar ao estado fundamental por emissao de
fluorescéncia ou passar ao estado excitado tripleto no qual pode reagir com o oxigénio
molecular de duas formas distintas (reagéo tipo | e reacdo tipo Il1). Na reacdo do tipo I, o FS
reage diretamente com o substrato, membrana celular ou uma molécula, essa reacéo permite a
transferéncia de elétrons (e) formando ions ou radicais derivados do FS e do substrato
(COSTA, 2013). As espécies reativas sdo formadas por reduces de um ou mais elétrons no
oxigénio (Oy). Os produtos desta reducdo incluem anion superdxido (O;"), peroxido de
hidrogénio (H,O,), radical alcoxila, radical peroxila e radical hidroxila (OH") (NUNEZ,
RIBEIRO, GARCEZ, 2013a).

Figura 2 - Esquema ilustrando os possiveis processos durante a terapia fotodindmica com o processo de

excitacdo do FS e formagéo de ROS

Oxigénio singleto° °
Relaxamento
Tipo 2
energia

FS no estado
excitado singleto
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Fluorescéncia tripleto ﬁ 1
ROS
Fosforescéncia

FS no estado fundamental

Fonte: Adaptado de TEGOS et al (2012); COSTA (2013); VIANA (2015)

Por outro lado, na reacgéo tipo Il, o fotossensibilizador no estado tripleto transfere sua
energia diretamente ao oxigénio molecular (O,), para produzir o oxigénio singleto (*O.), uma
espécie altamente reativa de oxigénio, capaz de oxidar biomoléculas como lipidios
insaturados, nomeadamente triacilglicerois, fosfolipidios e o colesterol presentes nas
membranas biologicas (plasmatica, mitocondrial, lipossomal, nuclear e do reticulo

endoplasmatico), residuos de aminoacidos (triptofano, histidina, metionina e cisteina)
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presentes em diversas proteinas e bases de acidos nucléicos, tais como guanina e guanosina
(NYMAN; HYNNINEN, 2004; TEGOS et al., 2012). A oxidagdo desses constituintes
celulares danifica as membranas plasmaticas e as organelas, com subsequente alteracdo de
permeabilidade e funcdo de transporte entre 0os meios intra e extracelular. Além disso, a
inibicdo de enzimas mitocondriais parece ser 0 evento chave na morte por TFD (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010).

Diante disso, tem-se a reacdo do tipo Il como a maior responsavel pelo efeito
fotodinamico (COSTA, 2013). E provavel que a maioria dos fotossensibilizadores utilizados
em TFD atue por meio da formacéo de *O,. Além disso, a producdo de oxigénio singleto tem
sido utilizada como medida de eficiéncia fotodindmica, bem como para calculos de dosimetria
direta ou uso de metodo quimico indireto que visam prever os resultados da terapia pelo
acompanhamento da formacdo das espécies reativas de oxigénio (NUNEZ; RIBEIRO;
GARCEZ, 2013a).

3.3. COMPONENTES ESSENCIAIS PARA A TERAPIA FOTODINAMICA

3.3.1. Luz

A intensidade de luz que incide no tecido alvo estd relacionada a eficacia do
tratamento fotodindmico e ao tipo de resposta bioldgica. Tendo isso em vista, é essencial
compreender que a interacdo da luz com os tecidos esta sujeita a processos de reflexdo,
absorcéo e dispersdo (espalhamento), como mostra a Figura 3a. A extensdo com que estes
processos ocorrem depende da heterogeneidade do tecido e de suas propriedades, como
constituicdo e estrutura das camadas da pele; e do comprimento de onda utilizado, o qual
determina a profundidade de penetracdo da luz pela pele (ROBERTSON; EVANS;
ABRAHAMSE, 2009).

Como podemos observar na Figura 3b, a luz azul (A = 400 nm) penetra menos
eficientemente atraves do tecido, enquanto que as radia¢des de vermelho (A = 600 — 650 nm) e
infravermelho (A =>1.350 nm) penetram mais profundamente. A regido entre 600 e 1.200 nm
¢, na maioria das vezes, chamada de janela dptica do tecido, pois nessa regido os tecidos sdo
fracos absorvedores de luz, apresentando maior penetracdo na pele. Porém, o limite superior

deste intervalo foi posteriormente restringido a 850 nm, apds a comprovacdo de que
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comprimentos de onda superiores ndo possuem a energia minima necessaria para desencadear
a producdo de oxigénio singleto (AGOSTINIS et al., 2011; COSTA, 2013).

Figura 3 - Esquema dos processos de interacdo da luz com o tecido bioldgico (a) e a capacidade de penetracdo na
pele humana sadia em varias faixas de comprimentos de onda (%) (b)
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Fonte: Adaptado de Garcez, Ribeiro e Nufiez (2012)

A fonte de luz para TFD deve ser selecionada com base no espectro maximo de
absorcdo do fotossensibilizador a fim de gerar ROS suficiente para produzir um efeito
citotoxico, como também nas propriedades do tecido lesado (localiza¢do, tamanho da leséo e
acessibilidade), de modo que se estabeleca uma boa relacdo entre a ativacdo do FS e a
profundidade de penetracdo com minimo espalhamento (ROBERTSON; EVANS;
ABRAHAMSE, 2009; AGOSTINIS et al., 2011). O quadro 1 mostra o intervalo de absor¢édo

méaximo dos fotossensibilizadores azul de metileno e porfirinas.

Quadro 1 - Intervalo de absorcdo méaxima do azul de metileno e porfirinas

Fotossensibilizador Intervalo de Amax (nm)
Azul de metileno 610-660 (vermelho)
Porfirinas 400-420; 600-650 (azul; vermelho)

Fonte: Nunez, Ribeiro e Garcez (2013)

Outro fator de grande importancia na eficacia do tratamento é a dose da luz, esta
depende da area e profundidade da lesdo. Este parametro é geralmente expresso pela taxa de
fluéncia da luz, que se define em funcdo da energia que incide numa determinada area da
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lesdo por unidade de tempo (W/s.m? W = J.s*) (ETHIRAJAN et al., 2011); ou seja, além da
otimizacdo da absorcdo do FS, sdo parametros importantes a serem avaliados: a poténcia da
fonte luminosa (em Watts), a area que a fonte luminosa atinge e o tempo de exposicéo.

Ao longo dos anos, diferentes fontes de luz foram aplicadas na fototerapia, tais como
lasers de argdnio, héelio-nednio, lasers de corantes, de vapores metélicos e os lasers de diodo,
normalmente utilizando-se comprimentos de onda préximos ao vermelho visivel (NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2013a). As fontes que ndo utilizam luzes de laser como xendnio, tubos
fluorescentes e emissores de luz diodo (LED), séo Uteis para o tratamento de grandes areas da
pele (VIANA, 2015).

3.3.2. Fotossensibilizador

A eficiéncia de um fotossensibilizador como agente terapéutico esta relacionada a
determinadas caracteristicas do composto como solubilidade, pH, seletividade, parametros
fotofisicos, absorcdo de luz, toxicidade e estabilidade. De forma geral, um FS deve ser soltvel
e permanecer estavel em solucdo aquosa a pH fisioldgico para permitir circulacdo e acumulo
seletivo nas células (MENEZES, 2006). Em termos de seletividade, uma caracteristica
relevante dos FS e que regula sua interacdo com as células é sua carga, podendo ser catibnicos
e anibnicos, em geral compostos catiénicos interagem melhor com as membranas bioldgicas,
por essas serem negativas (GIANSANTE, 2014).

Em adicdo, a escolha da formulacdo farmacéutica para veiculagdo dos FS deve
considerar o carater hidrofilico/hidrofébico do fotossensibilizador, pois esta caracteristica
influi diretamente no estado de agregacdo do mesmo e também no seu transporte e
incorporacdo pelas células. Por exemplo, moléculas anfifilicas e polares podem ser
dissolvidas em solventes polares, enquanto FS hidrofébicos tém sido administrados em
lipossomas, cujo transporte pode ser feito com a ajuda de lipoproteinas do plasma, ou em
emulsdo de base 6leo (MUSSI, 2003).

