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RESUMO

Neste trabalho, propusemos a utilizacdo do fotossensibilizador Zinco ftalocianina
(ZnPC) associado ao complexo nitrosilo de ruténio (Ru-tpy) por meio de lipossomas de longo
tempo de circulagdo (LLC), com o objetivo de analisar o efeito sinérgico das espécies reativas
de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERONs) geradas, respectivamente
pelos mesmos, atuando sobre uma linhagem celular neopldsica.

Foram estudadas as propriedades fotofisicas e fotoquimicas do sistema misto
ZnPC/Ru-tpy, empregando-se técnicas de espectroscopia no estado estaciondrio e resolvido
no tempo. Com isto, foi possivel determinar importantes pardmetros que elucidaram seu perfil
fotodindmico, confirmando sua viabilidade para aplicagdo em estudos in vitro e in vivo.

Estes estudos também indicaram uma possivel interagdo entre a ZnPC e o complexo
Ru-tpy, através do mecanismo de transferéncia de elétron do fotossensibilizador para o
complexo de rut€nio, desta forma liberando o 6xido nitrico (NO).

Realizamos os estudos em meio bioldgico, utilizando a linhagem neoplésica B16-F10,
avaliando a toxicidade dos sistemas lipossomais na auséncia e na presenca de luz.

Os nossos resultados demonstraram que o sistema misto ZnPC/Ru-tpy em meio
lipossomal, apresenta propriedades fotofisicas e fotobioldgicas tteis, gerando as espécies

reativas (EROs e ERONSs), atuando sinergicamente pela Terapia Fotodindmica (TFD).
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ABSTRACT

We proposed in this work the use of photosensitizer Zinc phthalocyanine (ZnPC)
associated with the nitrosyl ruthenium complex (Ru-tpy) in long circulation liposomes
(“stealth liposome”), with the aim of analyzing the synergistic effects of the reactive of
oxygen species (EROs) and reactive of nitrogen species (ERONs) generated, acting on the
neoplastic cell line.

The photophysical and photochemical properties of the mix system ZnPC/Ru-tpy were
studied being used spectroscopic techniques in the stationary state and resolved in the time.
With these studies were possible to determine important parameters that elucidated its
photodynamic profile, confirming the viability for application in studies in vitro and in vivo.

These studies also indicated the possible interaction between ZnPC and the complex
Ru-tpy through the electron transfer process from the photosensitizer to the nitrosyl ruthenium
complex which leads to release nitric oxide (NO).

We accomplished the biological studies using the neoplastic cell line B16-F10,
evaluating the toxicity of the liposomes in the absence and presence of light.

Our results demonstrated that the system ZnPC/Ru-tpy in the “stealth liposome”
presents useful photophysical and photobiological properties, generating the species reactives

(EROs and ERON5s) to work synergically for the Photodynamic Therapy (PDT).
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I. INTRODUCAO

I.1 Cancer

“Céancer” é o termo comum dado a qualquer tumor maligno ou neoplasia. E uma
doenca caracterizada pelo crescimento desordenado de células, que sofreram mutag¢des
genéticas, invadindo e destruindo os tecidos adjacentes, podendo espalhar-se (metéstase) para
outras regides do corpo. Quase todos os tumores sdo causados por anomalias no material
genético das células normais. Estas anomalias podem ser causadas por fatores desencadeantes,
como a exposi¢do excessiva a radiacdo ultravioleta (cancer de pele), a infeccdo por certos
virus (céncer no colo do ttero, alguns linfomas), tabagismo (cincer no pulméio, na laringe), o
alcoolismo (cancer no estdmago, no pancreas), entre outros.

A Organizac¢do Mundial de Satde apontou em 2005, a morte de 35 milhdes de pessoas
por doencas cronicas no mundo, sendo que aproximadamente 7,6 milhdes ou 21,7%
correspondam as neoplasias. No Brasil, as estimativas segundo o Instituto Nacional do Cancer
para o ano de 2008 e vélidas também para o ano de 2009 apontam que ocorrerdo 467 mil
casos novos de canceres. O cancer de pele do tipo ndo-melanoma serd o mais incidente na
populacdo brasileira, seguido pelos tumores na prostata e no pulméo para o sexo masculino e
o cancer de mama e de colo de tutero para o sexo feminino.

Diante deste cendrio, fica clara a necessidade de investimentos no desenvolvimento de
novas terapias para o tratamento do cincer bem como na pesquisa de sistemas, que permitam
a deteccdo precoce e assisténcia aos pacientes.

Os tratamentos cldssicos adotados contra o cancer sao realizados através da cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula dssea, sendo em muitos casos,
necessario combinar essas modalidades. No entanto, esses tratamentos convencionais
apresentam inumeras desvantagens, como por exemplo, a desfiguracdo do paciente,

resultando em prejuizos a sua auto-estima, intmeros efeitos colaterais (quimioterapia e
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radioterapia), além de uma perspectiva de cura nem sempre eficaz (Sharman , Allen e Van

Lier, 1999)

Em virtude disso, tratamentos alternativos t€ém sido desenvolvidos, dentre os quais se
destaca a Terapia Fotodinamica (TFD), que por sua vez é uma técnica pouco invasiva e que
pode ser aplicada repetidamente no mesmo local, além de apresentar minimos efeitos
colaterais (Pandey, 1992; Kiibler, 2005).Assim, o FDA (U.S. Food and Drug Administration)
a reconheceu como uma terapia eficaz para o tratamento de vdrias doengas, em especial o

cancer.

