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Resumo

MURAKAMI, L.S. Estudo da fotocitotoxicidade dos corantes cidnicos com dois
cromoéforos em culturas de células neoplasicas. 2009. 154 f. Tese (Doutorado) — Faculdade

de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,

2009

Os corantes cianicos com dois cromoéforos possuem caracteristicas espectrais e
energéticas vantajosas para aplicacdo em Terapia Fotodindmica (TFD) do céancer. Entretanto,

sua fotoatividade contra neoplasias nao foi ainda estudada nem in vivo nem in vitro.

Nesta tese apresentamos os resultados dos estudos in vitro dos mecanismos da
fotocitotoxicidade dos corantes cidnicos com dois cromé6foros (BCD,) com angulos entre os
cromoforos o = 1800, 150° e 90° contra células neoplésicas, com a finalidade de avaliar a
potencialidade da aplicacdo dos BCD,, como fotossensibilizadores (FS) em TFD. Os estudos
foram realizados em comparagdo com o fotossensibilizador Photogem®,que ja estd sendo
aplicado em TFD. Foram estudados o efeito fototéxico, a distribui¢do intracelular do BCD, e
a contribuicao de apoptose e necrose na morte celular induzida por ele. Além disso, foi

realizada a busca da formulacdo farmacéutica adequada para aplicagdo topica do BCDg.

Nos estudos da fotocitotoxicidade foram utilizadas as células neopldsicas de
melanoma murino B16F10, melanoma humano C8161, adenocarcinoma de colo retal humano
HT29, leucemia T humano (Jurkat) e leucemia mieléde aguda humana HI-60. A
citotoxicidade foi estudada em funcdo da dose da irradiacdo, da concentracdo do FS e do
tempo de incubagdo das células com FS. Todos os compostos testados apresentaram baixa
citotoxicidade no escuro, quando sob irradiagio com luz visivel (A > 600 nm) sua
citotoxicidade aumentou consideravelmente. Observamos que para todos os tipos de células
neoplésicas a fotocitotoxicidade dos BCD,, depois de atingir seu maximo na variagdo do
tempo de incubacdo, € igual ou ultrapassa a fotocitotoxicidade do Photogem® nas mesmas
condic¢des experimentais. O estudo comparativo do BCD;gy € dos BCD;5p e BCDyy mostrou
que nas mesmas condicdes experimentais os dois ultimos possuem fotocitotoxicidade maior
do que o BCDyg. O conjunto dos resultados obtidos mostra que os BCD, podem ser

considerados promissores FS para TFD do cancer.



Os estudos através de microscopia de fluorescéncia da distribui¢do intracelular do
BCD g9 e dos marcadores fluorescentes das mitocondrias Mitotracker GreenTM e Rodamina
123 e do nicleo 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mostraram que o BCDgy se localiza

preferencialmente na regido das mitocondrias.

Os mecanismos da morte celular induzida pelo BCD;gy foram analisados através do
estudo da morfologia das células Jurkat, liberacdo da fosfatidilserina, liberacdo do citocromo
c, ativacdo da caspase-3 e do efeito na citotoxicidade do BCDgy da proteina Bcl-2 (inibidor
do citocromo c¢). A andlise mostrou que a apoptose € a principal responsivel pela morte
celular induzida pelo BCDjgp no escuro, enquanto que, sob irradiacdo luminosa, tanto a
apoptose quando a necrose contribuem para a morte celular, e a contribuicio da necrose
aumenta com o aumento da concentracdo do BCD;gp e do tempo de pds-irradiacdo. A

apoptose ocorre, provavelmente, pela via intrinseca ou mitocondrial.

Além disso, foram realizados os testes de permeacdo cutdnea do BCDg utilizando
vérias formulagdes farmacoldgicas e foi determinado que a mistura de 10% de monoleina em

propilenoglicol possui melhores caracteristicas entre todas as formulagdes testadas.

Palavras-chave: corantes cianicos com dois cromoéforos, fotocitotoxicidade, localiza¢do

intracelular, mecanismos de morte celular, permeacao cutanea.



Abstract

MURAKAMI, L.S. Photocytotoxicity study of cyanine dyes with two chromophores
toward neoplasic cell cultures . 2009. 154 f. Doctorate thesis — Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009

Cyanine dyes with two chromophores possess vantage spectral and energetic
characteristics for application in Photodynamic Therapy (PDT) of cancer. At the same time,

their photoactivity against neoplasias was not yet studied nether in vivo, nor in vitro.

In this thesis, we present the results of in vitro studies of photocytotoxicity
mechanisms of cyanine dyes with two chromophores (BCD,) with angles o = 180°, 150° and
90° between chromophores against neoplasic cells, with the objective to evaluate BCDy,
potentiality to be applied as photosensitizers (PS) to Photodynamic Therapy (PDT). The
studies were realized in comparison with photosensitizer Photogem®, which is already
applied to PDT. The BCD,, phototoxic effect, their intracellular distribution and contribution
of the apoptosis and necrosis in the cell death induced by BCD,, were studied. Besides, the

search of adequate pharmaceutical formulation for BCD g topic application was realized.

The neoplasic cell lines of melanoma B16F10 in mice, human melanoma C8161,
human colon adenocarcinoma HT29, human T-cell leukemia (Jurkat) and human leukemia
HI-60, were used in the study of photocytotoxicity, which was studied as a function of
irradiation dose, PS concentration and incubation time of cells with PS. All tested compounds
demonstrated low cytotoxicity in the darkness, while under irradiation by visible light (A >
600 nm) their cytotoxicity considerably increased. It was observed that for all types of
neoplasic cells BCD,, photocytotoxicity under the same experimental conditions is equal or
exceeds that of Photogem® when reaches the maximum with the incubation time variation.
The comparative study of BCD;gy with BCD;sy and BCDyy demonstrated that under the same
experimental conditions two latter compounds possess photocytotoxicity exceeding that of
BCD;g0. A set of the results obtained demonstrates that BCD,, can be considered as promising

PS for PDT of cancer.



The study of intracellular distribution of BCD;39, and of mitochondria and nucleus
fluorescence selective probes Mitotracker GreenTM, Rhodamine 123 and 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) show that BCDg is mostly localized in the region of mitochondria.

The mechanisms of the cell death induced by BCD,gy were analyzed in the study of
Jurkat cells morphology, phosphatidyl serine and cytochrome c liberation, caspase-3
activation, and by protein Bcl-2 (cytochrome c inhibitor) effect on BCD;gy cytotoxicity. The
analysis demonstrated that apoptosis is the main responsible for the cell death induced by
BCD g0 in darkness, while under light irradiation both apoptosis and necrosis contribute to the
cell death, and necrosis contribution increases with BCD;gy concentration and post-irradiation

time. The apoptosis is probably realized by an intrinsic or mitochondrial way.

Besides, the tests of BCD;gy cutaneum permeation were realized using various
pharmacological formulations. It was determined that among all formulations tested, the

mixture of 10% of monoleine in propylene glycol possesses the best characteristics.

Keywords: cyanine dyes with two chromophores, photocytotoxicity, intracellular

localization, cell death mechanisms, cutaneum permeation.
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O cancer € uma doenca caracterizada por uma populacdo de células de organismos que
crescem e se dividem sem respeitar os limites normais, invadem e destréem tecidos
adjacentes, além de poderem se espalhar para lugares distantes do corpo, através de
metastases [1]. Estas propriedades malignas do cancer o diferenciam dos tumores benignos,
que sdo auto-limitados em seu crescimento e nio invadem tecidos adjacentes (embora alguns
tumores benignos sejam capazes de se tornar malignos). O cancer pode afetar pessoas de
todas as idades, mas o risco para a maioria dos tipos de cancer aumenta com o aumento da
idade [1, 2]. O cancer é reposonsavel por cerca de 13% de todas as mortes no mundo, sendo
os canceres de pulmao, estdmago, figado, c6lon e mama os responsdveis pelo maior niimero
das mortes [3].

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano de 2009,
apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer[1]. Os tipos mais incidentes, a excecao
do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulmao, no sexo
masculino, e os canceres de mama e de colo do ttero, no sexo feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo [3].

Uma vez diagnosticado, o cancer geralmente é tratado com uma combinac¢ido de
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Atualmente a cirurgia é considerada o tratamento mais
eficaz do céincer de tumores localizados, mas € ineficaz contra metastases, tumores
disseminados ou inoperdveis devido a sua localizacdo e evolugdo, além de geralmente mutilar
o paciente [I, 2]. A radioterapia é considerada uma forma de tratamento do cancer,
principalmente contra células que se dividem rapidamente e canceres ndo amplamente
disseminados, porém apresenta severos efeitos colaterais, como a debilitacdo do estado geral
do paciente [1, 2]. A quimioterapia utiliza-se de farmacos, sendo util principalmente para
canceres disseminados e sua efetividade depende do estigio do tumor; possui pequena
efetividade contra metdstases ou tumores de crescimento lento, induzindo uma grande
toxicidade as células normais, e, além disto, o cancer pode desenvolver resisténcia aos
medicamentos, diminuindo a efetividade do tratamento [1, 2]. Outro método de tratamento é a
imunoterapia, que se utiliza de vacinas contra certos tipos de canceres e sua efetividade tem
aumentado quando combinada com técnicas de biologia molecular, mas atualmente somente €
efetiva contra um pequeno nimero de células tumorais [2].

Os tratamentos de pacientes com quimioterapia ou radioterapia sdo agressivos. Pela
auséncia de citotoxicidade seletiva, induzem profunda imunodeficiéncia reduzindo assim a
resisténcia do organismo do paciente [4]. Além disso, causam diversos efeitos colaterais

indesejdveis. A quimioterapia, por exemplo, pode induzir alopecia (perda do cabelo), emese
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(vomitos), fragilidade de superficies mucosas, lesdes em vdlvulas cardiacas e ainda causar
resisténcia nas células tumorais. A radioterapia pode induzir novas neoplasias devido a
exposicao as radiacdes ionizantes.

Diante deste quadro, nas ultimas décadas tem-se procurado terapias alternativas
capazes de promover a morte celular seletiva das células tumorais, sem causar danos
significativos ao organismo quando comparadas com os métodos convencionais. A Terapia
Fotodinamica (TFD) vem de encontro a essa proposta. A TFD estd em desenvolvimento em
diversos paises, inclusive no Brasil, onde sua aplicac@o clinica ja apresenta sucessos no
tratamento de varios tipos de cancer [5]. Além de cancer, a terapia fotodinamica € eficiente
contra diversas enfermidades principalmente da pele, tais como psoriases, vitiligo, etc. Os
métodos de fotoquimioterapia, TFD em particular, tornam-se eficientes e proveitosos para uso
na drea de oncologia, pois (1) a acdo da luz visivel ndo causa danos aos tecidos sadios, ao
contrario de métodos que utilizam radiacdo ionizante e (2) as drogas fotossensiveis
apresentam um indice de toxicidade desprezivel ao organismo quando comparadas aos
agentes quimioterdpicos [6]. Além disso, a aplicacao da TFD pode também potencializar a
resposta imunoldgica (produzir o estimulo do sistema imunolégico) antitumoral nos pacientes
[7].

Os compostos fotoativos (fotossensibilizadores, FS) utilizados em Terapia
Fotodindmica sdo geralmente corantes e pigmentos organicos que se ativam através de luz
visivel. Os primeiros compostos utilizados com sucesso no tratamento dos varios tipos de
cancer através da TFD foram derivados de porfirinas [8, 9]. Apesar das porfirinas se
mostrarem eficientes em TFD, o fato delas possuirem algumas desvantagens estimula a busca
e desenvolvimento de novos tipos de FS, mais eficientes e uteis [8, 9].

Um exemplo de FS que possuem caracteristicas espectroscdpicas promissoras para
aplicacdo em TFD sdo os corantes cidnicos com dois croméforos (BCD). Estudos anteriores,
realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que, além de caracterissticas espectrais
desejaveis, os BCD possuem energia, rendimento quantico e tempos de vida dos estados
excitados adequados para serem utilizados como FS em TFD [10]; possuem ainda alta
afinidade por biomacromoléculas e membranas celulares [11]. Tais caracteristicas
estimularam nosso interesse em estudar sua potencialidade na aplicacio em TFD.
Recentemente foi mostrada sua alta fotocitotoxicidade contra células cancerigenas de
adenocarcinoma de colo retal humano - HT29 [12].

Neste trabalho mostramos os resultados do estudo da fotocitotoxicidade do BCD com

angulo de 180° entre os croméforos (BCDjgp) em comparagdo com o composto comercial
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Photogem® (ja utilizado na clinica) contra as células de melanoma murino B16F10,
melanoma humano C8161 e adenocarcinoma de colo retal humano HT29. Para comparar a
toxicidade destes compostos nas células sob acdo de luz visivel foram analisados os efeitos da
concentracdo do composto, tempo de incubacdo e dose de irradiagdo. Para esclarecer os
efeitos da estrutura do BCD na sua atividade fotocitotoxica foram realizados alguns
experimentos prévios com os corantes cidnicos com angulos de 90° (BCDyp) e 150° (BCD;sp)
entre os croméforos.

Para esclarecer os mecanismos de acdo do BCD foi realizado também o estudo da
distribuicao intracelular do BCDygp, assim como das vias de morte desencadeadas por este
corante.

Pensando numa aplicagdo tépica dos BCD foram realizados experimentos preliminares
da permeacgao cutanea do BCDg) para determinar uma melhor formulagdo farmacéutica para
possivel aplicagdo.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que os BCD possuem
caracteristicas vantajosas para aplicacdo em TFD mostrando melhores resultados do que o

composto comercial Photogem® nas mesmas condicoes.
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2.1 Terapia Fotodinamica (TFD)

O procedimento do tratamento de cancer por TFD (Figura 2.1) baseia-se na
administracdo intravenosa ou tépica de um FS (ndo ativo na auséncia de luz) e, apés um
tempo que para um FS aplicado atualmente varia entre 24 e 72 horas, ilumina-se a regido a ser
tratada com luz de comprimento de onda entre 600-800 nm (janela terapéutica), onde os

tecidos bioldgicos sdo relativamente transparentes [13-19] para ativacao do FS.

Aplica¢do | -Intravenosa
do

composto | -Tépica
Ativagdo do <:| Irradiagdo
composto (tratamento)

- Reagoes Tipo |
&> k P I:> Morte celular

- Reacoes Tipo II

Tempo de acumulag@o
(depende da droga e do tipo de tumor)

Figura 2.1 — Esquema principal do tratamento através da Terapia Fotodindmica.

Ap6s a absor¢ao da luz pelo FS, inicia-se o efeito fotodinamico. Esse efeito se da por
dois caminhos: transferéncia de elétron entre o FS (nos seus estados excitados singleto, S; ou
tripleto, Ti) e o substrato, formando ions-radicais que tendem a reagir com o oxigénio
molecular, resultando em produtos de oxidacdo (reacdes Tipo I); ou transferéncia de energia
dos estados excitados S; ou T; do FS para o oxigé€nio molecular, formando o seu estado
excitado ativo chamado de oxigénio singleto (102) (reagdes Tipo II) (Figura 2.2). O '0, pode
induzir reacdes com varios componentes celulares, tais como: DNA, proteinas, fosfolipidios
das membranas, etc., tendo como resultado a morte da célula e de um modo geral a destruicao

do tumor. A eficiéncia relativa dos processos para um FS que ja estd sendo utilizado € de

(Tipo I)/(Tipo II) = 1:9 [13, 14, 20-23].
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Figura 2.2 - Diagrama energético das reagoes do tipo I e Il em TFD [20].

A dose de irradiacdo utilizada em TFD depende do FS e do tipo de tumor a ser tratado

[24]. Como foi mostrado por Morton et al., 2002 [25], valores de irradidncia acima de 150

mW/cm® podem causar queimaduras nos tecidos biolégicos. O valor tipico da irradidncia

aplicada em fotoquimioterapia é de aproximadamente 50 mW/cm? [25, 26].

2.2 Fotossensibilizadores (FS)

As caracteristicas de um fotossensibilizador ideal para utilizagdo em TFD sdo [8, 13,

19, 24, 27, 28]:

1. Estabilidade durante o armazenamento € no organismo;

2. Baixa toxicidade no escuro;

3. Fotossensibilidade ndo prolongada e rdpida eliminacdo do corpo;

4. Acumulo preferencial nos tecidos tumorais em relacdo aos tecidos sadios;

5. Alto rendimento quantico do estado tripleto com energia = 94 kJ/mol para uma efetiva
formacdo de oxigénio singleto;

6. Alta absorcao 6tica na regiao espectral entre 600 e 800 nm;

7. Simplicidade na formulagdo, reprodutibilidade e alta estabilidade do formulado
(tempo minimo de 2 anos) que, geralmente, ¢ mantido seco, bastando ao médico
adicionar dgua ou soro fisioldgico e agitar;

8. Facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificagdes para otimizar as

propriedades desejaveis;
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9. Facilidade de obtencio em escala industrial a custos reduzidos e com boa

reprodutibilidade;

10. Facilidade de anélise total dos componentes da férmula, inclusive com fornecimento

de roteiros de validacao.

E importante frisar que o medicamento deve atender a esse conjunto de propriedades
gerais para ser considerado uma droga comercialmente vidvel e eficaz na sua acao terapéutica.
Dai advém a importancia da formulagao farmacéutica empregada [24].

Virios tipos de tumores, tais como linfomas cutaneos, cancer esofageal, testicular,
gdstrico, laringeal, colo-retal, pulmonar, de bexiga e de mama, jd sdo tratados com TFD
utilizando os derivados de hematoporfirina, comercialmente conhecidos como Photofrin®,
Photogem® e Photosan® [14, 18], apresentando resultados muito satisfatérios.

Entretanto, apesar desses compostos reduzirem os efeitos colaterais em relagdo as
terapias convencionais, eles apresentam algumas desvantagens para sua utilizagdo em TFD
[13]:

1. Sao retidos pela pele por periodo prolongado, induzindo a fotossensibilidade
cutanea por um periodo prolongado (podendo variar de semanas a meses).

2. Possuem um baixo coeficiente de absor¢ao molar na janela terapéutica (€620nm =
3000 M 'em™), tornando necesséria a administracdo de uma elevada quantidade da
droga, o que poderia induzir sua agregacdo. Este processo € altamente indesejdvel,
pois modifica as caracteristicas energéticas e espectrais do FS, resultando na
diminui¢do do rendimento quantico de produc¢do dos seus estados excitados,
diminuindo a efetividade do processo fotodinamico.

3. S@o misturas complexas de mondmeros e oligdbmeros, ndo sendo possivel isolar os
constituintes ativos desta mistura.

Tais pontos estimulam a procura por novos compostos e caminhos mais eficazes para
TFD.

Um dos caminhos promissores de desenvolvimento da TFD € a utilizagdo de
precursores endogenos de FS. Neste caso, a estratégia que vem sendo utilizada é o uso do
acido aminolevulinico — ALA, precursor metabdlico da Protoporfirina IX (PpIX). As células
tumorais tétm um metabolismo acelerado quando comparadas as células sadias. Assim sendo,
quando se administra o ALA ao paciente a producdo de PpIX nas células tumorais € maior do
que nas sadias [13, 29].

Uma outra estratégia que vem sendo desenvolvida é a vetorizacdo do FS, visando

melhorar a seletividade e a acumulacdo destes compostos pelos tecidos tumorais. Diversos
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métodos de vetorizacdo estdo em desenvolvimento, sendo a maioria deles baseada em
microesferas e nanoparticulas, associadas a proteinas especificas ou anticorpos monoclonais
[19, 30]. Os FS vetorizados representam a terceira geracao de FS para TFD.

Paralelamente, continuam a busca por novos tipos de FS mais eficientes [31, 32].
Diversos corantes estdo sob investigacdo para aplicacdo em TFD. Derivados de clorinas,
ftalocianinas e benzoporfirinas, chamados de segunda geracao de FS, tém sido desenvolvidos
e alguns deles ja estdo sendo utilizados em TFD [33-35]. Eles apresentam uma atividade
fotodinamica favordvel em comparacdo com os FS ja utilizados, com uma diminuicdo dos
efeitos colaterais.

Entretanto, até o momento, nenhum farmaco disponivel possui todas as caracteristicas
de um FS ideal [8, 13, 27] e a procura por novos FS continua.

Visto que na grande parte dos casos a administracdo do FS no organismo ¢ feita
sistemicamente (injecdo intravenosa) € que o sangue possui como maior constituinte a dgua,
FS aquo-soliveis seriam bons candidatos. Entretanto, o FS deve possuir afinidade com os
meios hidrofébicos, a fim de ser capaz de entrar nas células apds atravessar a membrana
celular. Portanto, moléculas anfifilicas, cuja polaridade possa ser alterada pela adicdo de

cadeias laterais, sao bons candidatos para aplicacdo em TFD.

2.2.1 Porfirinas

Os derivados de porfirinas foram os primeiros a serem aplicados como FS em TFD
[14, 16, 19]. As porfirinas sdo moléculas organicas com forte absor¢do de luz na regido
visivel devido a presenga em sua estrutura de um cromoforo tetrapirrélico ciclico com sistema
desenvolvido de conjugacdo m. Essa estrutura ciclica faz com que as porfirinas sejam rigidas,
caracterizando-se com alto rendimento quantico e longo tempo de vida do estado tripleto Tj,
aumentando a probabilidade da producdo de oxigénio singleto. Além disso, as porfirinas
possuem afinidade com varias estruturas bioldgicas tais como proteinas, DNA e membranas,
bem como estabilidade quimica e fotoquimica [13, 36, 37]. A estrutura do anel porfirinico
contém quatro atomos de nitrogé€nio. Entre eles, dois podem ser facilmente protonados,
desprotonados ou ainda ligados com dtomos de metais. Para porfirinas sem metais ligados ao
anel porfirinico (forma base livre), os termos porfirina desprotonada, monoprotonada e
biprotonada sdo usados como referéncia as cargas 0, +1 e +2, respectivamente, e podem ser
representadas como H,P, H;'P e H42+P (Figura 2.3). Esta propriedade torna a eficiéncia das

porfirinas dependente do pH do meio. As cargas dos grupos colaterais ligados ao anel
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porfirinico influenciam na sua estrutura espacial sem comprometer a estabilidade do anel
central e suas propriedades espectroscOpicas, podendo também influenciar na afinidade e

interacdo com estruturas bioldgicas [8, 9, 38].

Figura 2.3 - a) Porfirina desprotonada; b) porfirina monoprotonada, c) porfirina biprotonada.

