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PEREIRA, Priscila. Bacterioclorina Encapsulada em Lipossoma: Inativagdo de Células Tumorais
Utilizando Terapia Fotodindmica. 13 margo de 2025. 77 folhas. Tese (Doutorado em Energia e
Sustentabilidade) - Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana, Foz do Iguagu.

RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) existe ha mais de 100 anos, mas somente em 2023, foi incorporada
no SUS (Sistema Unico de Satde), como uma alternativa para cancer de pele, por ser um método
eficiente para reduzir efeitos colaterais sistémicos da terapia utilizada atualmente para tratamento do
cancer. A TFD envolve luz e componentes nao toéxicos como o fotossensibilizador (FS) e oxigénio
que quando combinados induzem efeitos celulares e teciduais. O FS € uma molécula fotossensivel
que, ao atingir a célula-alvo ou tecido, ¢ ativado por uma fonte de luz com comprimento de onda
especifico, que ira excitar o FS, gerando espécies reativas de oxigénio que causam danos as células
cancerosas, induzindo a morte celular. O uso de FS que absorve em comprimento de onda mais longo,
como a bacterioclorina (Bcl), tem potencial para atingir maiores profundidades no tecido, ampliando
o espectro de tratamento da TFD. Para potencializar a agdo desta Bcl foi realizada uma formulagéo
lipossomal (FL). Essa FL possui vantagens como a capacidade de melhorar a solubilidade, a
estabilidade e a biodisponibilidade de principios ativos, como FS, além de permitir a liberagdo
controlada e direcionada dos farmacos no corpo. Com objetivo de desenvolver uma formulagdo de
nanoparticula capaz de otimizar a utilizacdo da Bcl, reduzindo a quantidade necessaria para induzir a
morte celular, foi realizada a comparagdo entre a atividade fotodinamica da bacterioclorina na sua
forma livre e em formulagdo lipossomal, avaliando sua eficiéncia e seu potencial terapéutico in vitro.
Assim, a bactéria que contém o precursor da Bcl foi cultivada, centrifugada e depois, foi realizada a
extracdo e transesterificacdo para obter a Bcl, o qual foi caracterizada e comparada a literatura. Foi
desenvolvida uma FL por hidratagcdo de filme. Os dados de absorbancia, de sobrevivéncia celular,
obtidos por MTT, foram normalizados e os tratamentos foram analisados pelo teste ANOVA, pelo
programa GraphPad Prism, com intervalo de confianca de 95%, seguido de teste de Tukey para
comparar as variaveis. Conclui-se que a FL superou a forma livre da Bcl em eficiéncia em todas as
linhagens testadas. Comparando MRC-5 e MIA PaCa-2, a poténcia lipossomal do FS foi 392 vezes
maior em MIA PaCa-2, com ICso de 2 nM, e 34 vezes maior em MRC-5, com ICso de 1 nM, em
relacdo ao FS livre. Além disso, a FL demonstrou proteger a Bcl da fotodegradagdo, contribuindo
para seu desempenho superior. Contudo, A TFD ja é uma alternativa viavel as terapias convencionais
e estd em processo de consolidagdo na pratica clinica, destacando-se pela baixa toxicidade sistémica
a longo prazo e pela auséncia de resisténcia medicamentosa. Esse estudo mostra-se como um avango
na questdo sustentavel no Brasil e no mundo, pois contempla os objetivos 3 e 12 dos ODS, em voga
atualmente.

Palavras-chave: lipossomas; fotossensibilizadores; TFD; cancer; morte celular.



PEREIRA, Priscila. Liposome-Encapsulated Bacteriochlorin: Tumor Cell Inactivation Using
Photodynamic Therapy. March 13, 2025. 77 pages. Thesis (PhD in Energy and Sustainability) -
Federal University of Latin American Integration, Foz do Iguacu.

ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) has been around for over 100 years, but it was only in 2023 that it was
incorporated into the SUS (Unified Health System) as an alternative for skin cancer, as it is an
efficient method for reducing the systemic side effects of the therapy currently used to treat cancer.
PDT involves light and non-toxic components such as photosensitizer (PS) and oxygen that, when
combined, induce cellular and tissue effects. PS is a photosensitive molecule that, upon reaching the
target cell or tissue, is activated by a light source with a specific wavelength, which will excite the
PS, generating reactive oxygen species that cause damage to cancer cells, inducing cell death. The
use of PS that absorbs at longer wavelengths, such as bacteriochlorin (Bch), has the potential to reach
greater depths in the tissue, expanding the treatment spectrum of PDT. To enhance the action of this
Bch, liposomal formulation (LF) was developed. This LF has advantages such as the ability to
improve the solubility, stability and bioavailability of active ingredients, such as PS, as well as
allowing the controlled and targeted release of drugs in the body. With the aim of developing a
nanoparticle formulation capable of optimizing the use of Bch by reducing the amount required to
induce cell death, a comparison was made between the photodynamic activity of Bch in its free form
and in a LF. The efficiency and therapeutic potential in vitro were evaluated. Therefore, the bacteria
containing the Bch precursor were cultivated, centrifuged, and then extraction and transesterification
were performed to obtain Bch, which was characterized and compared to the literature. LF was
performed via film hydration method. The absorbance, cell survival data, obtained by MTT were
normalized and then the treatments were analyzed by the ANOVA test, by the GraphPad Prism
program, with a 95% confidence interval, followed by the Tukey test to compare the variables. It was
concluded that FL outperformed the free form of Bch in efficiency in all tested cell lines. Comparing
MRC-5 and MIA PaCa-2, the liposomal potency of FS was 392 times higher in MIA PaCa-2, with
ICs0 of 2 nM, and 34 times higher in MRC-5, with ICs¢ of 1 nM, compared to free FS. Furthermore,
FL was shown to protect Bch from photodegradation, contributing to its superior performance.
However, PDT is already a viable alternative to conventional therapies and is in the process of
consolidation in clinical practice, standing out for its low long-term systemic toxicity and the absence
of drug resistance. This study represents progress in the issue of sustainability in Brazil and the world,
as it includes goals 3 and 12 of the SDGs, which are currently in vogue.

Keywords: liposomes; photosensitizers; PDT; cancer; cell death.



PEREIRA, Priscila. BACTERIOCLORINA ENCAPSULADA EN LIPOSOMA: Inactivacion de
células tumorales mediante Terapia Fotodinamica. 13 de marzo de 2025. 77 hojas. Tese - (Doctorado
en Energia y Sostenibilidad) — Universidad Federal de Integracion Latinoamericana, Foz do Iguacu.

RESUMEN

La Terapia Fotodindmica (TFD) existe desde hace mas de 100 afios, pero recién en 2023 fue
incorporada al SUS (Sistema Unificado de Salud), como alternativa para el cancer de piel, por ser un
método eficiente para reducir los efectos secundarios sistémicos de la terapia actualmente utilizada
para tratar el cancer. La TFD implica la utilizaciéon de luz y componentes no téxicos, como el
fotosensibilizador (FS) y el oxigeno, que, al combinarse, inducen efectos celulares y tisulares. EI FS
es una molécula fotosensible que, al llegar a la célula o tejido objetivo, es activada por una fuente de
luz con una longitud de onda especifica, que excitara el FS, generando especies reactivas de oxigeno
que causan dafio a las células cancerosas, induciendo la muerte del celular. El uso de FS que absorbe
en longitudes de onda mas largas, como la bacterioclorina (Bcl), tiene el potencial de alcanzar
mayores profundidades en el tejido, ampliando el espectro de tratamiento de la TFD. Para mejorar la
eficacia de este Bcl, hemos desarrollado una formulacion liposomal (FL). Esta FL ofrece importantes
beneficios, entre ellos, una mayor solubilidad, una mayor estabilidad y una biodisponibilidad superior
de los principios activos como el FS. Ademas, facilita el control preciso y la liberacion dirigida de
medicamentos dentro del organismo, lo que garantiza que los tratamientos sean eficaces e
impactantes. Con el objetivo de desarrollar una formulacion de nanoparticulas que optimizara el uso
de Bcl y redujera la cantidad necesaria para inducir la muerte celular, se compar6 la actividad
fotodinamica de la bacterioclorina en su forma libre y en formulacion liposomal, evaluando su
eficiencia y potencial terapéutico in vitro. Por lo tanto, la bacteria que contenia el precursor Bcl fue
cultivada, centrifugada y luego se realiz6 extraccion y transesterificacion para obtener Bel, que fue
caracterizado y comparado con la literatura. Se desarrollé un FL por hidratacion de pelicula. Los datos
de absorbancia, supervivencia celular, obtenidos por MTT fueron normalizados y los tratamientos
fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism, utilizando la prueba ANOVA, con un
intervalo de confianza del 95%, seguido de la prueba de Tukey para comparar las variables. En
conclusion, FL supero a la forma libre de Bel en términos de eficacia en todas las cepas ensayadas.
Al comparar MRC-5 y MIA PaCa-2, la potencia liposomal del FS fue 392 veces mayor en MIA PaCa-
2, con un IC50 de 2 nM, y 34 veces mayor en MRC-5, con un IC50 de 1 nM, en comparacion con el
SL libre. Ademas, se demostroé que FL protege a Bcel de la fotodegradacion, lo que contribuye a su
mayor rendimiento. La TFD es ya una alternativa viable a las terapias convencionales y estd en
proceso de consolidacion en la practica clinica, ya que destaca por su baja toxicidad sistémica a largo
plazo y por la ausencia de resistencia a los farmacos. Por lo tanto, el estudio es un avance en la
cuestion sostenible en Brasil y en el mundo, segun los objetivos 3 y 12 de los ODS, actualmente en
boga.

Palabras clave: fotosensibilizadores; liposomas; TFD; cancer; muerte celular.
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1 INTRODUCAO

A Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) tem como objetivo desenvolver tratativas
para diversos desafios globais interconectados com a finalidade de promover um mundo sustentavel,
inclusivo e equitativo. A Agenda 2030 e seus Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
estabelecidos em 2015, desempenham um papel crucial na promogao do acesso a satde de qualidade
e no bem-estar da populacdo mundial como parte de uma abordagem global para o desenvolvimento
sustentavel (NACOES UNIDAS BRASIL, 2023), com a ODS 3. Além disso, a utilizagio de
moléculas oriundas do metabolismo de bactérias reduz consideravelmente a utilizagdo de reagentes
toxicos e nocivos ao meio ambiente, sendo, portanto, um processo verde, sustentavel em sinergia com
a ODS 12.

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma técnica para o tratamento de diversos tipos de
tumores benignos e malignos, infecgdes causadas por microrganismos € até mesmo em tratamentos
como o de onicomicose, psoriase, acne bacteriana, herpes viral, aterosclerose, entre outros (LUO et
al., 2024; SONGCA, 2023). Esta técnica se destaca por ser uma abordagem terapéutica que nao €
especifica para um unico tipo de condi¢do, mas a qual pode ser aplicada em diversas areas da satde
para combater doengas de forma eficaz e com potencial para reduzir efeitos colaterais sistémicos
(PRATAVIEIRA et al., 2021).

As terapias convencionais para o cancer, atualmente, consistem em quimioterapia e
aradioterapia. A primeira usa substancias que destroem células que se dividem rapidamente, enquanto
a segunda terapia usa de radiacdo aplicada no local do cancer. Como efeitos colaterais sistémicos da
quimioterapia podemos citar problemas na espermatogénese, na medula 6ssea, trato gastrointestinal
e alopecia. A radioterapia tem um impacto prejudicial nas células saudaveis dos tecidos ao redor do
tumor, também expostos a radiagdo durante o tratamento causando, a priori, uma inflamagdo nos
tecidos em rapida proliferacdo e, tardiamente, pode-se observar fibrose, atrofia, dano vascular,
infertilidade, deficiéncias hormonais e malignidades secundarias (HAK et al., 2023).

Na pesquisa do cancer, a TFD tem demonstrado potencial e os resultados das
pesquisas clinicas sugerem que pode ser uma alternativa as terapias convencionais. A TFD envolve
dois componentes ndo toxicos individualmente combinados para induzir efeitos celulares e teciduais,
dependente de oxigénio. O primeiro componente da TFD ¢ o fotossensibilizador (FS), uma molécula
fotossensivel que se localiza em uma célula-alvo e/ou tecido. O segundo componente, a luz, é
administrada em um comprimento de onda especifico que ativa o FS, o qual, depois de ativado,
transfere energia da luz ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs).

Portanto, as respostas biologicas ao FS sdo ativadas apenas em areas especificas de tecido as quais
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foram expostas a luz (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003).

O desenvolvimento de novos FS ou aprimoramento dos FS ja existentes ¢ de grande
importancia, pois podem aumentar os efeitos anticancerigenos mediados pela TFD. A
hematoporfirina foi o primeiro FS a ser usado na clinica na década de 1970, nos Estados Unidos.
Desde entdo a TFD passou a crescer com o desenvolvimento de novos FS e dispositivos médicos
melhorados para superar as desvantagens e limitagdes de protocolos anteriores (MFOUO-TYNGA et
al., 2021).

Os FS de segunda geragdo, como acido 5-aminolevulinico e clorina apresentam
baixa biodisponibilidade, pouca seletividade pelo tecido tumoral e possuem baixa eficiéncia. Para
melhorar a penetracdo da Iuz no tecido, tém sido pesquisados novos FS com absor¢ao na regido do
infravermelho proximo (HU et al., 2022), pois a luz nesse comprimento de onda € capaz de atravessar
a epiderme e chegar a camadas mais profundas da pele, até ultrapassando-a, como sugerido, no

esquema da figura 1, os diferentes comprimentos de onda e a profundidade que pode atingir na pele.
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Figura 1: Esquema de propagacio da luz através do tecido. Diferentes comprimentos de onda e as diferentes
profundidades atingidas.

fonte: Modificado de AGOSTINIS et al., 2011.

A principal desvantagem da TFD ¢ a limitada profundidade de penetracdo da luz. A
utilizacdo de FS com absor¢do em comprimentos de onda na faixa do UV/visivel (400 nm até 700

nm), ndo € eficaz para tumores profundos. Atualmente, solu¢des para tratar tumores profundos com
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TFD tém sido propostas, tais como: uso de nanoparticulas como sistema de carreamento de drogas,
por exemplo os lipossomas; uso de FS que absorvem comprimentos de ondas relativamente mais
longos (SHRESTHA et al., 2019), na faixa de luz infravermelha proxima com comprimentos de onda
entre 740 até¢ 780 nm, como a bacterioclorina, objeto desse estudo, apresentada na figura 2.

Como citado em ARNAUT; PEREIRA, (2023), ha pelo menos duas razdes que
podem explicar a lacuna entre o sucesso cientifico e clinico da TFD e a leve adesdo de mercado, sendo
elas: A TFD se assemelha a um nicho de mercado especifico, com um medicamento (FS) e um
dispositivo médico (fonte de luz), o que necessita aprender tanto a farmacologia quanto a dosimetria
do laser, o que pode ser inconveniente para alguns profissionais; além disso a TFD desafia os modelos
de negocios farmacéuticos padrdo, uma vez que ¢ usado apenas uma vez para o tratamento de um
tumor sélido, em oposi¢do a um medicamento que ¢ tomado regularmente até alcangar a cura ou sua
resisténcia medicamentosa. No entanto, alguns sucessos clinicos e comerciais da TFD, abaixo
relatados, mostram que esses obstaculos podem ser transpostos.

Compostos de segunda geracdo, como clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas,
demonstrados na figura 2, sdo os FS mais amplamente utilizados na TFD, com potencial para
tratamento do cancer (OLIVEIRA et al., 2014; ULIANA et al., 2014). As bacterioclorinas e
ftalocianinas apresentam uma janela terapéutica abrangente, permitindo maior penetragdo com menor
dano aos tecidos humanos (ARNAUT et al., 2014). Um composto que ficou bastante conhecido por
apresentar excelentes resultados para o tratamento de cancer de prostata ¢ a bacterioclorina-paladio,
comercialmente chamada de Tookad®. E a primeira bacterioclorina avaliada em humanos

(KARWICKA et al., 2019; PUCELIK et al., 2016).