Além disso, para aplicacOes terapéuticas, 0s parametros mais importantes do
fotossensibilizador s&o:

Q) Apresentar pouca ou nenhuma toxicidade na auséncia de luz;

2 O rendimento quéntico (®) de formacdo do oxigénio singleto que equivale a

razdo do numero de fotons emitidos pelo ndmero de fotons absorvidos pelo
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fotossensibilizador. Ou seja, FS com alto rendimento quantico apresenta emissao visivelmente
brilhante e boa capacidade de geracdo de oxigénio singleto;

3) O tempo de meia vida do estado singleto do FS, que em geral, € menor que 1
microssegundo e o principal papel desse estado no mecanismo de fotossensibilizacdo é agir
como um precursor do estado tripleto metaestavel;

(4) A energia do fotossensibilizador no estado tripleto, esta deve permitir que a
transferéncia de energia para o oxigénio molecular durante a reacéo tipo Il seja eficiente na

formacéo de oxigénio singleto.

A fotossensibilizacdo tem inicio, sobretudo, com a geracdo de estados tripletos, que
por possuirem um tempo de meia vida mais longo, permitem tanto a maior eficiéncia na
transferéncia de elétron para produzir radicais livres, quanto para a transferéncia de energia
que da origem a espécies reativas de oxigénio, dentre elas o oxigénio singleto espécie com
grande potencial oxidante (MUSSI, 2003).

Outro fator a ser considerado é o fotobranqueamento (também conhecido por
fotodegradacdo ou fotobleaching, do inglés) do FS, que estd relacionado com mudancas
irreversiveis nas propriedades dos cromoforos ap6s exposicdo a luz. Tais mudancas sdo
devido a fotorreacfes do fotossensibilizador com as espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas no substrato. A agdo destas ROS pode inviabilizar a absorcéo de luz por parte do
fotossensibilizador e, consequentemente, a geracdo de mais espécies reativas. Logo, €
fundamental que se determinem condi¢6es ideais de iluminacdo e de armazenamento para as
substancias fotoativas, a fim de que sua integridade e sua capacidade fotodindmica sejam
mantidas (TOFFOLI, 2008).

E desejavel ainda, que a molécula do FS seja cinética e termodinamicamente estavel e
gue sua obtencdo sintética seja rapida, conveniente e de alto rendimento (MUSSI, 2003).
Existem varios compostos descritos na literatura que vém sendo testados como FS e utilizados
comercialmente. Dentre eles podem ser citados compostos da classe dos fenotiazinicos (como
por exemplo o azul de metileno), os compostos porfirinicos (dentre eles as porfirinas e
metaloporfirinas, clorinas e bacterioclorinas e as ftalocianinas) e o acido 5-aminolevulinico.

As secdes a seguir reportam algumas caracteristicas destes compostos.
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3.3.2.1.  Acido 5-aminolevulinico (5-ALA)

O acido 5-aminolevulinico (5-ALA) € um precursor de porfirinas endégenas na via de
biossintese do heme e vem sendo estudado para aplica¢do topica, como um pro-farmaco
associado a TFD de células pré-cancerigenas na pele, no tratamento de ceratoses actinicas,
como também na psoriase. O 5-ALA, ap0s sua irradiacdo no comprimento de onda apropriado
se transforma numa substancia altamente fluorescente e fotodinamicamente ativa, a
protoporfirina IX (PpIX) (Figura 4).

A PplX tem sido empregada no tratamento de carcinoma basocelular cutaneo através
da administracédo topica de ALA (CASAS et al., 2009). Além de diagndstico fotodinamico de
lesGes pré-malignas e malignas, devido a capacidade de o tecido lesionado metabolizar o 5-
ALA em PplX mais rapidamente que o tecido normal (VAIDYANATHAN et al., 2006).

Além do uso do 5-ALA em TFD, pode-se citar o seu derivado lipofilico, o
metilaminolevulinato (MAL). No Brasil, o ALA € vendido com nome comercial de
Levulan®, em apresentacdo na forma de stick, seu uso associado a irradiacdo de luz azul é
indicado para o tratamento da ceratose actinica da face ou do couro cabeludo. Enquanto que, o
MAL, com o0 nome comercial de Metvix® e apresentacdo em creme, possui também aplicacdo
no tratamento de ceratose actinica e tipos de cancer de pele como carcinoma basocelular
nodular ou superficial e carcinoma espinocelular in situ ou doenca de Bowen (ISSA,
MANELA-AZULAY, 2010).

Figura 4 - Estrutura molecular do acido 5-aminolevulinico (5-ALA) e seu derivado protoporfirina IX (PplX)
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Fonte: Gonzélez-Delgado (2015)
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3.3.2.2. Porfirinas

As porfirinas sdo compostos macrociclicos, aromaticos, altamente conjugados e sdo
instaveis em presenca da luz e de peroxidos (SILVA, 1971). Muitos de seus derivados
metélicos estdo presentes em Vvérias proteinas e apresentam importante papel em sistemas
bioldgicos, tais como: transporte (hemoglobina) ou armazenamento de oxigénio (mioglobina),
transporte de elétrons na cadeia respiratéria (citocromo c) e ainda, acdo catalitica, como por
exemplo, no metabolismo de farmacos (monooxigenase, no citocromo P-450)
(FRIEDERMANN, 2005; MENDES, 2008).

As porfirinas representam uma classe de moléculas orgénicas constituidas por quatro
anéis pirrolicos ligados entre si por pontes de CH (metino), formando um macrociclo,
conforme esquematizado na Figura 5. As porfirinas base livre ndo possuem metais
complexados no centro do anel macrociclico, onde existem dois atomos de hidrogénio ligados
a nitrogénios aminicos. Nesta forma ela € considerada um ligante dianidnico. O centro da
porfirina possui um raio de aproximadamente 70 pm. As porfirinas base livre ndo apresentam
atividade catalitica em aplicacbes de oxidacdo de substratos organicos, podendo ser

classificadas como primeira, segunda e terceira geragdo (FRIEDERMANN, 2005).

Figura 5 - Estrutura do anel porfirinico base livre. Carbonos nas posi¢es 5, 10,15 e 20 sdo denominados
“carbonos em posi¢do meso”. Os atomos das posigdes 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 ¢ 18 sdo conhecidos como “carbonos

nas posi¢oes f-pirrdlicas”

Fonte: Friedermann (2005) e Oliveira (2015)

Porfirinas substituidas com grupos fenila nas posi¢cbes meso do anel representam a
classe das porfirinas de 1% geracdo, também denominadas de meso substituidas, como

representadas nas figuras 6a, 6b e 6¢. As porfirinas de primeira geracdo incluem as meso-
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tetrakis fenilporfirinas. Tais porfirinas ndo apresentam grupos volumosos que levem a
impedimento estérico para a formacdo de dimeros. Somado a isso, moléculas de
fotossensibilizador tendem a sofrer agregacdo ao serem introduzidas em um meio
incompativel com seu carater hidrofilico/hidrofobico através da formacéo de ligagcdes entre as
proprias moléculas do fotossensibilizador de maneira a “criar uma prote¢do contra 0 meio em
que estdo dispersas”, perdendo assim, parte de seu efeito fotodinamico. Por exemplo,
porfirinas hidrofobicas em meios aquosos tém maior tendéncia para formar dimeros ou
agregados de maiores dimens@es que as porfirinas mais hidrofilicas. A presenca de cadeias
polares laterais nas estruturas das porfirinas favorecem a solvatacdo da molécula pela agua,
reduzindo a autoagregacdo em consequéncia do aumento da repulsdo eletrostatica ou do
impedimento estérico entre as cadeias laterais. Deste modo, as porfirinas solliveis em agua
tém menor capacidade para a autoagregacao se comparadas as de carater hidrofobico
(ALVES, 2014).