2.2.2 Corantes cidnicos

Virias publicagdes t€m reportado sobre o interesse em corantes cidnicos (cianinas)
para a utilizacdo em TFD [39, 40]. Os corantes cianicos (CC) possuem uma cadeia
polimetinea com conjugagdes-T entre seus dtomos de carbono, com heterociclos ligados as

suas extremidades (Figura 2.4).

X /<X
TERA
|
R, R,

Figura 2.4 - Estrutura geral dos CC.

Este tipo de estrutura possibilita aos elétrons se movimentarem com certa liberdade
dentro da cadeia. A absorcdo Gtica destes corantes é determinada pelas transi¢des T — T com
intensa absorcdo na regido visivel e infravermelho préximo (¢ = 10° M'em’) [41]. As
caracteristicas espectrais dos CC podem ser calculadas com boa aproximacdo utilizando-se o
modelo chamado “elétron livre dentro de uma caixa de potencial”. Em concordancia com este
modelo, a energia de transi¢cdo entre dois niveis energéticos da molécula de CC, que

determina a posi¢ao de maximo da banda de absorc¢ao, é definida pela equagao:
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_R(N+1)

AE (2.2.1)
8mlL’
e o comprimento de onda de transi¢do é:
2
_ 8mel (2.2.2)
h(N +1)

em que AE = diferenca de energia entre dois niveis subsequentes; m = massa do elétron; N =
nivel de energia; & = constante de Planck; ¢ = velocidade da luz; L = comprimento da caixa
potencial [41].

Aumentando o comprimento da cadeia de conjugacao-w € possivel deslocar facilmente
a posicdo do maximo do espectro de absor¢do Gtica do corante para comprimentos de onda
maiores. Estas propriedades possibilitam sintetizar os CC que absorvem com alta efetividade
a luz na regido de comprimentos de onda maiores que 600 nm, as quais sdo adequadas para
utilizagdo dos CC em TFD. Os CC sao aquo-soldveis e nao-citotéxicos [42].

Outra caracteristica favoravel dos CC € sua alta afinidade por microestruturas
bioldgicas, tais como DNA, proteinas e membranas biolégicas [43]. Por isso eles sdo
amplamente utilizados como agentes de contraste em biologia celular. Esta afinidade,
determinada pela presenca de carga positiva na estrutura dos CC e pela flexibilidade da cadeia
de conjugacgdo-T, facilita a ligacao dos CC com estruturas bioldgicas de diferentes geometrias.
Outra caracteristica dos CC que favorece essa interacdo é a presenca em sua estrutura da
cadeia de conjugacdo-m, que possui afinidade com as partes hidrofébicas das estruturas
bioldgicas.

No entanto, com o aumento do comprimento da cadeia de conjugagdo-n para deslocar
o espectro de absor¢ao na regiao desejavel, aumenta-se a flexibilidade da estrutura do corante,
diminuindo os tempos de vida dos estados excitados e sua estabilidade quimica. Outro fator
negativo dos CC € o processo de fotoisomerizacdo da sua cadeia de conjugagdo-m, que
também diminui os tempos de vida e rendimento quantico dos seus estados excitados,

reduzindo assim sua fotoatividade.

2.2.3 Corantes Cianicos com dois Cromoforos (BCD)

Os BCD possuem em sua estrutura duas cadeias de conjugacdo-m (cromoéforos)

separadas por um heterociclo central.
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Figura 2.5 - Estrutura geral dos BCD.

Os BCD sio livres das desvantagens caracteristicas do CC, pois o deslocamento do
pico de absorcdo 6tica nestes corantes nio € devido ao aumento do comprimento da cadeia de
conjugacao-mt, mas devido a um spliting dos niveis de energia, que produz dois picos distintos
no espectro de absorcao [10]. Este spliting é determinado por dois efeitos: tunelamento do
elétron pela barreira (heterociclo central) e interacdo dipolo—dipolo entre dois cromdéforos
isolados [11, 36]. A posi¢do e a intensidade relativa dos dois picos de absor¢do dos BCD

dependem do angulo entre os croméforos (0) segundo a equagio:

r—1
cosf = (2.2.3)
r+1
em que y= 281 , A1 € A2 sdo os maximos das bandas de absor¢do e & e & sdo os respectivos
&

coeficientes de absorcao molar [10].

Os corantes com angulo de 180° entre os croméforos apresentam somente uma banda
de absorc¢do, localizada em comprimentos de onda maiores do que a banda de absor¢do do
corante com um croméforo. Ja para o angulo de 0° entre os cromdéforos, a banda de absor¢ao
serd em comprimentos de onda menores do que a absorcdo do corante com um croméforo.
Para 90° as duas bandas de absor¢c@o aparecem com a mesma intensidade: uma deslocada para
comprimentos de onda menores e outra para maiores em relacdo ao corante com um Unico

cromoforo.
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Figura 2.6 — Espectros normalizados de absor¢do de BCD com diferentes dngulos o entre os cromoforos em
etanol.

Os BCD possuem absor¢do muito intensa (¢ ~ 10° M'cm™) na regido 4>580 nm e
rendimento quantico do estado tripleto relativamente alto (> 40%) em solu¢des homogéneas
[10, 36], além de possuir alta afinidade por moléculas de DNA [11] e tensoativos. Foi
mostrada a alta fotocitotoxicidade desses corantes contra o bacteriéfago PM2 [44]. Estes
resultados indicam a viabilidade para se estudar os efeitos destes corantes em cultura de
células, a fim de avaliar sua efetividade no tratamento de cancer através de TFD.

A presenca de nitrogénio em sua estrutura confere a estes corantes uma carga efetiva
positiva que pode variar com o pH, de acordo com a protonag¢ao. Por outro lado, os dtomos de
nitrogénio podem formar liga¢des de hidrogénio com outras moléculas, por exemplo, de dgua
ou alcodis. Vdrios tipos destes corantes podem ser sintetizados variando-se 0s comprimentos
de suas cadeias laterais e os heterociclos centrais. Esta variabilidade possibilita sintetizar

corantes com caracteristicas desejaveis.

2.3 Cultura de Células

Cultivo de células in vitro é um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou manter
c€lulas normais isoladas de tecidos (culturas primérias) ou tumorais (linhagens tumorais) fora
do organismo, mantendo suas caracteristicas inalteradas. E possivel fazer culturas a partir de

tecidos humanos, animais e vegetais. A cultura de tecidos implica na prévia desagregacao
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(mecanica ou enzimdtica) do tecido original e deve ser mantida numa camada aderente, num
substrato s6lido ou em suspensdo em meio de cultura [45, 46].

Os primeiros experimentos com cultura de células animais foram realizados em 1907
por Ross Harrison, mas foi somente em 1940 que se conseguiu o crescimento de linhagens
celulares a partir de células isoladas que aderiam a superficie de frascos de cultura, permitindo
a difusdo dessa técnica e tornando-a uma importante ferramenta para o estudo em diversas
areas de investigacdo [46, 47].

Nos estudos iniciais, as células eram cultivadas em meios indefinidos, como
combinacgdo de soro e extratos embrionarios. Em 1952 as células comecaram a ser cultivadas
num meio contendo plasma de galinha, extrato de embrido bovino e soro de corddo umbilical.
Mas o meio era complexo, tornando impossivel analisar as necessidades especificas para o
crescimento de células animais [48].

Em 1959, Harry Eagle realizou uma andlise sistematica dos nutrientes necessarios ao
crescimento de células animais em cultura; estudou o crescimento de duas linhagens
celulares: células Hela (cervix adenocarcinoma) e células L (intestino humano). O meio em
que cultivou estas células continha uma mistura de sais, carboidratos, aminodcidos e
vitaminas suplementadas com proteinas (soro bovino fetal - SBF). Variando estes compostos,
Eagle concluiu que para o crescimento celular seriam necessdrios sais, glicose, 13
aminodcidos, vitaminas e 1-20% de soro bovino fetal (SBF) [48]. Atualmente ainda € usado o
meio desenvolvido por Eagle como meio basico para cultura de células animais. O seu uso
permitiu aos cientistas cultivarem uma ampla variedade de células sob condicdes
experimentais definidas.

O cultivo de células ¢ um bom modelo para se estudar a biologia e bioquimica celular,
as interagdes entre células e agentes causadores de doengas, o efeito de drogas nas células, o
processo de envelhecimento e os estudos nutricionais, além de realizar experimentos sob as
mesmas condi¢des e minimizar a utilizacdo de animais para varios testes [46, 49].

H4 dois tipos de cultura celular:

- Cultura primdria: cultura preparada diretamente de tecidos de um organismo, com ou

sem passo inicial de fracionamento das células [46];

- Cultura secunddria: as células cultivadas sdo retiradas de uma cultura priméria e podem

ser repetidamente subcultivadas desta forma, por semanas ou meses [46].
As células podem proliferar indefinidamente e poderdo ser propagadas como uma
linhagem celular. Tanto as linhagens de células transformadas quanto as de células nao-

transformadas sdo extremamente Uteis na pesquisa celular, como fonte de grandes quantidades
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de células de um tipo uniforme. As linhagens de células transformadas podem frequentemente
causar tumores, se injetadas num animal susceptivel; porém, células de um mesmo tecido
podem diferir entre si. Assim, a uniformidade genética de uma linhagem celular pode ser
melhorada pela clonagem celular, em que uma tunica célula € isolada e prolifera-se para
formar posteriormente uma col6nia [50].

Células de linhagens normais ou neoplésicas sao também modelos convenientes e
mais realistas utilizadas nos estudos biolégicos. Cada linhagem possui caracteristicas proprias
e assim exige um protocolo especifico de manuseio e cultivo. As células normais se
multiplicam, no méximo, até 50 geracdes e crescem em placas até que toda a superficie da
placa esteja recoberta com uma tnica camada celular. As células tumorais, por sua vez, nao
possuem este controle do crescimento, se proliferando indefinidamente formando os
aglomerados celulares [48, 51].

As células utilizadas neste trabalho foram adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) e estdo listadas abaixo:

v" B16F10: Melanoma de camundongos C57BL/6;
C8161: Melanoma humano;
HT29: Adenocarcinoma colo-retal humano;
JURKAT: Leucemia T humana;

H1-60: Leucemia mieléde aguda humana;

AN N NN

HL-60/Bcl2: Leucemia mieléde aguda humana com proteina Bcl-2 superexpressa.

Estas linhagens foram escolhidas pelos seguintes motivos:

A) Melanoma - E um tipo de cncer que tem origem nos melandcitos (células produtoras de
melanina, substincia que determina a cor da pele) e tem predominancia em adultos brancos. O
melanoma de pele € menos freqiiente do que os outros tumores de pele (basocelulares e de
células escamosas), no entanto, sua letalidade € mais elevada. A Organizacio Mundial de
Saude — World Health Organization (WHO) — estima que, anualmente, ocorram cerca de 132
mil casos novos desse cancer no mundo, e, no que se refere a prevaléncia, seja cerca de 2,5%.
No Brasil foram estimados, para 2008, um total de 2.950 casos novos em homens, e 2.970
casos novos em mulheres. Embora s6 represente 1,2% dos tipos de cancer de pele no Brasil, o
melanoma € o mais grave devido a sua alta agressividade, possibilidade de produzir metéstase

e alta resisténcia [1].
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B) Colo-Retal — O cancer de colo-retal abrange tumores que atingem o célon (intestino
grosso) e o reto. Tanto homens como mulheres sdo igualmente afetados, sendo uma doenca
tratdvel e frequentemente curavel quando localizada no intestino (sem extensdao para outros
orgdos). As Estimativas de Incidéncia de Cancer no Brasil para 2008, publicadas pelo INCA,
apontam o cancer de célon e reto como a terceira causa mais comum de cancer no mundo, em
ambos os sexos, e a segunda causa em paises desenvolvidos. Os padrdes geograficos sdo bem
similares entre homens e mulheres, porém, a incidéncia de cancer de reto é cerca de 20% a
50% maior em homens na maioria das populacdes. O nimero de casos novos de cancer de
cOlon e reto estimados para o Brasil, no ano de 2008, ¢ de 12.490 casos em homens e de
14.500 em mulheres. A sobrevida para este tipo de neoplasia é considerada boa, se a doenca
for diagnosticada em estagio inicial. Quando a doenga estd disseminada, com metdstases para
o figado, pulmao ou outros 6rgaos, as chances de cura diminuem [1].

C) Leucemia - A leucemia é uma doenca maligna dos glébulos brancos (leucdcitos), na
maioria das vezes de origem ndo conhecida. Ela tem como principal caracteristica o acimulo
de células jovens (blésticas) anormais na medula éssea, que substituem as células sanguineas
normais. Segundo as Estimativas de Incidéncia de Cancer no Brasil para 2008, publicadas

pelo INCA, as leucemias atingiram 5.520 homens e 4.320 mulheres [1].

2.4 Distribuicao intracelular dos
fotossensibilizadores e dano aos alvos

celulares

A localizacdo do FS é um parametro extremamente importante na compreensdao do
mecanismo de fotocitotoxicidade envolvido em TFD. Visto que a distancia de migracdo das
espécies reativas formadas pelo FS é pequena, a eficicia e o mecanismo de acdo destes
compostos dependem do alvo celular envolvido (DNA, proteinas, membrana celular externa
ou interna, etc).

A localizacdo preferencial de um FS na superficie da célula ou no seu interior pode
determinar a eficiéncia da acdo fotodinamica e o tipo de morte celular (necrose ou apoptose)
[16]. FS que se localizam na mitocondria, como o Photofrin®, ou que sdo produzidos na
mitocondria, como a Protoporfirina IX, induzidos pelo ALA, geralmente induzem a apoptose

(morte celular programada), provocada pela quebra da cadeia respiratéria celular [52, 53]. FS
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localizados na membrana plasmdtica possuem uma maior probabilidade de causar necrose
durante exposic¢do a luz. Isso ocorre porque o '0,, devido ao seu curto tempo de vida, tem
curta distancia de propagacdo, agindo mais préximo da membrana e aumentando a
probabilidade de danos a esta [54]. Portanto, um dos principais pardmetros que governam a
eficiéncia de um FS € a sua habilidade, apés a localizacdo na membrana plasmatica, de
atravessd-la e atingir alvos intracelulares. Assim, a determina¢do da localizacdo dos FS nas
células € um passo importante para determinar o mecanismo de acao do FS no tratamento.

A seletividade celular e distribui¢do subcelular de um FS in vitro dependem de varios
fatores, tais como o mecanismo pelo qual o FS entra na célula, a estrutura quimica do FS
(hidrofobicidade/hidrofilicidade, o tipo e ndmero de cargas, etc) e as caracteristicas
bioquimicas e fisioldgicas do tumor [55]. In vivo, a situagdo € ainda mais complicada. Quando
o FS ¢ introduzido na corrente sanguinea, ele interage com varias biomoléculas, como, por
exemplo, as proteinas do sangue e/ou lipoproteinas, e consequentemente sua penetracao nas
células serd determinada n3o somente pelas suas propriedades, mas também pelas

propriedades dos componentes sanguineos que o carregam [17].

2.5 Morte celular

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de carater
degenerativo, que ocorre em situagdes de lesdo celular, infeccdo e auséncia de fatores de
crescimento. Como conseqiiéncia, a célula altera a integridade da membrana plasmatica,
aumenta o seu volume e perde as suas funcdes metabdlicas [56]. Entretanto, nem todos os
eventos de morte celular sdo processos passivos. Organismos sdo capazes de induzir a morte
celular programada como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares [57].

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e bioquimicas em: apoptose, necrose, autofagia, mitose
catastrdfica e senescéncia [58-60], sendo os dois primeiros os mais estudados.

Necrose: também chamada de morte celular patoldgica ou acidental, ocorre quando as
células sdo expostas a uma variacdo extrema de suas condigdes fisioldgicas.
Morfologicamente, a necrose € caracterizada por inchago citoplasmético e mitocondrial,
ruptura da membrana plasmética e liberacao do contetido extracelular [61]. Ela é considerada
uma resposta passiva a injuria celular; entretanto, estudos recentes sugerem que a necrose

também pode ser regulada geneticamente [62].
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Apoptose: € um tipo de "autodestrui¢cao celular" que ocorre de forma ordenada e
demanda energia para a sua execu¢do (diferentemente da necrose). Morfologicamente, a
apoptose ¢ caracterizada pelo estrangulamento da membrana sem perda de integridade,
agregacdo da cromatina a membrana celular, condensacdo celular (encolhimento celular) e
formagdo de vesiculas com membrana (corpos apoptéticos) e sem desintegracdo das organelas

[61].
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Figura 2.7 - Distin¢do das diferentes alteragoes morfologicas nos processos de morte celular por apoptose
versus necrose [63].

A apoptose ¢ um programa de morte celular extremamente regulado e de grande
eficiéncia, que requer a interagdo de intimeros fatores. As alteracdes morfoldgicas observadas
sdo conseqiiéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos especificos e
geneticamente regulados [64]. A apoptose € a forma melhor caracterizada de morte celular
programada, na qual as células mostram caracteristicas como formagdo de vesiculas
membranosas, troca de lado da fosfatidilserina da membrana plasmética, fragmentacdo
nuclear e ativagdo de uma familia de proteases chamada de caspases [65]. A ativacdo
bioquimica da apoptose pode ocorrer por duas vias: intrinseca e extrinseca. A via intrinseca
ou mitocondrial ocorre na retirada de fatores de crescimento ou de hormdnios, ou quando
acontece lesdo ao DNA por radiacdo, toxinas ou radicais livres. Ela é regulada por proteinas

membros da familia Bcl-2, ativando moléculas pré-apoptéticas, como o citocromo ¢ [66]
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(Figura 2.8). Além disso, hd a participacdo do gene supressor p53. Tudo isso culmina na
ativacdo de caspases iniciadoras e efetoras, levando a alteragdes celulares e a morte da célula
[65] (Figura 2.8). A via extrinseca acontece por meio da interacdo receptor-ligante, como por
exemplo, o Faz e o receptor de TNF. Isso ativard uma cascata de proteinas adaptadoras, o que

também culminard na ativagdo das caspases [65, 66].
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Figura 2.8 - Esquema da morte induzida por apoptose pela via intrinseca ou mitocondrial [67].

A morte celular por necrose foi estudada neste trabalho através da técnica de
citometria de fluxo e pela morfologia das células e liberagao da desidrogenase lactica pelas
células depois de incubadas com BCD e irradiadas. J4 a morte celular por apoptose foi
detectada por citometria de fluxo, pela liberacdo de caspase-3 e citocromo ¢ apds a incubacdo
com BCD e irradiagdo com luz visivel. Foi verificada a apoptose também comparando os
resultados de citotoxicidade de duas linhagens celulares: uma com a proteina Bcl-2

superexpressa € outra nao.
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2.6 Estrutura da pele e absorcao percutanea

A pele recobre toda a superficie corporal, protegendo os 6rgdos internos e controlando
a passagem de produtos quimicos para dentro e para fora do corpo. Sendo assim, ela tem
func¢ao protetora contra as adversidades do ambiente, como formas de poluicdo, temperatura,
irradiacao ultra-violeta (UV) e umidade [68]. Também tem como funcao primordial proteger
o organismo contra a perda de substancias enddgenas [69]. A pele é composta por trés

camadas: a epiderme, a derme, e a mais profunda, hipoderme (subcutis) (Figura 2.9).
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Figura 2.9 - Esquema da estrutura da pele [70].

sebacea

A epiderme € subdividida em cinco camadas ou estratos, que sdo denominados, de
dentro para fora da pele, de: estrato germinativo ou basal, estrato espinhoso, estrato granuloso,
estrato ldcido e estrato cérneo. A maior parte da epiderme é formada por um epitélio
escamoso, que consiste principalmente de queratindcitos. Estas células se diferenciam em cada
estrato, até que chegam ao estrato corneo, que é a camada mais externa da pele [71]. A camada
celular basal também possui melandcitos, que produzem e distribuem os granulos de melanina
para os queratindcitos [68]. As células de Langerhans sdo proeminentes na epiderme, e t€ém
um papel importante na defesa imune desta camada [71].

O estrato corneo € a principal barreira contra a penetragdo de substancias na pele,

medindo cerca de 15-20 um de espessura [72]. Ele € constituido por um sistema de dois

compartimentos heterogéneos, compostos por queratindcitos (também chamados de
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cornedcitos) cheios de queratina embebidos em uma matriz lipidica intracelular. A matriz
lipidica € organizada em bicamadas lamelares. As principais classes de lipidios encontradas no
estrato corneo sdo: ceramidas, dcidos graxos livres, esterdis e triacilgliceréis. A dificuldade em
se permear o estrato corneo provém destas bicamadas lipidicas e dos queratindcitos [73].

A derme consiste em uma matriz de tecido conectivo de 3 a 5 mm de espessura
entremeada de proteinas fibrosas (coldgeno, elastina e reticulina) que sdo embebidas em uma
substancia de fundo amorfa composta por mucopolissacarideos [68]. O suprimento vascular
da derme regula a temperatura, a pressao e a nutricao do tecido [74].

O tecido subcutineo é uma camada adiposa situada abaixo da derme, que funciona
como uma barreira protetora e isolante e juntamente com a derme e a epiderme, forma o
tegumento [75].

O estrato corneo € a barreira que limita a velocidade e restringe os movimentos de
entrada e saida de substancias no organismo [76]. Um farmaco pode atravessar o estrato
corneo através de trés diferentes vias (Figura 2.10). Elas sao:

® Via intercelular: o farmaco difunde-se ao redor dos cornedcitos, permanecendo
constantemente dentro da matriz lipidica;

® Via transcelular: o farmaco passa diretamente através dos cornedcitos e da matriz
lipidica intercelular intermedidria;

e Via apéndices (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, poros,
imperfei¢des): rota paralela na qual os farmacos polares e de baixo peso molecular

podem ser absorvidos [77].
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Figura 2.10 - Vias de permeagdo de farmacos através do estrato corneo: (A) através da matriz lipidica, entre os
cornedcitos (penetragdo intercelular) e através dos cornedcitos e da matriz lipidica (penetragdo transcelular) e
(B) através dos apéndices cutdneos [78].