Porfirina Clorina Bacterioclorina Ftalocianina

Figura 2: Estrutura molecular dos principais FS. Compostos a base de macrociclos tetrapirrolicos.
fonte: (NGUYEN et al., 2021) modificado.

Outro derivado de bacterioclorina, este em estudos pré-clinicos, ¢ a Redaporfina,

comercialmente chamada de LUZ11®, ativada em 749 nm, utilizada em tumores de cabega e pescogo
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(ARNAUT; PEREIRA, 2023). Para o tratamento da degeneragdo macular relacionada a idade, ha o
FS benzoporfirina (clorina), comercialmente chamado Visudyne®, que ndo ¢ um tratamento
oncoldgico, no entanto ¢ mais um sucesso da TFD (SCHMIDT-ERFURTH; HASAN, 2000).
Atualmente esse FS ¢ utilizado também na ceratose actinica, que ¢ uma lesdo pré-cancerosa, € no
carcinoma basocelular (XUE et al., 2022) .

Para potencializar a agdo desta bacterioclorina, foi proposto uma formulagdo
lipossomal via método de hidratacao de filme, método simples, ndo requer tecnologia e equipamentos
caros, tornando apropriado para o uso em paises em desenvolvimento. A principal vantagem das
formulacdes lipossomais € a capacidade de melhorar a solubilidade, a estabilidade e a
biodisponibilidade de principios ativos, como FS, além de permitir a liberagdo controlada e
direcionada dos farmacos no corpo. Essas formulag¢des sdo sistemas vesiculares compostos por uma
ou mais bicamadas de fosfolipideos que envolvem um compartimento aquoso, capazes de encapsular
tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas (MACHADO, 2000). Esse tipo de sistema, no qual o
FS esta associado a transportadores, ¢ denominado FS de terceira geracido (MUEHLMANN et al.,
2014; SILVA, 2016).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica consiste na administracdo topica ou sistémica de um FS, o
qual se incorpora seletivamente as células cancerigenas. Subsequentemente, a area neoplasica ¢
irradiada com uma luz, resultando em danos fotodindmicos geralmente irreversiveis, ou seja, morte
das células cancerigenas (HONORS; KRUGER; ABRAHAMSE, 2018). A fonte de luz utilizada na
TFD tem que emitir luz cujo comprimento de onda ¢ definido de acordo com o espectro de absor¢ao
do FS.

Para o elevado nivel de seletividade do FS pelo tecido tumoral, ha dois fatores
criticos, sendo eles: a capacidade intrinseca de muitos FS se acumularem preferencialmente no tecido
tumoral e a aplicacdo de luz exclusivamente na area de tratamento (LUO et al., 2017). Além disso,
TFD ¢ simples, ndo invasivo e ndo requer tecnologia e equipamentos caros, o que torna conveniente
para o uso em paises em desenvolvimento (AKILOV et al., 2007).

A inativagdo fotodinamica ocorre quando o FS recebe luz em um comprimento de
onda especifico, no qual excita esse FS e da origem a espécies reativas de oxigénio (EROs). Existem
dois tipos de mecanismos de reagdes fotodinamicas, sendo: tipo I, a qual gera EROs e o tipo 11, a qual
gera oxigénio singlete (Figura 3). Essas espécies reativas podem oxidar moléculas bioativas como
polissacarideos (USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2003), lipideos (ALVES et al., 2013),proteinas
(GRACANIN et al., 2009) e outros, causando morte celular (KWIATKOWSKI et al., 2018; MA et
al., 2022; SHARMA et al., 2013).
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Figura 3: Diagrama de Jablonski (modificado): elementos necessarios a TFD: luz, fotossensibilizador (FS) e oxigénio. A ativagdo
do FS para o estado excitado ocorre quando exposto a comprimentos de onda especificos de luz. Ao retornar ao seu estado fundamental,
libera energia, a qual ¢ transferida para o oxigénio, formando espécies reativas de oxigénio (EROs), como oxigénio singlete e radicais
livres.

fonte: Autora.

Devido a alta reatividade e a meia-vida curta das EROs, apenas células proximas a
area da producdo de EROs (areas de localizacdo do FS) sdo diretamente afetadas pela TFD,
demonstrado na figura 4. A meia-vida do oxigénio singlete em sistemas biologicos ¢ <0,04 us e o raio
da acdo do oxigénio singlete ¢ <0,02 pm (MOAN; BERG, 1991). Portanto, a extensdo da
fotodegradacgao e citotoxicidade sdo multifatoriais e depende do tipo de FS, a sua localizagdo intra e
extracelular, a dose total administrada, o tempo total de exposicdo a luz, a taxa de fluéncia da luz, a
disponibilidade de oxigénio, € o tempo entre a administracdo da droga e exposicao a luz. Todos esses
fatores sdo interdependentes (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003).

Os danos e a morte da célula cancerigena, apesar de ocorrer de maneira multifatorial,
apresentam trés principais causas, sendo elas: dano e morte direta das células cancerigenas mediadas
por EROs; dano vascular tumoral; ativacdo da defesa imunoldgica e consequente resposta adaptativa

(MFOUO-TYNGA et al., 2021).
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Figura 4: Principios Moleculares da Terapia Fotodinidmica: o FS administrado se distribui pelos tecidos, o local do
tumor ¢ irradiado pelo LED, o qual ativa o FS. Esse quando ativado consegue formar ERO e oxigénio singlete que
desencadeiam os mecanismos biologicos morte celular.

fonte: Autora. Desenvolvido com BioRender.com.

O uso eficaz da TFD requer a escolha de um FS apropriado que favoreca o
procedimento. Pesquisas tém se concentrado em sistemas de liberagdo de medicamentos, como
lipossomas, que aumentam a seletividade do FS pelo tumor, permitindo doses mais baixas e
minimizando os efeitos colaterais indesejados. Algumas caracteristicas importantes na busca por um
fotossensibilizador ideal incluem (CHRISTIE; KOMPELLA, 2008):

- Pureza quimica: O fotossensibilizador deve ser quimicamente puro para garantir sua eficacia
e seguranca.

- Seletividade para células tumorais: E desejavel que o FS seja seletivo para células tumorais,
minimizando o dano as células saudaveis.

- Estabilidade quimica e fisica: O FS deve manter sua estabilidade durante o armazenamento
¢ administragdo.

- Curto intervalo de tempo entre a administragdo e o acimulo maximo nos tecidos tumorais:
Isso ajuda a otimizar o tratamento.

- Ativagdo em comprimentos de onda com excelente penetragdo no tecido: Comprimentos de
onda de luz que penetram profundamente nos tecidos sdo preferiveis para ativar o FS no local do
tumor.

- Répida excregdo do organismo: O FS deve ser eliminado do corpo de forma eficaz apos o
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tratamento para reduzir os efeitos colaterais sistémicos.
- Eficiéncia na geragdo de oxigénio singlete;
- Capacidade de penetragdo na membrana celular;

Portanto, a pesquisa continua na escolha de fotossensibilizadores ideais e no
desenvolvimento de sistemas de entrega aprimorados ¢ fundamental para a eficacia e seguranca da
TFD em varias aplicagdes de tratamento de saude (MACHADO, 2000; ROCHA et al., 2012).
Atualmente estdo a disposicao alguns FS aprovados por diferentes agéncias reguladoras ao redor do

mundo, os quais apresentam tratamentos para diferentes tipos de canceres e estdo citados no Quadro

1, abaixo.
Fotossensibilizador Nome A Aprovado para Pais
Comercial (nm)
Acido 5- (1) BrALA 635 Ceratose actinica, carcinoma (1) Brasil
aminolevulinico Levulan® basocelular, cancer de pele néo EUA
(ALA) melanoma, carcinoma de células Reino Unido
escamosas
Derivados de Photofrin® 630 (1)  Cancer de bexiga (1) Canada
Hematoporfirina (2)  Cancer de pulmao (2) Japao
(estagio inicial) (3) EUA
(3) Cancer de esofago (4) EUA
(4) Cancer de pulméo de
células ndo pequenas (estagio
inicial)
Meta- Foscan® 652 | Carcinoma de células escamosas de Europa
tetra(hidroxifenil)clorina cabeca e pescoco, cancer esdfago, Noruega
(mTHPC) cancer de pulmao de células ndo Islandia
pequenas
N-aspartil clorina €6 Laserphyrin® 664 Cancer de pulméo, glioma Japdo
(estagio inicial), cancer de
esofago
Mistura de Ftalocianina Photosens® 675 Cancer de mama, pulmao, Russia
de aluminio estomago e pele
2-(1-hexiloxietil) -2- Photochlor® 665 Carcinoma basocelular, cancer de EUA
devinil pirofeoforbideo pulmio, cabega e pescogo.
(HPPH)
metilaminolevulinato (1) M-BrALA 635 Ceratose actinica (1) Brasil
(MAL) Metvix® Carcinoma basocelular Europa
EUA
Canada
Hexaminolevulinato Cysview® 635 Cancer de bexiga Europa
(HLA) EUA
Clorina Visudyne® 690 Ceratose actinica EUA
Benzoporfirina Carcinoma basocelular Noruega
China
Bacterioclorina Tookad® Soluble | 753 Cancer de Prostata Meéxico
EUA

Quadro 1: Principais fotossensibilizadores aprovados para TFD no céncer.

fonte: (AZIZ et al., 2023; XUE et al., 2022) modificado.
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2.2 AMORTE CELULAR

O ciclo celular inclui a morte celular, um evento irreversivel que marca o término da
atividade metabolica, desempenhando um papel central nos processos patologicos associados a
diversas doencas. Inicialmente, era aceito na comunidade académica que a morte celular incluia dois
modos: apoptdtica, morte celular programada, altamente coordenada imunologicamente inerte; e
morte celular necrdtica considerada uma forma passiva e altamente inflamatéria de morte celular
(BERTHELOOT; LATZ; FRANKLIN, 2021). Entretanto a medida que os principios da morte celular
continuam a ser estudados em profundidade, varios mecanismos de morte celular foram identificados
(TU et al., 2025).

Tipos adicionais de morte celular programada que ocorrem em estados especificos
de toxicidade celular, muitas vezes induzidos por tratamentos farmacoldgicos, como terapias
anticancerigenas, foram relatados. Com base em suas caracteristicas moleculares, a morte celular
regulada pode ser classificada em multiplas sub-rotinas, algumas das quais tém clara influéncia
fisioldgica (como necroptose e piropotose, que sdo observadas durante o desenvolvimento e/ou no
contexto de infecgdes virais), enquanto outras (como ferroptose, morte celular entética, morte celular
netdtica, parthanatos, morte celular dependente de lisossomos, morte celular dependente de autofagia,
alkaliptose e oxeiptose) sdo menos estudadas e pode ser limitada a respostas celulares a toxinas
especificas que ndo refletem a fisiologia normal (TANG et al., 2019).

A morte celular repentina e descontrolada resulta em liberagdo macica de contetido
celular no espacgo extracelular. As moléculas liberadas atuam como sinais de dano, conhecidos como
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). A presenca de DAMPs no espago extracelular
provoca uma robusta resposta imune que recruta fagocitos adicionais e outras células imunes para
eliminar a ameaga e¢ promover o reparo do tecido. Durante infec¢Oes, a presenca de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) provoca respostas imunes antimicrobianas especificas
para controlar a infeccdo. Em certas circunstancias, as células podem regular sua morte para adaptar
as respostas imunes, alterando assim o impacto que sua morte tera no ambiente (BERTHELOOT;

LATZ; FRANKLIN, 2021).

A ferroptose, um dos tipos de morte celular programada necesséaria para manter a
funcdo ¢ a morfologia do tecido, é caracterizada pelo acimulo de grandes quantidades de ions de
ferro, a redugdo da atividade da glutationa peroxidase 4 ¢ a ocorréncia de peroxidagdo lipidica de
acidos graxos insaturados na membrana celular, levando ao desequilibrio redox intracelular e

induzindo a morte celular (DIXON et al., 2012; ZHANG et al., 2024). E principalmente desencadeada
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pela producdo de EROs e um desequilibrio na homeostase do ferro, levando a peroxidagdo lipidica
grave. Além disso, a ferroptose ¢ considerada um forte inibidor do crescimento tumoral, e sua agdo
aumenta a sensibilidade do tumor a agentes quimioterapicos, o que tem sido associado a progressdo

¢ ao tratamento de uma variedade de canceres (TORII et al., 2016; TU et al., 2025).

2.3 0 CANCER

O cancer continua sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo,
apesar dos avangos notaveis nos tratamentos anticancer tradicionais como medicamentos, cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e, mais recentemente, imunoterapia. Atualmente, ¢ reconhecido que as
estratégias multimodais sdo o futuro da oncologia, com muitas empresas farmac€uticas buscando
abordagens alternativas ou adjuvantes para complementar e aumentar a eficacia das terapias
existentes (MCFARLAND et al., 2020).

O cancer no Brasil tem uma incidéncia que varia por regido, sendo o de prostata
predominante entre os homens e o cancer de mama entre as mulheres. Nas regides mais desenvolvidas
o cancer colorretal ¢ dos mais incidentes, mas nas regides de menor IDH o cancer de colo de tutero
ocupa essa posi¢do. Os tipos mais comuns incluem céncer de pele ndo melanoma e os dois acima
citados, seguidos de colon e reto, pulmao e estdmago. O Brasil tem uma estimativa de 704 mil casos
novos de cancer a cada ano do tri€nio 2023-2025, com maior incidéncia nas regides Sul e Sudeste
(70% dos casos) (INCA, 2023).

Com essas informagdes constroem-se politicas publicas para combater
eficazmente a doenga, com destaque para o conhecimento ¢ o planejamento de novas medidas que
direcionam as agdes. Ultimamente, foi adicionado a lista os canceres de pancreas e figado devido a
relevincia como problema de saude publica, sendo o primeiro mais incidente na regido Norte e 0
segundo mais incidente na regido Sul.

A resisténcia a multiplos farmacos (MDR) ¢ um dos maiores desafios no tratamento
do cancer. Esta resisténcia ¢ frequentemente mediada por transportadores de efluxo, como as
proteinas da familia ABC (ATP-binding cassete), que ajudam a expulsar drogas citotoxicas das células
tumorais, diminuindo a eficicia dos tratamentos quimioterapicos. Estudos apontam que células
tumorais apresentam maiores taxas de efluxo de drogas devido a expressio aumentada desses
transportadores (GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002). Huber, Maruiama, Almeida (2010) ressaltam
a importancia da glicoproteina-P na MDR, destacando a relag@o estrutura-atividade de moduladores.

Ja foi descrito MDR em células tumorais, enfatizando a necessidade de novas abordagens terapéuticas
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(MACHADO, 2013). Esta complexa interacdo de fatores reforca a importancia de continuar
investigando estratégias alternativas que possam superar a resisténcia e melhorar os resultados dos

tratamentos oncologicos (ARALDI et al., 2016)

2.4 0 CANCER DE MAMA

A estimativa para este tipo de cancer no Brasil, segundo o INCA, ¢ de 74 mil casos
novos previstos até 2025. A estratégia fundamental utilizada atualmente para controle dessa neoplasia
¢ a deteccdo precoce, fornecendo maior sobrevida e baixa morbidade (INCA, 2023). Para esse tipo
de cancer o tratamento convencional envolve cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Assim surge a
preocupacao no uso dessas terapias que ¢ a falta de seletividade pelas células neoplasicas, causando
efeitos colaterais severos que podem inviabilizar o tratamento convencional. Deve-se levar em
consideragdo também que a remo¢ao da mama por cirurgias pode trazer consequéncias psicologicas
e sociais (SOUZA RODRIGUES et al., 2017).

Ja é descrito que genes supressores de tumor sdo conhecidos por sua fun¢@o na
reparacao de quebras de dupla hélice do DNA, assim como os genes, BRCA1 e BRCA2, localizados
no cromossomo 17g21 e 13q12 respectivamente, quando mutados, sdo fatores que podem levar ao
desenvolvimento de cancer de mama e ovario em mulheres. Além disso, as mutagdes BCRA tornam
os individuos mais suscetiveis a outros tipos de cancer, como de pancreas e prostata em homens
(SILVESTRIS et al., 2024).