A importancia da agregacdo das moléculas se da pela capacidade em modificar as
propriedades fotofisicas dos FS, diminuindo o tempo de meia vida do estado tripleto e o
rendimento quantico do oxigénio singleto através da dissipacdo de energia na forma de calor
(MENDES, 2008). Uma das principais maneiras de aferir a presenca de espécies agregadas
numa amostra, se da atraves da andlise espectroscépica e testes de conformidade a lei de
Beer-Lambert. Desvios negativos a esta lei evidenciam uma provavel presenca de agregados.
Os seus espectros de absorcdo também evidenciam diferencas, principalmente do
comprimento de onda dos méaximos de absorcdo, bem como, do préprio coeficiente de
absortividade molar (PEREIRA, 2004).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo € o pH, uma vez que, os derivados
porfirinicos apresentam como grupamento acido-base os nitrogénios dos anéis pirrélicos e,
eventualmente grupos periféricos ligados a estrutura porfirinica. O fator pH determina a
estrutura da espécie presente afetando as propriedades de absorcdo de luz, rendimento
quéantico, geracdo de oxigénio singleto, fotobranqueamento, solubilizacdo, lipofilicidade,
afinidade celular, tempo de retencéo, biodistribuicdo, etc (MENDES, 2008). As porfirinas sdo
consideradas ainda, substancias anfotéricas, solliveis em meios alcalinos e 4cidos,
respectivamente. A maioria delas tem o seu ponto isoelétrico situado entre pH 3 e 4,5.

A porfirina sintética metalada, de primeira geracdo, utilizada nesse estudo tem a

estrutura molecular representada na Figura 6c.
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Figura 6 - Estrutura de porfirinas de 12 geracdo. (a) meso-tetrafenilporfirina (H,TPP), (b) meso-tetraquis(2-
piridil)porfirina (H,T-2-PyP) e (c) Zn(ll) meso-tetrakis (N-etilpiridinio-2-il) porfirina (ZnTE-2-PyP*), com

massa molecular 741,76 g. mol™ e raio de centro = 72 pm).
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Fonte: Mendes (2008); Peixoto (2012)

A Zn(I1) meso-tetrakis (N-etilpiridinio-2-il) porfirina ou simplesmente ZnTE-2-PyP*",
(Figura 6¢) possui caracteristicas importantes: é hidrossollvel, catidnica e apresenta atividade
fotodindmica recentemente descrita para inibicdo de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Além disso, possui carga positiva 0 que a torna atraente para as células, as quais
possuem uma membrana essencialmente negativa (VIANA, 2015).

As porfirinas de segunda geragdo sdo as que possuem grupos fenil substituidos nas
posicdes meso, com halogénios ou outros substituintes elétron retiradores (Figura 7). Essas
porfirinas apresentam uma melhor ativacdo do anel, uma vez que os halogénios atuam como

retiradores de densidade eletrénica do anel da porfirina (MENDES, 2008).
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Figura 7 - Estrutura de porfirina de 22 geracdo

Fonte: Mendes (2008)

As porfirinas de terceira geracdo correspondem aquelas que apresentam halogénios
(ou outro tipo de substituintes volumosos) nas posi¢des p do macrociclo da porfirina (Figura
8). A presenca de grupos volumosos nestas posicoes confere a estas porfirinas maior protecao
a destruigdo oxidativa e impede ou minimiza a formacéo de espécies diméricas. As porfirinas
podem ainda ser carregadas positiva- (cationicas) ou negativamente (anidnicas) de acordo

com as cargas presentes nos substituintes situados no anel porfirinico (MENDES, 2008).

Figura 8 - Estrutura de porfirina de 32 geracdo

Fonte: Mendes (2008)

Quando se encontra na forma de base livre o macrociclo porfirinico possui dois
atomos de nitrogénio capazes de aceitar prétons e dois grupos NH capazes de perder prétons.

A protonagdo da porfirina pode ser promovida em meio fortemente &cido e, como
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consequéncia, ha uma alteracdo significativa das suas propriedades espectroscopicas
(MENDES, 2008).

As porfirinas base livre apresentam em seu espectro eletrbnico uma banda
caracteristica, muito intensa (¢ ~ 10° L mol™ cm™), entre 380 e 430 nm, denominada banda
Soret ou banda B, e na regido entre 500 ¢ 650 nm apresentam ainda quatro bandas (g ~ 10° L
mol™ cm™) denominadas bandas Q (BATINIC -HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC’,
2010). O espectro de absorcéo eletrdnica, caracteristico de uma porfirina de base livre, esta

demonstrado na Figura 9.

Figura 9 - Espectro eletronico de absorgdo caracteristico de porfirina de base livre em diclorometano,

apresentando bandas B (406) e bandas Q (acima de 475 nm)
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Fonte: Adaptado de Friedermann (2005)

Quando a porfirina base livre sofre metalacdo, observa-se um deslocamento na banda
Soret para a regido de mais alta energia e as bandas Q se reduzem a duas. Tal processo é (til
para acompanhar o desenvolvimento da reacdo de metalacdo de uma porfirina base livre.
Outra forma de diferenciacdo das porfirinas base livre das metaloporfirinas sdo seus espectros
de emissdo. Quando submetidas a radiagdo ultravioleta, as porfirinas base livre apresentam
intensa fluorescéncia vermelho-alaranjada, porém essa caracteristica é perdida ou bastante
diminuida quando elas sdo metaladas. Isto explica porque em porfirinas de zinco, cadmio,
bario, magnésio entre outras, observa-se fluorescéncia, com intensidade menor e comprimento
de onda diferente da porfirina base livre (FRIEDERMANN, 2005).
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Em adicdo, os resultados do uso de metaloporfirinas na TFD tém se mostrado
promissores devido a alta fotoestabilidade, baixa toxicidade e alta absor¢do Optica na regido
espectral A 400-420 nm e 600-650 nm, com alto rendimento quéantico do estado tripleto e bons
geradores de oxigénio no estado singleto (BEGA, 2008; MENDES, 2008).

3.3.2.3. Fenotiazinas

Este grupo de FS sdo compostos triciclicos planos, anfifilicos e de caracter catiénico
em pH fisiologico. Exibem uma forte afinidade pelas membranas celulares devido a sua
lipofilicidade e sdo amplamente utilizados como antipsicoticos e neurolépticos. H& um
crescente numero de estudos evidenciando a eficacia fotodindmica destes compostos frente a
microrganismos como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, e
diversas bactérias periodontais e fungos como a Candida (YAMADA JUNIOR, 2007). Dentre
estes compostos um dos mais utilizados é o azul de metileno (AM).

O azul de metileno é um corante cationico que por ser relativamente lipofilico, € capaz
de permear membranas e por possuir carga positiva é atraido pelo potencial negativo das
mitocdndrias, podendo atuar nesta organela. Este FS é atualmente empregado no tratamento
de infeccbes bucais, periodontite e descontaminacdo endoddntica. Possui ainda, eficacia de
geracdo de oxigénio singleto (*O,) e de tripleto (*0,) em torno de 50% considerada boa
(NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013a). Sua estrutura molecular esta representada na Figura
10.

Figura 10 - Estrutura molecular do azul de metileno (AM)
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Fonte: TARDIVO et al. (2005)

A faixa de absorcdo eletrénica do AM ocorre entre 500 e 700 nm, apresentando
picos de absor¢do maxima em dois pontos: 610 e 664 nm, que podem variar, dependendo
dentre outros fatores, do tipo de solvente empregado e da concentragdo do FS na solucéo
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(SENA, 2013). O AM apresenta fluorescéncia na regido do vermelho, com maximo em torno
de 701 nm. Somado a isso, 0 espectro de absor¢cdo do AM é dependente da concentragdo
devido & dimerizacdo, cuja constante de equilibrio em agua é 3,8 x 10° (mol.LY)™ A
dimerizacdo aumenta com o aumento da forca i6nica e pode aumentar ou diminuir na
presenca de cargas na interface, dependendo da relacdo entre o FS e 0 meio em que se
encontra. Além disso, monémeros e dimeros de AM possuem espectros de absorcdo
diferentes, mondmeros tém méaxima em torno de 664 nm e dimeros em torno de 590 nm,
conforme mostra a Figura 11. A diferenca na absorcdo entre essas espécies facilita o calculo

da concentracdo de cada uma delas presente em solucdo (TARDIVO et al, 2005).