A via especifica que uma substincia pode tomar e a importancia relativa de uma em
contraste com outra dependem quase exclusivamente das propriedades fisico-quimicas do
farmaco, das condicdes da pele e da formulacdo farmacéutica ou sistema de liberacdo. Em
condi¢des apropriadas, cada uma das vias de permeag¢do pode mudar e ser a dominante. Em
particular, a difusdo passageira que ocorre pouco apds a aplicacdo de uma substincia na
superficie da pele parece ser maior através dos apéndices do que através da matriz lipidica do
estrato corneo. Uma vez que a substancia atravessa o estrato corneo, aparentemente nao ha
nenhum impedimento adicional a penetracdo nas demais camadas, principalmente para

farmacos hidrofilicos [76].
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3.1 Objetivo Geral

Este trabalho engloba o estudo da interacdo entre corantes cidnicos com dois
cromé6foros (BCD) e células de linhagens neoplasicas a fim de avaliar a fotocitotoxicidade
desses compostos e esclarecer os mecanismos de sua agao.

Este projeto constitui a base necessdria para avaliagdo do potencial desses compostos

em sua aplicacdo no tratamento de cancer através da Terapia Fotodinamica (TFD).

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a fotocitoxicidade dos BCD contra linhagens celulares tumorais escolhidas;

e Comparar as eficiéncias dos BCD com o composto comercial Photogem®, que ji é

utilizado no fototratamento do céncer;

e Determinar a distribuicdo dos BCD nas células e os mecanismos de morte induzidos

por eles;

e Determinar uma formulagao farmacéutica adequada para uso tépico do BCD.
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O estudo realizado faz parte do plano de expansdo do Grupo de Fotobiofisica, do
Departamento de Fisica e Matemética, FFCLRP, USP-Ribeirdo Preto.

Durante vérios anos, estudamos a interacio de compostos biofotoativos tais como
porfirinas, corantes cianicos com dois croméforos e derivados de nitrofurano com sistemas
microheterogéneos naturais e sintéticos, tais como BSA (albumina do soro bovino), DNA,
micelas e eritrécitos ghosts (membrana natural), a fim de entender como a interacdo dos
compostos quimicos com sistemas organizados pode alterar as caracteristicas espectrais e
energéticas desses compostos devido as mudangas na sua configuragdo eletronica.

O objetivo destes estudos foi estabelecer os mecanismos de interacdo de tais
compostos com esses sistemas naturais e sintéticos, a fim de propor a sua utilizacdo nas
aplicacdes em Medicina e Biologia.

No estdgio atual, buscamos estudar a eficidcia desses compostos fotoativos contra
diferentes linhagens de células tumorais, a fim de confirmar sua capacidade de serem
utilizados no tratamento de cancer através de fotoquimioterapia, em particular na Terapia
Fotodinamica de cancer. Neste trabalho focalizamos sua atencdo nos corantes cianicos com

dois cromoéforos.
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5.1 Corantes cianicos com dois cromoforos
(BCD,)

Os corantes cianicos com dois croméforos (BCD,) com angulos entre os croméforos
180 150° e 90° (Figura 5.1) foram sintetizados pelo Dr. Felix Mikhailenko no Instituto de
Quimica Organica da Academia de Ciéncias da Ucrania. O grau de pureza foi controlado por
cromatografia liquida de alta pressio (HPLC), espectroscopias de absor¢do Otica e de
fluorescéncia. Em solucdes aquosas os BCD, possuem as seguintes caracteristicas de
absorcao Ajgo = 632 nm, €30 = 1,33 x 10° Mlem™, 450 = 623 nm, ;50 = 0,72 x 10° M'em™,
Aoo = 617 nm, £99 = 0,88 x 10° M'lcm'l, respectivamente (veja Figura 5.2). Os BCD, possuem
fluorescéncia em dgua caracterizada pelos maximos Aqigo = 640 nm, Agys0 =638 nm e Aggy =

637 nm. Na regiao de pH 3,0 — 10,0 estes BCD,, possuem uma carga liquida +2.
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Figura 5.1 - Estrutura molecular dos corantes cidnicos com dois cromdforos com dngulos de a) 180° b) 150° e
¢) 90° entre os cromdforos.
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Figura 5.2 - Espectros de absor¢do dos corantes cidnicos com dois cromdforos com dngulos de a) 180°, b) 150°
e c¢) 90° entre os cromdforos em etanol.

5.2 Photogem®

O Photogem® ¢é um derivado de Hematoporfirina (HpD) e sua fragcdo ativa. Constitui a
primeira geracdo de agentes fototerdpicos utilizados em aplicagdes clinicas no tratamento de
tumores. O Photogem® (LLC<<PHOTOGEM>>, Moscou, Russia) € uma porfirina
deprotonada, ou seja, tem carga zero e € soldvel em dgua. Em solucdo aquosa possui A= 630
nm e € = 3200 M'em™. No Brasil, foi aprovado pela ANVISA em 2003 (08/04/03, processo
25351.189638/02-00; exp 132851/02-4).

COH COuH
I =

Figura 5.3 - Estrutura molecular do Photogem®.
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Figura 5.4 - Espectro de absor¢do do Photogem® em dgua (pH 6,4).
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6.1 Espectroscopia de absorcao otica

Os compostos quimicos podem ser caracterizados pelo seu espectro de absor¢do Gtica,
que depende da sua estrutura eletronica. A banda de absor¢@o aparece pela transi¢do do nivel
de energia do estado fundamental para o nivel do estado excitado. A dependéncia da

probabilidade de absorcdo de energia da luz pode ser dada como funcdo do comprimento de

onda (A) da luz incidente (E = hv = h% ), onde podemos determinar as bandas com maximos

de absorcio em determinados comprimentos de onda. A probabilidade de absor¢cdo ¢é
caracterizada pelo coeficiente de absor¢do molar (€ (1)), que depende do comprimento de
onda A. A distribui¢do espectral do € (4) é uma caracteristica intrinseca de cada composto e
estd relacionada com sua estrutura eletronica e interacdo com ambiente [79]. Esta interacao
permite analisar os efeitos do ambiente nos compostos sob estudo através dos espectros de
absor¢ao.

Pela lei de Lambert-Beer, a caracteristica chamada “absorbancia” (A) é determinada

por [79]:
A =log (Iy/I) (6.1.1)

em que [y e I sdo as intensidades da luz incidente e transmitida, respectivamente.
A relacdo onde temos a dependéncia da absorbancia com o coeficiente de absorcao

molar é dada pela equagdo:
A=) CL (6.1.2)

em que C € a concentracdo do composto e L o caminho 6tico (espessura da cubeta).
A espectroscopia de absorcdo 6tica foi utilizada neste trabalho:
e para determinar o efeito citotoxico (%ECT) através do método colorimétrico 3-(4,5-
Dimetil tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT) (veja sessdo 7.3),
e para o estudo das amostras obtidas na permeacgao cutanea do BCD (veja sessao 7.6) e
e para o estudo dos mecanismos de morte induzida por necrose através da liberacdo da

desidrogenase lactica (LDH) (veja sessdo 7.5.5).
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6.2 Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia € uma técnica que utiliza o fendmeno de fluorescéncia
para criacdo das imagens da estrutura de microobjetos.

Quando uma molécula (fluoréforo) absorve um féton de luz, um elétron é promovido
do estado fundamental para um estado excitado de mesma multiplicidade de spin. O retorno
do estado excitado para o estado eletronico fundamental pode acontecer com emissao de luz,

processo chamado de fluorescéncia (Figura 6.1).
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Figura 6.1 - Diagrama de Jablonski.

Porém, como mostra a Figura 6.1, existem varios outros processos que contribuem
para o estado excitado perder energia, competindo com a fluorescéncia, cuja probabilidade
depende da estrutura do fluor6foro e de seu ambiente. Isto torna a intensidade da
fluorescéncia também dependente da estrutura do fluoréforo e da sua interagdo com o
ambiente e permite analisar a localiza¢do do fluoréforo dentro do microobjeto.

Neste trabalho, a microscopia de fluorescéncia foi utilizada para determinar a
localizacdo do BCD na estrutura da célula com o auxilio de marcadores fluorescentes

especificos das organelas celulares, como descrito na se¢ao 7.4.

6.3 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a andlise do espalhamento e da
fluorescéncia de particulas que fluem numa suspensdo liquida. Esta suspensdo, que contém as
particulas a analisar, € introduzida no centro da camara de fluxo e as particulas sdao alinhadas

uma a uma no tubo de andlise (Figura 6.2) [80].
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Laminar
Flow

Figura 6.2 - Esquema do alinhamento da suspensdo liquida para andlise.

Depois de alinhadas, estas particulas sao iluminadas com uma fonte de luz, ocorrendo
processos de espalhamento ou de emissdo de fluorescéncia, cujas intensidades dependem das
caracteristicas das particulas [81]. Neste trabalho, analisamos somente a fluorescéncia das
particulas. A fluorescéncia pode ser emitida pelos fluoréforos intrinsecos da particula ou por
marcadores fluorescentes, ligados a ela. Os fétons emitidos em direcdo ortogonal ao feixe da
luz de excitagdo sdo recebidos por uma série de filtros 6ticos e sdo analisados em tubos
fotomultiplicadores [81]. Os diferentes tipos de filtros Oticos (“long-pass”, ‘“‘short-pass”,
passagem de banda e espelhos dicrdicos) dividem a emissdo fluorescente em diferentes
comprimentos de onda, permitindo a medi¢do simultanea de vérios corantes fluorescentes
[80]. Cada particula gera uma intensidade de fluorescéncia que é analisada, formando um
histograma de contagem de particulas por intensidade de fluorescéncia.

A citometria de fluxo foi utilizada neste trabalho para o estudo dos mecanismos de

morte celular induzidos pelo BCD (veja sessdo 7.5.2).

6.4 Western Blotting

Western Blotting € um método em biologia molecular/bioquimica para detectar proteinas
em um homogenato (células bem trituradas) ou em um extrato de tecido bioldgico. Essa

técnica usa eletroforese em gel para separar as proteinas desnaturadas por massa. As proteinas
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sdo entdo transferidas do gel para uma membrana (tipicamente de nitrocelulose). Como a
membrana possui habilidade de se ligar a proteinas, deve-se fazer o bloqueio desta para
impedir as interacdes ndo especificas entre a membrana e o anticorpo usado para a deteccdo
da proteina alvo. Depois de bloqueada a membrana, € utilizado um anticorpo especifico
(anticorpo primdrio) que se liga a proteina alvo e em seguida um segundo anticorpo, marcado
com uma sonda, especifica para anticorpo primdrio. Um filme fotografico é colocado contra a
membrana e é criada a imagem dos anticorpos ligados a ela. Com o resultado, os
pesquisadores podem examinar a quantidade de proteina em uma dada amostra e comparar os
niveis entre diversos grupos de proteinas [82].

Neste trabalho o Western Blotting foi utilizado para a deteccdo do citocromo c e
verificacdo do mecanismo de morte induzido por apoptose pelo BCD [83]. O procedimento

experimental estd descrito na secdo 7.5.4.

6.5 Padronizacao da metodologia para
quantificacao da concentracao de BCD por
absorcao otica para experimentos de

permeacao cutanea (Validacao Analitica)

A razdo para validar um procedimento analitico da determinac¢do de concentragdao do
composto é demonstrar o desempenho e confiabilidade de um método para esta determinacao
como, por exemplo, quantificar drogas retidas na pele em experimentos de permeacdo
cutanea. Shah indicou que qualquer método analitico deve ser validado se os resultados forem
ser usados para o registro de uma droga nova ou a reformulacdo de uma ja existente [84].
Deve ser observado que a validacdo inicial € somente o come¢o, o método deve ser
monitorado continuamente durante sua aplicacdo para assegurar que os resultados
correspondem a validagdo feita [85].

Os parametros fundamentais na validacdo do método, seguindo as normas cobradas
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria) e FDA (Food and Drug
Administration) para avaliacdo de um novo composto [86, 87] sdo: sensibilidade, precisao,
exatidao, seletividade, reprodutibilidade e estabilidade. No desenvolvimento de um método
tipico, além dos parametros citados, determina-se também a solubilidade e estabilidade do

analito.
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6.5.1 - SENSIBILIDADE: determinacdo da quantidade minima de analito numa amostra que
pode ser determinada com precisao e exatidao apropriadas (limite de quantificacio, LQ). Para
se determinar o limite de quantificacdo, deve-se realizar no mimino cinco medidas da amostra

que devem ser discretas, reprodutiveis, com precisao de 20% e exatidao < 20%.

6.5.2 - PRECISAO (REPETIBILIDADE): se determina pelo coeficiente de variacdo (CV)

dado pela equacao

v =-_PevPad 100 6.5.1)

ConcMédia

em que DesvPad corresponde ao desvio padrdo das medidas da concentragdo média
(ConcMédia) em vérias repeti¢des para cada concentragao.

E recomendado usar no minimo trés concentracdes diferentes e realizar no minimo
cinco determinagdes para cada concentracdo. O valor encontrado de CV ndo pode exceder

15%, com exceg¢do do limite de quantificagcdo cuja diferenca ndo pode ultrapassar 20%.

6.5.3 - EXATIDAO: ¢ analisada através do erro relativo (E%) que estd dado pela equacio

E% — Valornhtido

Valor

calculado

- ValOr;»ulculado Xl OO (65 2)

em que Valor,,, corresponde ao valor da concentracdo medida e VGZO’”L.Q,(.,,,,M,,, corresponde

ao valor calculado (concentragdo = massa/volume).

E% descreve o desvio do resultado obtido da concentracdo medida em relagdo ao valor
calculado. E% deve ser determinado usando no minimo cinco determinagdes por
concentracdo para no minimo trés concentracdes diferentes. O valor do E% ndo pode
ultrapassar 15%, com exce¢do do limite de quantificacdo cuja diferenga ndo pode ultrapassar

20%.

6.5.4 - SELETIVIDADE: habilidade de um método analitico de diferenciar e quantificar o

analito na presenga de outros componentes na amostra. Para ser considerado seletivo, devem-
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se analisar seis amostras de diferentes fontes testando para cada amostra os interferentes,

assegurando o limite de quantificagao.

6.5.5 - SOLUBILIDADE: solubilidade de um analito em uma amostra é a resposta do
detector obtida de uma quantidade de analito adicionado e extraido da matriz bioldgica,
comparada com a resposta do detector obtida da concentragdo real (nominal). A solubilidade

ndo precisa ser 100%, mas consistente, precisa e reprodutivel.

6.5.6 - ESTABILIDADE: estabilidade de um analito em um fluido biolégico é a mudanga da
sua concentracdo em funcdo do tempo. A estabilidade depende das condicdes de
armazenamento, propriedades quimicas do analito, da matriz e do recipiente. A determinacao
da estabilidade deve ser realizada na temperatura de armazenamento, temperatura ambiente e

depois de ser gelada e usada no processo analitico.

As caracteristicas citadas sdo determinadas através da Curva de Calibracao [87, 88],
que relaciona a resposta do instrumento de medida e a concetragao conhecida do analito. A
curva de calibracdo deve ser gerada para cada analito na amostra € na mesma matriz
bioldgica. Na Curva de Calibracdo deve constar o limite de quantificacdo e os outros pontos

da curva de calibra¢do nao podem ter desvios maiores do que 15% do valor nominal.
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7 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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7.1 Preparacao das células tumorais

Neste trabalho utilizamos as linhagens celulares tumorais de melanoma de
camundongo (B16F10), melanoma humano (C8161), células T de leucemia humana (Jurkat) e
adenocarcinoma de colo-retal humano (HT29), adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) e duas linhagens de leucemia mieléde aguda
humana (HL-60 e HL-60/Bcl-2) fornecidas pelo Dr. Gustavo Amarantes Mendes (ICB-USP,
Sao Paulo, Brasil). Para o cultivo das células tumorais B16F10, C8161, Jurkat, HL-60 ¢ HL-
60/Bcl-2 foi utilizado o meio de cultivo celular RPMI 1640 com vermelho de fenol
suplementado (RPMI-S) com 10% de soro bovino fetal, 20mM de L-glutamina, 2g/l1 de
bicarbonato de sédio, 2,38g/l de HEPES, 100 U/ml de penicilina e 100ug/ml de
estreptomicina (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA) e para a linhagem HT29 o meio de cultivo
celular Dulbecco’s com vermelho de fenol suplementado (Dulbecco’s-S) com 10% de soro
bovino fetal, 20 mM de L-glutamina, 3,7g/l de bicarbonato de sédio, 100 U/ml de penicilina e
100 pg/ml de estreptomicina (Gibco-Ivitrogen, Carlsbad, CA). Para realizar os ensaios as
células aderentes (B16F10, C8161 e HT29) foram removidas dos frascos de cultivo celular
pela adi¢do de 0,2ml de solucdo de tripsina-EDTA (2,5 g/l) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), lavadas 3 vezes em meio RPMI-S a 1000rpm/15°. Apés as lavagens, as células foram
contadas em um hemocitometro, ressuspendidas em meio RPMI-S na concentragdo de 5%10*
células tumorais/0,2ml de meio RPMI-S e colocadas em pocos de placas de fundo chato
“ELIZA” (96 pocos, TPP, Trasadingen, Switzerland). As células aderentes foram incubadas
por 24h em estufa umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO, a 37°C antes da adi¢dao dos
compostos e ao final da cultura, o meio de cultura foi removido e meio fresco adicionado aos
pocos. Para ensaios com células ndo aderentes (Jurkat, HL-60 e HL-60/Bcl-2), as células
foram lavadas em meio RPMI-S a 1000rpm/15°, contadas em hemocitdometro e suspendidas
em meio RPMI-S na concentracdo de 10° células tumorais/0,2ml de meio RPMI-S e foram

colocadas nos pogos de placas “Eliza”.
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7.2 Tratamento com fotosensibilizadores e

irradiacao das células

As células foram cultivadas com meio ou tratadas com BCD (0,01uM-100uM) ou
Photogem® (0,01uM-100uM) e incubadas em estufa por tempos de 30min até Sh.

A irradiacdo com ou sem FS foi realizada diretamente nas placas “Eliza”. A absorcdo
do vermelho de fenol, tipicamente presente no meio RPMI, coincide com a do BCD. Por este
motivo nestes experimentos foi utilizado meio sem vermelho de fenol.

Ao final do periodo de incubagdo, foram utilizadas doses de irradiacdo de 10 até
70J/cm” na regido espectral de 540 — 750nm, utilizando como fonte um irradiador com uma
lampada hal6gena “Osram” de 250W, acoplada a um filtro colorido 3-69 KOPP (regido da
transmitancia A > 500nm). A fonte foi fixada num suporte na distancia de 25cm entre a
lampada e a placa de cultura, assim que a irradiac@o foi realizada na direcao vertical (Figura
7.1). A intensidade de irradiacio na posicdo da placa de cultura era de 11mW/cm?,

determinada pelo radidmetro Spectra-Physics 407A.

Figura 7.1 — Foto do irradiador utilizado nos experimentos deste trabalho com suporte em L para fixa¢do do
irradiador.

Apenas os pogos de colunas 3-10 e de linha C-H das placas (Figura 7.2) foram
irradiados, pois era a regido na qual a dose de irradiacdo era mais homogénea, variando

apenas 23%.
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Figura 7.2 - Esquema da placa de cultura tipo “Eliza” utilizada nos experimentos.

Em todos os experimentos foram realizados trés tipos de controle:

1. Células sem FS no escuro.

2. Células sem FS irradiadas.

3. Células mantidas no escuro tratadas com os FS.

Ao final da irradiagdo as células tumorais foram incubadas por mais 24h em estufa

dmida contendo 95% de ar e 5% de CO, a 37°C.
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Figura 7.3 - Espectros normalizados da emissdo da fonte e do filtro de transmissdo utilizados e os espectros de
absorgdo do BCD g9 e Photogem®.
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7.3 Avaliacao da Fotocitotoxicidade

Depois da incubacdo das células, foi determinado o efeito citotéxico do BCD com e
sem a irradiagdo.

O efeito citotoxico (ECT) foi calculado como:

~ [DC]
[Células] (7.4.1)

controle

em que [Células].,,,,. corresponde a concentracdao de células vivas, nos pogos controles
(células com mesmo tempo de incubacdo sem FS) e [DC] corresponde a concentragdo de

células mortas. [DC] foi calculada como sendo [Células],,, —[Células],. . em que

N

[Células],,, corresponde a concentracdo final de células vivas incubadas com FS [89].

Entio,

[Células]
ECT =1- (7.4.2)
[Células] o

controle

A concentragdo de células vivas foi determinada pelo método colorimétrico do 3-(4,5-
Dimetil tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT). Neste método o MTT €

reduzido nas células vivas a um produto azul, que absorve em 570nm.

2 |
| mitochondrial

reductase

"\% O*"”g%

Figura 7.4 - Reducdo do sal de tetrasol em azul de formazan [90].

Ok
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A absorbancia da amostra (Abs) é proporcional a concentracao de células vivas [91].

Finalmente o ECT em percentagem ¢é calculado como:

WECT =| 1— Abs amostras £100

Abs controle

(7.4.3)

em que Abs amostras ¢ Abs controle gio as absorbancias em 570nm das amostras nos

pocos contendo células com FS e sem FS, respectivamente.

Os resultados estdo apresentados como os valores médios do %ECT + desvio padrio
(DP) de 6 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada com o teste t Student
com nivel de significancia de 5%. Para a realizac¢do do teste foi utilizado o software Prism 4.0
Version.

Para a obtencao da reducao do MTT, foram adicionados 10uL de solucao de MTT em
PBS (Smg/mL) aos pogos de cultivo celular e incubado por mais 4h para as linhagens
tumorais em estufa imida contendo 95% de ar e 5% de CO, a 37°C. Apds este periodo, foram
acrescentados aos pogos SOUL de solu¢do a 20% de dodecil sulfato de s6dio/HCL 0,01N para
a solubilizagdo do produto azul formado. Para isto, as placas de cultivo celular foram
mantidas por uma noite a temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A avaliagdo da atividade
citotéxica foi medida no espectrofotometro L Quant Bio-tek Instruments, utilizando filtro de
interferéncia de Apna=570nm [91, 92].

As concentracgdes letais de 50% (LCsp) do BCD e do Photogem® foram determinadas
a partir da dependéncia do %ECT da concentrag¢do do FS.

7.4 Localizacao Celular do BCD

A determinacgao da localizagao do BCD no interior das células foi realizada através
das observagdes da distribuicdo da sua fluorescéncia dentro da célula, em comparagio
com os marcadores-padroes de mitocOndrias Rodamina 123 (Sigma) e MitoTracker
greenTM (Molecular Probe) e de nicleo DAPI (Molecular Probe). As medidas foram
realizadas utilizando o microscopio de fluorescéncia Leica DM 5000 B. Para a observacao
da fluorescéncia do BCD, foi utilizado o filtro N2.1 (Filtro de excitacio BP 515-560nm,

Espelho dicromético 580nm e filtro de supressao LP 590nm); para a Rodamina 123 e



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 44

MitoTracker green' ™ o filtro L5 (Filtro de excitacdo BP 480/40nm, Espelho dicromatico
505nm e Filtro de supressdao BP 527/30nm); e para o DAPI o filtro A (Filtro de excitagao
BP 340-380nm, Espelho dicromético 400nm e Filtro de supressao LP 425nm).