Aproximadamente 10 —20% dos diagnosticos de cancer de mama sdo caracterizados
pelo cancer de mama triplo negativo. Esse tipo de cancer exibe um perfil molecular tnico devido a
falta de expressdo do receptor de estrogénio, receptor de progesterona e receptor de fator de
crescimento epidérmico humano 2, com potencial de metastase, comportamento agressivo. O
tratamento atual e pouco eficaz € a quimioterapia, cirurgia, radioterapia e imunoterapia. Novas opcoes
de tratamento especificas e eficazes para esses pacientes precisam ser desenvolvidas (ERK;
KAMANLI; GUNEY ESKILER, 2024)

Uma vantagem da TFD ¢ sua utilizagdo para atingir tumores independentemente de
sua associacdo com receptores de estrogénio, permitindo o desenvolvimento de uma terapia

antitumoral alternativa muito mais ampla (PRATAVIEIRA et al., 2021).

2.5 O CANCER DE PANCREAS



23

Os principais fatores de risco associados a esse tipo de cancer é a obesidade ¢ o
tabagismo. Além desses fatores, a idade avangada, doengas como diabetes tipo 2, consumo excessivo
de alcool e condi¢des genéticas aumentam o risco de desenvolver cancer de pancreas. Dentro do
Brasil, a incidéncia desse cancer se da principalmente para mulheres na Regido Sul, ocupando a sexta
posicao. Estima-se que para o triénio de 2023-2025 ocorra aproximadamente 10.980 novos casos no
Brasil (INCA, 2023). Por ndo manifestar sinais ou sintomas nas fases iniciais, esse tumor maligno ¢
detectado tardiamente e por isso sua elevada taxa de mortalidade.

Dados mostram que 90% dos casos diagnosticados de cancer de péancreas
correspondem ao tipo adenocarcinoma, que tem origem no tecido glandular. Por ser agressivo e de
dificil detecgdo, possui alta taxa de mortalidade, devido ao diagnostico tardio. No Brasil, esse tipo de
cancer ¢ responsavel por 2% de todos os tipos de cancer diagnosticados e por 4% do total de mortes
causadas pela doenga (INCA, 2021). Os pacientes com cancer de pancreas apresentam baixa taxa de
sobrevida, menos de 5% dos pacientes sobrevivem cinco anos apds o diagnodstico. A quimioterapia ¢
o tratamento adjuvante mais importante para pacientes recorrentes com adenocarcinoma ductal
pancreatico que nao sdo indicados para cirurgia. No entanto, o cancer de pancreas também ¢
notoriamente resistente a gencitabina, que ¢ o agente quimioterapico de primeira linha (GRASSO;
JANSEN; GIOVANNETTI, 2017). Portanto, ¢ de extrema importancia identificar novos tipos de

tratamentos mais eficazes para cancer de pancreas (JALDE et al., 2018).

2.6 O CANCER E O TRATAMENTO COM TFD

A TFD existe hda mais de 100 anos, embora em formas bastante diferentes.
Recentemente, a TFD surgiu como uma intervengdo médica para tratar certos tipos de cancer que nao
podiam ser tratados pelos métodos tradicionais (MCFARLAND et al., 2020). Ja aprovada para
tratamento de varios tipos de canceres como o de cabega e pescoco, carcinoma basocelular, cervical,
endobronquico, esofagico, bexiga e gastrico, a TFD, antigamente era usada apenas para tratamento
de lesdes na pele e orgdos luminais. Devido a disponibilidade de entrega de luz intraoperatoria e
intersticial, a TFD pode ser utilizada em uma gama mais ampla de tumores solidos, incluindo cérebro,
mama, pulmio, pancreas e prostata. Quando comparada a tratamentos convencionais (cirurgia,
radiagdo e quimioterapia), apresenta algumas vantagens como toxicidade minima do tecido normal,
sem toxicidade sistémica de longo prazo (imunossupressdo), ndo desenvolve resisténcia ao
medicamento (LUO et al., 2017).

O FS Photofrin®, considerado uma mistura de oligdmeros da hematoporfirina, um
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porfimero sodico, ¢ o unico FS que ja foi aprovado em todo o mundo para certos tipos de cancer. Esse
FS recebeu sua aprovacao inicial para tratamento de cancer de bexiga no Canada em 1993, seguido
pela aprovagdo no Japdo em 1994 para cancer de pulmao em estagio inicial. A Food and Drug
Administration (FDA), dos EUA, concedeu sua primeira aprovagdo em 1995 para cancer de esdfago
obstrutivo avangado. Posteriormente, em 1998, foi aprovado para o tratamento de cancer de pulmao
de células ndo pequenas em estagio inicial (KIM; CHANG, 2023).

O Acido 5-aminolevulinico (ALA) (Levulan) e metil 5-aminolevulinato (Metvix),
precursores da protoporfirina IX (PpIX), foram posteriormente aprovados em todo o mundo para
carcinoma basocelular, exceto nos Estados Unidos, onde sdo aprovados para ceratose actinica
(MCFARLAND 2020). O ALA ¢ metabolizado, nas mitocondrias, em protoporfirina IX (PpIX)
fotoativa e o acimulo de PpIX ocorre quando a taxa de conversdao de ALA em PpIX ¢ maior do que
a conversdo de PpIX em heme (fig.5).

Apenas alguns FS de segunda e terceira geracdo foram aprovados, e apenas em
paises especificos: temoporfina (Foscan®) no UE, talaporfina (Laserphyrin®) no Japdo e LUZI11
(Redaporfina) na UE. Photosens®, Photodithazine®, Radaclorin® e Photogem® foram aprovados na
Russia. Padeliporfina, figura 5, foi aprovado (WST11, TOOKAD Solavel®) no México, em Israel e
em alguns paises da Unido Europeia (MCFARLAND et al., 2020).
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Figura 5: Estruturas moleculares de alguns fotossensibilizadores aprovados comercialmente.

fonte: Autora. Desenvolvido com BioRender.com.
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O TFD pode desempenhar um papel significativo no tratamento de pacientes com

cancer de pancreas (principalmente nos casos de cancer ndo removiveis cirurgicamente). Dois estudos

de pesquisa clinica usaram diferentes agentes fotossensibilizadores, clorina e veterporfina (absorgao

em 690 nm), que sdo FS de segunda geragdo, ¢ obtiveram resultados promissores, respectivamente

nos trabalhos realizados por BOWN, (2016); HUGGETT et al.,

(2014). Combinado com outras

terapéuticas e nanomedicina, o TFD tem um grande potencial para o tratamento de cancer pancreatico

(LEE; CHOI; HASAN, 2017).

Atualmente ja se discute a combinacdo da TFD com quimioterapia, visto essa ter

baixa seletividade para célula tumoral. A tumorotropidade dos FS modernos e os danos as células

tumorais pelos EROs aumentam a sensibilidade dos tecidos afetados aos quimioterapicos,

possibilitando a diminui¢do da dose terapéutica do medicamento e melhora do resultado terapéutico

(LIN etal., 2023). Além disso, foi relatada a possibilidade de superar a resisténcia a multiplas drogas,

o que limita muito o uso da quimioterapia (PLOTNIKOVA et al., 2024; SONGCA, 2023).
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2.7 TERAPIA FOTODINAMICA NO SUS

O Ministério da Satde incorporou a TFD no SUS no ano de 2023, por ser uma
alternativa para o tratamento de pacientes com cancer de pele, do tipo carcinoma basocelular
superficial e nodular, os mais comuns no Brasil. Esta técnica apresenta bons resultados, sendo uma
alternativa segura e eficiente em casos os quais ndo sdo recomendados intervencdo cirirgica. Essa
técnica, em muitos casos, pode ser realizada de forma ambulatorial e sem efeitos colaterais
importantes (NACOES UNIDAS BRASIL, 2024).

O equipamento para realizar a TFD foi desenvolvido por uma universidade publica,
a Universidade de Sdo Paulo (USP), no Instituto de Fisica de Sao Carlos. Esse equipamento
demonstra o quanto a pesquisa em universidades publicas contribui para a qualidade de vida e bem-
estar da populagdo (Nagdes Unidas Brasil, 2024; BUZZA, 2023). A TFD tem se tornado uma
excelente opcao terapéutica visto a facilidade em treinar profissionais, a simplicidade da técnica e por
se tratar em ambulatdrios, sem a necessidade de procedimentos operatdrios e com risco de infecgdo
desprezivel, ndo necessitando a utilizagdo de antibioticos. Além disso, o custo do equipamento é
compativel com a realidade nacional e o medicamento ¢ de produgdo brasileira (PDT Pharma)
(AGOSTINIS et al., 2011).

Os casos encaminhados ao ambulatdrio do INCA (Instituto Nacional do Cancer) do
Rio de Janeiro sdo submetidos a duas sessdoes de TFD separadas por sete dias de intervalo. Assim
observam-se melhores resultados e menores indices de recidiva. O procedimento realizado nos
pacientes se divide em etapas, sendo essas: o preparo da lesdo, a aplicagdo do aminolevulinato de
metila (MAL) e finaliza com a aplicacdo da luz vermelha (630nm). Embora seja um procedimento
doloroso na maioria das vezes, geralmente apresenta alta eficacia e resultado cosmético muito
satisfatorio (BAGNATO; REQUENA, 2023).

O ALA (4cido 5-aminolevulinico) e 0 MAL tém mecanismos de a¢do semelhantes,
sdo pro-farmacos que atuam produzindo a protoporfirina IX (PpIX) promovida pelas proprias células.
O PpIX ¢ o FS, que acumula na célula e quando irradiado produz danos celulares, caracteristica da
TFD. Comparando esses dois pro-farmacos, o MAL, apresenta maior permeabilidade, por ter o
grupamento éster, e a ocorréncia de dor ¢ bem menos reportada pelos pacientes. Contudo, os dois pro-
farmacos apresentaram taxas de sucesso nos tratamentos acima dos 95%, quando comparados as

cirurgias, para os casos de carcinoma basocelular (BAGNATO; REQUENA, 2023).
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2.8 OS FOTOSSENSIBILIZADORES

Dependendo das caracteristicas especificas ¢ do tempo de desenvolvimento, os FS
sdo divididos em gera¢des. Hematoporfirinas sdo FS de primeira geragdo, surgiram no século XIX,
apresentam-se como uma mistura natural complexa de hematoporfirina oligomérica. Ja, os FS de
segunda geragdo superam as limitagdes dos primeiros, com relagdo ao comportamento da droga,
sendo mais seletivos e necessidade de menores doses para o tratamento, entre esses podemos citar:
porfirinas, bacterioclorina, ftalocianinas, clorinas, curcumina, derivados do azul de metileno e outros.
Esses sdo compostos puros, por isso uma previsivel relacdo dose-resposta, diferente de misturas
complexas que se apresentam os FS de primeira geragdo. Os FS de segunda geragdo exibem uma
grande capacidade de absor¢do e produgdo de oxigénio singlete. (MFOUO-TYNGA etal., 2021; VAN
STRATEN et al., 2017).

Os FS de terceira geracdo referem-se a FS de segunda geracdo modificados com
conjugados bioldgicos tais como transportadores, anticorpos ou lipossomas, melhorando suas
propriedades fisicas, quimicas e terap€uticas. Estes compostos possuem maior seletividade para o
tecido tumoral, garantem dosagens mais baixas e menos efeitos colaterais indesejados (VAN
STRATEN et al., 2017). Os principais objetivos do desenvolvimento de FS de terceira geracdo sao
reduzir os efeitos adversos nas células vizinhas e melhorar tanto a farmacocinética como a
acumulagdo tumoral especifica destes FS (MFOUO-TYNGA et al., 2021).

O FS do tipo bacterioclorina tem como principal vantagem o seu alto coeficiente de
absorc¢do molar na regido do infravermelho proximo (comprimento de ondas de 740-780 nm) o que a
torna eficiente para o tratamento de tumores localizados profundamente (DABROWSKI; ARNAUT,
2015). Essa faixa de comprimento de onda, que ativa a bacterioclorina, se mostrou particularmente
eficaz contra tumores pigmentados, como melanoma maligno (MROZ et al., 2010). Além disso, os
FS de segunda geragdo apresentam menor toxicidade, mas a maioria destes agentes sdo muito
hidrofobicos e apresentam baixa seletividade tumoral (PASZKO et al., 2011).

A bacterioclorofila, precursor da bacterioclorina, apresentada na figura 6, possui
uma estrutura caracterizada por um macrociclo de tetrapirrol. Este macrociclo refere-se a uma
molécula formada por quatro anéis de pirrol interligados, criando uma estrutura ampla e ciclica. Os
pirrois sdo unidades quimicas compostas por cinco atomos (quatro de carbono e um de nitrogénio), e
sua disposi¢ao no macrociclo permite a formacao de sistemas conjugados de elétrons. Esses sistemas
sdo cruciais para as propriedades de absor¢do de Iuz que tornam a bacterioclorofila eficiente em
processos fotossintéticos.

Dessa forma, o macrociclo de tetrapirrol desempenha um papel fundamental na
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captura e transferéncia de energia luminosa. Esta estrutura ocorre naturalmente em pigmentos
fotossintéticos de bactérias fotossintéticas roxas. A presenca de anéis reduzidos no macrociclo de
tetrapirrol tem um efeito pronunciado sobre a absor¢do de espectros, permitindo a captagdo da luz
que penetra mais profundamente através do tecido e contornando a absor¢do da melanina. As
bacterioclorina sintéticas possuem maior estabilidade quimica e nenhuma suscetibilidade a oxidacao

aerobia degradativa (MROZ et al., 2010).

Bacterioclorofila Bacterioclorina fitil Bacterioclorina

Figura 6: Estrutura Molecular da Bacterioclorofila, Bacterioclorina fitil e da Bacterioclorina. A bactéria ptrpura
apresenta a bacterioclorofila. Em laboratorio ¢ realizada a extrag@o e obtém-se a bacterioclorina fitil. Com esse produto é
realizada a transesterificagdo para obtenc¢do da bacterioclorina.

fonte: Autora

O TOOKAD Soluvel®, figura 7, ¢ um derivado do tipo bacterioclorina, o primeiro
e unico FS a base de paladio aprovado no México e na Unido Europeia para tratar cancer de prostata
de baixo risco com terapia fotodinamica vascular-direcionada (TFV) (XUE et al., 2022). ATFV atua
danificando a vasculatura e alterando o suprimento sanguineo. O dano ao endotélio vascular € seguido
por uma série de eventos, como trombose e oclusio do vaso, levando a necrose tumoral. E um
derivado da bacterioclorina (obtido de bactérias), carregado negativamente. TOOKAD Soluvel® foi
desenvolvido por Salomon, Scherz e colegas de trabalho em Israel, o qual é solivel em meio aquoso,
¢ a versao melhorada do FS WST09 (GHEEWALA; SKWOR; MUNIRATHINAM, 2017
MCFARLAND et al., 2020).
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Figura 7: Estrutura Molecular do Tookad® e Tookad Soltivel®.
fonte: MCFARLAND, 2020 (modificado).

A bacterioclorina € proveniente de uma reacdo de semissintese, que parte do
pigmento, bacterioclorofila, extraida da bactéria Rhodopseudomonas faecalis. Essa é uma bactéria
Gram negativa e foi descrita a primeira vez em ZHANG et al., (2002), a qual foi isolada, caracterizada
e identificada, proveniente de reator anaerdbico que digere fezes de frango.

Bactérias purpuras ndo sulfurosas sdo geralmente foto-heterotroficas, utilizam luz
como fonte de energia e compostos organicos como fonte de carbono. Diferentes espécies podem usar
uma ampla gama de fontes de carbono e doadores de elétrons para a fotossintese. A espécie citada
pertence ao filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria e possui um flagelo polar (MADIGAN et
al., 2016).