I.2. Terapia Fotodinimica

A utilizacdo da luz como agente modulador da resposta bioldgica dos organismos
vivos é conhecida ha muito tempo. Seu uso como agente terapéutico remonta a 3000 AC,
quando os egipcios usaram-na para tratar vitiligo através de uma combinacdo de plantas
ingeridas pelo paciente e sua exposi¢cdo a luz solar. O sucesso do tratamento baseava-se no
desenvolvimento, no organismo, de uma reagdo fotoquimica mediada pelos psoralenos

presentes nas plantas (Spikes e Bommer, 1993).

No entanto, foi somente em meados de 1900 que Oscar Raab relatou que a
combinagdo de baixas concentragdes de certos compostos coloridos (usualmente chamados de
corantes, ex. eosina e acridina), na presencga de luz, poderia rapidamente induzir a destruicao

de protozodrios e paramécios.

Apé6s Raab, as primeiras experiéncias visando a aplicagdo dos efeitos fotodinamicos
no tratamento de tumores em humanos foram realizadas em 1903 por Tappeiner e Jesionek,
que empregaram uma solucio aquosa de eosina como um fotossensibilizador para tratar o

cancer de pele, observando-se uma reducdo na massa tumoral apds o tratamento.
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No periodo de 1960 a 1967, Lipson e colaboradores (Lipson e Baldes, 1960),
investigaram o acimulo preferencial de um derivado hematoporfirinico (Photofrin® 1, HpD)
em tumores, utilizando camundongos e ratos e observaram que a incidéncia da luz
proporcionou a regressdo da doenga. Subseqiientemente, Lipson obteve sucesso no tratamento
de uma mulher que possuia cancer de mama usando HpD e irradiag@o seletiva do tumor com
luz visivel, marcando assim o inicio da TFD como terapia clinica para cancer (Simplicio ,
Maionchi e Hioka, 2002).

Nos anos 70, Dougherty et al (Dougherty, 1978; Dougherty, 1984; Dougherty, 1985)
demonstraram que o HpD, em combinacdo com luz vermelha, poderia erradicar
completamente o crescimento de tumores de mama em ratos. Diante deste resultado, a
purificacdo do HpD realizado por Dougherty levou a producdo do Photofrin e, que foi
aplicado em vdrios testes de canceres de bexiga e pele, sendo a primeira droga aprovada pelo
FDA para uso em humano, conduzindo as pesquisas modernas de TFD.

No Brasil, a técnica da TFD vem sendo estudada desde 1995 pelo grupo de Pesquisa
em Fotobiologia e Fotomedicina da FFCLRP-USP, no estudo de novos sistemas de liberagao
de farmacos e fotossensibilizadores aplicados a TFD (Macaroff et al., 2005; Primo, Bentley e
Tedesco, 2008; Rotta , Lunardi e Tedesco, 2003; Simioni et al., 2008). O procedimento da
TFD vem sendo aplicado em estudos clinicos desde 1999 pela equipe do Dr. Guilherme
Cestari Filho, com a implementag@o desta técnica no Hospital Amaral de Carvalho em Jau-
SP, onde pacientes com cancer nas cordas vocais, estdmago, garganta e pulmdo vém sendo
tratados. Além das aplicacdes clinicas, tém sido realizadas pesquisas cientificas para o
desenvolvimento de novas fontes de luz laser.

Em 2000, no Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto-USP, foram iniciados tratamentos de doencas de pele utilizando TFD, com a
participacdo de um grupo composto por farmacéuticos, quimicos, médicos e fisicos (Souza et

al., 2005; Tedesco, Rotta e Lunardi, 2003; Turchiello et al., 2003).
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A Terapia Fotodinamica (TFD) consiste na administracdo sistémica ou topica de
certos agentes fotossensibilizadores, que apds se localizarem preferencialmente nos tecidos
neopldsicos sdo ativados pela luz (em comprimento de onda apropriado) e na presenca de
oxigénio molecular, levam a producdo de oxigénio singlete ('O,) e radicais livres (ex.
espécies reativas de oxigénio "O, e ‘OH, denominadas EROs) que sdo toxicos para as células

(Figura 1).

Figura 1 - Principio bésico da terapia fotodinamica (TFD).

O farmaco fotossensibilizador ou a luz, isolados, ndo apresentam toxicidade para o
organismo. Entretanto, a combinag@o dos dois agentes em presenca de oxigénio induz a morte

das células tumorais (Mironov et al., 2003).
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1.3. Mecanismos Fotoquimicos e Fotofisicos da TFD

A luz utilizada na TFD deve ser de um comprimento de onda adequado, capaz de ser
absorvida pelo farmaco fotossensibilizador (FS). A faixa espectral em que esta absorcio
ocorre, deve estar situada preferencialmente na regido entre 600 e 850 nm, conhecida como
“janela terap€utica”, onde a transparéncia do tecido biolégico € elevada, e a absorcdo desta
irradiacdo por moléculas endégenas do sistema bioldgico € praticamente nula. A penetracio da
luz nos tecidos é mais efetiva na regido de 630 nm (cerca de 2-3 mm) e na regido de 700-800
nm (cerca de 5-6 mm) (Dougherty e Macdonald, 2001; Bonett e Martinez, 2001).