Nos experimentos utilizamos as células B16F10, que foram plaqueadas na
concentracdo de 5x104células/pogo em laminas com 8 pocos (CultureSlide, 8-well, BD
Falcon™). As concentragdes e tempos de incubagdo dos compostos estdo apresentados na

tabela 7.1:

Tabela 7.1 - Compostos utilizados nos experimentos de localizacdo do sitio celular do BCD, suas respectivas
concentragées e tempo de incubagdo.

Tempo incubacao

Composto Concentracao
(min)
BCD 5uM 120
Rodamina 123 5 uM 30
MitoTracker green™ 5 uM 30
*DAPI Img/ml 30

*Antes de colocar o DAPI, as células foram tratadas com formaldeido 4% por 30

min.

7.5 Estudo dos mecanismos de morte induzidos
pelo BCD;so

Neste trabalho foi estudada a existéncia de dois mecanismos de morte celular
induzidos pelo BCD;go: necrose e apoptose. Para verificar a existéncia destes mecanismos:
e Foi estudada a morfologia das células na presenca do BCD;sp antes e depois da
irradiagao;
e Foi utilizado o método de citometria de fluxo;
¢ Foi determinada a atividade da desidrogenase latica (LDH);
¢ Foi realizado o teste de Western Blotting para verificar a liberagao de citocromo c;
¢ Foi determinada a atividade das caspases 3.
Todos os métodos citados estdo descritos abaixo.
Para os estudos dos mecanismos de morte das células foram escolhidas as células T

de leucemia (Jurkat), que crescem em suspensao, o que facilitou o manuseio e diminuiu os



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 45

efeitos de interferentes indesejdveis. Células que crescem em adesdo, para serem
utilizadas nestes experimentos, teriam que ser desaderidas das superficies de adesdo por
meio de métodos mecanicos ou quimicos. Estes métodos podem causar danos em algumas
células e até provocar a morte destas, levando a conclusdes errdneas sobre 0os mecanismos

de morte causados pelo FS.
7.5.1 Estudos morfolégicos

Depois do tratamento com o BCD, 2 x 10° células foram lavadas com tampao fosfato
PBS (pH=7,3) e ressuspendidas no mesmo meio. A suspensdo das células foi passada pela
centrifuga Cytospin para que as células fossem fixadas e coradas com o corante
Romanowisky (Panotic, Laborclin, Pinhais, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante.
A morfologia celular foi determinada usando um microscépio com magnificacao x400.

O kit utilizado para corar as l1aminas, era composto por trés corantes:
Panético rapido n° 1: compde-se por uma solucao de triarilmetano a 0,1%.
Panético rapido n° 2: compde-se por uma solucao de xantenos a 0,1%
Panético rdpido n° 3: compde-se por uma solucdo de tiazinas a 0,1%

Para corar, as 1aminas foram colacadas em cada corante por 5 segundos, seguindo a

ordem corante 1 — corante 2 — corante 3.
7.5.2 Citometria de fluxo

Para estudos do mecanismo da morte celular através da técnica de citometria de fluxo
foram utilizados os marcadores Anexina-V FITC e iodeto de propideo (PI).

O anticoagulante Anexina V € uma proteina com propriedades de ligacdo aos
fosfolipidios como a fosfatidilserina, que em células normais se localiza na regido interna da
membrana plasmatica [65]. Com a morte celular, a fosfatidilserina € translocada para a regiao
externa da membrana, ficando exposta a Anexina-V, que na forma ligada com a
fosfatidilserina possui a fluorescéncia com o méaximo localizado em A = 518nm [65]. Como a
translocacdo da fosfatidilserina apresenta-se tanto em processo de necrose quando em
apoptose, para diferenciar estes dois processos pode ser utilizado o marcador PI, que tinge as
células necrosadas. Quando a membrana celular se rompe pela necrose, o PI, que ndo ¢é
permedvel a membrana celular, se intercala entre as bases do DNA, emitindo neste caso a

fluorescéncia com méaximo localizado em A = 617nm [93, 94].
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Nestes experimentos 5x10° células Jurkat foram incubadas em placas de cultivo
celular de 24 pogos com diferentes concentracdes de BCDgp com 2h de incubacgdo e dose de
irradiacdo 40J/cm”. Apés a irradiacdo, variou-se o tempo de andlise das amostras (imediata,
1h ou 2h). No periodo pés-irradiacdo, as amostras ficaram em estufa umidificada contendo
95% de ar e 5% de CO, a 37°C. Apds o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com
PBS 1X gelado e estéril (1000rpm, 10min, 10°C) e ressuspendidas em 100ul no tampao de
ligamento (10mM Hepes pH 7,4, 150mM NaCl, 5mM KCI, I1mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,) e
1wl de Annexin-V FITC e incubadas por 15min no escuro. Passados os 15min, foi adicionado
1ul de PI e 100ul de tampao de ligamento.

Dez mil células da amostra foram analisadas pelo Citometometro de fluxo FACSCanto

(Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA), utilizando o software Diva, préprio do aparelho.
7.5.3 Atividade da Caspase 3

Como ja foi dito na sec¢do 2.5, uma caracteristica das células que sofreram apoptose
pela via mitocondrial € a ativac@o das proteases caspase-3, que pode ser usada como teste para
definir a existéncia deste tipo de apoptose.

Para medir a atividade da caspase-3, as células Jurkat depois do tratamento com BCD
na concentragio de 3x10° células/poco foram lavadas com PBS gelado (1000rpm, 10°C por
15°) e ressuspendidas em 100ul do tampao de coleta (Hepes/NaOH 20mmol/L. pH 7.5,
Sacarose 250mmol/L, KCI 10mmol/L, MgCl, 2mmol/L, EDTA 1mmol/L, DTT 2mmol/L e
CIP). Para lisar as células, a suspenssao de células foi colocada no gelo por 15’ e depois por 3
vezes 30”" no gelo seco e descongelada no banho a 37°C. Feito isso, foi utilizado o sonicador
3 vezes por 10°” em cada amostra. As células foram centrifugadas a 15.000g por 30 minutos e
ao sobrenadante adicionado igual volume (100uL) de tampao de reagdao (HEPES 25 mmol/L
pH 7.5, Sacarose 10%, CHAPS 0,1%; DTT 10mM). As proteinas foram dosadas pelo método
de Bradford [95, 96] (158uL de dgua + 2ul. de amostra).

Dosadas as proteinas, as amostras foram colocadas em placas de 96 pocos de tal forma
que a quantidade de proteina em cada poco fosse 50ug. Depois de adicionadas as amostras,
foi adicionado o tampao de reagdo de modo que o volume final da solucdo tampao+amostra
fosse 195uL. Para completar os 200uL. do pogo, foi adicionado SuL do substrato caspase 3
Colorimetric Substrate I - Calbiochem (estoque 4mM). Apds 2h de incubacdo, foi feita a

leitura das amostras em 405nm no espectrofotometro W Quant Bio-tek Instruments.
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7.5.4 Anailise do Citocromo c por Western Blotting

O método de Western Blotting foi usado para analisar a liberagao do citocromo c, que
também € uma caracteristica de apoptose pela via intrinseca.

A andlise da liberacdo de citocromo c foi realizada utilizando 4x10° células Jurkat por
amostra, que, depois do tratamento com BCD, foram lavadas com PBS gelado e
ressuspendidas em 200uL do tampao gelado (Hepes/KOH 10mM; pH 7,9; MgCl, 1,5mM,;
KCl 10mM; DTT 0,5mM, CIP e Digitonina 100ug/mL). Feito isso, as amostras foram
incubadas em gelo por 30min, homogeneizadas usando um agitador vortex por 10seg e
centrifugadas com 15000g por 10min. O sobrenadante foi guardado e o pellet foi
ressuspendido em 100uL. do tampao acima contendo triton X 100 a 1%, passado no gelo seco
e banho a 37°C por trés vezes para lisar as células e homegeneizado com agitador vortex.
Utilizando o método de Bradford, foram dosadas as proteinas contidas no sobrenadante e no
lisado de células. Para a andlise da liberacdo do citocromo c, foram utilizadas 70pg de
proteina de cada amostra, que foram secas no speed vacuo, ressuspendidas com uma mistura
para SDS PAGE (eletroforese de poro de poli acrilamida) e fervidas por Smin em banho maria
para entdo comegar o processo de obtencdo do citocromo ¢ por Western Blotting.

Western Blotting: O processo de Western Blotting € dividido em dois dias.

1° dia: foram feitos os tampdes de transferéncia e de lavagem que foram utilizados nos dois

dias de experimento. A receita dos tampdes encontra-se abaixo.

Tabela 7.2 - Protocolo dos tampdes de transferéncia e de lavagem utilizados no experimento de Western

Blottinng.
Tampao de transferéncia (1 litro) - Tampao de lavagem: TBS-T (2 litros)

Tris 25 mMM.....oooviiiiiiiiiiieiieeee 3,027g  NaCl..ooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 16g
Glicina 192mM.....coovvuimieeeeeeieienn. 14,41g  Tris/HCI Imol/L.......cccceveviiieiieeieenns 40ml
H20 gSpPeeeeeeeieeniieeieeeieeeeeeeeeen 0107571 B 5 12 @ I 1 o J R 1600ml
Acertar pH para 8,3 Acertar pH para 7,6

Adicionar: TWeen 20.....ccccevievieiiineenieeeeeeeeeens 2ml
Metanol 20%.........cccceeeveeeieennennnen. 200ml/1 H20 qSP.eeeeveeiienieeieeeeieeeeee 2000ml
SDS 0,05%..cc.ceuieiniiniiiiiiiieieeieee 0,5g/1 (tris Imol/l = 121,1¢g/1)
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Foi feita a caracterizagdo eletroforética da proteina com gel de poliacrilamida em
sistema para eletroforese Sigma (St. Louis, MO, USA), segundo metodologia descrita por
Laemmli (1970) [97]. O gel de corrida apresentando 12% de acrilamida e o gel de
empilhamento com 5% de acrilamida foram preparados de acordo com protocolo descrito

abaixo:

Tabela 7.3 - Protocolo do gel de empilhamento e do gel de corrida utilizados na eletroforese.

Gel de Gel de
Solucoes empilhamento (5%) corrida (10%)

(ub) (nb
Acrilamida 30% / bis-acrilamida 0,8% 340 3200
Tampao tris-HCI 1,5 mol/l pH 8,8 ---- 3000
Tampao tris-HCI 0,5 mol/l pH 6,8 500 —
Agua deionizada 1100 1560
SDS 10% 40 160
TEMED 10% 10 40
Persulfato de amoénio 10% 10 40

A amostra foi aplicada diretamente no gel de poliacrilamida e a eletroforese foi
desenvolvida sob corrente de 20mA a 4°C por duas horas utilizando-se o tampao de
tranferéncia. Como padrdo de massa molecular foi utilizado o “SDS-PAGE Standards
Broad Range” (Bio-Rad Laboratories, Catalog 161-0318) cujas bandas e respectivas

massas moleculares estdo descritas a seguir (Tabela 7.4):
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Tabela 7.4 - Valores tabelados das massas moleculares do padrdo SDS-PAGE Standards Broad Range utilizado
na eletroforese.

Massa Molecular Calibrada (Daltons)

Proteina
em gel de Tris-HCl

Miosina 207,345
B-galactosidase 114,363
Albumina de Soro Bovino 78,444
Ovalbumina 53,086
Anidrase Carbonica 35,719
Inibidor de Tripsina de soja 28,329
Lisozima 19,325
Aprotinina 6,973

As proteinas foram tranferidas para a membrana de acetato de celulose segundo
Towbin et al. (1979) [98], através de um sistema de Mini Trans-Blot (Bio-Rad). A
tranferéncia das proteinas para a membrana nitrocelulose foi realizada montando-se o gel
de SDS-PAGE (eletroforese de poro de poliacrilamida) e a membrana em um sistema
“sanduiche” entre filtros protetores. Este sistema foi colocado em uma cuba eletroforética,
contendo tampao de transferéncia a 4°C, posicionada sobre um agitador magnético para
homogeneizacao do tampao sob corrente de 350mA por 1h.

Apd6s a transferéncia, as membranas de nitrocelulose contendo as proteinas
aderidas foram incubadas com tampao de lavagem contendo 5% de leite desnatado por
12h a 4°C. As membranas foram lavadas rapidamente com tampao de lavagem e incubadas
com o anticorpo monoclonal primdrio anti-citocromo ¢ de camundongo (BD
Pharmingen™), na dilui¢io de 1:2000, por duas horas a temperatura ambiente sob
agitacdo constante. Apds este periodo, as membranas foram lavadas rapidamente por
quatro vezes, uma vez por 15min e 3 vezes pro Smin com o mesmo tampao a uma razao
de 4ml por cm” de membrana. O anticorpo secundério marcado com HPR Goat anti-mouse
(BD Pharmingen™™), na dilui¢do de 1:2000, foi incubado com a membrana por uma hora 2
temperatura ambiente sob agitacdo constante € um novo processo de lavagem foi realizado
como anteriormente. Apds as lavagens, volumes iguais das solucdes de revelagdo contidas
no kit “GE de quimioluminescéncia” foram misturadas. A membrana foi colocada em um
cassete de autoradiografia com um filme de raios-X para exposicdo por 3min. A

visualiza¢do foi em filme raios-X apés revelagdo [99, 100].
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7.5.5 Determinacao da Atividade da Desidrogenase Lactica (LDH)

Como ja foi dito na sessdo 2.5, a ruptura da membrana plasmatica é caracteristica de
necrose, que estd acompanhada da liberagdo da desidrogenase lactica (do inglés Lactate
Dehydrogenase, LDH). A liberacdo da LDH pode ser indicada pela sua atividade na

conversao do piruvato a lactato na presenga de NADH, transformando-o em NAD:

Piruvato + NADH + H «*2— Lactato + NAD

A atividade da LDH foi indicada pelo decréscimo da absorbancia em 340nm,
catracteristica do NADH.

Para a determinagdo da atividade de LDH foram utilizados os sobrenadantes das
células Jurkat incubadas com BCD;gy por duas horas e irradiadas com dose 40J/cm? ou
mantidas no escuro e o Kit LDH Liquiform Labtest. A absor¢dao foi medida pelo
espectrometro ABBOTT VP®, catdlogo ndmero 86-2/30.

No kit utilizado, vieram dois reagentes:

Reagente 1: NADH 360pmol/l e azida sédica 0,095%.
Reagente 2: tampao 250mmol/l; pH 7,5; piruvato de sédio 6 mmol/l e azida sédica 0,095%.

Para a realizagao do experimento, foi utilizado 1ml do reagente de trabalho composto
pelos reagentes 1 e 2 na propor¢do de 4:1, respectivamente, e 0,02ml de amostra numa cubeta
de caminho 6tico 1cm termostatizada a 37°C. Apds 1’ foi feita a primeira medida e ap6s 2’ da
primeira medida, foi realizada a segunda medida.

A atividade da desidrogenase lactica foi obtida através da seguinte relagao:

A — A, VT *1000
2 e*VA*d

atividade da desidrogenase ldtica = (7.5.1)
em que:

Aj - absorbancia medida ap6s 1 minuto,

A, - absorbancia apds 3 minutos,

VT - volume total do ensaio

VA - volume da amostra

1000 - conversao de U/ml para U/1

d - caminho 6tico
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€ - absortividade milimolar do NADH (6,30)
Todo o procedimento e célculo da atividade da desidrogenase lactica foram

realizados de acordo com o manual do fabricante do kit utilizado.

7.6 Estudo da Permeacao Cutanea do BCD;go

Nos estudos de permeagdo cutinea do BCD;gy foram realizados os seguintes
experimentos: permeacdo passiva e permeacdo iontoforética. Para a realizacdo destes
experimentos, foram preparadas varias amostras contendo os compostos que facilitam a
penetracdo cutanea do BCD,gp (formulagdes) e foi realizado o teste de estabilidade do BCD g

frente a corrente elétrica nos mesmos parametros do experimento.
7.6.1 Validacao do Método Analitico

Para andlise de permeacdo cutdnea do BCD;gy, foi escolhido o método de
espectroscopia de absorcdo dtica UV/Vis. Escolhido o método, foi realizada sua validacdo
segundo os pardmetros: linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade, solubilidade e
seletividade, seguindo as normas do FDA e da ANVISA. Para obten¢do destas caracteristicas,
foi preparada uma curva de calibragdo de absor¢do em func¢do da concentragdo de BCD;sy.
Esta curva foi sempre repetida depois da realizacdo do experimento para que nao houvesse
interferéncias como, por exemplo, temperatura do dia do experimento, preparacdo da solugdo
estoque, etc.

Para estas medidas, a solucdo padrao de BCD foi preparada em tampao fosfato (pH 7,4
e C = 0,IM) na concentracdo de 8uM a partir da qual foram obtidas as demais solucdes
através de dilui¢des. Todas as solucdes foram analisadas por espectroscopia de absorcado 6tica

utilizando o espectrofotdmetro Beckman Counter DU 640.

7.6.1.1 Curva de Calibracao

Foi medida a absorbiancia em A= 632nm das solu¢des do BCDjgp em fungdo da
concentacdo do corante. Foi analizada a linearidade desta dependéncia usando a andlise

estatistica pelo método de regressdo linear dos minimos quadrados de primeira ordem, sendo
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que o critério minimo de aceitacdo do coeficiente de determinagdo (r) foi de 0,99. As

concentracoes utilizadas foram: 0,77; 2,30; 3,83; 4,59 e 5,36uM em duplicata.

7.6.1.2 Precisao (Repetibilidade)

Em trés dias diferentes foram realizadas as medidas de absorbancia das solugdes de
BCD3p em concentragdes de 0,77; 3,83 e 5,36uM. Para cada concentracdo as medidas foram
repetidas 5 vezes e calculado o CV% para obtencdo da repetibilidade do método de

espectroscopia de absor¢do ética.

7.6.1.3 Exatidao

Nos experimentos de exatiddo do método de espectroscopia de absor¢do 6tica, também
foram realizadas cinco medidas da absorbancia das solu¢des do BCD gy em concentracdes de

0,77; 3,83 e 5,36uM em trés dias diferentes e determinado o E%.

7.6.1.4 Sensibilidade

O limite de quantificacdo (sensibilidade) foi obtido através do monitoramento
espectroscopico das solugdes com concentragdes decrescentes de BCD até o menor nivel

determinavel.

7.6.1.5 Seletividade

Como nos experimentos de permeacdo cutanea, foi utilizada a pele dorsal da orelha de
porco, e para a separacao das camadas da pele foram utilizadas fitas adesivas. Foi estudada a
interferéncia do homogeneizado de pele e fita adesiva nas absorbancias das amostras a fim de
verificar se existe uma sobreposi¢cdo dos espectros obtidos do BCDgp € do material. Para isto,
as amostras passaram pelo mesmo procedimento de tape striping e recuperacdo do BCDyg

descritos nas se¢des 7.6.2 e 7.6.3, respectivamente.
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7.6.1.6 Solubilidade

Para determinar a solubilidade do BCD;gy, foi preparada uma solu¢do supersaturada.
Esta solucao foi mantida por 24h num banho térmico a 37°C sob agitacdo. Passadas as 24h, a
solugdo foi centrifugada (3000rpm, 25°C, 30min) e filtrada com filtro de papel. A solugdo

filtrada foi analisada por espectroscopia de absor¢ado 6tica.

7.6.2 Preparacao das amostras de pele

A permeacdo cutanea foi estudada utilizando-se pele da regido dorsal de orelha de
porco. A pele foi dermatomizada (corte superficial feito na pele contendo a epiderme inteira e
uma parte da derme com espessura determinada) obtendo a espessura da amostra proxima de
500pum. Foi usado o material obtido no maximo 2h apds o animal ter sido abatido. A pele foi
dermatomizada e congelada por até 30 dias antes de ser usada. Para dermatomizar a pele, foi
usado o Dermatdmetro o TCM 3000 — Nouvag. Para andlise da quantidade de BCD;gy que
ficava retido na pele e que se difundia por esta, o estrato cérneo foi retirado da 4rea de 1,3cm?
da pele de orelha de porco com o uso de 15 fitas adesivas (tape stripping — Figura 7.5). As
fitas contendo o estrato cérneo foram colocadas num tubo falcon de 50ml. O restante da pele
(derme+epiderme) foi picotado e colocado em tubos falcons de 50ml. Para retirar o BCDgg
que ficou retido na epiderme e derme e o que passou pela pele, foi feito um estudo de

recuperagcdao do BCD;gp, que esta descrito na sec¢do 7.6.3.

Fita adesiva

Estrato cérneo

l

Epiderme

Figura 7.5 - Esquema demonstrando a técnica de “tape-stripping” para retirada do estrato corneo (adaptado
de [17]).
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7.6.3 Estudo da recuperacao do BCD na pele

A solucdo estoque de BCD em dlcool foi colocada nos tubos falcons de pele e fita
adesiva nas concentragdes 0,92; 4,59 e 9,19uM em triplicata para cada concentragdo. Apds
ser adicionado o BCDjgp, os tubos falcons foram deixados abertos para evaporar o alcool.
Ap6s evaporar o dlcool, foram adicionados 5ml de etanol em cada tubo. Os tubos contendo
fita adesiva foram agitados no agitador vortex por Imin cada e os com pele passaram pelo
triturador de tecidos por Imin e deixados no banho de ultrassom por 30min. O triturador de
tecidos utilizado foi o Microtriturador - TURRATEC - Tecnal Modelo TE -102. As solucdes

foram filtradas e quantificadas por espectroscopia de absor¢do 6tica [27, 101-105].
7.6.4 Estudo da permeacio cutinea passiva do BCD;g,

O estudo de permeacdo passiva foi realizado utilizando-se células de difusao vertical
tipo “Franz”. A pele foi colocada horizontalmente entre o compartimento doador e o receptor
da célula (drea de 1,3cm?). A solucdo receptora presente no compartimento inferior da célula
foi uma solucgdo tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) com 10% de etanol. No compartimento doador
foi adicionado 300ul da solucio de BCD;gy em tampdo fosfato com concentragdo
supersaturada obtida pelo teste de solubilidade. As portas para perfusdo permaneceram
fechadas, fazendo com que o experimento tivesse fluxo estdtico, € as amostras foram

coletadas apds 24h de experimento e analisadas por espectroscopia de absorc¢ao dtica.