2.9 SISTEMA DE CARREAMENTO DE DROGAS — LIPOSSOMAS

Os lipossomas sdo veiculos lipidicos com uma ou mais bicamadas de fosfolipideos,
com fase aquosa dentro e entre bicamadas. Os fosfolipideos usados para preparacao de lipossomas
sdo constituidos por uma cabeca hidrofilica e duas cadeias hidrofobicas, como demonstrado na figura
8. Os lipossomas sdo capazes de se ligar as membranas celulares e fundir-se com elas, liberando seu
conteudo no interior das células. As formulac¢des lipossomais demonstram capacidade de diminuir a
tendéncia do FS para agregar e melhora a acumulacdo seletiva do tumor (DERYCKE; DE WITTE,
2004).
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Figura 8: Ilustracio esquematica do processo de formacéo de lipossomas: (a) moléculas individuais de fosfolipidios;
(b) folhetos de membrana de bicamada; (c) lipossomas; (d) bicamada lipidica é composta por moléculas lipidicas
individuais dispostas ordenadamente com as suas caudas hidrofobicas voltadas para o interior da bicamada e com os seus
grupos polares voltados para o meio aquoso e para o meio exterior ao lipossoma. A bicamada unica tem cerca de 5 nm de
espessura.

fonte: (JESORKA; ORWAR, 2008) modificado.

A farmacocinética dos lipossomas depende de suas caracteristicas fisico-quimicas,
como tamanho, carga superficial, estabilizacdo estérica, empacotamento de lipideos de membrana e
vias de administragdo (KOZLOWSKA et al., 2009). A vantagem do lipossoma ¢ que se trata de um
sistema geral de entrega, resolvendo o intrinseco problema de muitos FS como a hidrofobicidade e a
baixa solubilidade. Lipossoma ¢ uma estratégia de formulagdo simples, quando comparado com
outras abordagens nanométricas que aumentam o custo de desenvolvimento (PASZKO et al., 2011).
Estes compostos possuem maior seletividade para o tecido tumoral, garantem dosagens mais baixas
e menos efeitos colaterais indesejados (VAN STRATEN et al., 2017).

A formulagdo lipossomal acumula-se preferencialmente em tecidos tumorais sélidos
devido ao efeito de retengdo e permeagdo intensificada (EPR). Este efeito EPR ¢ mediado por
diferengas no tamanho dos poros dos vasos sanguineos em tecidos tumorais ¢ normais. Embora os
vasos normais tenham poros de 5-10 nm de didmetro, os vasos tumorais tém poros maiores, com
tamanho médio de 300 nm. Esta caracteristica permite que os vasos tumorais acumulem vesiculas de
lipossoma com um diametro de 100-250 nm, enquanto os vasos normais sdo protegidos desta entrega

de lipossomas (CHEN; POGUE; HASAN, 2005; ROCHA et al., 2012).
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Todo sistema de entrega deve apresentar uma série de caracteristicas, como:
e ser biodegradavel;
e ter pequeno tamanho e elevada capacidade de carga;
e imunogenicidade minima e ndo toxica, ndo deve causar efeitos secundarios;
e deve apresentar circulag@o prolongada no corpo ap6s a administracao;
e tendéncia minima de auto-agregacgao;
e deve acumular-se seletivamente na area requerida em concentragdo terap€utica com

pouca ou mesmo nenhuma absor¢ao por células ndo-alvo (TORCHILIN, 2007).

Existem varios métodos de formulacdo lipossomal. Dependendo da estrutura do FS
pode-se dissolver em tampdo aquoso quando trata-se de um FS hidrofilico ou, quando for um FS
hidrofébico como o Foscan®, sdo dissolvidos em excipientes organicos que podem manter a
solubilidade do FS em tampdes aquosos apods a preparagdo para administracdo (BELLNIER et al.,
2006). Ha ainda outros FS que sdo formulados em tampao aquosos com utilizagdo de surfactantes
como o Tween 80 (GHOSH; CARTER; LOVELL, 2019).

A estrutura e a composicao dos lipossomas desempenham um papel importante na
estabilidade e na biodisponibilidade lipossomal. Quando esses contém alta concentracdo de
constituintes lipidicos fluidos, como fosfatidilcolina de ovo sdo facilmente desestabilizados e liberam
seu conteudo na circulagdo. Ja lipossomas com fosfolipideos e colesterol mais saturados geralmente
exibem maior estabilidade na circulagdo (CHEN; POGUE; HASAN, 2005). No entanto, formulagdes
de FS lipossomal ndo apenas solubilizam FS para administragdo, mas podem melhorar seu
comportamento fisioldgico in vivo (GHOSH; CARTER; LOVELL, 2019).

Entre as formulagdes ja existentes, o Visudyne®, primeiro medicamento para TFD
aprovado para o tratamento de degeneracdo macular relacionada com a idade, em 2000, ¢ utilizado
para reduzir o risco de perda de visdo. O FS verteporfina (um derivado da benzoporfirina) € o principal
componente do Visudyne® e sua formulagdo ¢é caracterizada por um po6 lipossomal, verde, liofilizado,
que ¢ reconstituido antes da administracao intravenosa (CHRISTIE; KOMPELLA, 2008; CRUESS
et al., 2009; SHAH et al., 2024). Em 2001, o Visudyne® foi aprovado para o tratamento da miopia
patologica (CHRISTIE; KOMPELLA, 2008).

Aprovada clinicamente, uma formulacdo lipossomal, a clorina, chamada de
temoporfina (Foslip®), quando comparado a formula¢do nao-lipossomal de clorina (Foscan®),
apresenta elevada eficacia e baixa destruicdo dos tecidos saudaveis. A clorina Foscan®, FS de
segunda geracdo apresenta caracteristicas favoraveis para a TFD e foi aprovada para o tratamento de

cancer de cabeca e pescogo, na Unido Europeia e no Japdo. Entretanto ¢ uma molécula hidrofobica e
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propensa a agregacdo, tornando-a menos fotoativa, ligando-as fortemente as proteinas séricas.
Contudo, essa clorina foi incorporada em lipossomas peguilados e observou-se o aumento de captagio
tumoral desse FS quando em formulagao lipossomal (BOVIS et al., 2012; GARRIER et al., 2011).

SWAMI VETHA et al., (2020) estudaram uma formulagdo lipossomal de
curcumindides (compostos fendlicos bioativos provenientes da Curcuma longa), FS ativado pela luz
azul. A formulagéo foi testada e ao comparar com a molécula ndo encapsulada, apresentou excelente
bioatividade nos ensaios in vitro, em células A549 (cancer de pulmio). Os curcumindides sdo
moléculas pequenas que possuem fracas solubilidade e biodisponibilidade, o que restringe o potencial
terapéutico do composto. Entretanto algumas nanoformulagdes com esses compostos citados tém sido
testadas com o lipossoma com melhor potencial clinico (BELFIORE et al., 2018; ROSTAMABADI;
FALSAFT; JAFARI, 2019).

Outro estudo comparou a aplicagdo da formulagdo lipossomal de clorina e6 di-N-
metilglucaminato e resultou num aumento significativo da seletividade de acumula¢do do FS no
tumor em comparagdo com o tecido normal, consequentemente, resultando em um aumento
significativo da eficiéncia fotodindmica em comparac¢ao com a forma farmacéutica original produzida
comercialmente (solucao aquosa) de Fotoditazin®. Esse FS foi desenvolvido por uma empresa Russa
e ¢ aprovado para uso clinico em TFD de tumores superficiais e intracavitarios. O liofilizado da forma
lipossomal pode ser armazenado em baixa temperatura, mantendo seus parametros fisico-quimicos e
atividade antitumoral (avaliada em dispersdo lipossomal reidratada) por longos periodos (THI HAI

YEN et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver uma formulagao de nanoparticula capaz de
otimizar a utiliza¢do do fotossensibilizador (FS) bacterioclorina, reduzindo a quantidade necessaria
para induzir a morte celular. Para alcancgar esse objetivo, realizou-se a comparagao entre a atividade
fotodindmica da bacterioclorina na sua forma livre e em formulagdo lipossomal, avaliando sua

eficiéncia e seu potencial terapéutico in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Extrair o pigmento da bactéria Rhodopseudomonas faecalis;

3.2.2 Realizar modifica¢des estruturais na molécula da bacterioclorina fitil para obter a
bacterioclorina;

3.2.3 Produzir um sistema de formulagdo lipossomal, visando aumentar a seletividade pelo
tecido neoplasico e, consequentemente, aumentar a eficiéncia da TFD;

3.2.4 Investigar os efeitos da TFD com a bacterioclorina em formulagdo lipossomal e na sua
forma livre, utilizando diferentes concentracdes do FS e diferentes doses de luz em linhagens
celulares;

3.2.5 Avaliar a atividade fotodinamica em linhagens de células tumorais de mama (MCF-7) e
pancreas (MIA-PaCa-2), e comparar com linhagem de células normais de fibroblastos (MRC-5) por
métodos estatisticos;

3.2.6 Determinar o tamanho das particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta da
formulacao lipossomal, para estabelecer sua estabilidade em curto prazo.

3.2.7 Realizar estudos de fotodegradagdo para verificar a estabilidade do FS quando

1luminado.
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4 METODOLOGIA

4.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

Na se¢do abaixo sera apresentada a metodologia da pesquisa, um estudo
experimental, realizado na Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana — UNILA, campus
Jardim Universitario e na Itaipu Parquetec. As andlises dos lipossomas foram realizadas em
colaboracdo na Universidade de Sao Paulo, em Ribeirdo Preto, no Centro de Nanotecnologia e

Engenharia Tecidual.

4.2 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 Cultivo de Rhodopseudomonas faecalis

Inicialmente foi cultivada a bactéria purpura ndo sulfurosa Rhodopseudomonas

faecalis, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Clovis W.0O.de Souza, da UFSCar, em meio de cultura
descrito em FANG; LIU; ZHANG, (2005), porém modificado, descrito abaixo:
Fostato de potassio (KoHPO4) 0,5g/L; Sulfato de magnésio hepta hidratado (MgS0O4.7H20) 0,3 g/L;
Cloreto de amonio (NH4Cl) 0,4 g/L; Cloreto de calcio (CaClz) 1,2 g/L; Extrato de Levedura 0,6 g/L;
Acido Malico (C4HsOs) 1,0 g/L; Succinato de Sédio hexa hidratado (C4sHsNa04.6H20) 1,0 g/L;
Acetato de Sodio (C2H3NaO-) 1,0 g/L; Micronutrientes 2 mL/L, sendo esse: Agua (H20) 100 mL;
Acido Cloridrico (HCI) 25 pL; Sulfato de zinco (ZnSO4) 0,001g; Sulfato de manganés (MnSO4) 0,001
g; Acido bérico (H3BO3) 0,007 g; Cloreto de célcio (CaCly) 0,004 g; Sulfato de cobre (CuSO4) 0,002
g; Molibdato de sdédio (NaMoOs) 0,004 g.

O pH foi acertado para 7,0 com hidroxido de s6dio (NaOH) 3M e autoclavado.
Apbs, foi adicionado 0,5 mL/L de sulfato ferroso hepta hidratado (FeSO4.7 H20) 0,15% estéril. O
cultivo ocorreu em garrafas de 1L devidamente tampadas em temperatura ambiente e na presenca de

luz amarela incandescente de 100 W.
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Figura 9: Garrafas com cultivo de bactéria purpura Rhodopseudomonas faecalis.

Apbs o crescimento bacteriano, o material foi centrifugado (Solab SL-701) a 6000
rpm por 10 min, na temperatura de 10° C. O pellet formado foi liofilizado no liofilizador Solab SL-
404 sob pressdo de 43000 uHg, na temperatura de -30° C por 8h (Laboratério de Microbiologia,
Jardim Universitario, UNILA).

4.2.2 Extracdo da bacterioclorina fitil

Em baldo de 100 mL de fundo redondo adicionou-se 5g de bactéria liofilizada e 30
mL de solugdo metanol/acido sulftrico 5%, sob atmosfera de argonio, protegido da luz, por 30 min.
A amostra foi filtrada em papel filtro e foi adicionando diclorometano até o filtrado sair transparente.
Adicionou-se solucdo de bicarbonato de sddio até pH 7,0. Transferiu-se para baldo de separagéo e
obteve-se a parte organica, inferior, na qual se adicionou sulfato de sédio, para retirar resquicios de

agua, e filtrou-se novamente em algodao. O solvente foi evaporado, em rotacvaporador (IKA, MVP
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10 basic RVS, Brasil) a 40° C, 100 rpm. Foi armazenado a -20° C (PRATAVIEIRA et al., 2021).

4.2.3 Obtencgao da bacterioclorina por transesterificacao

Na amostra de bacterioclorina fitil obtida na se¢do acima foi adicionado 25 mL de
diclorometano sob agitagdo. O baldo foi fechado e ficou sob atmosfera de argénio. Adicionou-se 20
mL de solucdo de metanol/acido sulfurico 5% e foi mantido reagindo nessas condi¢des por 8h. Depois
transferiu para Becker e adicionou solucao de bicarbonato até¢ pH 7,0. Foi para o funil de separacao
onde obtém-se a parte organica, inferior, com a bacterioclorina. Evaporou-se o solvente e tem-se a
bacterioclorina em uma reagdo com rendimento de aproximadamente 0,2%. Armazenada a -20° C
(PRATAVIEIRA et al., 2021). As reagdes foram realizadas no Laboratério de Tecnologias e
Processos Sustentaveis (LATEPS), da UNILA.

4.2.4 Purificacdo e caracterizacdo da bacterioclorina

Para a purificacdo, a amostra de bacterioclorina foi solubilizada em solugdo
diclorometano/metanol a 5% colocada em coluna de cromatografia empacotada com silica gel 0,063-
0,2 mm / 70 -230 mesh (Macherey-Nagel) e foi eluida com diclorometano depois metanol. Foram
unidas as fragdes contendo bacterioclorina e evaporada, em rotaevaporador, até saida total do solvente
para obtencao da amostra pura, a qual foi caracterizada por ressonancia magnética nuclear e o espectro

condizente com o espectro apresentado em (PRATAVIEIRA et al., 2021).

4.2.5 Espectroscopia de Varredura

As andlises UV-Vis foram realizadas no equipamento Evolution 201 (Thermo
Fisher Scientific, EUA), no Laboratorio de Estudos Interdisciplinares do Meio Ambiente e
Alimentos (LEIMAA), UNILA. Foi realizado o espectro de varredura de 300 at¢ 850 nm, em

triplicata, da bacterioclorina dissolvida em diclorometano.

UV-Vis (diclorometano): Amax., (nm): 359; 527; 682; 752.
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4.2.6 Preparo das Solucdes de bacterioclorina livre para TFD

A solugdo estoque do farmaco fotossensibilizador foi preparada dissolvendo 1 mg
de bacterioclorina em 100 uL. de DMSO. A partir dessa foi preparada a solucdo que foi usada na TFD,
sendo 10 uL de solugdo estoque em 990 uL de PBS (pH 7,4), obtendo a concentracdo de 160 uM. As
sucessivas diluicdes foram realizadas em PBS para, posteriormente, serem distribuidas em seus

respectivos pogos.

4.2.7 Preparo da formulagdo de lipossomas “vazios”

As formulagdes de lipossomas “vazios” foram preparadas pelo método de hidratagao
de filme ja estabelecido, porém com modifica¢des (SILVA; FRANCHI; TEDESCO, 2016; ZHANG
et al., 2014). Em baldo de fundo redondo de 250 mL adicionou-se 400 mg de fosfatidilcolina de soja
(Lipoid S-100, Lipid Ingredients, Brasil) e 60 mg de colesterol (Sigma Aldrich, EUA) e uma solucao
diclorometano:metanol (2:1 v/v). Agitou o baldo até completa dissolugdo dos componentes e

rotaevaporada a 40° C até completa eliminagao do solvente.

O filme formado foi hidratado com 10 mL de PBS (pH 7,4). Essa formulagdo passou
por emulsificagdo em disruptor celular com micro ponta de titanio (QR550, Ecosonics), amplitude de

40% por 2 min em banho de gelo.