Figura 11 - Espectro de absor¢8o de espécies de mondmero e dimero de azul de metileno
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Fonte: Adaptado de TARDIVO et al. (2005)

A presenca de mondmeros e dimeros pode resultar ainda em diferentes tipos de
reacOes fotoquimicas, o que pode afetar o mecanismo e eficacia da morte celular (TARDIVO
et al., 2005). Além disso, a fotoquimica de mondmeros de AM apresenta predominancia para
formacdo de oxigénio singleto, ja os dimeros apresentam maior rendimento para reacfes do
tipo I, envolvendo transferéncia de elétrons. Portanto, os dois tipos de reacdo sdo importantes
para o processo fotodinamico (NUNEZ, 2007).

A facilidade de obtencdo, a possibilidade do uso de fontes de luz policrométicas e
apresentando um relativo baixo custo, séo caracteristicas atraentes do azul de metileno para
seu uso como fotossensibilizador para uso em TFD no tratamento de uma variedade de

enfermidades.
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4. APLICACAO TOPICA DE FOTOSSENSIBILIZADORES

A via de administracdo, bem como, o padrao de distribui¢do do farmaco no organismo
pode interferir de maneira direta sobre a duracdo e extensdo da agdo terapéutica. Ao se
considerar a administracdo de um farmaco, é facil prever que a situacdo ideal seria administra-
lo diretamente no local em que sua acdo é desejavel. Essa estratégia ndo somente aumenta a
eficacia farmacologica, como também diminui a dose necessaria para a obtencdo do efeito
desejado e tende a atenuar a toxicidade do ativo (CERIZE, 2012). Assim, deve-se prezar pela
facilidade de aplicagdo do medicamento, avaliando-se a via de administragdo mais adequada a
fim de favorecer a biodisponibilidade do ativo da formulacdo (LAPINSKI, 2008).

Nesse contexto, tem-se que para o tratamento das patologias cutaneas, especialmente
aquelas de carater mais superficial, a administracdo do fotossensibilizador préximo ao local
de acdo é facilitada, por se tratar de local de agdo mais acessivel (CERIZE, 2012).

No entanto, a aplicacdo pela via topica implica na existéncia de processos de
penetracdo, permeacao, absorcédo e distribuicdo pelo organismo ou em parte dele. A absor¢éao
de uma substancia pela pele, que permeia até as camadas mais profundas, entrando inclusive
na corrente sanguinea, € denominada absorcdo percutanea (ANSEL; POPOVICH e ALLEN,
2000).

A pele como maior 6rgao do nosso corpo é totalmente acessivel a radiacdo de luz
necessaria para a ativacdo do fotossensibilizador e permite o uso de formulacdes tdpicas
contendo agentes fototerapéuticos, possibilitando melhor seletividade do tratamento
(SCHUITMAKER et al., 1996). A Figura 12 apresenta um esquema da TFD aplicada ao
tratamento tépico.

Estudos recentes mostram as tentativas de veiculacdo de FS em formulag6es sélidas,
liquidas e semisolidas, classificadas como cremes, géis, pastas e pomadas ou ainda como
emulsdes, lipossomas, suspensdes e sistemas transdérmicos de acordo com a sua matriz
estrutural. Estas formulacBes tém sido utilizadas em TFD e PDI devido as suas boas
propriedades de penetracao, facil acesso aos tecidos danificados e uma estrutura adequada que
permite a remoc¢do completa do medicamento apds o término do tratamento. Como exemplo
das recentes formulagdes em estudo, tem-se geis contendo o acido 5-aminolevulinico (5%)
aplicado ao tratamento de acne vulgaris (MA et al., 2013) e cremes contendo fenotiazinas

para uso no tratamento de leishmaniose cutanea (AKILOV et al., 2007).
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Figura 12 - Esquema de terapia fotodindmica aplicada ao tratamento topico
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Fonte: Gonzalez-Delgado (2015)

Sistemas hidrofilicos prepannrados com polimeros como a quitosana (FONTANA et
al., 2008), o hidroxi-etil-metacrilato (PARSONS et al., 2009), polietilenoglicol (LOVE;
VANDERZANDEN; TAYLOR, 1997) e formulagdes sol-gel (RYCHTARIKOVA et al.,
2012), bem como sistemas ndo aquosos contendo triglicerideos de cadeias médias e longas,
Oleos e alcoois (Labrafilm®, Labrasol®, Transcutan®, Cremophor® etc) tém sido relatados.
Outras composicdes ja aprovadas para uso clinico e comercializadas baseiam-se em sistemas
mais complexos. Por exemplo, com o mesmo ativo tem-se o creme comercial denominado
Metvix® (contendo aminolevulinato de metilo 160 mg/g [sob a forma de cloridrato] e os
demais componentes: monoestearato de gliceril, alcool cetoestearilico, estearato 40 polioxil,
parahidroxibenzoato de metilo (E218), parahidroxibenzoato de propilo (E216), edetato
dissédico, glicerol, vaselina branca, colesterol, miristato de isopropilo, 6leo de amendoim,
6leo de améndoas refinado, alcool oleilico e &gua purificada). Outro exemplo é o
Medicamento Visudyne® contendo o FS verteporfina numa formulagdo composta por
dimiristoil fosfatidilcolina, o fosfatidilglicerol do ovo, o palmitato de ascorbilo, o butil-
hidroxitolueno (E321) e a lactose mono-hidratada. Este medicamento é utilizado no
tratamento da degeneracdo macular da retina relacionada a idade. (GONZALEZ-DELGADO,
2015).
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Neste sentido, este trabalho visa o desenvolvimento de uma formulagdo simples na
forma gel para incorporacéo de fotossensibilizadores com a finalidade de aplicagdo em terapia
fotodinamica. Os geis sdo sistemas semissdlidos nos quais 0 movimento do meio dispersante
é restrito por uma rede tridimensional de particulas interlacadas ou macromoléculas
solvatadas presentes na fase dispersa. Pode estar envolvido um alto grau de interagdes fisicas
ou quimicas. O aumento da viscosidade causado pelo entrelagamento e consequente atrito
interno é responsavel pelo estado semissélido. Um gel pode consistir de filamentos torcidos e
emaranhados que geralmente se mantém unidos por ligacBes do tipo Van der Waals,
formando regides cristalinas e amorfas ao longo do sistema (LAPINSKI, 2008).

Para a formac&o de gel, tem-se como exemplo o polimero carbopol de carater anidénico
e hidrofilico, comumente empregado em preparacGes farmacéuticas (ISLAM, 2004). Quando
disperso em agua, o carbopol umecta e forma uma dispersao aquosa com valor de pH na faixa
de 2,8 a 3,2. Neste estado pré-dissolvido a molécula de carbopol esta extremamente enrolada
e sua capacidade espessante é limitada (LAPINSKI, 2008). A Figura 13 mostra a estrutura
quimica do mondmero do polimero carbopol e um esquema ilustrando o polimero na sua

forma néo ionizada.

Figura 13 - Estrutura quimica do mondmero do polimero carbopol (a) e esquema ilustrando o polimero de

Carbopol na forma ndo ionizada (b)
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Fonte: Rechia (2010)

A formacdo do gel de carbopol ocorre principalmente em resposta a um aumento de
pH, o maximo de viscosidade e transparéncia no gel é conseguido com o pH 7,0
aproximadamente, mas a faixa de pH 4 a 5,5 ja é considerada aceitavel para os quesitos
mencionados (ISLAM, 2004; RECHIA, 2010; FOGED et al., 2014). Para obter a viscosidade
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desejada, é necesséria a neutralizacdo com bases inorgénicas, como o hidréxido de sédio ou
aminas de baixo peso molecular, como exemplo, a trietanolamina. Ao acrescentar
trictanolamina ou hidroxido de sodio, o polimero “estica”, devido a neutralizacdo dos grupos
carboxilas presentes no polimero (LAPINSKI, 2008).