Desta maneira, a irradiacio do tumor leva a absorcdo da luz pelo farmaco
fotossensibilizador previamente incorporado, levando as moléculas a um estado eletrénico de
maior energia e, na presenca de oxigénio molecular (presente no meio), desencadeia varios
processos fotofisicos, levando a produgdo de espécies reativas excitadas que acabam por
induzir a producio de espécies reativas de oxigénio (102, ‘0,7, "OH, H>0») definidas como
EROs. Estas espécies atacam centros especificos dentro dos sistemas celulares,
desencadeando assim a morte de tais tecidos por um processo de apoptose ou necrose celular
(De Rosa e Crutchley, 2002; Bonnett e Berenbaum, 1989).

No diagrama de Jablonski (Figura 2), estdo representados os processos fotofisicos e
fotoquimicos, que um fotossensibilizador pode sofrer apds a absor¢do de radiacdo visivel.

O farmaco fotossensibilizador no estado fundamental (Sy), apds absorver um f6ton de
luz, é excitado a um estado eletronico de maior energia (S,), decaindo rapidamente por
processos ndo radiativos ao mais baixo estado singlete (S;). A seguir, dd origem ao estado
excitado triplete de menor energia (T;) por um processo de interconversdo, 0 mesmo via
cruzamento intersistema (Sharman, Allen € Van Lier, 1999; Foote, 1991a; De Rosa e
Crutchley, 2002). Este decaimento energético é fundamental para a terapia fotodindmica. A
substancia fotossensivel localizada no estado triplete excitado, apresenta um tempo de vida

maior do que no estado singlete excitado (Sharman, Allen e van Lier, 2000). Dessa forma o
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fotossensibilizador no estado T; pode interagir fotoquimicamente com moléculas de
oxigénio, ou biomoléculas localizadas proximas a regido irradiada, gerando espécies
citotoxicas produzidas durante a TFD (Van Nostrum, 2004; Oleinick, Morris e Belichenko,

2002; Gorman et al., 2004).

Singlete Triplete
B % Cruzament o -
3 Intersistemas —
= 2 A AN
conversao
interma Fluorescéncia n . 0, O, HoOp eOH

Ahsorgio w0,

Fosforescéncia

. | l

Figura 2: Digrama de Jablonski para o processo de fotossensibiliza¢do

Os processos de fotossensibilizacdo podem ser explicados através de dois
mecanismos distintos (Sharman , Allen e Van Lier, 1999; Foote, 1991a):
- Mecanismo Tipo I: envolve a abstracio de um atomo de hidrogénio ou reagdes de
transferéncia de elétrons entre o fotossensibilizador no estado excitado triplete e diferentes
macromoléculas bioldgicas, levando a formagdo de radicais livres e/ou fons radicais. Poucos
materiais biolégicos apresentam facilidade de fotorredugdo (por exemplo, quinonas e
citoquinas) em processos nos quais temos a oxidag@o do fotossensibilizador a cation radical-Tt
e o substrato é reduzido. A espécie reduzida pode transferir um elétron ao oxigénio molecular
presente no meio formando espécies reativas de oxigénio como perdxidos, anion superoxido,
etc. Este mecanismo de fotossensibilizagdo é esquematizado abaixo:
- Reagdo redox com biomoléculas, producio de superdxido, etc.

% 5> 'F > °F
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F + S F** + S ° (transferéncia de elétrons)
S* +°0, >SS +0," > HO"+ HO"®
Onde OF, lF, 3F é o FS no estado fundamental, singlete e triplete, respectivamente e S € o

substrato.

- Mecanismo Tipo II: ocorre a transferéncia de energia para o oxigénio molecular com
formacdo do oxigénio singlete ('0y). O oxigénio singlete é uma espécie altamente reativa que
oxida vdérios substratos bioldgicos. Acredita-se que o oxigé€nio singlete seja o principal
mediador dos danos fotodindmicos nos sistemas biolégicos, pois reage rapidamente e
indiscriminadamente com os mais variados materiais biolégicos eletrofilicos, como lipidios
insaturados, proteinas, acidos nucléicos, etc, sendo apontado como o principal responsavel

pela inativacdo da célula tumoral. Este mecanismo € esquematizado abaixo:

- Mediado por oxigénio singlete. Por exemplo, a peroxidagdo lipidica.
°F > 'F - °F
F + 302 — F + 102 (transferéncia de energia)
1Oz + S — S-OOH (peréxidos, etc)
Onde OF, lF, 3F é o FS no estado fundamental, singlete e triplete, respectivamente ¢ S é o

substrato.

Embora boa parte dos estudos envolvendo a TFD se basearem na utilizacdo do
oxigénio singlete como espécie reativa (Yamamoto, Nagano e Okura, 2003; Kochevar,
Lambert e Lynch, 1996; DePaoli, DePaoli e Borissevitch, 2002), tem sido grande a procura
por outras espécies tteis, como radicais livres derivados dos corantes utilizados, outras
espécies radicalares independentes de oxigénio (Niziolek, Korytowski e Girotti, 2003), como
por exemplo as espécies reativas de nitrogénio (Rotta, Lunardi e Tedesco, 2003; Oliveira et

al., 2007; de Lima, R. G., 2006).
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I.4. Os fotossensibilizadores utilizados na Terapia Fotodinimica

Os fotossensibilizadores podem ser definidos como substincias capazes de
absorverem a luz e transferirem esta energia absorvida para moléculas de oxigénio molecular
gerando EROs, bem como causarem danos biolégicos. Estes compostos devem possuir certas
caracteristicas, bem como possuir propriedades fotofisicas favordveis como: baixa toxicidade
no escuro, fotossensibilidade ndo prolongada, alta afinidade e penetracdo preferencial nos
tecidos tumorais em relacdo aos tecidos normais (o que, em geral, acontece com o aumento de
hidrofobicidade do FS). Além destas caracteristicas, € interessante que o FS seja anfifilico, ou
seja, solivel em meio fisiolégico, mas que contenha também uma matriz hidrofébica,
permitindo a sua permeagdo na membrana celular.