Na sequéncia, essa formulagdo passou pelo processo de extrusdo (mini extrusor com
bloco de aquecimento — Avanti Polar Lipids, EUA) em membrana 0,2 um por 11 vezes e 0,1 um por
mais 11 vezes, a temperatura de 57° C. As formulacdes foram armazenadas a 4° C ao abrigo da luz
até sua utilizacdo.

O processo incluiu a produgdo de um lote utilizando um tampéo alternativo. Para a
hidratacdo do filme, foram adicionados 10 mL de TRIS:HCI. Os resultados relacionados a essa
formulacdo estdo detalhados no Anexo A. Posteriormente, o tampdo foi substituido por PBS, uma

escolha que demonstrou manter a viabilidade celular nos controles realizados.
4.2.8 Preparo da formulagdo de lipossomas com fotossensibilizador
As formulacdes de lipossomas com o FS foram preparadas conforme descrito

anteriormente, com a diferenca que essa preparagdo contém a bacterioclorina, a qual foi previamente

dissolvida no diclorometano (0,1 mg de bacterioclorina/mL de solucdo final). Foi utilizado 1 mg de
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FS, pois o volume final de formulagdo foi de 10 mL.

Em baldo de fundo redondo de 250 mL adicionou-se 400 mg de fosfatidilcolina de
soja (Lipoid S-100, Lipid Ingredients, Brasil) e 60 mg de colesterol (Sigma Aldrich, EUA) e uma
solugdo diclorometano:metanol (2:1 v/v). Nesse diclorometano foi dissolvido a Bcl e depois
adicionou-se o metanol. Agitou o baldo até completa dissolu¢do dos componentes e rotaecvaporada a

40° C até completa eliminag@o do solvente.

O filme formado foi hidratado com 10 mL de PBS (pH 7,4). Essa formulagéo passou
por emulsificagdo em disruptor celular com micro ponta de titdnio (QR550, Ecosonics), amplitude de

40% por 2 min em banho de gelo.

Na sequéncia essa formulag@o passou pelo processo de extrusdo (mini extrusor com
bloco de aquecimento — Avanti Polar Lipids, EUA) em membrana 0,2 um por 11 vezes e 0,1 um por
mais 11 vezes, a temperatura de 57° C. As formulagdes foram armazenadas a 4° C ao abrigo da luz

até sua utilizagao.

Figura 10: Foto da formulacio de lipossomas com bacterioclorina (cor purpura) em mini extrusor sobre o bloco
de aquecimento.

4.2.9 Estudo de Fotodegradacao

Solugdes de Bcl livre e Bel lipossomal com uma absorbancia de aproximadamente 0,8 foram

preparadas. Acondicionadas em cubeta de vidro, foram irradiadas no comprimento de onda de 760
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nm com uma intensidade de 10,4 mW/cm? por 48 minutos. A cada 2 min os espectros de absorbancia
foram medidos e posteriormente observados em 760 nm (DA CRUZ RODRIGUES et al., 2024;
ULIANA et al., 2022).

4.2.10 Determinagdo do Tamanho de Particula, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta

O diametro hidrodindmico das particulas e indice de polidispersdao (IPD) foram
determinados por espectroscopia de fotocorrelacdo, por espelhamento dinamico de luz (DLS), no
equipamento Nano ZetaSizer™ (ZEN3600, Malvern instruments, U.K), no modo de operacdo de
laser He-Ne que opera em 633 nm, angulo de espalhamento a 173° ¢ temperatura a 25°C.

Os lipossomas foram diluidos na propor¢ao 1:100 (v/v) em agua Mili-Q filtrada
(membranas de didmetro de 0.22 um). O potencial zeta das particulas foi determinado por mobilidade

eletroforética no mesmo equipamento.
4.2.11 Linhagens e culturas celulares
Neste trabalho foram utilizadas as linhagens de células tumorais:

e MIA PaCa-2, caracterizada por tecido tumoral epitelial pancreatico humano, derivado de

carcinoma e ¢ registrada no ATCC sob o numero CRL-1420;
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Figura 11: Células tumorais de pancreas MIA PaCa-2. A esquerda em crescimento e & direita em confluéncia.

fonte: https://www.atcc.org/products/crl-1420

e MCF-7, derivada de tecido tumoral epitelial de glandula mamaria humana, derivado de

adenocarcinoma e esta registrada no ATCC sob o niimero CRL-3435. Essa linhagem
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celular foi gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Rodrigo P. Araldi, do Instituto Butantan —

SP.

OATCC®

High density

Figura 12: Células tumorais de mama MCF-7. A esquerda em crescimento e a direita em confluéncia.

fonte: https://www.atcc.org/products/crl-3435

Também foi empregada a linhagem de células normais MRC-5, que esta registrada
no ATCC sob o nimero CCL-171, é composta por fibroblastos isolados do tecido pulmonar de um
embrido humano branco, do sexo masculino, com 14 semanas de idade, obtidos por J.P. Jacobs em

1966. Essas células sdo capazes de realizar entre 42 e 46 divisdes populacionais.
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Figura 13: Células normais de fibroblastos MRC-5. A esquerda em crescimento e a direita em confluéncia.

fonte: https://www.atcc.org/products/ccl-171

As trés linhagens foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM, Vitrocell, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Nova
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Biotecnologia, Brasil) e 1% de penicilina/estreptomicina (100U/mL de penicilina e 100 pg de
estreptomicina, Sigma-Aldrich, EUA). As garrafas de cultivo foram mantidas em estufa (Thermo

Fisher, EUA) em condi¢des de umidade a 37° C, atmosfera de 5% COa.

4.2.12 Crescimento, contagem e plaqueamento de células

As linhagens celulares (de 0,5 até 1 x 10° cel/ mL) estavam estocadas a -80° C em
criotubos foram descongeladas e adicionadas a 10 mL de meio de cultura DMEM com 10% SFB e
antibidtico (meio completo, previamente descrito no item 4.2.6), em tubos Falcon e centrifugados a
1200 rpm por 10 min, para retirada do dimetilsulféxido (DMSO). Descartado o sobrenadante, o pellet
foi ressuspendido em meio completo e acondicionado em garrafas estéreis de cultivo celular com
tampa contendo filtro de 75cm? (Nest, China), incubado em estufa em condi¢des de umidade a 37°
C, atmosfera de 5% COa..

A cada dois ou trés dias o meio de cultura era substituido e a garrafa era observada
em microscopio invertido (Nikon Eclipse Ti-S, Japdo) para verificar se a cultura estava confluente.
Quando a cultura celular atingia a confluéncia — ou seja, quando as células preenchiam
completamente a superficie da garrafa de cultivo —, era realizado o processo de tripsinizacdo. Esse
procedimento consiste em tratar as células com uma solugdo de tripsina, uma enzima que promove o
desprendimento das células aderentes ao recipiente. O objetivo da tripsiniza¢do era reduzir a
densidade celular, evitando a sobrecarga que poderia levar a falta de nutrientes e espago, fatores que
resultariam na morte celular. Apo6s o desprendimento, as células podiam ser redistribuidas em novas
garrafas ou placas, garantindo o crescimento saudavel e continuo da cultura. Em fluxo laminar, o
meio era descartado, as garrafas eram lavadas duas vezes com 4 ml de solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril. Apds a lavagem era adicionado 1,5 mL de tripsina (1%) (Inlab Confianga,
Brasil) em PBS e apds aguardava-se 3 min na estufa, até o desprendimento das células da garrafa.
Em seguida era adicionado 5 mL de meio completo para inativagdo da tripsina, transferido para
Falcon e centrifugado a 1200 rpm por 10 min. Descartado o sobrenadante, o pellet era ressuspendido
em 1 mL de meio completo.

Para a contagem das células e verificagdo da viabilidade celular foi utilizado o
método azul de tripan (0,4% m/v, Gibco). Em tubo eppendorf de 1,5mL era adicionado 10 uL de
amostra de célula (que estava em 1 mL de meio completo) mais 10 pL de azul de tripan,
homogeneizado. Aguardado 2 minutos, 10 pL era transferido para camara de Neubauer. Por ser um

corante que adentra células mortas ou com a membrana celular comprometida, o azul de tripan ¢ um
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marcador de células mortas, que ficam azuis ao observar no microscopio optico. Contou-se as células
que permaneceram incolores. Foi utilizada camara de Neubauer para a contagem e determinacao do
namero de células viaveis.

As placas de 96 pogos foram preenchidas com 1 x 10* células/pogo com 100 pL de

meio completo, incubadas por 24h em estufa a 37° C, atmosfera de 5% CO2, para aderéncia ao fundo.

4.2.13 Terapia Fotodinamica

Dois estudos foram conduzidos em paralelo: avaliagdo de citotoxicidade (sem
exposicao a luz) e terapia fotodinamica (TFD). Ambos seguiram o mesmo protocolo experimental,
com a diferenca de que as placas destinadas a analise de citotoxicidade permaneceram no escuro
durante todo o experimento. Nesse grupo, as células foram mantidas no escuro por 20 minutos para
absorcdo do fotossensibilizador, seguidos de mais 48 minutos para simular o tempo equivalente a
exposicdo ao LED do grupo de TFD tratado com 30 J/cm?, que foi o grupo com maior tempo de
irradiacdo. Ja no estudo de TFD, as placas irradiadas variaram conforme a intensidade aplicada: o
grupo 15 J/em? foi exposto ao LED por 24 minutos, enquanto o grupo 30 J/cm? recebeu irradiagdo
por 48 minutos.

Para realizar esse estudo, todas as dilui¢des foram realizadas em PBS ¢ os controles
utilizados foram:

e Controle Negativo — grupo sem farmaco fotossensibilizador e sem irradiacdo, manteve-se
com PBS durante o tempo de incubagio;

e LED — grupo submetido a irradiag@o na presenca de PBS, apenas;

e DMSO — grupo submetido a irradia¢do na presen¢a de apenas 0,125% DMSO dissolvido em
PBS (quantidade presente como solvente, no grupo 20 uM de fotossensibilizador).

e LIP¢ 1 —grupo com lipossoma vazio, sem o fotossensibilizador, na quantidade de lipossomas
presente no tratamento de 1 M.

Além dos controles, os grupos de tratamento foram os seguintes:

e Bacterioclorina livre nas concentragdes 0,1 uM; 0,5 uM;1,0 uM; 10 uM; 20 uM;

e Bacterioclorina em formulagdo lipossomal nas concentragdes: 0,001 uM; 0,025 puM; 0,05
uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1,0 uM;

Foi removido o meio de cultura de trés placas com células, preparadas como
descrito na se¢do anterior, pois o meio de cultura DMEM contém vermelho de fenol, substancia que

pode interferir na passagem da luz e consequentemente afetar os resultados. Depois, foram lavadas
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duas vezes com PBS (140 ¢ 200 pL) e cada componente foi adicionado em seu pogo, em triplicata,
no volume de 100 pL. Foi incubado por 20 min ao abrigo da luz na estufa, com a finalidade de
absor¢do do FS pelas células e, posteriormente, irradiou a primeira placa a 15 J/cm?, e a segunda a 30
J/em?. A terceira placa, controle, ficou o tempo designado ao abrigo da luz, na estufa.

O equipamento Biotable (Biolambda, Brasil) fornece a fonte de luz infravermelha
de forma homogénea a todos os pocos, a base de lampadas Light Emitting Diode (LEDs), no

comprimento de onda de 760 nm (Figura 14) com irradiancia de 10,4 mW/cm?,
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Figura 14: Biotable (Empresa Biolambda) — LEDs 760 nm. Nessa biotable ¢ possivel regular a irradidncia e a dose de
luz, em J/cm?.

Na sequéncia, foram retirados os componentes de cada pogo e as placas foram
lavadas duas vezes com PBS. Adicionou-se 100 pL de meio completo e incubou-se na estufa por 24

h. Foram realizados trés ensaios independentes para cada linhagem celular.
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4.2.14 Determinacgdo da atividade metabolica celular — MTT

Para avaliar, por espectrofotometria, a atividade mitocondrial e por consequéncia a
viabilidade celular, foi utilizado o método de reducdo do sal de tetrazélio amarelo (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), comumente conhecido como MTT, para cristais de
formazan de coloracdo roxa, por células metabolicamente ativas. Ao detectar a coloragdo roxa, é
possivel verificar a quantidade de células que estavam vivas, o que indica o grau de citotoxicidade do

tratamento em questao.
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Figura 15: Estruturas do MTT. Reagdo de metabolizagdo do MTT em cristais de formazan, por mitocdndrias de células
viaveis.

fonte: Google imagens.

Ap6s o tratamento e incubacdo na estufa por 24 h, foi adicionado aos 100 pL de
meio completo 10 pL de MTT (0,5 mg/mL concentracao final), e aguardou por 4h a 37° C, atmosfera
de 5% CO,. Na sequéncia, o meio foi retirado e adicionado 100 nL. de DMSO para dissolug¢do dos
cristais formados. Concluida essa etapa, a placa foi para o leitor de microplacas (Loccus, LMR-96,
Brasil), em programa com 1,5 min de agitacdo lenta e medidas de absorbancia no comprimento de
onda de 570 nm, descontando a absorbancia de 630 nm, para deixar livre de interferéncias de fundo.

A viabilidade celular foi calculada considerando 100% os valores de absorbancia

do controle negativo, ou seja, a amostra que ndo teve nem tratamento nem irradiagao.

4.2.15 Calculo do ICsp (Concentragdo Inibitéria Média em 50% da sobrevivéncia celular)

O calculo do ICsg foi realizado utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0.2 ¢
o Excel (Microsoft 365). Primeiramente, no Excel, os dados obtidos de densidade 6ptica no MTT
foram transformados para porcentagem, sendo definido 100% os valores do controle sem

tratamento e sem irradiagdo, e considerados os valores de Y. Os valores de Y foram copiados para o
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programa GraphPad Prism. Os valores de concentracdo de FS foram transformados em Log [FS],
considerado como valor de X, diretamente no nesse software. Entdo foi realizada uma regressao nao
linear. O R?, o coeficiente de determinacao, apresenta valores de 0 < R? < 1, sendo que mais
proximo de 1 apresenta-se como um modelo adequado de teste estatistico, ou seja, os valores de

ICso sao determinados e influenciados pelas varidveis analisadas.

4.2.16 Analise estatistica entre os grupos de variaveis

Os resultados de absorbancia obtidos foram analisados estatisticamente com o
software GraphPad Prism versdo 8.0.2. Os grupos experimentais foram comparados
parametricamente por analise de variancia — ANOVA e, depois, o teste de Tukey para comparacao
multipla, sendo considerados significativos os valores p <0,05, com um intervalo de confianca de
95%.

Os dados obtidos de densidade oOptica no MTT foram transformados para
porcentagem no Excel, sendo definido 100% os valores do controle sem tratamento e sem irradiagado.
Cada grupo apresenta um valor, em porcentagem, que representa a taxa de sobrevivéncia em cada

tratamento. Os graficos foram realizados no programa GraphPad Prism 8.0.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA BACTERIOCLORINA

O fotossensibilizador (FS) foi obtido a partir do cultivo da bactéria
Rhodopseudomonas faecalis. A bactéria foi cultivada, centrifugada e liofilizada. Na sequéncia a
massa bacteriana foi submetida a reacdo de extracdo, para obter a bacterioclorina fitil, a qual foi
modificada estruturalmente por uma reagdo de transesterificagdo para se obter a bacterioclorina
(PRATAVIEIRA et al., 2021).

Os compostos do tipo bacterioclorina possuem em sua estrutura um macrociclo
tetrapirrolico (figura 16). Por isso, possui como caracteristica um efeito pronunciado sobre a absor¢ao
dos espectros na regido do NIR, o que ¢ muito vantajoso, pois permite a absorcdo de luz em
profundidades maiores no tecido, podendo tratar tecidos e orgdos mais profundos. Além disso,
contorna a absor¢do de componentes do tecido como melanina e agua. Outra vantagem desse FS ¢,
que por ser de segunda geracao, possui maior seletividade pelo tumor permitindo reducao da dose, o
que significa elimina¢do mais rapida e menor fotossensibilidade da pele, quando comparado a FS de
primeira geracdo (MROZ et al., 2010; VAN STRATEN et al., 2017). No entanto, a bacterioclorina ¢

um composto de dificil dissolugdo, devido sua alta hidrofobicidade.