Entre as vantagens dos geéis de Carbopol pode-se citar a capacidade de adquirir alta
viscosidade com baixa concentragdo possuindo, ainda, amplo intervalo de viscosidade e bom
comportamento de fluidez, além de possuirem propriedades bioadesivas, compatibilidade com
muitos excipientes e ativos, apresentarem bom comportamento reoldgico, e permanecerem
maior tempo no local de aplicagdo (RECHIA, 2010).

Além das vantagens citadas, a escolha do gel carbopol 940 para este estudo foi
baseada em experimentos anteriores realizados pelo grupo, 0s quais indicaram
preliminarmente uma boa estabilidade Optica e estrutural da porfirina em estudo ZnP em
formulacdo gel carbopol (composicdo m/m: 2% carbopol 940, 1,3% trietanolamina e 0,1%
conservante metilparabeno) (ALMEIDA, 2015). Foram realizados também, estudos
comparativos entre a formulacdo de gel de carbopol e a de natrosol (2% Natrosol, 3%
glicerina e 0,2% metilparabeno). Este Gltimo indicou uma possivel degradacdo de porfirina
detectada por um deslocamento do espectro de emissdo apds incorporacdo ao gel, conforme
Figura 14 (ALMEIDA, 2015).

Figura 14 - Espectro de emissdo de ZnP, antes e 90 min apds a incorporacdo em gel natrosol e gel carbopol,

excitacdo em 429 nm com concentragdo em 5x10° mol.L™*
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Fonte: Almeida (2015)
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5. DETECCAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

A forma mais direta de deteccdo de oxigénio singleto é realizada através de sua
luminescéncia. Tais medidas sdo baseadas na verificagdo da emissdo do decaimento radiativo
do oxigénio singleto, no comprimento de onda de 1270 nm. No entanto, o decaimento
radiativo destas espécies requer sistemas altamente sensiveis de deteccdo. Além destes, outros
métodos possiveis de deteccdo sdo: ressonancia paramagnetica eletronica, calorimetria,
fotoionizacdo, espectroscopia de massa, uso de sondas (scavengers) ou uso de métodos
quimicos que investigam a acdo do oxigénio singleto sobre outras substancias (TOFFOLLI,
2008).

O método quimico indireto usando p-nitrosodimetilanilina (RNO) é um procedimento
utilizado como um teste sensivel e seletivo para a deteccdo do oxigénio singleto (*O,)
originado em solucbes aquosas. O método consiste na degradacdo do RNO que ocorre como
consequéncia da captura do 'O, pela L-histidina. O 'O, ao reagir com L-histidina forma um
composto intermediario bastante reativo, o qual é capaz de reagir e induzir a degradacdo e
perda de coloragdo do RNO, processo pelo qual muda o valor da absorbancia medida a 440
nm (KRALJIC; MOHSNI, 1978; TOFFOLI, 2008; OLIVEIRA, 2009).

Conforme ocorre a degradacdo do RNO, ou seja, conforme se da a formacdo de
oxigénio singleto, maior é a queda na densidade Optica neste comprimento de onda. Portanto,
quanto mais rapida for esta diminuicdo no referido comprimento de onda, melhor serd o

fotossensibilizador em termos de geracdo de oxigénio singleto (TOFOLLI, 2008).
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6. METODOLOGIA

6.1. MATERIAIS

A porfirina hidrossoltvel utilizada foi a Zn (1) meso-tetrakis (N-etilpiridinio-2-il)
porfirina, ou simplesmente ZnTE-2-PyP**, obtida e purificada através da colaboracdo com o
Dr. Jalio Santos Reboucas, professor da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O azul de
metileno (NEON), PM 319,85 g.mol™. Os reagentes N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) 97%
e L-histidina 99%, ambos da Sigma Aldrich®. O Carbopol 940 (Vetec, PA) e trietanolamina
(Smartquimica, PA).

6.2. METODOS

6.2.1. Preparo da solugdo contendo fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (ZnP e AM) foram diluidos em &gua destilada até atingir a
concentracdo de 5 uM (10° mol.L™%). Todas as amostras foram preparadas no dia das analises.

Além disso, durante a preparacdo e analise evitou-se a exposicao das amostras a luz ambiente.

6.2.2. Preparo da formulacdo em gel

A preparacdo da formulagdo em gel foi baseada na metodologia descrita por Lachman,
Lieberman e Kanig (2001). Na preparacdo do gel base de carbopol utilizou-se carbopol 940
(1g), trietanolamina (1 mL) e 100 mL de agua destilada com pH 7,0 a partir de agitacéo
mecanica obtida através de um mixer, obtendo-se 100 g do gel carbopol com pH 6,0. Os

componentes da formulagao estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Componentes do gel Carbopol

COMPONENTES QUANTIDADE (100 g)
Carbopol® 940 1%
Trietanolamina 1%

Agua destilada qsp — 100%
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Ap0s a preparacgdo, os fotossensibilizadores Azul de metileno e a Zincoporfirina foram
incorporados ao gel carbopol a fim de obter FS a uma concentragdo final de 5x10° mol.L™ na
formulacdo. Durante a preparacdo e analise evitou-se a exposi¢ao das amostras a luz ambiente
para todas as formulagdes contendo fotossensibilizadores. Todas as amostras foram

preparadas no dia das analises.

6.2.3. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada atraves da utilizacdo do pHmetro de bancada
digital marca METTLER TOLEDO modelo S20 SevenEasy, calibrado com as solucdes
determinadas pelo proprio equipamento. O pH das amostras em solucdo e em gel foi
determinado diretamente na preparagdo (DAS; NAYAK; NANDA, 2013).

6.2.4. Determinacdo de Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Zanin et al. (2001). Uma amostra de 1 mL (determinado em uma seringa) foi introduzida
sobre uma placa suporte de vidro (20 cm x 20 cm) e sob esta placa foi posicionada uma folha
de papel milimetrado. Sobre a amostra foram adicionadas 4 placas de vidro de pesos pré-
determinados e apdés 1 minuto da inclusdo de cada placa foi calculada a superficie abrangida
através da medicdo do diametro em duas posi¢cdes opostas, com posterior calculo do didametro

médio. Calculando-se em seguida, a espalhabilidade (Ei) através da Equacéo 1.

Ei=d’xm (1)
4
Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?)
d = didmetro médio (mm)
n=23,14

Foram acrescentadas sucessivamente 4 placas para o estudo com peso variavel entre

208 g e 212 g perfazendo um total de 844 g quando usadas todas juntas. Os valores da
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espalhabilidade em funcdo do peso das placas foram determinados através de 3 medicdes,
calculando-se a média entre elas. Os resultados sdo descritos como curvas massa adicionada

versus area resultante.

6.2.5. Determinacéo de Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas com base na metodologia descrita por
Borghetti e Knorst (2006), utilizando o viscosimetro Brookfield, modelo DV-I, spindle 4. As
amostras dos géis foram analisadas em triplicata, com temperatura a 25°C + 1. O valor de
velocidade de rotacdo do spindle empregado foi 0,3 rpm. E as leituras foram realizadas com

valor de torque 100% =1.