O grande avanco da TFD teve inicio com a descoberta da primeira geracdo de
fotossensibilizadores derivados de hematoporfirina (HpD). O primeiro composto aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para ser utilizado clinicamente foi o Photofrin®,
um derivado da hematoporfirina que apresenta outros variantes comerciais (Photosan®,
Photogem®, Photocarcinorin® e Haematodrex®) (Nyman e Hynninen, 2004; Brown , Brown e
Walker, 2004). Estes FS de primeira geracdo sdo eficientes, entretanto ndo absorvem bem a
luz na regido do vermelho do espectro eletromagnético (acima de 650 nm), dentro da
“janela terapéutica” e os mesmos ainda possuem baixa seletividade na sua incorporagdo e
retengdo pelos tecidos tumorais

Dentro da segunda geracdo de moléculas fotossensibilizadoras merecem destaque
alguns compostos potencialmente ativos, como as clorinas e as ftalocianinas que tém sido
muito estudados nos dltimos anos (Oliveira et al., 2005; Nunes, S. M., 1999). Comparados
com os derivados de hematoporfirina (HpD) e sua versdo comercial Fotofrin © esta segunda
geracdo de fotossensibilizadores realmente exibe uma melhor atividade fotodindmica. As

ftalocianinas foram consideradas como O6timos agentes fotossensibilizadores para a TFD
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devido a sua baixa toxicidade, uma alta capacidade de se acumular seletivamente no tecido
tumoral e um alto coeficiente de absortividade molar na regido do vermelho do espectro
(comprimento de ondas maiores que 650 nm) (Sibata, Tedesco e Marchetti, 2004; Oliveira et
al., 2005; Nunes, Sguilla e Tedesco, 2004).

A estrutura das ftalocianinas (Owens et al., 1998) mimetizam as porfirinas em seu
macrociclo central, que consiste de uma unidade ciclica tetrapirrdlica (Figura 3). Contudo, nas
ftalocianinas, as subunidades pirrélicas sd@o unidas por dtomos de nitrogé€nio, enquanto nas
porfirinas as subunidades sdo unidas através de pontes de metileno. Além disso, nas

ftalocianinas, a conjugacdo do macrociclo € estendida por anéis benzé€nicos sobre quatro

unidades pirrdlicas, resultando em uma forte banda de absor¢do na regido de 650 a 670 nm.

N> —

Figura 3: Estrutura quimica das metalo ftalocianinas.

A complexagdo das ftalocianinas com fons metilicos diamagnéticos, tais como Zn**,
AI’* e Ga’* ddo origem a complexos de ftalocianinas com alto rendimento quéntico do estado
excitado triplete (¢r > 0,4) e com tempos de vida longos (Darwent et al., 1982).

Conseqiientemente, pode-se esperar que estes complexos exibam atividades fotoquimicas e
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fotodindmicas. Entre as metalo ftalocianinas, o complexo de Zn (II) apresenta as propriedades
fotofisicas mais favordveis para a aplicacdo na TFD (Oliveira, D. M., 2006; Nunes, S. M.,
1999; Allen, Sharman e Van Lier, 2001).

Além disso, a Zinco ftalocianina (ZnPC) € promissora para uso na TFD, devido a sua
elevada seletividade pelo alvo tumoral e sua geragdo eficiente de oxigénio singlete altamente
citotoxico ao alvo biolégico (Rotta, Lunardi e Tedesco, 2003; Oliveira, D. M., 2006; Lunardi
, Rotta e Tedesco, 2003).

O interesse pela combinacdo de diferentes espécies reativas, de fotossensibilizadores
ou até mesmo a combinagdo de terapias tem sido crescente. Este conceito de sinergismo na
TDF ja vem sendo trabalhado, por exemplo, na utilizacdo de terapias conjuntas, como a
Hipertermia e a TFD (Oliveira et al., 2006), a Eletroquimioterapia e TFD (Sersa et al., 2008)
ou através do uso combinado de fiarmacos fotossensibilizadores, que atuam por diferentes
mecanismos, com localizagdo biolégica diferentes, como por exemplo as porfirinas e
ftalocianinas com propriedades quelantes (Lunardi e Tedesco, 2005).

Podemos também combinar diferentes moléculas de fotossensibilizadores em uma
mesma estrutura que podem agir como fotossensibilizadores cldssicos € a0 mesmo tempo
induzir mudancas na homeostase idnica celular usando, por exemplo, a ZnPC associada ao
quelante Ca** (Lunardi, Rotta e Tedesco, 2007). Além disso, had porfirinas e ftalocianinas
associadas a moléculas de éteres de coroa que podem atuar diretamente na homeostase de Na*
K", induzindo mudangas diretas no potencial de membrana, que promovem a morte celular
(Pelegrino et al., 2005).