Extracao transesterificagéo

Figura 16: Esquema obtencio da Bacterioclorina. Bactéria pirpura, Rhodopseudomonas faecalis, depois de liofilizada
em placa de Petri, segue para reacdo de extragdo da bacterioclorina fitil e depois transesterificagdo para obtengdo da
bacterioclorina.

Fonte: Autora.
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No inicio desse trabalho, foi proposto trabalhar com a bacterioclorina fitil e a
bacterioclorina, que apresenta o grupo metoxi, pois se a primeira molécula fosse efetiva, seria mais
econdmica reduzindo o tempo de preparo e o consumo de reagente, consequentemente, sendo mais
sustentavel. No entanto, o lipossoma com a bacterioclorina fitil apresentou tamanho grande, na média
de 257,8 um quando comparado a outros lipossomas, o que tornou o processo de extrusao inviavel.
Por isso o trabalho teve continuidade apenas com o FS bacterioclorina metoxi (chamada apenas de
bacterioclorina). A bacterioclorina fitil ndo seria um bom FS na forma livre, sem estar encapsulada,
pois o grupo fitil ¢ bastante apolar e dificulta sua solubilizagdo em meio bioldgico. Desta forma a
transesterificagdo substitui o grupo fitil pelo grupo metoxi, deixando a molécula um pouco mais

soluvel. Apos a obtencao, o FS foi purificado por cromatografia e caracterizado por RMN.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO

A espectroscopia de varredura, conforme apresentado na figura 17, revelou o
espectro de absor¢do da Bcl, a qual apresenta banda de Soret em aproximadamente 350 nm e banda
Q em aproximadamente 760 nm, desejada para a TFD, pois esta na “janela terapéutica”. Esse termo
corresponde a regido do comprimento de onda o qual ndo ocorre absor¢do por componentes como

melanina, 4gua ou outras moléculas fotoativas endogenas, e esta entre 600 e 800 nm.
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Figura 17: Espectro de absorc¢io da bacterioclorina a 25 °C. No grafico (A), apresenta-se a bacterioclorina (Bcl)
solubilizada em diclorometano, com varredura espectral realizada entre 300 e 800 nm. No grafico (B), sdo exibidos os
espectros das formulagdes de Bcel na forma livre e lipossomal, ambas em PBS, com varredura conduzida no intervalo de
700 a 850 nm para a detec¢do da banda Q. As medigdes foram iniciadas a partir de uma solug@o concentrada, tanto em
diclorometano quanto nas formulagdes em PBS, sendo progressivamente diluida até que as absorbancias se situassem no
intervalo de 0,3 a 0,8.
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5.3 ESTUDO DE FOTODEGRADACAO

Muitos dos FS utilizados na TFD sofrem degradacdo pela agdo da luz
(STRATONNIKOV; MEEROVICH; LOSCHENOV, 2000), de modo que os mesmos mecanismos
responsaveis pela eficacia da TFD podem também destruir o FS. Sabe-se que diferentes FS
apresentam taxas de degradagdo variadas e a estabilidade do FS pode representar uma desvantagem
ou uma vantagem (ROTOMSKIS; STRECKYTE; BAGDONAS, 1997a, 1997b). Se o FS se degradar
rapidamente, a destrui¢do do tumor podera ndo ser completa quando a concentragdo do FS ndo
fotodegradado nos tecidos diminuir apés a iluminagdo. Por outro lado, a lesdo fotodindmica
irreversivel nos tecidos normais ao redor do tumor, que geralmente retém menos FS, pode ser
significativamente evitada com a diminui¢do na concentragdo da molécula ativa nessas células
(MENEZES; BAGNATO, 2005).

No estudo de fotodegradagdo, observa-se a diminui¢do da absorbancia da Bcl livre
ao irradid-la no comprimento de onda de 760 nm por 48 min, a 10.4 mW/cm?. Portanto, a
concentracdo da Bcl, quando livre em tampao PBS, vai caindo durante o processo de TFD, em que
se irradia o FS. Ao observar o grafico da figura 18, tem-se a concentracdo da Bcl encapsulada em
lipossomas permanece relativamente estavel durante o processo de TFD. Dessa forma, sugerimos que
o lipossoma protege a Bcl de degradagdo por irradiacdo, o que pode ser parte da explicacdo para o

melhor desempenho da formulagao lipossomal.
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Figura 18: Estudo de fotodegradacao. As amostras Bcl livre em PBS e lipossomal foram preparadas em concentragio
inicial proxima a 0,8, acondicionada em cubeta de vidro e irradiada na Biotable, a 760 nm, com irradidncia de 10.4
mW/cm?. A absorbancia foi verificada a cada 2 min em espectrofotdmetro, no total de 48 min, no comprimento de onda
de 760 nm, banda Q.



49

5.4 ESTUDO DOS LIPOSSOMAS

Foram preparadas duas formulagdes para serem analisadas na Universidade de Sao
Paulo, no Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual, onde foi realizado os estudos de tamanho

de particula, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta, das formulagdes seguintes:

e lipossoma “vazio”, sem o FS (Lip ¢);

e lipossoma com FS bacterioclorina (Lip Bcl).

O estudo foi realizado com andlises sequenciais durante 4 semanas, a qual
determinou a estabilidade de curto prazo, como observado na figura 19. Ndo houve modifica¢des
significativas no tamanho de particula nem no IPD, confirmando que a formulagdo ¢ estavel por no

minimo um més.
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Figura 19: Monitoramento da estabilidade apds preparacio da formulacio. A andlise ocorreu uma vez na semana
por 28 dias, em triplicata cada analise. Tamanho médio de particula (A), indice de polidispersao (B) e potencial zeta (C)

da formulagdo lipossomal com Bel (Lip Bcl) e sem Bel (Lip ¢).

O diametro das particulas ¢ crucial na farmacologia, pois influencia diretamente a
dissolugdo, biodisponibilidade e¢ absor¢do de medicamentos. Vesiculas com tamanho nanométrico
podem ser absorvidas mais eficientemente pelas células, o que € essencial para a liberagao controlada
do medicamento. Além disso, a uniformidade no tamanho das particulas garante uma liberacao
consistente do farmaco (BARBUGLI et al., 2010; BRUXEL et al., 2012). Leva-se em consideragao
também que vesiculas pequenas (menores de 200 nm) s@o reconhecidas e fagocitadas mais
lentamente, permanecendo mais tempo na circulagdo sanguinea, ja as vesiculas grandes sdo

rapidamente removidas da circulagdo por macréfagos, além de aumentar o risco de embolia

(BRUXEL et al., 2012).
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Os resultados da analise granulométrica sdo promissores, indicando que os
lipossomas projetados possuem um didmetro médio inferior a 200 nm e um indice de polidispersdo
(IPD) inferior a 0,1. Isso sugere uma distribuicdo de tamanho de particula estreita e unimodal, o que
¢ ideal para garantir a homogeneidade das formulagdes coloidais. A homogeneidade ¢ essencial para
assegurar que cada particula ou vesicula carregue uma dose consistente do medicamento,
contribuindo para uma liberacdo eficaz do farmaco no organismo (BARBUGLI et al., 2010).

O potencial zeta ¢ uma medida fundamental na caracterizacdo de coloides.
Representando a carga superficial ou o potencial eletrocinético das particulas, ele ¢ expresso em
milivolts (mV) e € importante para entender a estabilidade de dispersdes coloidais. Valores de
potencial zeta superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV sdo indicativos de uma dispersdo estavel.
Isso ocorre porque tais valores sugerem que as forgas de repulsdo elétrica entre as particulas sdao
suficientemente fortes para contrariar as tendéncias de agregacdo (BRUXEL et al., 2012; CALORI,
2016; SILVA, 2013).

A agregacdo de particulas em uma dispersdo coloidal pode levar a instabilidade,
resultando em fendmenos indesejados como a sedimentagdo ou a floculagdo. Por isso, a medi¢do do
potencial zeta ¢ uma ferramenta valiosa, pois permite prever a estabilidade a longo prazo de
formulacdes coloidais. Em sistemas onde as particulas possuem tamanhos médios na faixa
nanométrica e uma distribui¢do de tamanho unimodal, a estabilidade ¢ particularmente critica, pois
qualquer variag@o pode afetar significativamente as propriedades e a funcionalidade do coloide.

Portanto, o monitoramento do potencial zeta ndo apenas fornece informacao sobre a
carga superficial das particulas, mas também serve como um preditor confidvel da estabilidade
coloidal. Isso ¢ especialmente importante em aplicagdes industriais e farmacéuticas, onde a
consisténcia e a eficacia dos produtos dependem diretamente da estabilidade das suas dispersdes
coloidais. Observou-se que as vesiculas apresentaram um valor médio de potencial zeta ndo ideal, ou
seja, entre -4 ¢ -9 mV (Lip Bcl), portanto ndo indicam estabilidade podendo estar proclives a

sedimentacdo e floculagdo a longo prazo.

5.5 CITOTOXICIDADE EM FORMULACOES COM PBS

A citotoxicidade da formula¢do lipossomal e da bacterioclorina na forma livre,
avaliada por meio de testes conduzidos no escuro, foi investigada em trés diferentes linhagens
celulares, incluindo duas tumorais (MCF-7 ¢ MIA PaCa-2) ¢ uma normal (MRC-5). Os

fotossensibilizadores de aplicagdo em neoplasias devem possuir como caracteristicas baixa toxicidade
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no escuro e acumulo prefencial no tecido do tumor, além do que as formulagdes lipossomais devem
ser inertes (BARBUGLI et al., 2010). Dessa forma a etapa desse trabalho que demonstra essa questdo
sera abaixo debatida, mostrando os graficos referentes a toxicidade no escuro (citotoxicidade) nas
tré€s linhagens. Todos os experimentos de TFD desde esse item até o final do trabalho foram realizados
em tampao PBS.

Concomitantemente foram realizados experimentos de citotoxicidade (sem
irradiacdo) e de TFD, pois realizou-se trés placas de cultivo, sendo duas para TFD (15 e 30 J/cm?) e
uma para citotoxicidade, além disso esses experimentos foram realizados em triplicata técnica e
triplicata bioldgica, ou seja, cada concentracdo de FS foi testada em triplicata na mesma placa e esse
experimento repetido trés vezes.

Na Figura 20, s3o apresentados os resultados dos testes de citotoxicidade obtidos
pela técnica de deteccdo com MTT, que avalia a atividade mitocondrial das células viaveis. Esse
método gera um substrato de coloragdo roxa detectavel por espectroscopia. As placas utilizadas nos
experimentos foram preparadas e incubadas no escuro. O controle consistiu em células tratadas
apenas com PBS, representando 100% de sobrevivéncia celular. A barra correspondente ao
tratamento com DMSO 0,125% diluido em PBS demonstra que o solvente do FS, na maior
concentracdo testada (20 uM), ndo exerce efeito toxico. Além disso, sdo apresentadas as diferentes

concentracdes do FS, tanto na forma livre (Bac) quanto na formulagdo lipossomal (LIP).
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Figura 20: Graficos da citotoxicidade das formulacdes de FS avaliadas em sua forma livre e lipossomal em trés
linhagens celulares distintas. Em A, apresenta-se a linhagem MCF-7 (células tumorais de mama); em B, a linhagem
MIA PaCa-2 (células tumorais de pancreas); e em C, a linhagem MRC-5 (fibroblastos normais). As placas
experimentais foram incubadas no escuro por 20 minutos para permitir a absor¢do do FS, seguidos de mais 48 minutos,
tempo equivalente a exposi¢do ao tratamento com LED no grupo de 30 J/cm?2. O controle foi composto por células tratadas
apenas com PBS durante todo o periodo de incubagdo. A barra correspondente ao tratamento com DMSO 0,125% em
PBS demonstra que o solvente do FS, na maior concentragdo utilizada (20 uM), ndo apresentou efeito toxico. Os
tratamentos foram realizados com o FS bacterioclorina na forma livre (Bac), na formulag@o lipossomal (LIP), ¢ com
lipossomas "vazios" (LIP$1), na mesma quantidade presente no LIP 1. Os experimentos foram conduzidos em triplicata
técnica e bioldgica. Os graficos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas entre as barras, confirmando
que as formulag¢des ndo demonstram toxicidade para nenhuma das linhagens celulares analisadas.
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Ao analisar os graficos, podemos sugerir que tanto para as células tumorais de
mama (MCF-7), tumoral de pancreas (MIA PaCa-2) quanto para as células de fibroblasto (MRC-5),
o tratamento ndo € citotoxico ap6s 1h08 no escuro, tempo referente a incubacdo mais a exposicdo ao
LED na maior dose de luz. Assim, podemos sugerir que tanto a formula¢do lipossomal quanto a
solugdo de bacterioclorina livre tem a caracteristica crucial que toda boa formulacdo de FS tem que
apresentar, que ¢ ndo diminuir a sobrevivéncia celular no escuro, ou seja, ndo ser citotoxico. Dessa
forma, sugere-se que o FS ndo produz efeitos de dano celular nas linhagens testadas, quando na
auséncia de luz.

Neste estudo foi utilizado o teste bioestatistico ANOVA (andlise de variancia)
seguido o teste de Tukey para comparagdo dos resultados, pelo programa GraphPad Prism 8, pois os
dados apresentam homogeneidade dentro de cada grupo e possui distribui¢do normal, fazendo uma
analise intra e intergrupos. Assim, como variavel dependente, preditora, tem-se a absorbancia
adquirida em cada teste MTT, transformado em sobrevivéncia celular. As varidveis independentes de

grupamento sdo as concentragdes obtidas em cada grupo, representado no quadro abaixo.

MCF-7

[ FS livre ] MIA PaCa-2 - MIA PaCa-2
[FS lipossomal]

MRC-5 MRC-5

TFD - Presenca de luz: 15 e 30 J/cm?

MCF-7
MRC-5 MRC-5

Citotoxicidade - Auséncia de luz

Quadro 2: Variaveis Dependentes para o teste ANOVA. Esse quadro apresenta em fundo claro os testes de TFD, na
presenga de FS e com irradiagdo dos grupos amostrais. No fundo escuro apresenta-se os testes de citotoxicidade, sem
irradiagao.
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5.6 OS CONTROLES DA AVALIACAO DE TFD

Na figura 21 apresenta-se as comparagdes dos controles nas linhagens tumorais e depois,

figura 22, na linhagem de células normais. Os controles utilizados na TFD foram definidos da
seguinte forma:

o Controle: amostra sem tratamento e sem exposi¢ao a luz;

e LED: amostra incubada em tampao PBS e submetida a exposicao a luz;

e DMSO: amostra com concentracdo de 0,125% de DMSO em PBS, empregada para
demonstrar que o solvente do fotossensibilizador (FS) na maior concentragdo testada (20
uM) ndo apresenta efeito toxico;

o LIP¢1: "lipossoma vazio", correspondente a quantidade de lipossomas presentes na amostra
LIP com 1 pM de FS, porém sem conter FS, mantendo apenas a mesma quantidade de

lipossomas.
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Figura 21: Controles utilizados no teste de TFD em linhagens tumorais. Em A, observa-se a linhagem tumoral de
mama (MCF-7), e em B, a linhagem tumoral de pancreas (MIA PaCa-2). Os controles incluiram: células incubadas apenas
com PBS sem exposi¢do a luz (controle); células incubadas com PBS e expostas a irradiagdo (LED); células tratadas
com DMSO 0,125% solubilizado em PBS e expostas a irradiagdo (DMSO); e lipossomas "vazios" (LIP¢1),
correspondendo a mesma quantidade de lipossomas presente na amostra LIP com 1 pM de FS, porém sem o FS. As placas
foram incubadas no escuro por 20 minutos. Nos tratamentos, as doses de luz variaram entre 15 J/cm?, com irradiagdo de
24 minutos, e 30 J/cm?, com irradiacdo de 48 minutos. Apds a incubagdo, foi realizado o teste de MTT para avaliagdo da
viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em triplicata técnica. Para os testes estatisticos utilizou-se trés
experimentos independentes em MCF-7 e dois experimentos em MIA-Paca-2. Os graficos ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre as barras, confirmando que os testes realizados ndo promovem diminui¢do da
sobrevivéncia celular.