Compartimento
Doador

Portas de Perfusio

-

Compartimento Receptor

Figura 7.6 - Célula de difusdo vertical tipo “Franz”.
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7.6.5 Estudo de retencao de BCDqgy na pele

Terminado o experimento de permeacdo cutdnea, a pele foi retirada da célula de
difusdo e lavada com dgua destilada para tirar o excesso de BCDjgp. O estrato cérneo foi
retirado através da técnica de “Tape Stripping” (15 fitas adesivas). As fitas adesivas foram
colocadas num tubo “Falcon”, ao qual foram adicionados 5ml de etanol sob agitacdo em um
mixer por Imin. A pele foi picotada, colocada num tubo “Falcon”, ao qual foram adicionados
Sml de etanol, e homogeneizada com o auxilio de um triturador de tecidos por 1min. Depois,
para romper a membrana das células, foi utilizado um banho de ultrassom por 30min. A

solucdo foi filtrada. Todas as amostras foram analisadas por espectroscopia de absor¢do ética.

7.6.6 Estudo de estabilidade do BCDqg frente a corrente elétrica

Antes de se realizarem os experimentos de iontoforese, foi verificado se nao haveria
algum tipo de degradacdo ou reacdo do BCD;gy na presenca de corrente elétrica. Para isso, a
solucdo do BCD;3p em tampao fosfato foi analisada em seis repeticdes antes e depois de ser
passada uma corrente elétrica de 0,4mA por 6h. As amostras foram analisadas por

espectroscopia de absor¢ao dtica.

7.6.7 Estudo da permeacao iontoforética do BCDqsg

Estes estudos foram realizados in vitro utilizando-se células de difusdo descritas por
Glikfield er al. (1988) [106]. Estas células (Figura 7.7) diferem das células utilizadas nos
estudos de permeacgdo passiva (item 7.6.4) no seu compartimento superior, o qual é dividido
em dois compartimentos, separados por um pequeno espago entre eles (terceiro
compartimento). O terceiro compartimento faz com que os outros dois em contato com o0s

eletrodos fiquem fisica e eletricamente isolados entre si.
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(A) Entrada para os

eletrodos

Banho *
térmico

Figura 7.7 - (A) Célula de difusdo iontoforética, (B) Vista superior do compartimento doador.

Os eletrodos utilizados nos experimentos com aplicacdo de corrente elétrica foram os
eletrodos de prata (Ag) e cloreto de prata (AgCl), obtidos segundo Lopez (2000) [101]. Para
obtencdo do eletrodo negativo, utilizou-se um bico de Bunsen, e um cadinho de porcelana
onde foi fundida uma quantidade de cloreto de prata (AgCl) suficiente para mergulhar um
pequeno fio de prata com a extremidade dobrada. Apds a imersdo do fio de prata (99,9% de
pureza), este foi retirado com a extremidade dobrada completamente recoberta com cloreto de

prata solidificado e uma parte de sua haste foi encapada com um pléstico isolante (Figura 7.8).

Figura 7.8 - Procedimento para a obtengdo do eletrodo negativo (cdtodo). Um pedago de fio de prata foi
dobrado (A) e mergulhado em um cadinho com cloreto de prata fundido. Apds a retirada do fio e a solidificagcdo
do cloreto de prata nele depositado (B) o eletrodo foi encapado com pldstico isolante (C).

Para a confeccdo do eletrodo positivo (dnodo), foi preparado um circuito elétrico em
série com os eletrodos de AgCl e fios de platina imersos em uma solugdo salina de NaCl. O
terminal positivo do gerador foi conectado ao pedago de fio de platina e o terminal negativo
foi conectado ao eletrodo de AgCl (Figura 7.9), o qual foi reduzido a Ag através da passagem

de uma corrente elétrica de 0,6mA por 8h.
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Q000
0000

Figura 7.9 - Representacdo esquemdtica do circuito elétrico em série para o preparo do eletrodo positivo
(dnodo) através da passagem de uma corrente elétrica de 0,6mA por Sh.

A célula de difusdao foi montada com a pele da orelha de porco dermatomizada,
separando os compartimentos doadores (dos eletrodos) do compartimento receptor. Este
ultimo foi perfundido com a solucgdo receptora (tampao fosfato, pH 7,4) por um periodo de
equilibrio de 1h. Nos compartimentos dos eletrodos na parte superior da célula foram
adicionados 1ml de BCD;gp em tampao fosfato no &nodo (eletrodo positivo) e 1ml de
tampao fosfato sem BCD no cédtodo (eletrodo negativo). Sobre as camaras doadoras (dnodo
e catodo) foi colocada uma tampa de pldstico para minimizar a evaporagdo das solugdes
que banham os eletrodos. Nesta tampa foram feitos dois pequenos orificios para permitir a
insercdo dos eletrodos e facilitar a reprodutibilidade da posi¢cao destes a uma distancia fixa
da superficie da pele (~ 3mm). Os eletrodos foram ligados a uma fonte de energia e uma
corrente elétrica de 0,4mA que estava passando pela amostra por 6h. A densidade da
corrente, em funcdo da drea exposta, foi de 0,5mA/cm2. A variacdo de potencial
(voltagem) necessdria para manter a corrente constante em resposta a resisténcia da pele de
porco foi monitorada com o auxilio de um multimetro.

A solugdo receptora, mantida a 37°C, foi agitada a 300rpm por 6h. Apds este
periodo, a quantidade de BCD,gy que permeou a pele, presente na solugcdo receptora, foi

quantificada por espectroscopia de absor¢ado 6tica.
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7.6.8 Formulacoes testadas na permeaciao

Para permeacao passiva do BCD;gy foram testadas trés formulacoes.

e Primeiro, foi testada a solu¢cdo do BCD;gy em propilenoglicol, que é tipicamente
utilizado em formulagdes farmacéuticas de uso topico. Ele tem uma a¢do promotora de
absor¢do reconhecida por penetrar na pele e alterar seu coeficiente de partilha,
facilitando a entrada de diversos farmacos [107].

e O segundo teste foi realizado utilizando uma emulsdo composta de 8% de paramul
(tensoativo nao-idnico), 5% de propilenoglicol e 87% de dgua destilada. Num bécquer
foram colocados a dgua destilada e o propilenoglicol (solu¢@o 1) e em outro bécquer o
paramul (solucao 2). Ambos foram aquecidos a 60°C sob agitacdo constante. Depois
que a solucdo 2 estava homogénea, a solucdo 1 foi adicionada na solugdo 2 e a
emulsdo resultante foi resfriada até a temperatura ambiente para endurecer. O BCD g
foi adicionado a emulsdo pronta e a mistura passou pelo processo de solubilidade.

® A terceira emulsdo testada foi composta por 10% de monoleina em propilenoglicol. A
monoleina e o propilenoglicol foram pesados e aquecidos até que a monoleina
derretesse por completo. Esta foi a emulsao com melhor resultado na permeacao e por
esta razao foi a emulsdo testada nas culturas de células. Para minimizar a toxicidade da
emulsdo nas células, depois de pronta, foi preparada uma segunda emulsdo composta

da anterior e 4gua destilada na proporg¢ao 1:1.

Para permeacao iontoforética foram testadas duas formulacdes:
e A solu¢do do BCD;sp em tampao HEPES (25mM) com NaCl (133mM)
¢ A solu¢do do BCD;sp em tampao fosfato (0,1M)

Em todos os testes, o BCDgy foi adicionado a emulsdo pronta e a mistura foi
deixada por 24h sob agitacio em um banho térmico a 37 °C para melhor solubilizagdo do
BCDg0. Em seguida, a emulsao foi dividida em duas amostras. Uma que seria utilizada para o

experimento de permeacgdo e outra para a determinagdo da concentragao.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO
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8.1 Caracteristicas espectroscopicas do BCD; g

Antes de determinar o efeito fotocitotoxico foram caracterizados os espectros de
absorcao do BCDjgp no meio de cultura RPMI-S com e sem células comparando com os
espectros obtidos em diversos solventes.

Os espectros de absorcio do BCDsp em dgua (preto) e em etanol (vermelho) sdo
apresentados na Figura 8.1. O espectro de absor¢cdo dos mondmeros do BCDigy €
caracterizado por dois maximos de absorcdo relacionados com as transi¢des eletronicas -
vibracionais Spo—S10 (Amaxt = 630 — 640nm) e Spo—S11 Amax2 = 590 — 595nm) [36]. O
monitoramento dos espectros de absor¢cdo em vdrios solventes mostrou que para os

monomeros de BCDgy a razdo entre as intensidades dos picos de absorc¢ao é:

1
n=SwSe 3 8.1)

Spo—S11

A razdo 1 < 3 indica a presenga dos agregados H do corante que possuem o pico de absor¢do
préoximo do pico Spo—S1; do mondmero [108]. Em solugdes aquosas, a intensidade relativa do
pico 2 aumenta com aumento da concentracio do corante, indicando a formacdo dos
agregados H do corante (Figura 8.1) [11, 109]. O aumento da agregacdo do corante na dgua
dificulta a defini¢do precisa da sua concentracdo através dos espectros de absor¢do. Por este
motivo as solucdes stock do BCD,gp foram preparadas em etanol, ao qual o corante ndo se
agrega. Estas solugdes stock com as concentragdes 0,5-1mM foram adicionadas as amostras,
de modo que o conteudo final de etanol nas amostras nao ultrapassou 2% para ndo prejudicar

as células.
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Figura 8.1 - Espectros de absor¢do normalizados do BCD gy em dgua e etanol.

Os espectros de absor¢do do BCD;gp no meio de cultura RPMI-S com e sem células
foram obtidos variando-se as concentracdes de BCD g entre 1 e 20uM.

Foram analisados os espectros do BCD;gy na presenca das células B16F10 e C8161
(Figura 8.3). Neste caso o BCDgp foi incubado durante 2h nos pogos com cultura de células
e, antes de medir a absor¢do da amostra, o meio de cultura foi trocado por meio fresco. Neste
caso somente o BCD g localizado nas células estava presente nas amostras.

Para excluir a sobreposicao dos espectros de absor¢io do BCD;sp € do vermelho de

fenol em todos os casos foi utilizado o meio sem vermelho de fenol.
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Figura 8.2 - Espectros de absorcdo de BCD gy em meio de cultura RPMI-S com variag¢do da concentragdo de 1-
20uM.
O perfil do espectro de absor¢do do BCD;gy no meio de cultura na auséncia das células
(Figura 8.2) € diferente daquele da sua forma monomérica (Figura 8.1):
1. A razdo mn diminui com o aumento da concentragdo do BCD;gy (Tabela 8.1),

indicando o aumento de contetido dos agregados H;

Spo—S R . - . .~
Tabela 8.1 - Razdo M= —2 % entre as intensidades de absorgdo dos picos de transigoes Spp—S 19 € Soo—>S 1

Se0—Su

do BCD gy em fungdo da sua concentragdo.

[BCD1s0], pM Ul

1 2,67
2 2,46
5 2,08
10 1,71
15 1,60
20 1,55

2. Aparece uma nova banda de absor¢do com Ap.x = 685nm, cuja intensidade relativa

cresce quando aumenta a concentragdo do corante. Efeito semelhante foi observado na
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presenca do NaCl em solucdes aquosas do BCD,gy, sendo associado com a formacao dos
agregados J do corante [11]. Assim podemos considerar que no meio RPMI-S o BCDg
forma tanto agregados H quanto J.

Na presenca das células B1I6F10 e C8161 os espectros de absor¢dao do BCDjg
mostraram que em contato com as células o pico com An.x = 685nm desaparece e a razao m
aumenta, mostrando que o corante se desagrega devido a interacdo com as células (Figura
8.3). Efeito semelhante foi observado na interacio do BCD;gp com DNA [11] e com micelas
[110]. Entretanto, analisando-se os espectros de absor¢do na presenca das células, € possivel
verificar que houve a sobreposi¢io das duas formas do BCD;g: uma com pico principal em A
= 630nm e outra em A = 645nm. O efeito é mais acentuado nas células B16F10. Estas duas
formas foram associadas com os mondmeros de BCD;gy ligados em dois diferentes sitios de

ligacdo nas células, possivelmente extra e intracelular.
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Figura 8.3 - Espectros de absorcdo de BCD g nas células A)BI6F10 e B) C8161 com variagdo da
concentragdo de 1-20UM e tempo de incubagdo de 2h.

Assim sendo, podemos concluir que a ligagdo do BCD;gp com estruturas celulares
estimula sua desagregacdo. Este resultado pode ser importante pelos seguintes motivos:
1. Geralmente a agregacdo diminui os tempos de vida e rendimentos quanticos dos
estados excitados do FS [111, 112], diminuindo assim sua eficdcia no tratamento;
2. A auto-agregacdo pode levar a uma subseqiiente precipitacdo do FS, ocasionando

dificuldade na administracdo do composto no paciente [24].
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8.2 Efeito Citotoxico

Todos os experimentos para determinar o efeito citotéxico (%ECT) dos BCD com e
sem acdo da luz foram realizados utilizando em paralelo, como droga padrido, o composto
Photogem® que ja é utilizado em clinica em vdrios paises e ja estd aprovado pela ANVISA
no Brasil. Para todos os experimentos de %ECT foram preparadas duas placas idénticas sendo
que uma era irradiada e a outra mantida no escuro como referéncia.

As solugdes estoque dos BCD foram preparadas em etanol, que € toxico as células, e
por esta razdo foi determinada a toxicidade do etanol nas culturas de células para que a
concentracdo de etanol utilizado ndo influenciasse na toxicidade dos BCD. Para isto, foram
colocadas diferentes percentagens de etanol e adicionado meio RPMI-S para completar o
volume de 200ul nos pogos de tal forma que se obtivesse as percentagens desejadas. Foram

usados a dose de irradiacdo de 40J/cm? e o tempo de incubacdo de 2h.
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Figura 8.4 - Citotoxicidade do etanol sobre as células de BI6F10, C8161 e HT29 apds incubagdo de duas horas
e dose de irradiagdo de 40J/cm* A) Escuro e B) Irradiado.
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Analisando-se a Figura 8.4B, € possivel verificar que a percentagem méixima de etanol
que ndo possui citotoxicidade significativa sobre as células é menor do que 2% do volume
total em cada pogo para as linhagens B16F10 e C8161 e menor do que 1% para a linhagem
HT?29. Por garantia, a soluc¢do estoque do BCDg foi preparada em concentragdes altas para
que antes de ser colocada nas células fossem diluidas em RPMI-S diminuindo ainda mais o
volume de etanol sobre as células e fazendo com que a percentagem de etanol nas células ndo
ultrapassasse 1% para todas as linhagens. Comparando-se as Figuras 8.4A e 8.4B verifica-se
que a toxicidade do etanol irradiado é menor que a da placa mantida no escuro (ndo irradiada).
Isto € provavel, pois durante a irradiacdo a placa de cultura teve que ficar aberta por 1h,
possibilitando a evaporagdo do etanol, enquanto a placa mantida no escuro ficou tampada.

Depois do teste com o etanol, foram feitos experimentos com concentragdes “na base
10” para determinar o intervalo de trabalho que seria utilizado. Foram testadas as
concentracoes de 0,01-100uM do BCDg). Os testes foram feitos com as células B16F10 que
foram as primeiras células a serem estudadas. Nestes experimentos foi usada a dose de

irradiacao de 40)/cm® e tempo de incubacao de 2h.
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Figura 8.5 - %ECT das diferentes concentracdes “na base 10” de BCD gy e Photogem® sobre culturas de
células de melanoma BI6F10 com tempo de incubagéo de 2h A) escuro, B) irradiado com 40J/cm’.
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Baseando-se na andlise dos resultados obtidos (Figura 8.5), decidiu-se utilizar o
intervalo de concentragdo de 1-20uM, regido na qual a %ECT do BCD;3y se saturou e ndo
houve a influéncia da absor¢do 6tica do BCDjg)p, 0 que poderia interferir na leitura da
toxicidade das células que foi realizada pelo método MTT, j4 descrito na sessdao 7.3. Para
diminuir mais a influéncia da absorcdo dos BCD tanto nas leituras do MTT como na
penetracdo da luz até as cé€lulas, antes da irradiacdo das placas de cultura ou adi¢ao do MTT,
o meio de toda a placa era trocado por meio RPMI-S sem BCD;gy e sem vermelho de fenol,
deixando apenas o BCD gy que se localizou nas células.

Finalmente, as concentragdes escolhidas para os experimentos foram 1, 2, 5, 10, 15 e
20uM.

Depois da escolha da escala de concentracdes dos fotossensibilizadores, foram
testadas as doses de irradiagdo que seriam utilizadas. A varia¢do da dose de irradiagdo foi
realizada variando o tempo de exposi¢c@o. Por exemplo, para se obter a dose de irradiagcao de
40J/cm?, as placas eram irradiadas durante 1h. O tempo de incubacao foi de 2h. Inicialmente,
neste teste, foram também utilizadas as células B16F10. Observou-se (Figura 8.6) que o
BCD; gy apresentou %ECT significativa pela exposicao em intensidades de irradiacdo de 10
até 70J/cm’, diferentemente do Photogem®, que mostrou %ECT significativo somente
quando a dose de irradiacdes era > 40J/cm>. Além disso, o0 BCDgp apresentou maior %ECT

quando comparado ao Photogem® em todas as concentragdes.
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Figura 8.6 - Efeito da variacdo da dose de irradiagdo sobre o efeito fotocitotoxico do A) BCD;s e B)
Photogem® sobre o melanoma B16F10 em fungdo da concentragdo dos compostos com tempo de incubagdo de
2h.

E possivel verificar (Figura 8.6) que para a dose de irradiagdo de 40J/cm? o %ECT de
ambos os FS se satura e ndo é necessario usar doses maiores.

Depois da escolha das concentracdes e da dose de irradiacdo utilizando as células
B16F10 estes parametros foram testados usando as linhagens C8161 e HT29.

A Figura 8.7 mostra que o %ECT para as linhagens C8161 e HT29, assim como

ocorreu para as B16F10, também se satura em doses < 40J/cm>.
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Figura 8.7 — Efeito da variagcdo da dose de irradiagdo sobre o efeito fotocitotoxico do BCD g sobre HT29 (A) e
sobre C8161 (B) e Photogem® sobre HT29 (C) e sobre C8161 (D) em func¢do da concentragdo dos FS, com
tempo de incubagdo de 2h.

Por esta razdo escolheu-se a dose de irradiagdo de 40J/cm? como padrdo e todos os
resultados que serdo mostrados a seguir foram realizados utilizando esta dose.

Para mostrar que o %ECT obtido nao era simplesmente o resultado do aquecimento
das células pela irradiacdo, controlamos a temperatura da placa durante a irradiacdo no
intervalo de tempo de 0 — 100min. A temperatura foi medida utilizando-se um termometro
digital (Checktemp 2 Hanna Instruments) que foi colocado dentro da placa de cultura. Pode-se
ver na Figura 8.8 que ndo hd aquecimento das placas com a varia¢do da dose de irradiagao.
Além disso, com o aumento da dose de irradiacdo, a temperatura nos pogos das placas de
cultura diminuiu. A diminui¢do da temperatura foi atribuida a circulagdo do ar dentro do fluxo

laminar e ao ar condicionado ligado.
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Figura 8.8 — Variacdo da temperatura da placa de cultura em fungdo do tempo de irradiagdo (dose de
irradiagdo) nas mesmas condigdes que nos experimentos com as culturas de célula.

Primeiro, serd mostrado o resultado obtido sem irradiacdo para as trés linhagens:
B16F10, C8161 e HT29 com tempo de incubacdo de 24h para o BCD;gp. O %ECT tanto do
BCD 30 quanto do Photogem® ndo ultrapassa 20% (Figura 8.9).
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Figura 8.9 - Efeito citotoxico da variagdo da concentragdo do A) BCD, g9 e B) Photogem® nas linhagens
celulares BI6F10, C8161, HT29 e PBMC com tempo de incubagdo de 24h sem irradiagdo.

O préximo passo foi otimizar o tempo de incubagdo para cada par (linhagem das
células+FS). Os resultados serdo mostrados por linhagem estudada comparando-se os

resultados do BCD;gy com os do Photogem®.
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Figura 8.10 - Efeito do tempo de incubagdo sobre a %ECT do A) BCD,gy e B) Photogem® em células tumorais
BIGF10 em fungdo da concentragdo dos compostos com dose de irradiagdo de 40J/cm’.

Foi observado (Figura 8.10), que o %ECT do BCD;g nas células B16F10 se satura
para todas as concentracOes estudadas quando o tempo de incubagdo supera Sh. Para o
Photogem® nas concentracoes > 2uUM este tempo também é = Sh, enquanto que para
concentracoes < 2UM o %ECT foi desprezivel. Além disso, para as células B16F10 observa-
se que o BCDjgp em concentracdes < SUM incubado por um periodo de 1 - 3h, € mais
fotocitotdxico que o Photogem® nas mesmas condi¢des experimentais. Ainda, nossos dados

demonstram que quando as células sdo incubadas com BCD;gy com tempo 5 - 6h o BCDg
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atinge o %ECT maximo (> 90%) para todas as concentragdes testadas (= 1uM), enquanto que,

nessas condicdes, o Photogem® atingiu este %ECT somente nas concentragdes > 2UM.
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Figura 8.11 - Efeito do tempo de incubagdo sobre a %ECT do A) BCD,gy e B) Photogem® em células tumorais
C8161 em fun¢do da concentracdo dos compostos com dose de irradiacdo de 40J/cm’.

Para as células C8161, foi observado (Figura 8.11) que o BCD;gy atinge o %ECT

maximo para as concentragdes = SUM quando o tempo de incubacdo supera 2h, enquanto que

para o Photogem® neste tempo o0 %ECT maximo foi atingido sé para concentra¢des = 10uM.
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Para as concentragées 1uM e 2uM o %ECT do BCD;gy supera o %ECT do Photogem® em

todos os tempos de incubacgao testados.
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Figura 8.12 - Efeito do tempo de incubagdo sobre a %ECT do A) BCD,gy e B) Photogem® em células tumorais
HT29 em fun¢do da concentragdo dos compostos com dose de irradiacdo de 40J/cm’.
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Para as células HT29, foi observado (Figura 8.12) que o BCD,g) atinge o patamar do
%ECT para todas as concentracdes estudadas quando o tempo de incubacdo € de 4 até 6 h,
enquanto que para o Photogem® este tempo varia de 1 até 9 h. Para as concentracdes 1uM,
2uUM e S5uM o BCD;gp é mais fotocitotéxico que o Photogem® em todos os tempos de
incubacdo testados. Para as concentra¢des > 10uM o Photogem® atinge o maximo do %ECT

mais rédpido que BCD;sgy.