Dentro deste contexto de sinergismo, a proposta apresentada neste trabalho foi a de
associar o  fotossensibilizador ZnPC, ao complexo nitrosilo de  ruténio
[Ru(NH.NH)(tpy)NO]3+, doador de NO, através do uso de um sistema de liberagdo de
farmaco adequado, com o objetivo de analisar o efeito conjunto das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio, (ERONSs) atuando sobre a linhagem de

célula neoplasica (Barbugli, P. A., 2007; de Lima, R. G., 2006; Oliveira, D. M., 2006).
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1.5 Compostos nitrosilos de ruténio

O o6xido nitrico, NO, € a tunica molécula enddgena conhecida, que retdne as
propriedades de neurotransmissor, de mediador constitutivo e indutivel e de agente
citotoxico. Possui acdo reguladora da pressdo sangiiinea, atua no sistema imunoldgico e nas
atividades do cérebro, figado, pancreas, ttero e pulmdes (Cullota e Koshland Junior, 1992;
Feldman , Griffith e Stuehr, 1993; Ignarro, 2000; Richter-Addo e Legzdins, 1992; Wink et
al., 1993).

A molécula de NO é uma das moléculas classificadas como mensageiro em varios
processos bioldgicos. Nessa fungdo, o NO ndo depende de transportadores especificos, nem
de canais de passagem intracelulares. Ele se difunde pela célula, com facilidade, tanto em
meio hidrofilico como em meio lipofilico. Sua agéo fisiolégica depende muito mais de suas
propriedades fisico-quimicas do que de sua conformacdo espacial (Feldman , Griffith e
Stuehr, 1993).

Atribuem-se as acdes bioquimicas do 6xido nitrico a diversidade de suas espécies, ou
seja, a espécie NO" (fon nitrosdnio), que é formada pela retirada do elétron desemparelhado
no orbital ¥, e a espécie NO™ (dnion nitréxido), que € formada pela adicdo de um elétron ao
orbital. O anion nitréxido é isoeletronico ao gis oxigénio (O;) e pode existir no estado
singlete de maior energia ou no estado triplete, de menor energia. O fon nitrosonio &
isoeletronico ao monoéxido de carbono (CO) e reage rapidamente com &4gua e outros
nucledfilos (Wink et al., 1993).

Diante da variedade de condi¢des no meio intracelular, como tipo de célula alvo,
concentracdo de NO e a presenca de outras espécies radicalar, o NO atua em carcinogénese,
progressdo tumoral e na terapia do cancer (Chiang et al., 2005; Weller, 2003). Sabe-se que a
apoptose ou morte celular programada é caracterizada por uma série de alteragdes celulares

morfoldgicas e bioquimicas. Um mau funcionamento deste processo contribui para a

30



patogénese de diversas doencas (Miller e Marx, 1998). O NO € um potente modulador da
homeostase operacional de célula, prevenindo ou induzindo a apoptose. Esta agdo ¢ modulada
por interagcdes diretas e indiretas sendo dose-dependentes e tipo celular especificas. Em
algumas células o NO pode promover a apoptose, enquanto que em outras o NO pode inibir o
processo de morte celular programada (Chung et al., 2001).

Devido a extrema instabilidade das moléculas de NO em meio biolégico e seu curto
tempo de meia vida (aproximadamente S5s), torna-se dificil o estudo de seus efeitos
fisiologicos. Assim, existe um grande interesse em compostos quimicos que possam servir de
pré-drogas para a liberagdo controlada do NO nos sistemas biolégicos (Works et al., 2002;
Ignarro, 2000).

E de interesse para os ensaios clinicos, o estudo envolvendo complexos metlicos que
possam agir como doadores de NO em um organismo bioldgico, haja vista a possibilidade de
se controlar a liberacdo do 6xido nitrico por reacdes fotoquimicas e/ou redutimétricas.
Metalo-drogas, cujo centro metdlico é o ruténio, possuem boa aplicagdo clinica,
principalmente pela baixa toxicidade apresentada pelo metal. Isto se deve, em parte, a
semelhanca das propriedades fisico-quimicas deste metal com as do ferro. O organismo
consegue proteger-se dos efeitos causados por um excesso de ferro através do aumento da
producgdo de proteinas captadoras de fons ferro, como a transferrina e a albumina. Alguns
autores acreditam que o mecanismo de protecdo contra a toxicidade do ruténio seria igual ao
do ferro (Allardyce e Dyson, 2001).

O complexo metdlico doador de NO utilizado nesse projeto foi o
[Ru(NH.NH)(tpy)NO]3+, designado ao longo do trabalho por Ru-tpy. Sua estrutura esta
apresentada na figura 4. Este complexo foi sintetizado pelo grupo do Prof. Roberto Santana da
Silva, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), com o qual

desenvolvemos trabalhos de colaboragdo.
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NH.NHq

[Ru(terpy)(L)NO*]**

Figura 4: Férmula estrutural do complexo [Ru(NH.NH)(tpy)NO]3+ (Ru-tpy).

1.6 Sistemas de liberacao de farmacos

A solubilidade dos fotossensibilizadores € um fator essencial para seu uso no
tratamento de neoplasias utilizando a TFD. Um dos desafios dos nossos estudos € vencer a
baixa seletividade do tumor e a baixa solubilidade em dgua de muitos compostos, determinada
quase sempre pela sua natureza hidrofébica. Portanto sua administra¢do intravenosa torna-se
uma tarefa dificil.

Dessa forma, varios sistemas de liberacdo de farmacos tém sido desenvolvidos para
modificar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e bioldgicas dos
fotossensibilizadores (Konan, Gurny e Allémann, 2002; Primo, Bentley e Tedesco, 2008;
Renno e Miller, 2001). Além disso, esta estratégia viabiliza a associacdo dos
fotossensibilizadores com outros compostos tteis para TFD, tornando possivel a utiliza¢do de
sistemas sinérgicos (Primo et al., 2008; Pelegrino et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Macaroff
et al., 2005).