Para a linhagem tumoral de mama, todos os controles mantiveram-se viavesis,
proximos a 100%, indicando que se trata de um estudo controlado. Da mesma forma, a linhagem
tumoral de pancreas também demonstrou ser um estudo controlado.

Para a linhagem de células normais de fibroblastos, linhagem MRC-5, os controles

mantiveram-se viaveis, proximos ao 100%, indicando também ser um estudo controlado.
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Figura 22: Controles do teste de TFD na linhagem normal de fibroblasto (MRC-5). Os controles incluiram: células
incubadas apenas com PBS sem exposicdo a luz (controle); células incubadas com PBS e expostas a irradiacdo (LED);
células tratadas com DMSO 0,125% solubilizado em PBS e expostas a irradiagdo (DMSO); e lipossomas "vazios"
(LIP¢1), correspondendo & mesma quantidade de lipossomas presente na amostra LIP com 1 pM de FS, porém sem o
FS. As placas foram incubadas no escuro por 20 minutos. Nos tratamentos, as doses de luz variaram entre 15 J/cm?, com
irradiacdo de 24 minutos, ¢ 30 J/cm?, com irradiacdo de 48 minutos. Apos a incubagdo, foi realizado o teste de MTT para
avaliacdo da viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em triplicata técnica. Para os testes estatisticos
utilizou-se dois experimentos. O grafico ndo apresenta diferengas estatisticamente significativas entre as barras,
confirmando que os testes realizados ndo promovem diminui¢@o da sobrevivéncia celular.

5.7 AVALIACAO DA TFD EM CELULAS TUMORAIS

Como previamente abordado na introducdo, a extensdo do efeito da TFD ¢
multifatorial e depende do tipo de FS, a sua localizagdo intra e extracelular, a dose total administrada,
o tempo total de exposicao a luz, a taxa de fluéncia da luz, a disponibilidade de oxigénio, e o tempo
entre a administragio da droga e exposi¢do a luz. Todos esses fatores sdo interdependentes
(DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003). Para elevar o nivel de seletividade do FS pelo tecido
tumoral, ha dois fatores criticos, sendo eles: a capacidade intrinseca de muitos FS se acumularem
preferencialmente no tecido tumoral, a utilizacdo de um sistema carreador de drogas (lipossomal) e a
aplicagdo de luz exclusivamente na area de tratamento (LUO et al., 2017).

Assim foi demonstrado na figura 23 como o FS, a bacterioclorina na sua forma livre,

interage com diferentes tipos celulares, segundo a metodologia desenvolvida nessa tese.
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Figura 23: Teste de TFD nas linhagens tumorais com FS livre. Linhagem mama MCF-7 (grafico A) e linhagem
pancreas MIA PaCa-2 (grafico B), apds incubag@o com cinco diferentes concentragdes de bacterioclorina em sua forma
livre, nas doses de luz de 15 J/cm? a esquerda e 30 J/cm? a direita. Experimentos em triplicata técnica. Para MCF-7 N=3
nos testes estatisticos e N=2 para MIA PaCa-2.

% p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Para a linhagem tumoral de mama, MCF-7, (figura 23 A), o FS na forma livre, quando
testado em 15 J/cm?, mostrou diferenca significativa quando comparado o controle as concentragdes
1, 10 € 20 uM, com p< 0,001, ou seja, menos de 0,1% de probabilidade desses resultados sejam ao
acaso. Quando testado em 30 J/cm? maior dose de luz, houve diferenca significativa com menor
concentracdo de FS, com 0,5 uM. Dessa forma indicando que a intensidade luminosa esta diretamente
relacionada ao efeito da TFD, quanto maior a dose de luz, menor quantidade de FS ¢é necessario para
ter efeito semelhante. Ao observar a amostra LED, sugere-se que a luz ndo causa danos a célula
quando em PBS (resultados no item 5.6, fig. 21). Observa-se ainda que a inativacao celular depende
da concentragdo do fotossensibilizador e da dose de luz utilizada.

Para a linhagem tumoral de cancer de pancreas, MIA PaCa-2, (fig. 23 B), o FS na
forma livre, quando testado em 15 J/cm? mostrou diferenga significativa quando comparou-se o
controle as concentragdes a partir de 0,5 uM, com p<0,001. J4, quando se testou em 30 J/cm? houve
diferencga significativa na reducdo da sobrevivéncia celular ja com 0,1 uM, sendo p<0,01.

Contudo, ficou demonstrado pelos graficos acima (fig. 23) que quando utilizado uma
poténcia baixa de luz, concentragdes mais altas de bacterioclorina tem que ser usada para se obter a
resultados significantes. Na linhagem de cancer de mama, 0,5 pM do FS livre j& se tem um resultado
relevante na maior dose de luz, enquanto 1 uM do FS livre ¢ necessario na menor dose de luz, ou
seja, uma concentracdo duas vezes maior quando se usa a menor dose de luz testada. Para a linhagem

tumoral de pancreas sdo necessarios 0,5 uM e 0,1 uM na menor e maior dose de luz respectivamente,
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para ter uma reducdo significativa entre os grupos.

Observa-se também que quando comparamos as duas linhagens tumorais estudadas, a
MCF-7 (mama) ¢ mais resistente a morte, pois necessitou 0,5 pM da bacterioclorina livre para reduzir
a sobrevivéncia celular significativamente, enquanto para a MIA PaCa-2 0,1 pM ja houve redugdo na
sobrevivéncia celular. Portanto, aqui sugerimos que a bacterioclorina livre é 5 vezes mais eficiente
em matar células tumorais de pancreas do que de mama, para a metodologia desenvolvida nessa tese.

Ao comparar com outros trabalhos, a bacterioclorina modificada estruturalmente com
adicao do grupo Trizma, utilizado para tornd-la mais soltivel em ambiente fisiologico, foi testada em
células tumorais de mama, MCF-7, e foram necessérios 0,1 uM desse FS, em 15 J/cm? para redugdo
da sobrevivéncia celular de modo significativo (PRATAVIEIRA et al., 2021). Apesar de a
metodologia da TFD utilizada nos trabalhos serem diferentes, pois em PRATAVIEIRA et al., (2021)
a TFD foi realizada em meio de cultivo DMEM sem fenol, o que poderia ajudar na conservacao das
c¢lulas mais tempo vivas do que quando utilizamos, neste trabalho, a TFD em PBS. Salvo as
diferencas, pode-se discutir a efetividade das bacterioclorina em sua forma livre nesta linhagem
celular, sendo que a mais soluvel, com grupamento Trizma, mostrou-se mais efetiva na redugdo de
viabilidade celular.

Para acrescentar, visando melhorar a entrega ao interior das células tumorais, foi
realizada uma formulacao de lipossomas a qual acumula-se preferencialmente em tecidos tumorais
solidos devido ao efeito de retencdo e permeagao intensificada (EPR). Este efeito EPR € mediado por
diferencas no tamanho dos poros dos vasos sanguineos em tecidos tumorais e normais, caracteristica
a qual permite que os vasos tumorais acumulem vesiculas de lipossoma com um diametro de 100—
250 nm, enquanto os vasos normais sdo protegidos desta entrega lipossomal (CHEN; POGUE;
HASAN, 2005; ROCHA et al., 2012).

Abaixo, nas figuras 24 e 25, foi demonstrado como o FS em formulagdo lipossomal
interage com os componentes do estudo, a fim de comparar sua atividade com o FS em sua forma
livre. Observamos claramente como a formulagdo lipossomal é mais efetiva para ser utilizada com a
bacterioclorina para reduzir a sobrevivéncia das células tumorais. Nas células MCF-7 tem-se a
necessidade de valores menores de 0,1 uM do FS encapsulado para resultados significativos. Em MIA
PaCa-2 0,001 uM do FS em formulacdo lipossomal foi suficiente para resultados significativos de
reducdo de sobrevivéncia celular.

Portanto, com o trabalho conseguiu-se chegar a uma formulagao lipossomal capaz de
reduzir a concentragdo de bacterioclorina na ordem de 100 vezes para se obter a mesma reducdo de
sobrevivéncia celular.

E possivel inferir pelos graficos acima que quando comparamos as mesmas
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concentracgdes utilizadas do FS livre (fig. 23 A) com o FS lipossomal (fig. 24) ha uma redugdo da
sobrevivéncia das células tumorais de mama logo com 0,1 pM do FS lipossomal ja na dose de luz
mais baixa. Assim evidenciando uma maior eficiéncia quando se usa o FS lipossomal comparado ao
FS livre, o que ¢ sustentavelmente melhor, pois diminuiu as quantidades de semissintese do produto
natural, a bacterioclorina, além de eliminag@o mais rapida do organismo e redug@o da possibilidade
de efeitos fotossensiveis quando administrados no organismo (MROZ et al., 2010; O’CONNOR;
GALLAGHER; BYRNE, 2009).
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Figura 24: Teste de TFD na linhagem tumoral de mama (MCF-7) com FS lipossomal. Ap6s incubacdo com
bacterioclorina lipossomal, incubagdo por 20 min no escuro, nas doses de luz de 15 e 30 J/cm?. Experimento em triplicata
técnica e bioldgica. ****p<0,0001.

Ao realizar a regressao para determinar o ICso (concentracdo inibitoria média em
50% da sobrevivéncia celular), figura 25, observa-se que o valor desse parametro para a
bacterioclorina livre, em 15 J/cm?, é 2,4 vezes maior do que em 30 J/cm?. Portanto, a dose de luz
influencia a concentra¢do na mesma grandeza. Como nao foi possivel a deteccdo do ICso nesse estudo
com formula¢do lipossomal, o proximo, que foi realizado com MIA PaCa-2, utilizou-se
concentracdes muito menores de FS lipossomal. Observa-se que a linha verde, referente ao FS em
lipossoma apresenta-se proximo de zero, visto que todas as concentragdes testadas matam todas as
células. Conclui-se assim, inicialmente, que a formulagdo lipossomal ¢ muito mais eficaz para reduzir
a sobrevivéncia da célula tumoral de mama (MCF-7) do que a quando utilizado o FS na sua forma

livre.
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Figura 25: Representacio das curvas de regressao nio linear utilizadas para a determinacio do ICso (concentracio

.....

para reduzir em 50% a viabilidade celular, sendo um pardmetro importante para avaliar a eficicia citotoxica das
formulagdes testadas. As analises foram realizadas com base nos dados obtidos a partir do teste de MTT, ajustando os
resultados as curvas de regressdo ndo linear para estimativa precisa dos valores.

Para 15 J/cm? tem-se ICso de 1240 nM de FS na forma livre.
Para 30 J/cm? tem-se ICso de 514 nM de FS na forma livre.

Ao observar a figura 26, abaixo, podemos inferir a diminui¢do da sobrevivéncia nas
c¢lulas tumorais de pancreas com o aumento da concentracdo de FS lipossomal e da dose de luz.
Observa-se ainda que utilizando 0,001 uM de FS lipossomal ja se obtém resultados significativamente
mais reduzidos de sobrevivéncia celular em qualquer dose de luz. Sendo 1% a chance de ser ao acaso
em 15 J/cm® e 0,01% essa mesma chance em 30 J/cm?. Portanto podemos sugerir que em linhagens
tumorais a concentracdo de FS tem muita influéncia sobre os resultados. Quando foi observado na
figura 23, em célula tumoral de pancreas, 0,5 uM de FS livre foram necessarios para reduzir a
sobrevivéncia celular, no entanto, pela figura 26, observamos que 0,001 uM de FS lipossomal ja

reduz significativamente a sobrevivéncia dessa célula tumoral de pancreas.
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Figura 26: Teste de TFD na linhagem tumoral de pancreas (MIA PaCa-2) com FS lipossomal. Linhagem tumoral
de pancreas apds incubagdo com seis diferentes concentragdes de bacterioclorina lipossomal por 20 min no escuro e
depois irradiadas nas doses de luz de 15 J/cm? & esquerda e 30 J/cm? & direita. Experimento em triplicata técnica e duplicata

biologica. ** p<0,01 e ****p<0,0001.

Ao determinar a regressdo ndo-linear, observa-se na figura 27, a formulagdo
lipossomal apresenta ICso 392 vezes menor do que quando comparada ao FS livre, ou seja, muito
mais eficiente em inibir a sobrevivéncia celular. Esses sdo resultados que corroboram com trabalhos
que usam de lipossomas como sistema de entrega de FS para células tumorais (ROCHA et al., 2012;
SILVA, 2016).
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— FS livre-15 Jlcm? IC50= 999 nM (R? 0,8)
- FS livre-30 J/cm? ICs0= 861,7 nM (R? 0,8)

—— FS Lipossomal-15 J/cm? IC5= 5,879 nM (R? 0,9)
- FS Lipossomal-30 J/cm? IC5= 2,198 nM (R? 0,9)
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Figura 27: Representacio das curvas de regressao nio linear utilizadas para a determinacio do ICso (concentracio
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necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular, sendo um parametro importante para avaliar a eficacia citotoxica
das formulagoes testadas. As analises foram realizadas com base nos dados obtidos a partir do teste de MTT, ajustando
os resultados as curvas de regressdo ndo linear para estimativa precisa dos valores. Em azul e rosa tem-se as curvas de
1Cso para resposta a FS livre. Em vinho e verde tem-se as curvas de ICsg para resposta a FS em formulagao lipossomal.

Diversas formulagdes de lipossomas ja foram aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, demonstrando grande potencial no encapsulamento de
diversos FS, drogas quimioterapicas e outras moléculas terapeuticamente ativadas melhorando a
distribuicdo do medicamento (MARINO-OCAMPO et al., 2023). Como exemplo tem-se o TPP
(mesotetrafenilporfirina) que foi incorporado em lipossomas e aumentou eficientemente a atividade
anticancerigena devido ao aumento na seletividade para células tumorais de ovario (WANG et al.,
2019). Em PRZYBYLO et al., (2016) foi demonstrado também que os lipossomas permitem produzir
suspensoes contendo altas concentragdes de FS, protoporfirina IX, sem formagdo de cristais
biologicamente inertes, e que a incorpora¢do em lipossomas de fosfatidilcolina foram eficientemente
entregues células Hela (cancer cervical) seguidas de sua redistribui¢do por todo o sistema
endomembranar de células garantindo a exposicdo maxima das estruturas celulares vitais as agdes

dos radicais livres gerados pela irradiagao.
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Segundo DAMOISEAU et al., (2001), alguns fatores podem explicar a diminui¢ao
da sobrevivéncia celular quando lipossomas sdo utilizados como carreadores de farmacos.
Primeiramente, o efeito da formulagdo lipossomal observado pode resultar em diferentes estados de
agregacdo da bacterioclorina nas células: a bacterioclorina pode permanecer em sua forma
monomeérica (a espécie que produz mais oxigénio singlete) nas células quando lipossomas sdo
empregados, enquanto, ao contrario, a bacterioclorina pode ser agregada nas células quando incubado
em meio de cultura celular. Outro fator seria que o uso de lipossomas pode influenciar a localizagdo

da bacterioclorina na célula.

5.8 AVALIACAO DA TFD EM CELULAS NORMAIS

Com a finalidade de comparacdo dos resultados em células tumorais e células
normais, foi utilizado também células MRC-5 que sdo células normais a qual sdo derivadas de
fibroblastos isolados do tecido pulmonar. Sabe-se previamente que o efeito de permeagao e retengdo
intensificada (EPR), em que ¢ mediado por diferencas no tamanho dos poros dos vasos sanguineos
em tecidos tumorais e normais, eleva a absor¢do da formulacdo lipossomal pelas células tumorais
(DOUGHERTY et al., 1998; ROCHA et al., 2012; TORCHILIN, 2007). Entretanto, ja foi descrito
que células tumorais apresentam maiores taxas de efluxo de drogas, visto possuirem mecanismos de
resisténcia que incluem a expressdo aumentada de transportadores de efluxo. Estes transportadores
ajudam a expulsar as drogas citotoxicas das células, reduzindo a eficacia dos tratamentos e
aumentando a resisténcia a morte celular (ARALDI etal., 2016; HUBER; MARUIAMA ; ALMEIDA,
2010; MACHADO, 2013).