6.2.6. Deteccdo indireta de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para detec¢do da producéo de ROS foi utilizado o método quimico indireto utilizando-
se N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e a L-histidina (TOFFOLI, 2008). Em uma cubeta de
guartzo com um volume total de 1 mL e com 1 cm de caminho Optico, as seguintes
substancias quimicas foram utilizadas: N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e L-histidina, com
concentracdes de 13 pmol.L™Y) e 15 mmol.L™?), respectivamente. O fotossensibilizador foi
diluido em 4gua destilada até atingir a concentracdo de 5 pmol.L™). A irradiacio das amostras
em solucdo e na formulacdo gel contendo ZnP foi realizada através do fotopolimerizador
modelo Lecprime WL (MM Optics), emitindo em 450 = 10 nm e poténcia nominal 900
mW/cm?. As amostras contendo azul de metileno foram irradiadas com laser modelo DUO
(MM Optics) emitindo a 660 nm e poténcia 100 mW * 20%. Espectros de absorcéo eletronica
foram registrados entre 350 e 700 nm. Todas as amostras foram irradiadas (conforme
demonstrado no registro da Figura 15) por um intervalo de tempo de 5 minutos e a cada 20
segundos foi verificada a absor¢cdo no comprimento de onda de 440 nm, este refere-se ao
comprimento de onda maximo de absor¢do do RNO. Tais medidas foram realizadas em
triplicata para assegurar a significancia estatistica do método. Para as leituras empregou-se 0
espectrofotdbmetro modelo Lambda 650 UV/Vis, fabricante Perkin Elmer, situado na Central

analitica do Departamento de Quimica Fundamental (UFPE).



46

A producdo de ROS equivale a queda na densidade dptica do RNO, dessa forma a
quantificacdo de ROS foi avaliada a partir do coeficiente angular da reta, e percentual de

producéo de ROS calculado a partir das Equacdes 2 e 3.

ABS; x 100

RNOc = ABS,

(2)

ROSp = 100—-RNOc (3)
Onde:
RNOc = percentual de RNO consumido
ABSi = absorbancia inicial do fotossensibilizador
ABSf = absorbéncia final do fotossensibilizador

ROSp = percentual de producéo de ROS

Figura 15 - Forma de irradiagcdo das amostras realizadas com LED e laser nesta pesquisa

6.2.7. Caracterizacao por espectroscopia de excitacao e emissao

Os espectros de emissdo e excitacdo das solucGes e das formulagdes contendo
fotossensibilizadores na concentragéo 5x10° mol.L™, foram analisados por fluorimetro Perkin

Elmer, modelo LS55 — Fluorescence Spectrometer. A solucdo de azul de metileno foi
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excitada no comprimento de onda de 660 nm, enquanto que a formulagdo contendo

zincoporfirina foi excitada em A = 450 nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. ASPECTO MACROSCOPICO DAS FORMULACOES

As formulacdes em gel apresentaram-se estaveis, sem separacdo de fases antes e apos
a incorporagdo dos fotossensibilizadores. O gel contendo azul de metileno apresentou
coloracdo azul, cor caracteristica do ativo (Figura 16a). Enquanto que, o gel contendo
zincoporfina apresentou leve coloracdo amarela, também caracteristica do FS empregado
(Figura 16b).

Figura 16 - Registro fotografico da formulacéo de gel carbopol contendo azul de metileno (a) e da formulagéo de

gel carbopol contendo ZnP (b), sob luz ambiente

7.2. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS FORMULAGCOES

7.2.1. Determinacao de pH e viscosidade

Os resultados de pH de todas as formulagdes apresentaram-se na faixa 5,53 — 6,24.
Esta faixa de pH indica boa proximidade ao pH normal da pele que é levemente &cido, entre
4,6 — 5,8 (LEONARDI; GASPAR; CAMPQS, 2002) além de contribuir com a estabilidade do
gel, permanecendo préximo a neutralidade. Os resultados de viscosidade mostram que as
diferencas entre os valores de pH ndo influenciaram no comportamento dos géis. O pH das

formulacdes, bem como da viscosidade, estd apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Potencial hidrogenidnico (pH) e viscosidade das formulagdes contendo azul de metileno e

zincoporfirinaa 5 pmol.L™

5 ) _ | Viscosidade . 5
Formulacodes pH Desvio padrao ) Desvio padrao
cp
Solucéo de AM 5,53 0,10 - -
Solucéo de ZnP 5,61 0,11 - -
Gel carbopol 6,00 0,07 2x10° 0,0
6
Gel carbopol + AM | 6,24 0,05 2x10 0,0
6
Gel carbopol + ZnP | 6,16 0,06 2x10 0,0

Segundo Alves (2006), a viscosidade € uma expressdo da resisténcia ao fluxo de um
fluido, uma vez que quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia do liquido para escoar.
Além disso, a determinacdo deste parametro € fundamental para o desenvolvimento
tecnoldgico, pois estas caracteristicas podem influenciar a estabilidade fisica do sistema,
afetar o desempenho, a espalhabilidade, a absorcdo, as caracteristicas sensoriais e as
finalidades de uso. Islam (2004) afirma que o comportamento reoldgico dos géis de carbopol
ndo altera apreciavelmente na faixa de pH 5,0 - 8,0.

Ao analisar a Tabela 2, percebe-se que a viscosidade das formula¢Ges ndo sofreu
alteracdo ap6s a incorporacéo dos fotossensibilizadores, permanecendo com valores de 2x10°
cp. Este resultado, aliado aos valores de pH, confirma a hipdtese de que a diferenca nos
valores de pH, a qual reflete também a baixa concentracdo do FS, ndo interferiu nas

propriedades reoldgicas das formulacdes.

7.2.2. Espalhabilidade

O teste de espalhabilidade se baseia na resisténcia da formulacdo semissélida ao
movimento forcado. A determinacdo de sua espalhabilidade esta diretamente relacionada com
e eficécia de aplicagdo no local de absorcdo ou acdo, ou seja, quanto maior a espalhabilidade
maior sera sua absorcdo pela pele. Os resultados apresentados na Tabela 3 correspondem a
relacdo entre a area de espalhamento com a forca aplicada sobre o produto (CORDEIRO et
al., 2013).
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Tabela 3 - Resultados de espalhabilidade (em mm2) das formulac¢6es semissdlidas contendo ou ndo o ativo.

Peso das Gel carbopol + Desvio Desvio | Gel carbopol + | Desvio
. _ | Gel Carbopol 5 ) o 5

placas (g) | Azul de metileno | padréo padrdo | Zincoporfirina | padréo

0 130 21 126 11 177 90

209 1809 0 1938 119 2186 146
419 2717 27 2989 263 3317 144
631 3472 52 3799 390 4129 322
844 4032 86 4444 470 4808 217

De acordo com o grafico evidenciado na Figura 17 (construido com os resultados

descritos na Tabela 3), é possivel verificar que estatisticamente o gel de carbopol ndo sofreu

modificacdo nos valores de espalhabilidade apds a incorporacdo dos ativos. A afirmacéo de

Alves (2006) em que ha uma correlacdo entre os resultados de espalhabilidade e os valores de

viscosidade em formulacdes em gel confirma a hipbtese de que apos incorporagao dos ativos,

ndo houve alteracdo nas caracteristicas de viscosidade e espalhabilidade dos géis,

possivelmente devido & pequena concentragéo final dos FS (5 umol.L™).