Dentre os sistemas de liberacdo em estudo, destacam-se os lipossomas, os eritrocitos
resselados isolados do sangue, as nanoparticulas biodegradéveis, as microesferas protéicas e
poliméricas entre outros sistemas (Chen, Pogue e Hasan, 2005; Lovcinsky et al., 1999; Primo

, Bentley e Tedesco, 2008; Simioni et al., 2007).
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Os lipossomas s@o estruturas vesiculares coloidais formados por bicamadas
fosfolipidicas. Sdo formadas em &4gua pela agregacdo de moléculas anfifilicas (como por
exemplo, as molécula de DL-o-dipalmitoil fosfatidilcolina — DPPC) e o Colesterol em
bicamadas que se fecham, resultando em um compartimento interno aquoso) conforme

mostrado na figura 5.

<  Substancia hidrofilica

— Substancia lipofilica

e Substancia anfifilica

Figura 5: Representagdo esquemadtica de uma vesicula unilamelar mostrando interagcdes com

diferentes substancias.

Estes sistemas podem solubilizar fairmacos lipofilicos (na bicamada lipidica), que de
outra forma seriam dificeis de serem administrados intravenosamente, podem prolongar o
tempo de ac@o do farmaco, liberando este lentamente no corpo. Deste modo sdo endocitados
ou fagocitados por células, abrindo novas oportunidades para farmacos que dependem da
administracdo lipossomal (Hoebeke, 1995). Podem também incorporar substancias
hidrofilicas (dentro do compartimento interno aquoso).

Os lipossomas e outros veiculos de liberagdo de farmacos, quando sdo administrados
via intravenosa, tendem a ser rapidamente fagocitados por macréfagos em varios tecidos do
sistema do reticulo endotelial (SRE), com actimulo preferencial no figado e no baco. Este

processo de remocao pode ocorrer, primeiramente pela opsonizagao dos lipossomas, realizado
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pelas opsoninas, que s@o elementos do soro sanguineo que se ligam as particulas estranhas e
promovem a fagocitose, seguida da endocitose do lipossoma marcado pelo macréfago
(Woodle e Lasic, 1992).

Com base nas consideracdes apresentadas, existe a necessidade de que o sistema de
liberag¢@o, contendo o firmaco, circule na corrente sanguinea por um tempo mais longo
visando uma seletividade deste firmaco em um tecido alvo especifico. Surgiram entdo os
chamados lipossomas de longo tempo de circulacdo (LLC) ou lipossomas furtivos (stealth)
(Allen, Hansen e Rutledge, 1989), nos quais a bicamada lipidica contém glicolipidios ou, mais
recentemente, lipidios conjugados como polietilenoglicol (PEG) (Nunes, Sguilla e Tedesco,
2004). Desta forma, estes sistemas sdo capazes de escapar do sistema imunoldgico e
permanecer estavel por um tempo mais prolongado na corrente sangiiinea, dirigindo-os assim
a outros sitios no organismo.

Portanto, a idéia de utilizar compostos fotossensiveis que sdo capazes de liberar
diferentes espécies reativas, associados em um mesmo sistema de liberacdo, abre um amplo

campo de acdo dentro da TFD, tornando a idéia da TFD sinérgica cada vez mais promissora.
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II. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi analisar do ponto de vista fotofisico,
fotoquimico e fotobioldgico os efeitos da associagdo de dois compostos fotoativos (ZnPC e
Ru-tpy), em sistemas de veiculacdo do tipo lipossomas de longo tempo de circulacido (LLC) de

modo que esta acdo sinérgica viesse a maximizar a a¢io fotodinAmica dos mesmos.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

II1.1 Materiais

Os materiais comerciais listados a seguir foram utilizados sem tratamento prévio: DL-
a-dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), (Sigma Chemical Company), Colesterol (Avanti Polar
Lipids), polietilenoglicol (PEG) (Avanti Polar Lipids), Zinco ftalocianina (Aldrich). O
complexo Ru-tpy utilizado neste trabalho foi sintetizado e gentilmente cedido pelo grupo de
pesquisa do Prof®. Dr°. Roberto Santana da Silva (FCFRP-USP) com o qual desenvolvemos
trabalhos de colaboracio.

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com 4gua ultra pura, obtida através de
filtragem sequencial com colunas de troca idnica em um sistemas E-Pure da Barnestead D
3750, com filtragem final em membrana de 0,2 um de didmetro, pressdo mixima de operacio
em 50 % psi (3,4 Kg/cmz) e resistividade de 18 mQ.

As solugdes tampdo fosfato (pH 7,4) 10 mmolL", utilizadas nas preparacdes
lipossomais e nos demais experimentos, foram preparadas pela mistura de diferentes volumes
de solugdes de fosfato monobdsico de sédio 0,01 molL™ (Sigma) e fosfato dibésico de sédio
0,01 molL™ (Sigma) preparados em agua ultrapura.

Os solventes de grau analitico relacionados a seguir foram utilizados sem tratamento
prévio: dimetilformamida-DMF (Sigma), dimetilsulféxido-DMSO (Sigma), etanol (Merck),
isopropanol (Merck).

