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Resumo

O projeto teve como foco compreender o desenvolvimento de estudos dos
farmacos fotossensibilizadores: a tetra(4-piridil)porfirina  (TPyP) e seu
complexo de zinco (ZnTPyP) analisando suas propriedades fisico-quimicas,
fotofisicas e de encapsulamento em formulagcbes a base de sistemas
copoliméricos micelares, os Plurdnicos® (P-123, F-127 e P-84), aplicados na
terapia fotodinamica (TFD) e na inativacdo fotodinamica de microrganismos
(IFDMO). Foram determinadas para todas as porfirinas estudadas: o grau de
hidrofobicidade, auto agregacédo, rendimento quantico de fluorescéncia,
rendimento quéantico de oxigénio singleto, rendimento quéantico de
fotobranqueamento, organizacdo molecular, localizacéo relativa, estabilidade
térmica, estabilidade temporal e estabilidade frente a luz. Também foi
testada a atividade fotodinamica das porfirinas sobre artémia salina, fungos
C. Albicans e bactérias S. aureus, utilizando luz azul e vermelha oriundas de
dispositivos emissores de luz -LEDs como fonte de irradiacéo.

Introducao

A TFD é uma modalidade médica que se utiliza de luz e um composto
fotossensibilizador (FS) para gerar espécies reativas, como oxigénio singlete
'02, que destroem as células alvos. A fotossensibilizacdo ou foto-oxidacdo
de matéria biolégica por moléculas fotoativas, levando a inativacao de virus,
bactérias e células tumorais, tém despertado grande interesse devido a
possibilidade do uso em terapia de cancer, viroses e esterilizacado de sangue
e de plasma (Trindade et al., 2000).

O fotossensibilizador da classe das porfirinas, TPyP e seu complexo de
zinco foram utilizados neste estudo (Figuara 1). As porfirinas e seus
derivados, sdo compostos formados pela unido de quatro anéis pirrélicos

oVERNOD FE SER AL e

ConeehoNaciona de Dservolvime
it o Taenol

& Universicade S = FUNDACAO N
AUEME:;:‘:::W CAIXA BRmS\- Q?Q’?ﬂ e




26° Enconfro Anual de Iniciagdo Cientifica -
6° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior ‘ 16 e 17 de outubro de 2017

através de ligacdes alilicas. Estes compostos podem ter origem natural ou
sintética, e estdo envolvidos em importantes fun¢des bioquimicas, como a
captacao de luz para fotossintese, transporte de oxigénio nos organismos, e
tem sido aplicados em diversas areas do conhecimento, na medicina e até
geracao alternativa de energia (Milgrom et al.,1997).

As porfirinas sdo moléculas altamente hidrofébicas, por isso foram utilizados
carreadores coloidais para fazer o seu transporte, dentre as diferentes
classes de transportadores, podemos citar as micelas anfifilicas constituidas
por copolimeros em blocos, as quais sdo carreadores efetivos para a
solubilizagdo de drogas hidrofobicas (Kataoka et al.,1993). As micelas
poliméricas vém sendo utilizadas no encapsulamento de drogas
hidrofébicas, as quais sdo encapsuladas fisicamente e/ou covalentemente
ligados no interior hidrofébico. Usualmente, o encapsulamento fisico é
atingido por interacdo eletrostatica/hidrofobica entre a droga e o polimero,
por dispersdo sodlida, didlise de um solvente organico, ou através de
procedimentos de emulsificagcdo (Van Nostrum et al.,2004). Neste estudo
foram utilizados os Plurénicos® P-123, F-127 e P-84 para o encapsulamento
do farmaco (Figura 1).