Com os dados das Figuras 8.10 — 8.12 foram estimadas as concentracdes que atingem
50% da mortalidade das células (LCsy, do inglés Lethal Concentration of 50%) nos varios

tempos de incubacio (tabelas 8.2 — 8.4).

Tabela 8.2 - LCs5y do BCD, gy e do Photogem® em células de melanoma murino (B16F10) variando-se o tempo
de incubagdo e fixando-se a dose de irradiacdo em 40,13J/cn’.

Tempo de incubacio (h) [BCD] (uM) [Photogem] (uM)

1,0 7,84 3,51
2,0 1,58 3,65
3,0 1,78 2,92
5,0 <1 1,46
6,0 <1 1,67

Tabela 8.3 - LCsy do BCD gy e do Photogem® em células de melanoma humano (C8161) variando-se o tempo
de incubacdo e fixando-se a dose de irradiacdo em 40,13J/cm’

Tempo de incubacdo (h) [BCD] (uM) [Photogem] (uM)

1,0 4,94 9,44
2,0 1,61 3,80
3,0 1,12 3,25
4,0 <1 1,74

5,0 <1 1,61
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Tabela 8.4 - LCs) do BCD 59 e Photogem® em células de adenocarcinoma de colo-retal humano (HT29)
variando-se o tempo de incubacdo e fixando-se a dose de irradiacdo em 40,13J/cm’

Tempo de incubacao (h) [BCD] (uM) [Photogem] (uM)

1,0 >20 9,13
2,0 >20 8,80
3,0 4,45 6,56
5,0 1,75 3,72
6,0 1,00 3,41
7,0 <1 1,88
8,0 <1 1,62
9,0 <1 1,48

Analisando os dados das tabelas 8.2 — 8.4 conclui-se que, fora dos tempos de
incubacdo 1 e 2h para células HT29, as LCsy do BCD;gy s@o menores do que as do
Photogem®, indicando que na maioria dos casos 0 BCD g € mais fototoxico contra as células
malignas do que o Photogem®.

Foram também realizados experimentos preliminares com os BCDgy e BCD;5¢ nas
células BI16F10 variando-se suas concentracdes e tempos de incubacdo para a dose de

irradiacdo de 40J/cm? (Figura 8.13).
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Figura 8.13 - Efeito do tempo de incubagdo sobre a %ECT do A) BCDgy e B) BCD,s5y em fungdo da
concentragdo dos compostos nas células BI6F10 com dose de irradiacdo de 40J/cm’.
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A tabela 8.5 mostra o %ECT dos trés BCD irradiados depois de 1h de incubagdo com
dose 40J/cm?. Os resultados da tabela 8.5 mostram que entre os trés BCD, o BCDy5p € mais
fototéxico em baixas concentracdes (1, 2 e SuUM) e em concentracdes maiores (10, 15 e
20uM) o BCDy atinge mesmo valor de %ECT. O BCD;g, ¢ menos fototéxico do que outros
dois corantes. Como o %ECT do BCD;gy é compardvel ou ultrapassa o do Photogem®,
podemos considerar todos os BCD como promissores para aplicagao em TFD. Esta conclusdo
tem cardter preliminar. Para afirméd-la € necessdrio realizar o estudo mais detalhado dos

BCDgo € BCD15().

Tabela 8.5 — Comparacdo da %ECT dos BCDyy, BCD,sy e BCD g nas células BI6F10 variando-se a
concentracdo com tempo de incubacdo de 1h para a dose de irradiacdo de 40J/cm’.

J%0ECT

[BCD] (IJ,M) BCDQ() BCD15() BCDlgo

1 -0,06+7 13+17 6+13

2 3243 68+21 45+12
5 52+1 67+10 44+16
10 839 63+21 56+6

15 90+2 92,2404 5149
20 92,0+04  91,7+0,3 6243

Os resultados da se¢do 8.2 mostram que o BCD, g possui boas caracteristicas para ser
utilizado em TFD. No escuro o BCD;gp ndo apresentou citotoxicidade significativa para
nenhuma linhagem estudada, assim como o composto comercial Photogem®. Nas linhagens
tumorais estudadas (B16F10, C8161 e HT29) o BCD;3 mostrou maior %ECT para
concentracdoes mais baixas do que o Photogem®. Estes resultados mostram que o BCDg
pode ser utilizado em concentragdes menores que o Photogem®, mesmo que as vezes
necessite de tempo de incuba¢do maior. O uso de baixas concentracdes de FS é desejavel para
diminuir a probabilidade de agregacdo e precipitacdo, que diminuem a eficiéncia da TFD

como dito anteriormente.
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8.3 Mecanismos de Morte celular

Os estudos dos mecanismos de morte celular induzidos pelo corante BCDgg

comecaram com o estudo da sua distribuicdo celular.

8.3.1 LOCALIZACAO CELULAR DO BCD;s,

Para o estudo da distribuicdo intracelular do BCDg foi utilizada a cultura de células
B16F10. Antes de estudar a localizagdao intracelular do BCD;gy, foi verificado se ele
internaliza na célula. Para isto, as células foram incubadas com o BCDjgy nos tempos de
incubacgdo de 5, 15, 30 e 120min. A andlise da internalizacdo foi realizada por microscopia de

fluorescéncia (Figura 8.14).
Figura 8.14 - Internaliza¢do do BCD g nas células BI6F10 com variagdo do tempo de incubagdo de A) Smin,

B) 15min, C) 30min e D) 120min utilizando-se um microscopio de fluorescéncia (Leica Microsystem DM6000B
com o filtro N2.1).




RESULTADOS E DISCUSSAO 79

Anteriormente foi observado [11] que o rendimento quantico da fluorescéncia do
BCDygp em dgua é muito baixo (@g = 0,02), mas na interacio com moléculas de DNA ou
micelas ele aumenta mais de 20 vezes e atinge o valor @f = 0,44. Por isto associamos a
fluorescéncia do BCDygp na cultura de células com as moléculas do BCD;gy ligadas com
estruturas celulares. Esta consideracdo estd em concordancia com o perfil do espectro da
fluorescéncia do BCDgp em cultura de células, que é semelhante aquele observado na sua

interacdo com micelas de SDS (Figura 8.15).
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Figura 8.15 - Espectros de fluorescéncia do BCD g9 em SDS e em contato com as células BI6F 10.

Como se pode observar pela distribuicao da fluorescéncia do BCD,gy, depois de Smin
de incubacdo (Figura 8.16A) o BCDg se liga na superficie da célula e comega a entrar no seu
interior. Depois de 15min (Figura 8.16B) pode-se observar que a quantidade de pontos de
fluorescéncia no interior da célula aumenta e eles se distribuem no citoplasma. Depois de
30min de incubacdo o nimero dos pontos fluorescentes no interior da célula continua a
aumentar (Figura 8.16C) até que depois de duas horas de incubag¢do todo o BCD;gy se
internaliza na célula, localizando-se principalmente no espaco pré-nuclear.

Para determinar os sitios onde o BCDjg se localiza no interior da célula, foi utilizada a
microscopia de fluorescéncia, comparando a distribui¢do da fluorescéncia do BCD;sp com a
de marcadores—padrdes de organelas intracelulares. Foram utilizados trés marcadores
fluorescentes: Mitotracker GreenTM e Rodamina 123 de mitocOndrias e 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) como marcador do nucleo. Dois marcadores de mitocondria foram
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escolhidos, pois segundo Hilf (2007) as mitocondrias sdo os principais alvos dos FS em TFD
[113]. A Figura 8.17 mostra as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia da marcagao

de cada um dos marcadores utilizados.
Figura 8.16 - Células BI6F10 depois da incubagdo com: A, D e G) BCD, gy (120min); B) Rodamina 123
(30min), C) sopreposicdo de A e B, E) Mitotracker GreenTM (30min, F) sobreposi¢do de D e E; H )DAPI
(30min) e 1) sobreposicdo de G e H. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia com o

microscopio de fluorescéncia (Leica Microsystem DM6000B). Com os filtros N2.1 para o BCD g, L5 para o
Mitotracker GreenTM e a Rodamina 123 e A para o DAPI.

A coincidéncia das imagens do BCD;gy com as de marcadores de mitocondrias
(Figuras 8.17 A-F) mostra que o BCDg se localiza preferencialmente na regido préxima das
mitocondrias. Este ndo ocorreu com o marcador de nicleo (Figuras 8.17 G-I), mostrando que
a localizacdo do BCD;gp no nucleo € pouco provdvel. A localizagdo do BCD;gp na regido das
mitocondrias pode explicar seu alto %ECT ja que os dois principais processos de morte

celular, apoptose e necrose, estdo associados as mitocondrias [114-121].
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8.3.2 Mecanismos de morte celular

Como j4 foi dito na sessdo 7.5.2 o estudo dos mecanismos de morte celular induzidos
pelo BCDygy foi realizado por citometria de fluxo, utilizando as células T de leucemia
(Jurkat).

Antes de estudar os mecanismos de morte foi realizado o estudo do %ECT do BCDg
sobre a linhagem de células Jurkat com tempo de incubacdo de 2h e dose de irradiacdo de
40J/cm?. Nestes experimentos foram usadas duas concentracdes de BCDjgp: 1 e 10uM. Foi
observado (Figura 8.17) que o BCDg € fotocitotoxico contra a linhagem de células Jurkat,

podendo estas ser usadas como células modelo para estudar os mecanismos de morte.
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Figura 8.17 — Efeito Citotoxico do BCD gy em fungdo da concentragdo nas células Jurkat para o tempo de
incubacdo de 2h com dose de irradiacdo de 40J/cm’.

Como primeiro passo do estudo dos mecanismos da morte celular, foram estudadas as
mudancas da morfologia das células Jurkat depois da irradiacdo na presenca do BCD;gy. Para
isso, as células Jurkat foram incubadas por 2h e irradiadas com 40J/cm®. Apés 12h da
irradiacdo, foi analisada a morfologia das células com um microscépio com magnificacdo
x400 através da coloragdo das células com o corante Romanowisky (Panotic, Laborclin,

Pinhais, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante como descrito na se¢do 7.5.1. A
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irradiacdo das células na presenca de 1uM de BCDg resultou em mudangas na morfologia da
maioria das células, que foram caracterizadas pela condensacdo nuclear e citoplasmadtica e

pela fragmentacgao celular (Figura 8.18 C e D).

Controle

Figura 8.18 — Imagem da morfologia das células Jurkat. As células foram incubadas com BCD gy por 2h e
irradiadas com 40J/cm’. Depois de irradiadas as células foram mantidas na estufa por 12h antes de analisadas.
Para a andlise, as células foram coradas com o corante Romanowisky e analisadas com um microcopio otico
(Leica Microsystem DM6000B ) A) células controle sem BCD gy (40x) B) células controle sem BCD g, (100x),
C) 1uM BCDgy (40x) D) 1uM BCD g (100x), E) 10uM BCD gy (40x), e F) 10uM BCD g (100x).

Essa mudanca na morfologia € tipica para células que sofrem apoptose. Em contraste,
quando incubadas com 10uM de BCDg, as células Jurkat apresentaram uma diminuicdo em
sua viabilidade e uma significante quantidade das células apresentou dano na integridade da

membrana celular (Figura 8.18 E e F), tipico para células necréticas. Assim, € possivel
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considerar a contribuicio de ambos os mecanismos de morte celular induzida pelo BCDg
sob a irradiacdo luminosa. A participagdo dos mecanismos depende da concentracdo do
BCD 0.

Para confirmar este resultado foi utilizada a citometria de fluxo com Anexina V FITC
para deteccdo da liberacdo da fosfatidilserina, que pode ser associada tanto com a apoptose
quando com a necrose. As células Jurkat foram incubadas com BCDyg (concentracdes 1 e
10uM) por duas horas, irradiadas com 40J/cm? e analisadas apés 4, 12 e 24h da irradiacio.

Na Figura 8.19 estdo representados os resultados obtidos para a Anexina V FITC, que
mostram que menos de 10% das células controle foram marcadas com Anexina V FITC em
todos os tempos de pds-irradiagdo (Figura 8.19 1?7 linha). Para a concentracdo de 1uM, ndo
houve diferenga entre o controle de 4h pds-irradiacdo, mas para tempos de 12 e 24h pds-
irradiac@o a quantidade de células marcadas com Anexina V FITC aumentou de 3 a 4 vezes
comparado com o controle (Figura 8.19 2* linha). Para a concentracdo de 10uM, ja com 4h
pos-irradiagdo a quantidade de células marcadas aumentou 4 vezes chegando até >90% de

c€lulas marcadas com Anexina V FITC (Figura 8.19 3? linha).
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Figura 8.19 — Quantidade de células Jurkat marcadas com Anexina V FITC depois de incubadas com 1 e 10uM
de BCD 5y por 2h, irradiadas com 40J/cm’ e analisadas por citometria de fluxo 4, 12 e 24h depois da

irradiagdo.
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Os resultados apresentados na Figura 8.19 mostram que a morte celular, induzida pelo
BCD; 30, depende de sua concentragdo e do tempo de espera apds a irradiagdo. Entretanto, ndo
foi possivel, baseando-se nestes resultados, distinguir se a morte foi induzida por apoptose ou
necrose. Para excluir a parte da necrose dos resultados, obtidos com Anexina V FITC, foi
necessdrio realizar o experimento de citometria de fluxo com o iodeto de propideo, que se
associa somente com necrose. Infelizmente ndo foi possivel obter resultados satisfatérios com
o iodeto de propideo juntamente com o BCD;gy, pois as bandas de fluorescéncia destes
compostos, 617nm e 640nm, respectivamente, se sobrepdem.

A participagdo da necrose na morte celular foi avaliada pela detec¢do da liberacdo da
desidrogenase lictica (LDH) no sobrenadante das células Jurkat, causada pelo dano na
membrana plasmatica.

A liberacdo da LDH foi avaliada pelo teste colorimétrico originalmente descrito por
Korzeniewski and Callewaert (1983) or Decker and Lohmann-Matthes (1988) e mostrado na
secdo 7.5.5. A liberacdo da LDH indica que a membrana celular estd rompida e isto € uma
caracteristica tipica de células necréticas. Na Figura 8.20 pode-se ver que houve aumento na
liberacdo da LDH com o tratamento com BCDyg. Este aumento foi observado tanto com o
aumento da concentragdo do BCD;3p quanto com o aumento do tempo de andlise pos-
irradiacdo, mostrando que a membrana celular foi danificada, dando indicios de morte por

necrose.
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Figura 8.20 — Liberagdo da LDH no sobrenadante de células Jurkat incubadas com BCD g9 por 2h, irradiadas
com 40J/cm’ analisadas depois de 4, 12 e 24h da irradiacéo pelo ensaio colorimétrico.

Previamente foi mostrado que o BCD;gy se localiza preferencialmente na regido de
mitocondrias. Por isto decidiu-se realizar um experimento para mostrar que a morte induzida
pelo BCD gy estava relacionada com o dano nas mitocondrias. Para isto, as células Jurkat
foram incubadas com BCD gy por duas horas, irradiadas com 40J/cm? e analisadas por método
de Western Blotting 4h apds a irradiacdo. As concentracdes utilizadas foram: 1, 5 e 10uM.
Foram analisados os pellets e a fracdo citosélica liberada, que indica dano na membrana da
mitocondria. Na Figura 8.21, pode-se observar que houve a detec¢cdo de citocromo c¢ tanto no
pellet quanto no sobrenadante das células Jurkat tratadas com BCD;gy. Ainda na Figura 8.22,
€ possivel verificar que a liberagao do citocromo c é dependente da concentragdo do BCDg
tanto nas células irradiadas quanto nas células que foram mantidas no escuro, sendo a
liberagdo de citocromo c nas ultimas muito menor do que nas irradiadas. Como foi visto na
secdo 8.2, o BCDygp possui toxicidade no escuro, que ndo ultrapassa 20%. Assim foi

associada a liberacao do citocromo ¢ no escuro com o %ECT do BCDgy no escuro.
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Figura 8.21 — A liberagdo do citocromo c indicado por imunoblotting a partir do sobrenadante e pellet obtidos
das células Jurkat incubadas por 2h com BCD 5y nas concentrages de 1, 5 e 10uM, irradiadas com 40J/cm’ e
analisadas 4h apos a irradiagdo.

O citocromo c liberado para o citosol se liga com a dATP(deoxi-ATP), caspase-9 e
Apaf-1 (apoptosis-protease activating factor 1) formando o complexo apoptossomo [66].
Uma vez ativa, a caspase-9 ativa a caspase-3 e leva a apoptose [66, 122]. Como a liberacdo de
citocromo c foi observada, foi verificada a ativacdo da pro-capase-3 nas células Jurkat
incubadas com BCD;gy por 2h nas concentracdes de 1 e SuM e irradiadas com 40J/cm? ou
mantidas no escuro. A andlise das amostras foi realizada 4, 8 e 12h apds a irradiagdo. A
Figura 8.22 mostra o aumento na ativacdo da caspase-3 para a concentragdo de SuUM de
BCD;gp em relacdo as células controle, tanto no escuro quanto nas irradiadas. A ativacdo da
caspase-3 no escuro deve ser consequéncia da liberacdo do citocromo c observada na Figura
8.21. Ja nas células irradiadas, foram encontradas ativacdes altas das caspases-3 em relagdo as
células controle para as duas concentracdes testadas. Esta detec¢ao da ativacdo da caspase-3
reforca a idéia de que a morte celular por apoptose induzida pelo BCD g se realiza pela via
mitocondrial ou intrinseca. Entretanto, ndo podemos excluir a existéncia também da via

extrinseca.
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Figura 8.22 — Detec¢do da ativagdo da caspase-3 em células Jurkat incubadas por 2h com BCD gy nas
concentragées de 1, 5 e 10uM, irradiadas com 40J/cm’ e analisadas apds 4, 8 e 12h da irradiagao.

Da Figura 8.22, pode-se observar que para a concentracio de 1uM ndo houve a
ativacdo da caspase-3 nas células mantidas no escuro e houve um aumento da ativacao da
caspase-3 nas células irradiadas com 40J/cm? nos tempos de pds-irradiacdo estudados. J4 para
a concentracdo de 5uM, houve uma pequena ativacdo da caspase-3 no escuro e houve o
aumento na ativagcdo da caspase-3 quando irradiadas. Além disso, com o aumento do tempo
pos-irradiagcao, houve uma diminui¢ao na ativagao da caspase-3. Os resultados da Figura 8.22
estdo de acordo com os resultados obtidos anteriormente, em que para altas concentragdes
observa-se uma baixa toxicidade do BCD no escuro e quando irradiado aumenta-se a
toxicidade. Entdo, para as concentracdes baixas irradiadas, observa-se a morte celular por
apoptose, demonstrada pelo aumento da ativagao da caspase-3 nos tempos pos-irradiagdo. Ja
para as concentragdes altas irradiadas houve diminuicdo da ativacdo da caspase-3 com o

aumento do tempo pds-irradiacdo. Isto pode ser explicado com os resultados observados nos



RESULTADOS E DISCUSSAO 88

experimentos de morfologia das células Jurkat, em que se observou a morte celular por
apoptose para baixas concentracdes e por necrose para altas concentragdes.

Finalmente, foi analisado o efeito da proteina anti-apoptética Bcl-2 super expressa na
célula HL-60 (HL-60/Bcl-2) mantidas no escuro e irradiadas com 40J/cm* no %ECT do
BCD50. A expressao da proteina Bcl-2 conhecida como reguladora anti-apoptética previne a
liberagdo do citocromo c. Na Figura 8.23 observa-se um alto %ECT do BCDyg contra a
linhagem HL-60 irradiada na presenca de 1 e SuM de BCD;sy. No escuro, foi observado um
%ECT significativo somente para a concentragdo de SUM de BCD;gy. Para as células HL-
60/Bcl-2 em comparacdo com HL-60 foi observada a diminui¢do significativa do %ECT nas
células mantidas no escuro e para a concentracdo de 1uM de BCDg) para as irradiadas. Este
resultado estd em concordancia com a idéia de que a morte celular, induzida pelas baixas
concentracoes de BCDyg), se realiza pela via mitocondrial de apoptose, associada com a
liberacdo do citocromo c. J4 na morte celular induzida pelas altas concentracdes, além da
apoptose, também estd presente a morte por necrose, como mostrado nos experimentos de
morfologia das células Jurkat e ativacdo das caspase-3. Por isso, ndo houve uma diminui¢do

no %ECT para a concentracdo de SUM, como o observado para a concentragcdo de 1uM.

[ 1uM BCD, g, (escuro)
I 1uM BCD, g, (irradiado)
[—15uM BCD, 5, (escuro)
Il 5uM BCD, g, (irradiado)
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-20-

Figura 8.23 — Fotocitotoxicidade do BCD g contra as linhagens HL-60 e HL-60/Bcl-2 com tempo de incubagdo
de 2h, dose de irradiacio de 40J/cm’ e concentragées de 1 e SuM de BCD .
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Os resultados apresentados nesta se¢do mostram que o BCD;gp induz morte nas células
tanto por apoptose quanto por necrose € a contribuicdo relativa da necrose aumenta com o
aumento da concentracdo do BCD;gy e do tempo pos-irradiagdo. Foi mostrada a necrose pela
liberacdo da LDH e pela morfologia das células Jurkat (para concentracdes >10uM). A
apoptose foi detectada pela morfologia das células Jurkat e comprovada pela liberacao do

citocromo c, ativagao das caspases-3 e diminui¢ao do %ECT na presenca da proteina Bcl-2.
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8.4 Desenvolvimento de uma formulacao
farmacologica para uso do BCD; g

8.4.1 Validacao Analitica

Os resultados da validagdo analitica da espectroscopia de absorcao 6tica para BCDyg
em tampao fosfato, que estdo mostrados a seguir, encontraram-se todos dentro das normas do
FDA e da ANVISA para validacdo de métodos analiticos, cujo objetivo é demonstrar que o
método € apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos
[86, 87].

A linearidade de um método analitico representa a capacidade de produzir resultados
que sdo diretamente (ou através de transformacdo matemética bem definida) proporcionais a
concentracdo da substancia em anélise das amostras, dentro de uma determinada faixa [88].