Os estudos envolvendo cultura de células utilizaram os seguintes materiais: meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco BRL), antibiético (Penicilina/Streptomicina-Gibco BRL), glicose
(Sigma), bicarbonato de s6dio (NaHCO;, Nuclear), soro fetal bovino (Gibco BRL), tampao
Hank’s (Gibco BRL), 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometo difenil tetrazolium (MTT, Sigma),

corante azul de tripan (Gibco BRL), tripsina-EDTA (Gibco BRL).
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Estes estudos foram realizados com a linhagem neoplésica de melanoma de rato B-16
F10, adquirida junto a American Type Culture Colletion (ATCC). Esse tipo de célula
neopldsica, é obtido originalmente de ratos C57BL/6JD/D. A inducdo deste tipo de neoplasma
(melanoma cutaneo) € feita pela injecdo de metilcolantreno na cavidade tordxica de ratos. A
remocdo do fluido presente nesta cavidade é feita apds dois dias, e a subseqiiente transfusio
para outros animais garante a proliferacao deste tipo de células.

A soluc@o de soro bovino fetal foi pré-aquecida a 56°C, para inativagdo das enzimas.
Em seguida, foi estocada em frascos de 150 mL e conservados no freezer a -20°C. O soro
bovino fetal apresenta em sua composicéo basica: insulina, hormdnios e vérios outros fatores,
indispensdveis ao crescimento celular.

Além destes materiais encontram-se a disposi¢do, diferentes solventes organicos, bem

como outros sais inorganicos, comumente utilizados em laboratério.

II1.2 Preparacoes

As solugdes de tampdo fosfato (pH 7,4) 10 mmolL™' foram rotineiramente
preparadas pela mistura de diferentes volumes de solugdes de fosfato de sédio monobasico 10
mmolL™" e fosfato de sédio dibdsico 10 mmolL" em dgua ultrapura.

As solugdes estoques de ZnPC foram preparadas em uma mistura de DMSO/DMF
(1:1) e as solugdes estoques do complexo Ru-tpy foram preparadas em tampao fosfato pH 7.4,
as duas solugdes foram armazenadas por um periodo ndo superior a duas semanas, na
auséncia de luz a - 20 °C.

As concentragdes foram determinadas espectrofotométricamente, utilizando-se os

coeficientes de extin¢do molar em 670 nm: € = 2,3 x 10° moIL" cm™ em DMSO/DMF para a

Zinco ftalocianina (ZnPC) e em 358 nm € = 2,45 x 10 * molL™! cm™ para o complexo Ru-tpy.
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Todas as formulagdes lipossomais de DPPC foram preparadas pelo método de
injecdo, conforme descritos na secdo Métodos I11.4.2 e armazenadas na auséncia total de luz a
temperatura ambiente, por até 10 dias.

As solucdes de tampao Hank’s (contendo antibidtico, sem bicarbonato de sédio e
fenol) foram rotineiramente preparadas pela diluicdo 10 vezes em édgua ultrapura, seguida de
filtracdo com membrana estéril de poro de 0,22 pwm.

A solucao de azul de tripan utilizada para determinar a viabilidade celular através
da contagem de células foi preparada na concentracdo de 0,4%, utilizando-se tampao Hank’s
como solvente (pH 7,2). Posteriormente, a solucio final foi filtrada, através de uma membrana
de poro de 0,22 um, e em seguida, aliquotada.

A solucdo de tripsina 0,25% utilizada no processo de replicagem celular para
desprender as células aderidas do tipo B-16 F10 das placas de cultura foi preparada diluindo a
solugdo estoque 10 vezes concentrada em tampao fosfato estéril com pH=7,4.

O meio de cultura RPMI 1640, utilizado no crescimento e manutencao das culturas
neopldsicas de melanoma de rato B-16 F10, contém 2,0 mmolL" de L-glutamina e
adicionamos 2,0 g de bicarbonato de sddio e 2,4 g de Hepes para sua preparagio.

Apds a preparacdo de cada meio, antes da adi¢cdo da solucdo de soro bovino fetal, o
pH foi ajustado para 7,4, sendo a mistura filtrada para sua esterelizacdo com filtro estéril de
0,22 um, em capela de fluxo laminar e recolhido em frasco estéril.

Antes da sua utilizagdo, este meio foi enriquecido com 10 % de solugdo de soro

bovino fetal, 1 mL de antibidtico/antimicético, denominado meio completo.

II1.3 Aparelhagem

Nas preparagdes lipossomais feitas pelo método de injecdo em meio organico utilizam

uma bomba de injecao peristdltica da World Precision Instruments (WPI) (modelo SP 100i).
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Nos estudos espectrofotométricos, foram realizadas as medidas de intensidade de
absorcdo em um espectrofotdmetro de absor¢do modelos U-3000 da Hitachi; e os espectros de
emissdo de fluorescéncia foram registrados em dois espectrofluorimetros, Jobin Yvon/
Fluorolog 3 da Spex, modelo FL3 e F-4500 da Hitachi, usando celas de quartzo de 1 cm de
caminho 6ptico.