Além disso, foram apresentados nos resultados a seguir, 0 rendimento
quantico de fluorescéncia (®Pg) e oxigénio singlete (P,), e testado a eficiéncia
dos farmacos na inativacdo fotodindmica de microrganismos como a

artémias salinas.
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Figura 1. a) TPyP , b) Zn-TPyP e c) Plurénicos® P-123

Materiais e métodos

Materiais

Utilizou-se o fotossensibilizador 5,10,15,20-tetra (4-pyridil)-21H.23H porhine,
MM: 618,71 g/mol 97% e os copolimeros poliméricos da classe dos
Pluronics® P-123 (MM= 5800 g moll), F-127 (MM= 12600 g mol-1) e P-
84(MM=4200 g mol-1),a porfirina metalada Zn-TPyP foi sintetizada a partir
da TPyP (Wenceslau et al.,, 2016). Os equipamentos utilizados para o
desenvolvimento desse trabalho foram: espectrofotbmetro UV-Vis,
espectrofluorimetro, liofilizador, sistemas de LED para irradiacéo.

Métodos
As porfirinas sdo insoliveis em meio aguoso sendo necessario seu
encapsulamento em nanoesferas de Plurbnicos® para melhoria na
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propriedades de biodisponibilidade/biotransporte e propriedades fotoativas.
Determinou-se o rendimento quantico de fluorescéncia e o rendimento
quantico de formacdo de oxigénio singlete das porfirinas, formuladas em
micelas copoliméricas. Foi analisada a localizacdo molecular nos sistema-
modelo, através de estudos de supressdao de fluorescéncia dos
fotossensibilizadores, bem como foram realizados estudos in vitro da
influéncia de efeitos de irradiacédo luminosa.

Resultados e Discussao

Foi feito o encapsulamento da porfirina nas micelas, verificando a
solubilidade (forma monomeérica) similar em P-123 e P-84, porém em menor
grau em F-127, devido a sua estrutura volumétrica relativamente mais
hidrofilica.

Os valores de ®p e @ para os sistemas nanoestruturados de P-123 e P-84
contendo porfirinas, estdo apresentados na tabela 1. O P-123 apresentou
melhores propriedades de encapsulamento com menor indice de
polidispersdo, consequentemente possuindo melhores propriedades
fotofisicas. Nao foi possivel obter valores de ®, em F-127 devido a
instabilidade das porfirinas nesse meio carreador.

Tabela 1: Valores de ®, e ®f obtidos para as porfirinas encapsuladas em P-
123 e P-84.

Porfirina q)F P-123 QJA P-123 q)F P-84 ¢A P-84
TPyP 0,06 0,74 0,07 0,37
Zn-TPyP 0,07 0,50 0,09 0,25

Os estudos de inativacdo de microrganismos utilizando microcrustaceo
artémia salina sdo apresentados na figura 2. As porfirinas encapsuladas em
P-123 apresentaram atividade fotodinamica significativa sobre artémias
(~80%). Adicionalmente foi verificado que a TPyP apresentou atividade no
escuro (~30%), apresentando no geral uma % de artémias vivas menor para
as porfirinas zincadas do que para néo zincadas.
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Figura 2: Porcentagem de artémias vivas nas pOrfirinas TPyP, Zn-TPyP 1,0
pumol/L. A) Copolimero P-123 0.5%. B) Copolimero P-84 0.5%. Tempo de
iluminacdo 30 minutos, com luz azul de 5 mW/cm?2.

Conclusodes

As porfirinas estudadas apresentaram um perfil cinético de ligacdo com os
Pluronics® P-123, P-84 e F-127 dependente de propriedades do copolimero
como: concentracdo, estrutura, tamanho relativo dos blocos, numero de
agregacéao, balanco hidrofilico—hidrofébico.

Apos a liofilizacao/reidratacdo das formulagcbes em P-123 e em P-84
verificou-se a recuperacdo do perfil espectral. Deste modo a liofilizacao
torna-se uma importante ferramenta visando-se o aumento da estabilidade
do formulado em relagédo ao mesmo em solugéo.

A porfirina apresentou uma efetiva atividade na inativacao da artémia salina,
além do fungo Céandida albicans e da bactéria S. aureus, mas a porfirina
zincada apresentou uma melhor atividade fotodinamica devido sua
localizagdo mais externa nas nanoesferas de poloxameros. Neste estudo foi
evidenciado que tanto a porfirina quanto seu complexo de zinco pode ser
utilizados na (TFD) e na (IFDMO).
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