A dependéncia da absorbancia (4 = 632nm) do BCD,gy com a sua concentracdo na
regido das concentracdes 0,77 — 5,36uM (curva de calibrac¢io), obtida em tampao fosfato em
cubeta de quartzo de caminho 6tico de lcm, € linear (Figura 8.7), mostrando que os efeitos
ndo lineares, tais como a agregacdo do corante, nesta regido de concentragdes, sao

despreziveis.
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Figura 8.24 - Curva de Calibragdo do BCD g9 em tampdo fosfato pH 7,4 na faixa de concentracdo de 0,77 —
5,36uM em A=632nm. Equacdo da reta: y=(1,83+0,05)10°*x e coeficiente de correlacdo linear de 0,9988.
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As tabelas 8.6 e 8.7 mostram os valores de precisdao e exatiddao obtidos nos estudos

intra e inter-dia, respectivamente.

Tabela 8.6 - Andlise da precisdo e exatiddo intra-dia para o BCD sy em tampdo fosfato pH 7,4 por

espectroscopia de absorcdo otica em 632nm.
CCa(l)cn:lZI(llt:?Eg\(/}) C(;)liciflzt:iﬁ;) Exatidao® Precisio”
0,77 0,86+0,01 11,68 11,05
3,83 3,92+0,01 2,35 1,70
5,36 5,48+0,01 2,24 1,69

Os desvios-padrdes referem-se a 3 determinacdes.
‘ eXpreSSﬁ €oOmo erro relatiVO ( E% = [ ]obtida - [ ]calculada/ [ ]calculada X 100)
b expressa como coeficiente de variacdo (CV% = desv pad/ [ Jmegia X 100).

Tabela 8.7 - Andlise da precisdo e exatiddo inter-dia para o BCD ;g por espectroscopia de absorcdo dtica em

632nm.
Concentragio Concentracao Exatidio® Precisio”
Calculada (uM) Obtida (uM)
0,77 0,86 + 0,006 12,77 6,83
3,83 3,88 £ 0,158 3,45 2,07
5,36 5,70 0,283 6,33 0,89

Os desvios-padrdes referem-se a 3 determinagdes.
‘ €xpressa como €rro relativo (E% = [ ]obtida - [ ]calculada/ [ ]calculada X 100)
b expressa como coeficiente de variacdo (CV% = desv pad/ [ Jmegia X 100).

Como pode ser observado os CV% e os E% foram inferiores a 15%, tanto nos ensaios
intra como nos ensaios inter-dia, estando de acordo com o recomendado pelo FDA, 2001.
Os resultados da determinacdo da concentragdo minima quantificdvel do BCDg estao

apresentados na tabela 8.8. Podem-se observar os valores de precisdo e exatidao obtidos da

andlise de solugdes contendo concentragdes crescentes de BCDgo.
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Tabela 8.8 - Andlise da precisdo e exatiddo intra-dia para o BCD gy por espectroscopia de absor¢do otica em

632nm.
CS,?::E:;; ?ﬁ?\(/}) f;;?:::ﬁ;;; Exatidao® Precisio”
0,61 0,73 30,0 1,77
0,77 0,84 9,1 3,54
0,92 0,99 7.6 3,74

Os desvios padrdes referem-se a 3 determinacdes.
a .
expressa como erro relativo (E% = [ Jovtida - [ leatcutada’ [ leatcutada X 100).

b expressa como coeficiente de variacdo (CV% = desv pad/ [ Jmegia X 100).

Segundo a tabela 8.8, a concentracdo minima quantificdvel do analito com precisao e
exatidao dentro dos requisitos estabelecidos pelo FDA, que requer o E% e CV% menores que
15%, foi de 0,77uM, que ao ser colocada na curva de calibragdo proporcionou o coeficiente
de correlagdo linear de 0,99, sendo, portanto, esta a concentracao considerada como limite de
quantificacao do método.

No estudo de produtos com a absorcdo interferente foram analisadas as amostras de
pele e de fita adesiva, que passaram pelo mesmo procedimento que foi utilizado nos
experimentos de permeagdo cutanea. Pode-se observar que nenhum dos interferentes possui a
absor¢do significativa na mesma regido de absor¢ao do BCD;gy mostrando que o método de

absorg¢do otica € especifico e seletivo para o estudo em questdo (Figura 8.25).
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Figura 8.25 - Espectros de absor¢do do BCD g, fita adesiva e da pele (derme+epiderme).
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8.4.1.1 Estudo de Recuperacao do BCD;gy na pele

O estudo de recuperacio do BCD;sp que estava no estrato cérneo € na
epiderme+derme foi realizado a fim de verificar a percentagem de BCD;gy que poderia ser
recuperado da pele para poder determinar a quantidade de BCDgy que ficou retido na pele no
experimento de permeacdo. O solvente extrator escolhido foi o etanol, pois experimentos
prévios mostraram que o BCDyg) se solubiliza muito bem neste solvente. Para determinar as
concentracdes, foi feita uma curva de calibracdo do BCD;sp em etanol. A leitura das
absorbancias foi realizada em 638nm (comprimento de onda médximo do BCD;gy em etanol).
A Figura 8.26, mostra a Curva de Calibracio do BCD,gp em etanol que foi utilizada nesta

secdo.
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Figura 8.26 - Curva de calibrac¢do da concentracdo do BCD gy em etanol. Equagdo da reta:
y=(1,46+0,02)10°*x e coeficiente de correlagdo linear de 0,9988.

A tabela 8.9 mostra a percentagem de BCD,gy recuperado da pele. Pela tabela 8.9
pode-se ver que praticamente 100% do BCD;g foi recuperado, mostrando que o etanol é

adequado para avaliag¢do da retencdo de BCD gy na pele.
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Tabela 8.9 - Comparacdo da concentragdo nominal e da recuperada da epiderme vidvel e do estrato corneo.

Epiderme viavel

[BCD]calculada .1~ 2 . ~ b
[BCD]obtiaa (WM) % recuperada Exatidao® Precisao
(M)
1,53 1,52+0,01 99,3 4,92 0,65
4,59 4,78+0,07 100,1 10,56 4,14
9,19 8.55+0.,05 93,0 3,83 6,96
Estrato corneo
[BCD]calculada .1~ 2 . ~ b
[BCD]obtiaa (WM) % recuperada Exatidao® Precisao
(M)
1,53 1,38+0,01 90,2 7,68 9,80
4,59 4,20+0,05 91,5 8,27 8,50
9,19 8,58+0,09 93,4 7,25 6,64

Os desvios padrdes referem-se a 3 determinacdes.
a .
expressa como erro relativo (E% = [ Jovtida - [ leatcutada’ [ leatcutada X 100).

b expressa como coeficiente de variacdo (CV% = desv pad/ [ Jmegia X 100).

8.4.1.2 Determinacio do coeficiente de solubilidade

A determinagdo da solubilidade do fairmaco no sistema utilizado € importante do ponto
de vista farmacotécnico, pois a solubilidade determina o limite de concentragdes do farmaco
que pode ser usado com este sistema [68].

Foi determinada a solubilidade do BCD;gy em todas as formula¢gdes usadas para que
nos experimentos de permeacao fosse utilizada uma concentragcdo de BCD,gy saturada. Esta
condicdo € obrigatéria para padronizar as condigdes experimentais. Isto porque a
concentracdo do compartimento doador deve ser muito maior que a concentracdo do
compartimento receptor para garantir a difusdo da amostra apenas numa dire¢do. Os dados

obtidos encontram-se na tabela 8.10:



RESULTADOS E DISCUSSAO 95

Tabela 8.10 - Coeficiente de solubilidade do BCD em diferentes solventes e formulagdes a 37 °C

Concentracao apos
Solvente e /ou formulacao

24 h (uM)*
Tampao Fosfato 15,10
Propilenoglicol 992,34
Emulsao dgua/oleo -
Monoleina em
1914,96

propilenoglicol

*Concentracdo determinada por espectroscopia de absor¢do dtica UV/Vis (632nm).

Para a emulsdo 4gua/dleo a solubilidade nao foi determinada, pois a emulsdo obtida

era opaca, o que ndo permitiu a leitura da amostra obtida.

8.4.2 Estudo in vitro de permeacao cutinea passiva e iontoforética do BCDyg a partir

das formulac¢oes farmacologicas desenvolvidas

Nos estudos de permeagdo do BCD gy na pele a partir de solu¢des supersaturadas
em diferentes formulagdes farmacoldgicas foi determinada a quantidade do BCD;gy na
solucdo receptora apds 24h da sua colocacdo na solucdo doadora na permeacio passiva
[88] e 6h de experimento no caso da iontoforese. Os resultados sdo demonstrados na

Figura 8.27.
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Figura 8.27 — Quantidade de BCD gy permeada para a solugdo receptora para cada uma das formulacoes
testadas.
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Observamos que a emulsdo dgua/dleo, a emulsdo monoleina+propilenoglicol e o
proprio propilenoglicol favoreceram a penetracio do BCDjgy para as camadas mais
profundas da pele.

Na tabela 8.11 estdo os parametros analiticos obtidos do estudo de retengcdo do

BCDlgo.

Tabela 8.11 — Quantidade de BCD s retida no estrato corneo e epiderme vidvel para cada uma das
formulagoes testadas.

. BCD3 retido (]J,M/cmz)*
Formulacao
Estrato corneo Epiderme viavel

Tampao Fosfato 1,90 + 0,17 0,22 + 0,05
Emulsdo agua/éleo 2,13 +0,21 0,63 +0,08
Propilenoglicol 2,30 +0,18 1,74 + 0,19
MO/propilenoglicol 1,25 +0,11 2,91 +£0,29
Iontoforese (tampao fosfato) 1,46 + 0,20 0,60 + 0,09

*Qs valores dos desvios-padrdes referem-se a 6 determinacdes.

Podemos também observar grande quantidade de farmaco retido na pele (epiderme
vidvel e estrato cérneo), principalmente para a formulagdo com monoleina e propilenoglicol.

Isso significa que o farmaco forma um sistema de depdsito da pele. Este efeito €
positivo para o caso em que o farmaco possui a atividade continua, pois permitird a sua
liberacao gradual para as camadas mais profundas da pele, para promover o tratamento. No
caso da TFD, quando o FS se torna ativo somente sob a irradiacao luminosa, o ideal € que o
FS se acumule apenas na regido de tratamento. Isto aumenta o tempo de espera entre a
aplicagdo e a irradiagdo. Verifica-se que a formulacdo de monoleina e propilenoglicol
aumenta mais do que duas vezes a permeacdo do farmaco em relacdo o controle (BCD em
solucdo tampao).

Baseando-se neste fato realizamos o estudo do efeito da formulacdo
monoleina+propilenoglicol na fotocitotoxicidade do BCD gy em cultura de células B16F10,
a fim de verificar se a formula¢do ndo sé aumenta a permeagao do farmaco através da pele,

como também aumenta a permeabilidade da membrana celular das células tumorais.
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8.4.3 Teste da emulsiao de 10% de monoleina em propilenoglicol em cultura de

células tumorais B16F10

Nestes experimentos usamos faixa de concentracoes do BCDygp de 1 até 20uM, a
mesma que foi usada nos experimentos anteriores (secao 8.2). Para obter essas concentragoes,
preparamos as solugdes do estoque de alta concentracio do BCD;g na emulsdo
monoleina+propilenoglicol, e diluimos esta solu¢do em meio de cultura RPMI-S de tal forma
que a percentagem de emulsdo nos pogos de cultura fosse inferior a 2,5%, como mostra a

tabela 8.12 abaixo:

Tabela 8.12 — Percentagem de emulsdo contida nos pogos de cultura para a concentrag¢do estudada.

C (M) % de emulsao no estoque % de emulsdo no poco

1 2.4 0,11
2 4,8 0,23
5 12 0,57
10 24 1,14
15 36 1,71
20 48 2,29

A amostra ficou incubando por duas horas no escuro e depois foi irradiada com a dose
de irradiacdo 40J/cm?. Depois da irradiagdo, a placa foi guardada na estufa por 24h e entdo a
toxicidade foi avaliada pelo método do MTT. Os resultados de fotocitotoxicidade estdo na

figura abaixo.
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Figura 8.28 — Efeito citotéxico das diferentes concentragdes de BCD gy sobre cultura de células de melanoma
BI6F10 com tempo de incubacdo de 2h A) no escuro (sem irradiacdo) para a emulsdo de
monoleina+propilenoglicol, B) irradiado com 40J/cm® para a emulsdo de monoleina+propilenoglicol e C)
irradiado com 40J/cm* em etanol.
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Observamos  (Figura 8.28, curva A) que a presenca da emulsdo
monoleina+propilenoglicol ndo aumenta significantemente a citotoxicidade do BCD;gp no
escuro (ndo ultrapassa 20%).

A comparagdo do %ECT na presenga do etanol e da emulsao (Figura 8.28, curvas B e
C) mostrou que a emulsdo ndo produz o efeito significativo na %ECT, demonstrando que a
emulsdo, mesmo aumentando a permeacdo cutanea, ndo afeta a permeabilidade da membrana
celular. Entretanto, este resultado pode ser importante, pois mostra que o etanol, que nao €
uma formulacdo adequada para ser ministrada topicamente, pois provoca desidratacdo da pele
e danos no estrato cérneo, pode ser substituido por esta emulsdo, que ndo provoca danos na
pele.

Com base nos estudos realizados de permeagdo cutdnea pode-se concluir que a
formulacdo monoleina em propilenoglicol promove a permeacdo e a retengdo cutianea de
aproximadamente SuM de farmaco em todas as camadas da pele, garantindo entdo que
concentracdes suficientes do farmaco atinjam as células tumorais cutaneas para realizacdo do

tratamento.

8.4.4 Teste de agregacao do BCD;g) em propilenoglicol e na emulsao de monoleina

em propilenoglicol

Como foi dito nas secdes anteriores, a agregacao do FS em solug¢do ndo é desejavel,
pois diminui a eficiéncia do tratamento. Por esta razdo, as emulsdes de propilenoglicol e de
monoleina em propilenoglicol foram testadas nas concentracdes de BCDg( obtidas depois do
teste de solubilidade. A Figura 8.29 mostra o espectro de absor¢io do BCD;g nessas

amostras.
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Figura 8.29 — Espectro de absor¢cdo do BCD gy nas emulsédes:etanol, propilenoglicol e monoleina em
propilenoglicol.

Podemos ver que, em concordancia com as decisdes da secdo 8.1, a agregacdo nestas

S()[)

o LR proxima de 3 (tabela 8.13).
So0=S;

amostras nio € observada, pois a razdo M=

Tabela 8.13 — Comprimento de onda mdximo (A,.y), absorbdncia dos dois principais picos dos espectros e
razdo entre os picos para as emulsdes propilenoglicol, monoleina em propilenoglicol e etanol.

Emulsao Amax (nm) AbSpico AbSpicoz Razao
Propilenoglicol 641 1,00 0,31 3,2
Etanol 638 1,00 0,31 3,2

Monoleina em

Propilenoglicol 642 1,00 0,33 3,0
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9 CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:

1. Sobre a citotoxicidade dos BCDg,
BCD, no escuro possuem efeito citotoxico (%ECT) contra as células neopldsicas que nao
ultrapassa 20%.
Sob irradia¢do luminosa, na regidao A > 600nm, nas mesmas condigdes experimentais, o
BCDgy possui %ECT compardvel ou maior do que Photogem®, fotossensibilizador ja
aplicado na clinica em TFD.
Os BCDgj e BCD; 50 possuem %ECT maior do que o BCDg.
Baseando-se nesses resultados, pode-se considerar os corantes cianicos com dois
croméforos (BCDy) como fotossensibilizadores promissores para aplicagdo em TFD do

cancer.

2. Sobre os mecanismos da morte celular induzida pela BCDy,
O BCDj3p penetra na interior das células localizando-se preferencialmente na regido de
mitocondrias.
A apoptose € responsavel pela morte das células, induzida pelo BCD,gj no escuro.
Sob a irradiagdo luminosa, ambos os mecanismos, necrose € apoptose, contribuem na
morte celular induzida pelo BCD;gy.
A contribuicdo da necrose aumenta quando aumentam a concentracdo do BCDjgp € o
tempo de pés-irradiacao.

O BCDgp induz morte celular por apoptose principalmente pela via intrinseca.

3. Sobre a permeagdo cutanea do BCD g
Nos experimentos de permeacgdo cutdnea foi mostrado que, entre todas as formulagdes
testadas, a mistura de 10% de monoleina em propilenoglicol possui melhores
caracteristicas para permeacdo do BCD;gy em todas as camadas da pele, garantindo que
concentracdes suficientes do farmaco atinjam as células tumorais cutianeas para

realizag¢do do tratamento.



102

Planos futuros.

e  Estudar mais detalhadamente o efeito do angulo entre os cromdéforos na citotoxicidade
dos BCD,, na distribuicdo intracelular € nos mecanismos da morte celular induzida por

eles.

e  Avaliar a fotoatividade dos BCD,, in vivo, usando animais experimentais.
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Abstract: The aim of this review is to combine all the information related to the
characterization of skin tissues and cells, focusing on the identification of the specific
biochemical characteristics of skin cancer. We have characterized two types of melanoma
by FTIR spectroscopy: a murine melanoma (B16F10 cell line) and a human melanoma
(C8161 cell line). The cells were deposited on IR transparent CaF, windows, the spectral
range used lay between 900-4000 cm~!, transmission mode with 2 cm™! resolution,
and 32 scans. A biochemical association is presented for all the absorption bands
identified in this study. Besides the characterization of both cell lines above, a collection
of works done in the area of skin cancer was also carried out, in this review; some
interesting results obtained by different authors with respect to the characterization of
different samples (melanomas, follicle sheath, basal cell carcinoma, epidermis tissues,
dermis tissue, and human stratum corneum) are presented and compared to the chemical
and biological associations performed in each case. The identification of biochemical
injuries provides important information that, associated with clinical examination, can
assist the diagnosis of diseases. Several FTIR techniques can be used in the diagnosis of
biochemical changes in biological tissues, by identifying molecular markers associated
with malignant and benign changes or variations in the composition of amino acids in
tissues and cells. In the near future, a further study to compare histopatological analysis
and biochemical characterization by FTIR spectroscopy would be interesting, in order
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to verify the accuracy and validate the applicability of this technique in the diagnosis of
skin lesions from a statistical viewpoint.

Keywords: Melanoma, carcinoma, microspectroscopy, ATR, FTIR

INTRODUCTION

Skin cancer is the commonest cancer among those affecting the human body. In
fact, it corresponds to 18% of all cancers (1). The vast majority of skin cancers
are composed of basocell carcinoma and spinocell carcinoma; however, the
most dangerous type is the melanoma (2). Melanomas are pigmented lesions
in the skin that usually appear in areas exposed to sun radiation.

Currently, the detection of skin lesions (including skin cancer) is mainly
accomplished through clinical examination. There are also some diagnosis
techniques, such as digital dermoscopy and biopsy (3, 4). Digital dermoscopy
is an optical instrument with a magnifying lens attached to a light, which allows
for analysis of the deeper layers of the skin. The main benefit of dermoscopy
is the initial diagnosis of melanoma, which may not be noticed in the clinical
examination because in some cases, such as melanoma in situ (limited to the
most superficial skin layer), it presents a regular and homogeneous color. (3, 5,
6).

Both clinical examination and digital dermoscopy are not able to provide
accurate information regarding the disease malignancy (3), so the use of biopsy
is common, so that more reliable histopatological information can be obtained
and, thus, treatment to be employed in each case can be defined.

Biopsy consists in two basic approaches: excision, which is the withdrawal
of the entire suspicious lesion; and incisional biopsy, in which only part of the
suspicion region is withdrawal, this last approach is usually performed in places
with difficult access or in elder patients (4).

These methods may aid the early diagnosis of melanoma, but biopsies are
surgical procedures that entails a lot of stress and discomfort to patients.

FTIR spectroscopy as well as other optical techniques can promptly pro-
vide useful biochemical information about some lesions or tissue disorders. The
rapid response coupled with the specificity of the biochemical information, ob-
tained by vibrational spectroscopy (Raman and FTIR spectroscopy) indicate
that these techniques are promising tools in the diagnosis in vivo (7-9).

Nevertheless, FTIR spectroscopy presents a disadvantage with respect to
the Raman spectroscopy: the tissue penetration of the infrared radiation is not
high enough. Thus, biochemical analysis is restricted only to a few tens of
microns (7, 8); and this penetration is lower when the ATR probe is applied (7).

On the other hand, Raman spectroscopy does not present this limitation,
since the signal/noise ratio, is more delimitated for this technique. Examination
of low intensity bands, such as those located in the fingerprint region, which are
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generally linked to important biological structures of the samples and disorders,
reveal changes in band shape that are more difficult to detect through Raman
spectroscopy (8).

Epidemiological studies have suggested that exposure to ultraviolet radi-
ation (UVA and UVB) is one of the major contributors to the development
of melanoma (10). UV radiation causes damage to the cell DNA, typically
thymine dimerization, which creates mutations in the cell’s genes. Unless these
mutations are repaired when the cell divides, they are propagated to new gen-
erations. If the mutations occur in oncogenes or tumor suppressor genes, the
mitosis rate in the mutation-bearing cells can become uncontrolled, leading to
the formation of a tumor (10).

The most common symptom of tumor is the change in the characteristics
of the nevus. Several studies seeking a way to diagnose and effectively combat
these injuries have been conducted worldwide on seeking a way to diagnose
and effectively combat these injuries (9, 11, 12).

Vibrational spectroscopy has attracted a lot of attention in medicine be-
cause it can serve as an auxiliary method in the diagnosis of certain diseases,
because it is a noninvasive technique. Fourier transform infrared (FTIR) spec-
troscopy is a vibrational technique that gives information about the chemical
composition of a given sample (13-20). This technique has several advantages,
such as sensitivity, velocity, and no requirement for staining or reagents. It is
able to detect changes in the chemical composition of intact cells, which is
usefull to spot in cell populations; e.g., to tell the difference between normal
and tumoral cells (15, 16).

The absorption spectrum in the infrared spectral range provides informa-
tion regarding the identification of the covalent bonds of a molecule; however,
additional information about molecular conformation and intermolecular inter-
actions can be extracted from the spectrum.