Figura 17 - Descricdo do comportamento de espalhabilidade absoluta (Ei) dos géis a base de carbopol contendo

ou nao os ativos.
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7.3. CARACTERIZACAO OPTICA DAS FORMULAGCOES

Os espectros de absorcdo e emissdo de solucdes aquosas (5 pmol.L™") de ZnP estéo
apresentados na Figura 18. Observam-se as bandas normais esperadas para este composto:
duas regides de absorcdo, com maximo em 429 nm (que corresponde a Banda de Soret); e
duas bandas de emissdo na regido do vermelho com maximos em A; = 606 nm e A2 = 656
nm. De acordo com a Figura 3b, a regido entre 600 e 680 nm € a de maior penetracao na pele.
Portanto, a emissdo da ZnP apresenta alto potencial de transmissédo pela pele e, portanto, de

maior eficacia de aplicacdo da TFD em camadas mais profundas da pele

Figura 18 - Espectro de absorcéo (em preto) e de emissdo (em vermelho) normalizados de uma solugcdo de ZnP
(5 umol.L™). Exc: 450 nm
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A eficacia do efeito do FS na TFD também depende da fonte de excitagdo. Para os
experimentos de avaliacdo de formacdo de espécies reativas de oxigénio relacionadas a ZnP
foi utilizada a fonte com excitacdo A = 450 + 10 nm. Apesar do comprimento de onda 450 nm
se situar no fim da banda de absor¢do méxima da porfirina, a largura de banda equivalente a
10 nm cobre parte do maximo da banda de absor¢do promovendo a excitacdo do sistema. A
emissdo da amostra de ZnP tanto na solugdo quanto no gel fica bem evidenciada. A Figura 19
apresenta registros fotograficos da emissdo caracteristica da ZnP na formulacdo gel sob

excitacdo de fonte no UV (365 nm).
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Figura 19 - Registros fotograficos da formulacéo de gel de carbopol contendo ZnP (5 umol.L™) iluminada por
fonte de UV (365 nm) em placa ceramica (a) e em pele humana (b) evidenciando a fluorescéncia caracteristica

da porfirina na regido do vermelho

Os espectros de emissdo da formulacdo e da solucdo contendo ZnP mostram que o
perfil da banda de emissdo deslocou-se 5 nm apds a incorporacdo quando comparado ao da
solugdo (Figura 20). Este deslocamento sugere alguma alteragdo no conjunto de estados
eletrénicos da porfirina, provavelmente devido & interacdo de carater eletrostatico com a rede

polimérica do carbopol.

Figura 20 - Espectro de emissdo da ZnP em solugdo e na formulag&o gel, ambas com concentragdo 5 pmol.L™.
Exc: 450 nm. Fendas ZnP solugédo: 10/10; ZnP gel: 10/9,5
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Com relacdo a intensidade de emissdo na formulacdo em gel observa-se um aumento

superior a 50% com relagdo ao ativo na mesma concentracdo em solucdo. Este efeito pode
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ocorrer devido ao melhor aprisionamento da luz de excitacdo dentro da formulagéo em gel
favorecendo uma maior efetividade na excitacdo alcangando um maior numero de moléculas
de ZnP.

Os espectro de absorcdo e emissdo da solucdo contendo o azul de metileno na
concentracdo 5 umol.L™ estdo apresentados na Figura 21. A banda de absorcdo mostra um
maximo em torno de A = 664 nm.

A solucédo contendo azul de metileno foi excitada em comprimento de onda de 660
nm, com maximo de emissdo observado em A = 701 nm. Diferente do perfil observado para a
ZnP, o maximo de absorcdo encontra-se bem proximo ao de emissdo, evidenciando um
deslocamento de Stokes de 42 nm. Neste caso a fonte de excitagdo para geracdo de ROS (660
nm) é coincidente com a capacidade maxima de absorcdo e conversao energética do azul de

metileno.

Figura 21 - Espectro de absorcdo (em preto) e de emissdo (em vermelho) normalizados de uma solucdo de AM
(5 umol.L™). Exc: 660 nm
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Quando comparados 0s espectros de emissdo do AM na solucdo e apds incorporacao
no gel (Figura 22), para uma mesma concentracio (5 umol.L™) observa-se um perfil espectral
muito similar com um pequeno deslocamento (~5 nm) para a regido de menor energia,
semelhante ao observado para a formulagdo ZnP-gel. Sugere-se que também uma interacéo
eletrostatica ou de forcas intermoleculares fracas entre 0 AM e as cadeias polimeéricas possam

ter resultado nesta alteracdo energética.
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Figura 22 - Espectro de emissdo do AM em solucéo e na formulacdo gel, ambas com concentracdo 5 umol.L™.
Exc: 660 nm
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7.4. DETECCAO INDIRETA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

7.4.1. Producao de ROS pelo FS ZnP

As Figuras 23 e 24 apresentam a variacdo na intensidade espectral do RNO nas
formulacbes em solucdo e em gel contendo zincoporfirina/RNO e L-Histidina,
respectivamente, apds irradiacdo com fonte em 440 + 10 nm durante o periodo de 0 a 5
minutos de irradiacao.

Ao observar o perfil de degradacdo do RNO tanto na solucdo quanto no gel, observa-
se a diminuicdo de sua concentracdo e que esta degradacdo ocorreu com taxas diferentes no
periodo observado para cada sistema. A degradacdo confirmou a producdo de moléculas
reativas de oxigénio induzidas pela irradiacdo da zincoporfirina. Além disso, verificou-se nos
dois casos que a degradacdo do RNO foi linear, com coeficiente de correlacdo R? = 0,99
(ANVISA, 2003). Ou seja, a diminui¢do da absorbancia em 440 nm é proporcional ao tempo
de irradigdo, mostrando que ndo ha um intevalo de tempo minimo necesséario para o inicio do
processo de formacdo de ROS (TOFFOLLI, 2008).
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Figura 23 - Estimando a producdo de ROS através da degradagdo de RNO na solucdo ZnP (5 pmol.L™),

monitorando-se a variacdo da intensidade a A = 440 nm. Espectros registrados apds 20s de irradiagdo com fonte

LED (450 nm) por um periodo de 0 a 300s
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Figura 24 - Estimando a producdo de ROS através da degradagdo de RNO na formulagdo gel contendo ZnP (5

pmol.L™), monitorando-se a variagdo da intensidade a A = 440 nm. Espectros registrados ap6s 20s de irradiacéo

com fonte LED (450 nm) por um periodo de 0 a 300 s
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Para ambos conjuntos espectrais observou-se um decréscimo em toda a faixa, mais

notadamente no maximo de absorcdo. Com base nos valores maximos de absorbancia do

RNO (440 nm) foram construidas as curvas (com a média de valores em triplicata) que

indicam o grau de degradacdo deste componente pela producgéo de ROS (Figura 25).
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Figura 25 - Variacdo da intensidade de absorcdo de RNO em A = 440 nm em funcéo do tempo de irradiacdo com

LED (450 nm) para as formulagdes (solucéo e gel) contendo zincoporfirinaa 5 pmol.L™

ABS do Gel carbopol+ RNO + L-histidina sem FS {amostra controle)

® ABS de RNO em gel contendo ZnP e L-histidina

35 ® ABS de RNO em solugdo contendo ZnP e L-histidina
]
= ®
e s 23
< & -
o
3 R
,3 2,5 @ ° § °
3 ® o [ ]
2 ® ¢
£ & 5 ®
o] 2 [ ] ® ; 8
'S a ® L J »
& * 3
S e L )
o -
:.::‘n
<

1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Tempo (segundos)

Como observado, o tempo de irradiacdo favorece a degradacdo de RNO e de acordo
com Toffoli (2008), quanto mais rapida for esta diminuicdo da intensidade da banda no
comprimento de onda analisado, melhor sera a eficiéncia do fotossensibilizador em termos de
geracdo de ROS. Ao avaliar os valores de coeficiente angular dessas formulacdes (-0,0590 em
solucdo e -0,0933 em gel), tem-se que quanto maior o angulo de inclinacdo da reta, mais
rapida € a taxa de degradacdo de RNO indicando uma cinética mais rapida para a producéo de
ROS. Ao se efetuar o calculo de percentual de producdo de ROS, observou-se que a ZnP em
solugéo resultou em 36% de producdo de ROS, enquanto que a formulagdo em gel produziu
42% de ROS. Dessa forma, percebe-se um aumento de 6% na producdo de ROS para a
formulacdo em gel, se comparada a solucéo. Sugere-se que para essa formulacao, a presenca
do gel carbopol influenciou significativamente e positivamente no aumento de producdo de
ROS e uma das evidéncias € o aumento significativo da intensidade de emissdo desta
formulacdo, conforme verificado anteriormente. Sugere-se que este aumento da eficiéncia de
emissdo tenha influenciado positivamente para a produgéo de ROS e, portanto, uma melhor

eficiéncia da ZnP na formulagdo gel.
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A Figura 25 apresenta ainda, o resultado da amostra controle, o qual evidencia que néo
ha degradacdo de RNO em formulacdo contendo gel carbopol/RNO e L-histidina na auséncia
de FS.