Observou-se, na figura 28, o FS livre o qual reduz significativamente a
sobrevivéncia das células normais em 0,1 utM em baixa intensidade luminosa. Observa-se também
que as linhagens tumorais sdo mais resistentes & morte do que as células de linhagem normal, visto
que em MRC-5 (célula normal, fibroblasto) ja ha redugao significativa em 0,1 pM enquanto em MCF-
7 (tumoral de mama) comeg¢a uma reducdo significativa em 1 pM e em MIA-PaCa-2 (tumoral de
pancreas) em 0,5 pM. Portanto sugerimos que as células tumorais, por apresentarem mecanismos de
efluxo de drogas mais eficiente, mantém-se mais resistentes a morte, apresentando menor redugéo de

sobrevivéncia celular na metodologia de TFD empregada.
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Figura 28: Teste de TFD na linhagem normal de fibroblasto (MRC-5) com FS livre. Apds incubagdo com cinco
diferentes concentragdes de bacterioclorina em sua forma livre, nas doses de luz de 15 e 30 J/cm?. Experimentos em

triplicata, duas repeti¢cdes biologicas. ****p<0,0001 ; ***p<0,001

Ao analisar a figura 29, os graficos de barras referente a diferentes concentragdes
de bacterioclorina encapsulada utilizada em células normais, tem-se uma redugdo significativa na
sobrevivéncia dessas células em 0,025 pM quando se utiliza o FS lipossomal. Assim, demonstrando
que a metodologia da formulacdo lipossomal ¢ eficiente para o objetivo desejado, que € diminuir a
quantidade necessaria do FS para provocar a morte celular, pois menores concentra¢des utilizadas

favorecem a eliminagdo mais rapida do organismo e menor chance de fotossensibilidade.
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Figura 29: Teste de TFD na linhagem normal de fibroblasto (MRC-5) com FS lipossomal. Apds incubagio com seis
diferentes concentragdes de Bcl na sua forma lipossomal por 20 min no escuro, foi irradiado nas doses de luz de 15 e 30

J/em?. Tratamentos em triplicata, duas repeti¢des bioldgicas. ****p<0,0001.

Retomando os dados anteriores, em MIA PaCa-2 a formulagdo lipossomal
apresenta concentracao inibitoria 392 vezes menor quando comparada ao FS na sua forma livre,
portanto, muito mais eficiente a formulagdo nanoestrutural em inibir o crescimento celular. Outra
diferenca que se observa é a maior suscetibilidade da célula normal a morrer no estudo, pois temos o
ICso de 2 nM para as células tumorais MIA PaCa-2 e 1 nM para MRC-5, sendo que essa maior
suscetibilidade também se observa com o FS livre.

Demonstrou-se também que as células tumorais sdo mais resistentes a morte quando
se utiliza o FS livre, uma vez que para MCF-7 514 nM do FS livre matou 50% das células enquanto
para MIA PaCa-2 861,7 nM foram necessarios. Isso quando comparamos aos dados de MRC-5,
células normais, temos que 42,2 nM foram necessarios do FS livre para matar 50% das células do
estudo. Portanto, uma concentragcdo mais baixa de FS é necessaria para atingir células normais quando
comparada as células tumorais o que ja foi estabelecido anteriormente, visto que as células tumorais
frequentemente desenvolvem mecanismos de resisténcia a medicamentos, como proteinas que
bombeiam o farmaco para fora da célula. Além disso, as células tumorais podem ter uma taxa de
proliferacdo maior.

Para determinacdo da poténcia da bacterioclorina em MRC-5 observou-se pela
figura 30 0 ICso em 15 J/cm? primeiramente, inferindo-se que o encapsulamento tornou o FS 26 vezes
mais potente do que a forma livre da bacterioclorina. Depois, em 30 J/cm? observou-se 34 vezes mais

potente a formulagdo lipossomal.
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FS livre-15 Jicm? IC50= 66,79 nM (R? 0,9)
FS livre-30 J/lcm? ICso= 42,20 nM (R? 0,9)
FS Lipossomal-15 J/cm? IC50= 2,59 nM (R? 0,9)
FS Lipossomal-30 J/cm? ICso= 1,24 nM (R? 0,8)
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Figura 30: Representacio das curvas de regressdo nao linear utilizadas para a determinacio do ICso (concentraciao

necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular, sendo um parametro importante para avaliar a eficacia citotoxica
das formulagoes testadas. As analises foram realizadas com base nos dados obtidos a partir do teste de MTT, ajustando
os resultados as curvas de regressao ndo linear para estimativa precisa dos valores. Dois experimentos independentes, em
triplicata. Em azul e rosa tem-se as curvas de ICso para resposta a FS livre. Em vermelho e verde tem-se as curvas de 1Csg
para resposta a FS em formulagao lipossomal.

Foi observado que em todas as linhagens testadas a formulacao lipossomal foi mais
eficiente do que a forma livre do FS. Comparando as linhagens MRC-5 e MIA PaCa-2 temos que
para MIA PaCa-2 a maior poténcia do farmaco foi de 392 vezes mais eficiente lipossomal, com valor
de ICso de 2,198 nM de bacterioclorina encapsulada. J4 para MRC-5 a forma encapsulada foi de 34
vezes mais eficiente do que a forma livre, com valor de ICso de 1,24 nM. Portanto, utiliza-se na faixa
de 1 nanomolar de FS quando se utiliza formulagdo lipossomal, enquanto para a forma livre ¢é
necessaria uma quantidade de 42 e 860 nanomolar da bacterioclorina, em células de fibroblastos e

tumoral de pancreas respectivamente.
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5.9 COMPARACAO ENTRE ICs

As caracteristicas analisadas foram: trés linhagens celulares diferentes, FS livre ou
em formulagdo lipossomal e duas doses de luz. Entretanto, recorda-se que a linhagem celular MCF-
7, a primeira testada, ndo apresenta valores de ICso para formulacdo lipossomal, devido as
concentragdes iniciais utilizadas de FS em formulagéo lipossomal nos testes serem muito altas.

Contudo, nos itens 5.6, 5.7 e 5.8 dessa tese foram apresentados os valores de
sobrevivéncia celular versus a concentragdo de FS testados, comparados pelo teste paramétrico
ANOVA. Ja nessa secdo, apresenta-se uma regressao nao linear com o desfecho sendo os dados de

ICso (calculo descrito no item 4.2.16). O R? ¢ denominado coeficiente de determinagao.

ICso I1Cso
15 J/cm? 30 J/cm? R?
(HM) (HM) 15 J/em? / 30 J/cm?
MIA PaCa-2 999 861,7 0,8/0,8
MIA PaCa-2 5,879 2,198 0,9/0,9
Lipossomal
MRC-5 66,79 42,20 0,9/0,9
MRC-5 2,59 1,24 0,9/0,8
Lipossomal
MCF-7 1240 514 0,9/0,9

Quadro 3: Valores de ICso das diferentes variaveis. Foi utilizado analise de regressdo ndo linear.
Valores de R? - fator de determinacéo.

Pelo quadro 3, observamos que para célula tumoral na dose de luz mais alta (30
J/em?), com formulagio lipossomal obteve-se um ICso muito abaixo do que os valores de FS livre, na
ordem de 392 vezes menor. Ja para a célula normal de fibroblasto o ICso também foi abaixo dos
valores de FS livre, entretanto, na ordem de 34 vezes. Essa diferenga pode ser explicada pelo fato

dessa célula ndo apresentar mecanismo de efluxo de drogas tdo eficiente como uma célula tumoral.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com o passar do tempo, com a evolugao da sociedade que caminha para formagao
de grandes centros urbanos, mecanizagdo de servigos bragais e avanco das tecnologias sustentaveis
surgem problematicas novas como sedentarismo, obesidade, envelhecimento da populagdo.
Observou-se pelos dados do INCA que esses problemas estdo associados ao aumento no nimero de
casos de cancer. Por isso, para nossa sociedade, ¢ tdo importante estudos que desvendem, pelo menos,
uma vertente desse problema global.

Este trabalho se alinha ao tema da qualidade de vida, ODS 3, oferecendo uma
contribuicao cientifica para a sociedade na busca por uma cura para essa doenga devastadora. Embora
existam alguns tratamentos disponiveis, eles sdo frequentemente acompanhados por efeitos colaterais
incapacitantes. H4 aproximadamente 100 anos a TFD vem aprimorando sua técnica, melhorando FS
e aumentando a eficacia dos tratamentos. Ao longo desse periodo, avangos significativos foram feitos
na selecdo de fotossensibilizadores mais seguros ¢ eficientes, na otimizag@o das dosagens de luz, ¢ na
aplicacgdo clinica da terapia para uma variedade de doencas. Esses esforcos tém permitido tratamentos
mais precisos ¢ com menos efeitos colaterais, trazendo esperanga e conforto para os pacientes.

Esse estudo com a bacterioclorina em formulacdo lipossomal a base de
fosfatidilcolina de soja e colesterol demonstrou eficiéncia in vitro e sustentabilidade do ponto de vista
econdmico social, alinhada a ODS 12, devido ao uso de uma técnica simples de producdo de
nanoestrutura. Assim, a incorporagdo em lipossomas de fosfatidilcolina permitiu entrega eficiente
para células tumorais de mama (linhagem MCF-7) e de pancreas (linhagens MIA PaCa-2).

Neste trabalho foi demonstrado também um excelente método de cultivo e extracdo
de bacterioclorina a partir da bactéria purpura. Com a metodologia de transesterificagao, ja descrita,
foi possivel obter o fotossensibilizador utilizado nos experimentos. Demonstrou-se a eficiéncia do
aumento da intensidade luminosa, o que acarretou a necessidade de utilizagdo de menores quantidades
de FS, porque ocorreu maior dano as células tumorais.

Sobre o uso de lipossomas, como um sistema de entrega de drogas, mostrou-se
eficiente a sua utilizacdo, pois o ICso baixou algumas casas decimais quando utilizamos dessa
formulacdo. Assim requer menor quantidade de bacterioclorina, o que economiza tempo € processo
laboratorial, visto ser um componente de dificil obtengdo. Além disso, com formulagdo lipossomal
foi possivel sugerir que hé captacdo celular diferencial, possivelmente em decorréncia da endocitose
ou devido a diferentes localizacdes da bacterioclorina na célula ap6s a incorporacao do lipossoma.

A formulagdo lipossomal apresentou diversas vantagens. Primeiramente,

demonstrou estabilidade a curto prazo, embora sejam necessarios estudos adicionais para avaliar sua
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estabilidade a longo prazo e a viabilidade de sua forma liofilizada. Esse método ja ¢ aplicado com
outros fotossensibilizadores lipossomais utilizados na pratica clinica, conforme descrito neste
trabalho. Além disso, os estudos de fotodegradacdo indicaram que a formulagao lipossomal € capaz
de proteger a bacterioclorina contra degradagdo ao ser irradiada por LED. Por fim, sugere-se que a
bacterioclorina apresenta instabilidade na presenca de oxigénio, e a formulacdo lipossomal pode
oferecer prote¢do contra oxidacao.

Contudo, esse trabalho contribui para a sociedade de forma a aumentar o
entendimento sobre a interagdo da bacterioclorina, em formulagdo lipossomal ou livre, além de ser
uma forma de iniciar novos estudos que visem trabalhar a bacterioclorina em tumores ainda com alta
taxa de mortalidade e tratamentos debilitantes. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar
os mecanismos moleculares subjacentes e mais estudos podem vir a ser desenhados que utilizem essa
formulacdo lipossomal carreando bacterioclorina ¢ mais um agente quimioterdpico ou outras

moléculas com efeitos antitumorais.
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ANEXO A - FORMULACAO LIPOSSOMAL EM TAMPAO TRIS:HCL

Trés formulagdes foram preparadas conforme o item 4.2.7, no entanto foi usado
tampao TRIS:HCIl para ressuspender. Ao testar as formulagdes, observou-se que as células ndo tinham
estabilidade para fazer a TFD, pois no controle negativo s6 células e tampao TRIS:HCI, ja apresentava
morte celular (figura abaixo). Dessa forma ndo foi possivel seguir os experimentos com TRIS:HCI,
o qual foi posteriormente substituido por PBS.

Na figura abaixo, observa-se o grafico com os dados correspondentes ao uso das

formulacdes de lipossomas em TRIS:HCI, com trés tipos de formulag@o, sendo:
e LP Bac: formulagdo de lipossoma com bacterioclorina, diluido em TRIS:HCI;
e LIP ¢: formulacdo de lipossoma “vazios”, sem fotossensibilizador, diluido em TRIS:HCI;

e LP Ftl: formulagdo de lipossoma com bactericlorofila fitil, precursora da bacterioclorina,

diluido em TRIS:HCI.
150 =
g
) 100 =
(8]
c
«@
>
s
e 50
Q
0
»n
0~ T T T
S IN Q o ” N Q Q
& o S Q&R
e ¥ &F F Vg € <
<~\é° A N VoV
00

Concentracao FS + Lipo (uM)

Figura: Grafico de citotoxicidade com FS formulado em TRIS:HCI em células MCF-7. As placas permaneceram no
escuro por 20 min para absor¢@o do fotossensibilizador e mais 48 min, tempo referente a exposi¢@o ao tratamento no LED
pelo grupo de 30 J/cm?. O controle permaneceu com TRIS durante o periodo de incubagdo. LP Bac ¢ a formulagdo de
lipossoma com o fotossensibilizador bacterioclorina diluido em TRIS:HCI, LP Ftl ¢ a formulacdo de lipossomas com o
fotossensibilizador bacterioclorina fitil diluido também em TRIS:HCI. Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
Experimento em triplicata técnica. Numero de repeti¢des biologicas 1.

Pela figura acima, observa-se que o controle TRIS:HCI sem irradia¢do (primeira
barra preta) ja mostra diminuicdo da sobrevivéncia da linhagem tumoral de mama (MCF-7),
dificultando assim analisar os resultados subsequentes de fototoxicidade na presenca de luz, em 15 ¢
30 J/cm?. Apesar dos resultados niio apresentarem uma resposta como esperado, observou-se que o
lipossoma vazio (LIP ¢, barra amarela) ndo apresentou morte celular, indicativo de que a formulacao

lipossomal ndo ¢ toxica para a célula ou essa formulagdo favorece o crescimento celular, uma vez que
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¢ composta por lipideos e tampao apenas.

Devido a diminuicdo da sobrevivéncia celular no controle negativo (célula mais
tampao TRIS:HCI, incubado no escuro), o tampao TRIS foi substituido por tampado PBS. Os testes
subsequentes foram todos avaliados em PBS como tampao de solubilizagdo tanto do FS livre como

da formulagdo de lipossomas.

Tabela: Estudo dos lipossomas. Amostras solubilizadas em TRIS:HCI.

TAMANHO DA INDICE DE POTENCIAL
AMOSTRA PARTICULA (nm) POLIDISPERSAO ZETA (mV)
LP® 156,5 0,069 -9,94
LP FITIL 257,8 0,282 -9,70
LP BAC 175,0 0,222 -7,96

Pelo estudo dos lipossomas em tampdo TRIS:HCI observou-se que o tamanho de
particula da amostra LP FITIL se apresenta superior a 255 nm, o que ndo ¢ interessante para o
proposito, por ser uma estrutura grande e dificil de processa-la na extrusdo, visto que sdo utilizados
filtros de 0,2 € 0,1 um. O indice de polidispersdo (IPD) apresentou valores adequados para formulacao
lipossomal. Entretanto o potencial zeta ndo atingiu um valor desejavel, acima de 30 e menor de -30

mV, o que pode indicar tendéncia a floculacao a longo prazo.