Several papers on the diagnostic importance of different spectroscopic
techniques in the area of cancer detection. However, the majority of these works
differentiates and characterizes cells and tissues looking at a group of bands
and not looking at each band individually. In this work, we have characterized
cells of the murine melanoma (B16F10) and the human melanoma (C8161)
by infrared spectroscopy in detail, looking for spectroscopic changes assigned
to biochemical markers that help differentiate between cell lines of the same
group (skin).

By observing changes in each absorption band and comparing results with
those from some works available in the literature, we have designed this review,
which will be a useful and detailed database for studies related to skin diseases.

FTIR SPECTROSCOPY OF THE SKIN

Countless FTIR spectroscopy studies have been performed in order to find
differences between healthy tissue and certain types of cancer. Several diseases



18:48 12 August 2009

Downl oaded By: [ Universidade De Sao Paul o] At:

FTIR Spectroscopy of Skin Cancer 441

have already been addressed, but in most cases a detailed analysis of the signifi-
cance of each absorption band has not been carried out. This part of the present
review presents a brief summary of experimental procedures that have been
applied by different authors in research related to skin and skin cancers. These
studies were conducted by different techniques such as optical fibers, FTIR
microspectroscopy, ATR (Attenuated Total Reflectance), and regular infrared
spectrometers. Each type of instrumentation provides different and comple-
mentary results, because the use of each technique enables data acquisition to
be accomplished in a different way thus, allowing for different approaches to
the studied disease.

Differences between diverse skin components have been studied by vari-
ous authors using FTIR. Epidermis, tumor (basal cell carcinoma), dermis, and
follicle sheaths were studied by Mclntosh et al. (12). Dermal spectra were
significantly different from the other skin components mainly due to absorp-
tions from collagen in dermis. The spectra of normal epidermis and basal cell
carcinoma were significantly different due to protein structure and nucleic acid
content. A series of absorption bands assigned to collagen (1035, 1080, 1240,
1280, and 1330 cm™!) were observed in the spectra of dermis, but not in the
spectra of basal cell carcinoma (BCC). Absorption bands at 1080 cm~! and
1240 cm~! (phosphate groups of nucleic acids) were most intense in the BCC
spectra; also, the absorption band at 980 cm™! (ribose group of nucleic acids)
was increased in BCC tumor spectra.

The distinction between BCC and epidermis was based upon more subtle
spectroscopic differences, which revealed a larger nucleic acid content in BCC
cells. The authors suggested that the classification of basal cell carcinomas
subtypes is more difficult, but still holds promise.

In vivo investigations using the ATR technique to detect differences in the
molecular components of the human stratum corneum were conducted by Bran-
caleon et al. (17) and Barry et al. (21). These authors observed that biophysical
parameters of the stratum corneum (such as hydration, lipid composition, and
conformation of the aliphatic chains) are indeed dependent on the anatomic
site. Because in ATR experiments the penetration depth of the evanescent field
into the stratum corneum is comparable with the thickness of a layer of cor-
neocytes, this technique can be used to follow the distribution of lipids, water,
and proteins as a function of the depth into the tissue.

Another in vivo study was conducted by Sukuta and Bruch (22) using
Fourier transform infrared fiber optic evanescent wave (FTIR-FEW) spectra
in the middle infrared (MIR) region to isolate pure biochemical compounds.
Their spectra were recorded and then used to classify skin cancer tumors by
chemical factor analysis. The chemical factor is a new tool for differentiation
proposed by Sukuta and Bruch (22); in this case, melanoma, basaloma, and
normal tissue. The spectra of biochemical species were isolated and, most
importantly, this study demonstrated that the combination of the FTIR-FEW
technique with chemical factor analysis has potential application as a clinical
diagnostic tool.
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In this way, concerning the differentiation and detection of malignancy
at early stages, Mordechai et al. (23) focused their studies on cancer preven-
tion and management. They conducted studies with formalin-fixed biopsies
of melanoma and cervical cancer by FTIR microspectroscopy (FTIR-MSP)
to detect common biomarkers (24). Such biomarkers occurred in both types
of cancer, distinguishing them from the respective nonmalignant tissues. The
spectra were analyzed for changes in levels of biomolecules such as RNA,
DNA, phosphates, and carbohydrate (glycogen). Whereas carbohydrate levels
showed a good diagnostic potential for detection of cervical cancer, this was
not the case for melanoma.

The epidermis absorbance intensity was slightly higher compared with the
nevus in some regions (800-1200 cm™'), and lower in the other regions (1200
1600 cm™!); an increase in the absorbance in the anti-symmetric phosphate
region (1185-1300 cm™') was observed when compared with non-malignant
tissue. Therefore, RNA/DNA ratios based on the intensity of the 1121/1020
cm™! absorption bands were calculated. The RNA/DNA was higher in malig-
nant areas than in the normal tissue, possibly indicating higher transcription
during carcinogenesis.

Besides the diversification of systems employed to acquire infrared spectra,
many statistical tools are currently being developed by working with infrared
microspectroscopy to examine the differences in the IR spectra of melanoma
tissues and the surrounding epidermis in skin biopsies. Hammody et al. (25)
developed suitable computational/statistical methods of analysis, identifying
diagnostic parameters related to melanoma and epidermis as a model system
to classify skin regions in vivo.

In this study (25), the authors used the following 8 variants as biomark-
ers: (1) amide I/ amide II; (2) RNA/DNA (1244/1230 cm™1); (3) phosphate
level; (4) cytosine (1536 cm™') + guanine (1633 cm™!) / total; (5) thymine
(1576 cm~!)/amide II; (6) tyrosine/amide II; (7) DNA level (1230 cm™'); and
(8) thymine level. Based on the absorbance of the above components, they
successfully differentiated malignant melanoma from normal skin (epidermis).
These parameters were evaluated using three different statistical methods: (i)
two population t-test; (ii) an in-house statistical model developed on the basis
of Gaussian distribution and Poisson probabilities; and (iii) discriminant clas-
sification function (DCF) analysis for their diagnostic potential. The authors
concluded that these biomarkers are sensitive and can be used in computa-
tional models in future automated systems for diagnosis and demarcation of
melanoma on skin surfaces.

Another widespread method for the analysis of spectral differences is
called cluster analysis. Wong et al. (9) worked with cluster analysis in
1992; by combining infrared spectroscopy with high pressure (pressure-tuning
infrared spectroscopy) and applying it to the study of paired sections of basal
cell carcinomas (BCC) and normal skin from 10 patients. Atmospheric pressure
IR spectra of BCC were dramatically different from those of the corresponding
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normal skin. Some of these changes are shared by all human epithelial malig-
nancies studied to date, whereas some others appear as yet unique to basal cell
carcinoma. The diagnostic value of infrared spectroscopy in BCC remains to
be determined.

CHARACTERIZATION OF HUMAN AND MURINE MELANOMA

In this work we have characterized cells of the murine melanoma (B16F10) and
the human melanoma (C8161) by infrared spectroscopy, looking for spectro-
scopic changes assigned to biochemical markers. In other words, these experi-
mental data studied different kinds of cell lines seeking to achieve more precise
information about the differences and similarities between different melanoma
cells.

Methodology

For this experiment, B16F10 cells belonging to the murine melanoma cell line
were grown and extracted from C57BL/6J mice (ATCC, Manassas, VA). The
same was done for C8161 cells, which is a human melanoma cell line (ATCC,
Manassas, VA). The latter cells were grown in 75 cm? cell culture bottles at
37°C in a 5% CO, atmosphere. The cells were maintained in RPMI 1640,
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco-Ivitrogen, BRL, New York,
USA), 20 mM L-glutamine, 7.5% sodium bicarbonate, 100 U/mL penicillin,
and 100 p g/mL streptomycin (Gibco-Ivitrogen, Carlsbad, CA). To carry out
the experiments, the cells were removed from the bottles of the cell culture
by using 0.2 mL trypsin-EDTA solution (2.5 g/L; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). They were washed at 1000 rpm/15 minutes with a 0.9% NaCl solution,
to remove the growth medium.

The spectra were acquired on a Nicollet 380 (Thermo Scientific Nicolet™,
Waltham, MA) spectrophotometer at a 2 cm™! resolution, 32 scans, in the
4000-900 cm~! spectral range. For the FTIR measurements, cells were de-
posited on IR transparent CaF, windows (approximately 10 uL with 107-108
cells). The samples were dried with N, for about 10 min.

The spectral data sets were analyzed in two ways. First, the spectral shifts in
the absorption peaks were evaluated through analysis of the second derivatives
of the absorbance spectrum. Secondly, the spectra were analyzed by integrat-
ing each absorption band using the program Microcal Origin 6 (Origin Lab,
Northampton, MA, USA). All spectra were normalized to the band area po-
sitioned at 1240 cm~! (PO, asymmetric stretching). Following normalization,
the average area of each band was calculated for all the replicated spectra, thus
allowing for identification of the differences and similarities between the cell
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lines. Both analyses, namely band area and peak displacement, were conducted
by student’s t-test using p < 0.05.

Results and Discussion

A typical infrared spectrum of the analyzed cells (human melanoma (C8161)
and murine melanoma (B16F10)) is presented in Figure 1. The results are pre-
sented in absorbance values and wavenumber between 4000 and 900 cm™!. The
absorption bands corresponding to lipids (between 3100 and 2800 cm™"), pro-
teins (between 1700 and 1400 cm™!), and DNA (between 1300 and 900 cm™!)
can be observed. The presence of these macromolecules is observed in both
cells with good signal-to-noise ratio, and the spectral features are similar in
both spectra.

Both spectra, those of the human and the murine melanomas, are domi-
nated by two bands, assigned to the absorption modes of proteins. The most
intense is the amide I band, centered near 1640 cm™—!, which corresponds to the
C=O0 stretching coupled with the N-H bending and the C-N stretching modes
of peptidic bonds (26, 27). The second band, centered around 1540 cm™!,
corresponds to the stretching of amide II (26-29). Based on the literature, the
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Figure 1. Average infrared spectra of C8161 cell (human melanoma, dark line) and
B16F10 cell (murine melanoma, light line) and spectral division containing basic cellular
structures.
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positions of the amide I and II bands are indicative of protein structure (18-30),
as shown in Figure 1.

There is a shift of the peak in 1646-1655 cm™!, due to amide I, because the
absorption in this region is associated with the conformation of the alpha helix
structure (~ 1646 cm™!) and the beta sheet (~ 1652 cm™!) of proteins (3, 4, 22).
This conformation might have suffered some degradation when the cells were
dried. At 1309 cm~!, the band corresponding to amide III, another component
of proteins can be detected. In the region between 1300 and 1000 cm™!, the
main spectral features are the vibrations of the nucleic acid PO, stretching
mode and the C—O stretching vibrations from the carbohydrate residues in the
glycogen (18, 19, 31), as depicted in Figure 1.

In the spectral region assigned to lipids, the band centered at 2851 cm™
corresponds to the symmetric stretching of CH bonds, present in the CH,; com-
ponents of fatty acid molecules. The asymmetric stretching of these molecules
is evidenced by the band at 2921 cm™~!. The region between 3060 and 3185
cm~! is associated with the stretching of C=C-H bonds, as presented in
Figure 1.

In the first column of Table 1, the band position is shown by taking the
average position of the C8161 cell line as reference. The band area and its
respective standard deviation are presented in the second and third columns,
respectively. Finally, the last column shows the p value, thus indicating the
differences between the bands.

The band located at 1237 cm™! is assigned to the asymmetric PO, stretch-
ing from phosphodiester bonds (26, 32, 33). This band was used as the basis
for spectral normalization, compensating for any effects from difference in
the number of cells in the films deposited on the CaF, windows. This band
was chosen because the phosphate moiety is only found within phosphodiester
connections and phospholipids (in the membrane), and its intensity is generally
unaffected by changes in the environment (washing, dry film creation, etc.).

1

Table 1. Bands with different areas determined through variance analysis
considering p value less than 0.05

Band area
Approximate peak
value (cm™!) C8161 B16F10 p Value

1308 0.07 £ 0.01 0.05 £ 0.01 0.005
1543 222 4+£0.18 2.77 £0.22 0.020
1646 5.24 £+ 0.69 5.57 +£0.30 0.009
1652 9.61 £ 0.44 6.47 £0.52 0.003
2851 0.10 +0.02 0.16 £ 0.02 0.027
2922 0.26 +£0.03 0.46 £+ 0.01 0.001
3062 0.07 £ 0.01 0.10 £0.03 0.001

3184 0.05 £ 0.01 0.06 = 0.02 0.026
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The amide I band is often used for normalization, but this absorption
profile is very sensitive to conformation and hydrogen bonding. Because we
observed significant shifts in the amide I absorption maximum, as well as
additional changes that indicate modifications in the ration of secondary of
secondary structures, we believe that amide I is not the best possible reference
for normalizations.

One additional point regarding normalization is related to the information
retrieval carried by the phosphodiester asymmetric PO, stretching mode (1237
cm™") (32, 33); this band carries information concerning the DNA, which
is important in studies involving diseases such as cancer, for example. To
assess changes in this absorption only, the band located at 1237 cm~! was
characterized using spectra normalized to the 1651 cm™! band (amide I)
(32, 33).

The average area of the absorption band located at 1237 cm~! (phosphodi-
ester asymmetric PO, stretching) is 0.10 &£ 0.04 for the murine melanoma, and
0.19 + 0.03 fort the human melanoma. To compare these values, a student-t test
was used. Considering p < 0.05, such bands can be considered significantly
different.

Finally, we verified the presence of peak displacement through calculation
of the spectrum’s second derivative for each sample. There were differences
with respect to band displacement in the regions of 1086, 1395, and 1740 cm™!
(p < 0.05). To specifically analyze the observed differences in band position,
Figure 2 shows the second derivative of all the spectra for both cells, and the
three bands with statistical differences are indicated in this same figure. The
bands with different positions correspond to DNA sugar, CH, and CH3 bending,
and the stretching of ester C=0 bonds (32, 33).

Looking at the areas of the bands located in the 2850-2930 cm™! region,
possibly corresponding to the cell membrane lipids (12, 33), it can be noticed
that the murine melanoma cells have a larger amount of chemical bonds than
the human cells. The differences in the lipid content observed between the
two cells can be assigned to cell membrane fluidity. Some membrane trans-
port processes and enzymatic activities, for example, cease when the lipid’s
viscosity is experimentally increased beyond a borderline level. Membrane
fluidity is related to composition and body temperature (34). In general, mice
have an average body temperature of around 36°C (35), and the human tem-
perature is around 37°C. To keep the fluidity of the membrane stable with
decreasing body temperature, fatty acids are synthesized with more cis double
bonds (36).

We suppose that the “extra” double bonds necessary for maintaining the
fluidity of the mouse cell membrane could explain the increase in the areas of
the bands due to lipids at 2851 cm™! and 2922 cm™!, as observed in Table 1
and Figure 1. Another interesting point is the increase in the amide I (beta
sheet) band located near 1652 cm~!. This band is related to the proteins present
in the cell (32, 33). Most of the human epithelial cancers are characterized by
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Figure 2. Comparison according to peak displacements in the second derivative spectra
of murine and human melanoma samples.

an abnormal karyotype with several translocations, which is not as common in
mice (37).

The murine cells have higher “stability” because murine tumors are gen-
erated from disturbances in two “signaling pathways”: one involving p53 and
the other involving Raf-MAPK. Human tumors are caused by disturbances in
six or more signaling pathways: p53, RB, telomerase, PP2A, RAL-GEEF, etc.
(35-37). So it can be assumed that the production of proteins and other sub-
stances is directly affected by problems in the signaling pathways. Because
more pathways are related to tumor development in human cells, it can be
expected that the amide I band in humans (related to the quantity of protein)
is larger than the same band in the case of murine cells, which have only two
affected signaling pathways.

Most of the differences between the murine and human cells can be found
in telomeres. Human cells have about 10K pairs of bases, whereas murine cells
have ca. 40-60K pairs. Telomeres present the same chemical bonds as the DNA
molecule, because they are a key sequence for signaling the beginning and the
end of genetic information during replication. It is envisaged (Refs) that the
difference in the size of telomeres may be responsible for the displacement in
the DNA band regions. As the DNA molecule is present in a larger amount,
more histones are necessary for the DNA folding to be performed satisfactorily
(36). The histones are composed primarily of lysine and arginine, two types of
aminoacids. They are closely associated with inactive genes. Thus, increasing
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the concentration of these proteins (due to the larger size of the molecule) could
be result in a displacement of the DNA absorption band.

BIOCHEMICAL ASSIGNMENT

FTIR spectroscopy has become a well-accepted and widely used method to
characterize biological tissues. The FTIR spectroscopy technique has become
the method of choice for scientists interested in finding the chemical structural
properties of natural and synthetic tissues. In biological studies, for instance,
where a wide range of chemical bands and functional groups can be attributed
to every single peak, finding appropriate meanings, which can demonstrate the
clinical importance of the technique and achieved results, can be one of the
most important steps in finalizing a spectroscopic research work. As a result,
and with the aim of putting these shortages aside, a wide range of the most
frequent peaks in FTIR studies related to skin are presented in Table 2.

The individual bonds could originate from different macromolecules and,
for this reason, a single band may give information about two or more macro-
molecules. This problem has been minimized using literature information on
biochemical assignment, building this review as described in Table 2. In this
table, we have characterized two different cell lines (B16F10 and C8161) and
reviewed nine other main samples. Other works will be discussed in this review
but are not presented in Table 2.

The band positions of our experimental data (related to murine and human
melanoma cell lines) are presented with more detail including a more precise
value and standard deviation. This measurement is not so common in the liter-
ature. In our review, we observed this approach only with respect to melanoma
and epidermis tissue (25). The reason for the nonprecision in band position will
be associated with the objective of the analyzed experimental works, which
looking into identifying differences between different tissues (healthy and can-
cerous or simply different skin regions). Another point is about our approach
as well as that of Hammody et al. (25), which differ from those of the other
authors because our work aims at studying each band more accurately, seeking
the meaning of each individual band and not considering a band set.

Considering Table 2, the analyzed bands can be categorized as shown in
Figure 1: lipids between 1700 and 3200 cm ™', proteins between 1150 and 1650
cm™!, and DNA about 900—1120 cm~". This division is only a simplified way to
analyze the absorption spectra, because it is possible to observe bands related
to the DNA molecule in the region where lipid and protein bands are more
predominant. This situation is easily illustrated considering the C—H bond: a
higher concentration of this bond is found in lipids, but it is also observed in
DNA and proteins. So, observation of the absorption spectrum of a pure DNA
or a specific protein will show absorption bands in the region near 3100-2800
cm™!. Therefore, we could consider that this region is not completely related
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to the vibrational modes of lipids; the intensity of the absorption bands of this
region contains information related to lipids, but it is associated with proteins
components, too.

As described in the last two columns of Table 2, we report the band
assignment in two groups: the first comprises the assignments considering the
chemical bond and vibrational mode characteristics; i.e., C—H, C=0, C—0,
symmetric, asymmetric, stretching, bending, etc.; the second assignment group
is related to the biological compounds, which could be associated with lipids,
DNA backbone, carbohydrates, and collagen, thus allowing for a complete
overview of each sample component.

Because vibrational modes are defined, the chemical association of the
absorption bands is more established than the biological assignment, although
they may undergo peak displacement. For example, considering that a C—
H stretching presents an absorption peak near 3000 cm™', it is possible to
distinguish this band even with a small displacement. However, studying the
biological assignment is more complicated because the same chemical bond
is associated with various biological compounds; e.g., C=0 bond is present
in lipids, proteins, and DNA. Thus, the band assignment presented in Table 2,
which is related to the biological compounds, is somewhat coarse, where the bi-
ological compounds more likely to vibrate in that particular region are presented
by considering the chemical composition of each biological macromolecule.

A clear example concerns the bands related to collagen. According to
Mclntosh et al. (12), the use of infrared spectroscopy should enable identifica-
tion of collagen bands (1035, 1080, 1204, 1240, 1280, 1330, and 1634 cm™ )
present in the spectrum of dermis; on the other hand, the bands located at 1080
and 1240 cm™! are very commonly associated with phosphodiester groups of
nucleic acids (38—42).

In the region located around 3000-3400 cm™! there is a large absorption
band usually associated with water molecules, but Brancaleon (17) defines
this band as a vibration related to amide A (e.g., keratinized proteins). The
imprecise biological assignment of the absorption bands is easily noted in the
work conducted by Movasaghi (43). In that review, different meanings are ascri-
bed to each band, and there are changes according to the type of disease studied,
sample (cell and/or tissues), etc. The chemical assignment is well defined for all
authors who work with infrared spectroscopy, although works concerned with
biological applications face more difficulties with regard to the establishment
of the band assignment. More attention should be given to the better definition
of biological association with such bands, so that samples of cells, tissues, and
living organisms can be more accurately characterized.

This review contains important data sets related to spectroscopic studies
with respect to skin characterization, through analysis of different cancers and
normal samples. We have characterized two types of melanomas (murine and
human melanoma), by analyzing the absorption band areas and peak displace-
ment (considering the second derivatives of the absorption spectra). The aim of
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this work was to characterize distinct cell lines by FTIR spectroscopy, focusing
on the biochemical association for each absorption band identified.

Various works concerning skin cancer were presented in this review, and
some interesting results provided by different samples (melanomas, follicle
sheath, basal cell carcinoma, epidermis tissues, dermis tissue, and human stra-
tum corneum) have been presented. The identification of biochemical injuries
provides important information that, associated with clinical examination, can
assist the diagnosis of diseases.

Advances related to the detection of biochemical alterations in cells and tis-
sues will occur with the employment of new mathematical procedures for data
analysis and the development of new technologies that will enable detection
of weak and broad absorption bands with better accuracy. Peak displacement,
alterations related to band width, and variations in the relative ratios of the
main biological compounds, may carry important information about biomark-
ers involved in different types of disease. These biomarkers will be used to
differentiate and classify neoplastic and healthy cells as well as lead to ad-
vances related to the development of clinical protocols.

To finally apply the vibrational spectroscopy in the clinic, it is necessary
to do a work through which it will be possible to compare reports issued by
pathologists with the results of spectroscopic studies, and check the reliability
of information provided by optical techniques and how it helps in determining
the disease level or the differentiation between tumor and healthy regions.

Advances related to the detection of biochemical alterations in cells and
tissues will occur with the employment of new mathematical procedures for data
analysis and the development of new technologies that will enable detection
of weak and broad absorption bands with better accuracy. Peak displacement,
alterations related to band width, and variations in the relative ratios of the
main biological compounds may carry important information with respect to
biomarkers involved with different disease types. These biomarkers will be
used to differentiate and classify neoplastic and healthy cells as well as lead to
advances related to the development of clinical protocols.
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