7.4.2. Producéo de ROS pelo FS Azul de metileno

As Figuras 26 e 27 apresentam a variacdo na intensidade espectral do RNO nas
formulacbes em solugdo e em gel contendo azul de metileno/RNO e L-Histidina,
respectivamente, apos irradiacdo com fonte laser a 660 nm durante o periodo de 0 a 5 minutos

de irradiacéo.

Figura 26 - Estimando a produgdo de ROS através da degradacdo de RNO na solugdo de AM (5 pmol.L™),
monitorando-se a varia¢do do perfil espectral e intensidade a A = 440 nm. Espectros registrados a apés 20s de

irradiacéo (660 nm) por um periodo de 0 a 300 s
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Figura 27 - Estimando a producéo de ROS através da degradagdo de RNO na formulagdo AM + gel (5 pmol.L™),
monitorando-se a variacdo do perfil espectral e intensidade a A = 440 nm. Espectros registrados ap6s 20s de

irradiacdo (660 nm) por um periodo de 0 a 300 s
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Em solucdo o azul de metileno apresentou eficiéncia em geracdo de ROS em torno de
52%, valor comparavel a valores reportados na literatura. No entanto, ao ser incorporado em
gel de carbopol, apresentou uma reducédo de 25% na producgédo de ROS. A Figura 28 apresenta
a comparacdo entre as duas formulacdes e os resultados da amostra controle, a qual indica que
ndo ha degradacdo de RNO em formulacdo contendo gel carbopol/RNO e L-histidina na

auséncia de FS.

Figura 28 — Variagéo da intensidade de absor¢do de RNO em A = 440 nm em fungdo do tempo de irradiagdo com

laser (660 nm) para as formulacdes (solucéo e gel) contendo azul de metileno a 5 umol.L™
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As hipéteses para o decaimento da geracdo de ROS do AM na formulagdo em gel
estdo associadas as interacBes intermoleculares entre 0 AM e as cadeias do gel ou a auto
supressdo de fluorescéncia devido & possivel reducdo de mobilidade do AM. A molécula de
azul de metileno com carga levemente positiva tem possibilidade de interagir com a malha
polimérica do gel carbopol. Esta interacdo supramolecular pode levar a reducao da mobilidade
das moléculas deste FS, reduzindo a se¢do de choque com o oxigénio livre dissolvido no meio
aquoso.

Outra possibilidade € a dimerizacdo das moléculas de AM. Isto acarretaria na reducao
de sua eficiéncia. Este efeito ja foi reportado na literatura (SEVERINO et. al., 2003) e
causaria uma alteracdo espectral caracterizando a presenca das duas espécies, mondmero e
dimero. Para verificar esta hipotese foi comparado o espectro de absor¢do do AM em solucao
com o obtido em gel. Como o gel possui uma densidade Optica relativamente alta, causando
espalhamento homogéneo em todos os comprimentos de onda, sua contribuicéo foi retirada do
espectro e os perfis de banda comparados. A Figura 29 mostra a comparagdo da regido
espectral de absorcdo das espécies (mondmeros tém maximo de absorcdo em torno de 664 nm
e dimeros em torno de 590 nm). O perfil de absorcdo do AM na Figura 29, em ambos
sistemas, é relativamente equivalente excluindo a possibilidade de formacdo de dimeros. A
concentracéo relativamente baixa do AM também reduz a probabilidade de dimerizacéo.

Figura 29 - Perfil espectral do azul de metileno em solugéo e em formulagéo gel a 5 umol.L™
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A autosupressdo pode também ser resultante da atracdo das moléculas catiénicas do
AM com a malha do carbopol, levando a redugdo de movimento e menor probabilidade de um
maior nimero de espécies absorverem a radiacdo incidente. Isto fica ainda mais complexo
qguando se observa o espectro de absorcdo e o de emissdo do AM (Figura 21) no qual se
evidencia um pequeno deslocamento de Stokes e uma regido espectral de grande superposi¢ao
da banda de absor¢do e a de emissdo. Assim, ao emitir luz quando irradiada ocorre a
possibilidade de absorcédo desta luz pelo AM, reduzindo sua eficiéncia para geracdo de ROS.

De uma forma geral todas estas possibilidades podem ser testadas realizando-se
estudos da dependéncia da concentragdo da espécie na formulagdo semissdlida com a
eficiéncia de producdo de ROS e caracterizacdo da interacdo das espécies através de
espectroscopia vibracional no infravermelho ou até calorimetria diferencial exploratéria.

Comparando-se ambos FS, com relagéo a eficiéncia de producdo de ROS, observa-se
que para uma mesma concentracdo, o sistema mais eficiente € AM em solucdo, com 52% de
geragdo de ROS. Por outro lado, quando na formulacdo gel, o FS mais eficiente é a
zincoporfirina, com uma producdo de ROS de 42%. Este resultado é muito interessante e
demonstra a possibilidade de aplicacdo topica deste sistema. Até o0 momento ha poucos relatos
de uso da ZnTE-2-Pyp (ZnP) na literatura, mas ja foi demonstrada sua capacidade de
aniquilamento de células patoldgicas, como por exemplo, células de E. coli (BENOV, 2002) e
Leishmania amazonensis (VIANA, 2015). Além disso, Benov e col. (2002) demonstraram
gue a ZnP (tanto na forma orto, meta ou para) apresentou capacidade de fotoinativacdo da E.
coli bem superior ao do azul de metileno (para a mesma concentracéo).

A pré-formulagdo obtida neste trabalho é simples e apresenta uma boa capacidade de
espalhamento na pele, mantendo ainda a capacidade de producdo de ROS. O conjunto de
resultados sugere a necessidade de continuidade deste trabalho com testes in vitro e in vivo,

bem como com o estudo da natureza da interacdo dos ativos dentro da malha do hidrogel.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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8. CONCLUSOES

e Foi observado que ndo houve alteracdo macroscépica nas formulages ap06s incorporacao
dos fotossensibilizadores ao gel carbopol.

e A‘incorporacdo de FS nas preparacfes semissolidas contendo gel carbopol resultaram em
boa estabilidade fisica, evidenciada a partir dos resultados de pH, viscosidade e
espalhabilidade das formulagdes.

e Os espectros de emissdo de ZnP apresentaram alto potencial de transmissao pela,
demonstrando maior eficacia de aplicacdo da TFD em camadas mais profundas da pele.
As zincoporfirinas e o azul de metileno, ainda em solugéo, apresentaram boa resposta na
producdo de ROS (36 e 52%, respectivamente) nas mesmas concentracoes.

e Comparando-se ambos FS, com relacdo a eficiéncia de producdo de ROS, observa-se que
para uma mesma concentracdo, o sistema mais eficiente ¢ AM em solugdo, com 52% de
producdo de ROS. Por outro lado, quando na formulagcdo gel, o0 FS mais eficiente é a
zincoporfirina, com uma producdo de ROS de 42%.

e O conjunto de dados obtidos sdo inéditos e relevantes, considerando a possibilidade de

aplicacdo topica deste sistema em TFD.



64

8.1. PERSPECTIVAS

Verificar compatibilidade das formulagdes contendo conservantes.

Realizar estudo de estabilidade dos sistemas.

Verificar a potencializacdo fotodindmica dos sistemas contra cultura de leishmanias em
ensaios in vitro.

Medir o rendimento quantico dos fotossensibilizadores em meio aquoso.

Otimizacdo das formulagOes para sistemas vetorizados.

Verificar o tempo de irradiacdo considerando a aplicagéo in vivo.

Aplicacdo in vitro e in vivo dos sistemas semissolidos contendo FS e monitoramento

através de analises bioquimicas.
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