Para as medidas de decaimento de fluorescéncia foi utilizado o método de contagem
simples de fétons. O sistema utilizado para excitacdo consiste de um conjunto de lasers. No
inicio do processo, um laser de diodos, com dois feixes emitindo em 809 nm, cada qual com
24 W de poténcia, bombeia um laser de estado sélido (Nd:YVO, - Millenia Xs - Spectra
Physics) que emite em 1064 nm. O feixe passa entdo, por um cristal dobrador de freqiiéncias e
o feixe final, com poténcia podendo chegar a 10 W e comprimento de onda igual a 532 nm,
bombeia um laser de titdnio-safira (Tsunami - Spectra Physics); o cristal de titAnio-safira gera
pulsos de laser (com largura de 5 ps) em uma banda que vai de 840 até 1080 nm, com
freqiiéncia maxima de repeti¢do dos pulsos igual a 82 MHz. Um filtro bi-refringente seleciona
o comprimento de onda desejado. Apds o selecionador de pulsos, o feixe passa por um
gerador de segundos e terceiros harmdnicos, cujos comprimentos de onda do feixe na saida
estdo na faixa utilizada para excitacdo de nossas amostras, que vai de 280 até 330 nm. O sinal
detectado como pulso de excitagdo, chamado IRF (instrument response function), tem largura
total a meia altura de 60 ps. Este estudo foi realizado com o auxilio do Laboratério de
Biofisica Molecular da FFCLRP/USP, o qual é coordenado pelo Prof® Dr. Amando Siuiti Ito.

A fonte de irradiacdo utilizada nos experimentos de determinacdo do espectro de
absor¢ao do transiente e do tempo de vida do triplete dos firmacos estudados, foi um sistema
laser Nd-YAG da Continuum, modelo SURELITE 1-10. Para o agente fotossensibilizador
ZnPC e para o complexo de ruténio em estudo, foi utilizado como fonte de excitacio, o
terceiro harmonico do laser Nd-YAG (355 nm). A energia média utilizada foi da ordem de 30

mJ/cmz, através de uma fenda de 8,0 mm de didmetro. A uma distancia de 10,0 cm da fenda
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do laser, foi posicionado um suporte termostatizdvel para celas com agitacdo magnética
(Hellmam CUV-O-Stir).

A intensidade de luz foi determinada e o conjunto de pulsos por um "Power meter"
Field Master da Coherent (Santa Clara, CA), usando-se uma cabeca de deteccdo LM-30 V.

Nos estudos envolvendo a deteccdo do espectro de absorcdo de transiente, na faixa de
300 a 800 nm, adotou-se como procedimento o registro ponto a ponto, em intervalos de 10 nm
apos a excitagdo (Aexc=355 nm) com laser de Nd-YAG. Os sinais dos transientes gerados
foram detectados por fotomultiplicadora da Hamamatsu modelo R928P e transferidos para um
osciloscopio digital da Tektronix modelo TDS 340A, sendo consecutivamente transferidos
para um microcomputador e analisados com o auxilio do software Gem fornecido pela
Edinburgh Analytical Instruments (Livingston, UK). Para a obtencdo do tempo de vida do
estado excitado triplete no comprimento de onda maximo de absor¢éo do triplete foi feita uma
média de 10 pulsos de laser.

O terceiro harmonico do laser Nd-YAG também foi utilizado como fonte de excitacdo
nos estudos de producdo de oxigénio singlete pela ZnPC. O sinal de emissdo de
fosforescéncia do oxigénio singlete foi identificado em 1270 nm, utilizando-se um
fotodetector de germanio da North Coast Scientific Corporation, modelo 823A

Nos experimentos de fotdlise e ensaios bioldgicos de fototoxicidade em célula,
utilizou-se o sistema laser de diodo Eagle da Quantum Tech, no comprimento de onda de
emissdo em 675 nm acoplado a uma fibra dptica operando no mdximo de poténcia de 200 mJ.

A liberacdo fotoinduzida de NO gasoso foi detectada diretamente por um sensor
amperométrico amiNO-700, desenvolvido pela Innovative Intruments, Inc. (NOmeter). Este
sensor ¢ formado por um eletrodo envolto por uma membrana semipermedvel e tem
sensibilidade na faixa de 50 nAmpére a 50 pAmpére, com tempo de resposta relativamente
curto, compativel com o sistema pulsado de irradiacio proposto.

Nos estudos do tamanho das particulas foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano

system ZS da Malvern-UK, o qual possui um laser de He-Ne de 4 mW que opera no
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comprimento de onda de 633 nm, permitindo realizar medidas nfo invasivas por “backscatter
optics” (NIBS), e possui a capacidade de determinar tamanho de particulas no intervalo de 2
nm a 3 um. As medidas foram realizadas num angulo de deteccdo de 173° e a posi¢do da
medida na cubeta foi automaticamente determinada pelo software do equipamento. O
equipamento realiza em média 12 determinagdes para cada anélise.

Os trabalhos em cultura de células da linhagem B-16 F10 foram realizados em capela
de fluxo laminar, modelo A152 da Veco, esterilizada com luz germicida e fluxo continuo de
ar. Foram também utilizados os seguintes aparelhos nos estudos de cultura e crescimento
celular: microscopio invertido Axiovert 40 CFL da Zeiss (para anédlise de forma, tamanho e
crescimento de cultura), centrifuga da CentriBio, autoclave modelo AB-42 da Phoenix,
banhos termostatizdveis Fischer Scientific, modelo 801 e espectrofotometro para leitura de
microplacas (ELISA) modelo Versa Max da Molecular Device.

Além destes equipamentos foram utilizados: balanga eletrdnica Libror (modelo AEL
200), sistema vortex Genie 2, ultrason Branson (modelo 2210), pH-metro (modelo accument®

50 da Fisher Scientific).

I11.4 Métodos

I11.4.1. Estudos espectroscopicos no estado estacionario da Zinco ftalocianina e do

complexo Ru-tpy em meio homogéneo

A investigacdo das propriedades espectroscdpicas no estado estaciondrio da ZnPC e do
complexo Ru-tpy em meio homogéneo foi baseada em medidas diretas dos espectros de
absorcdo e de emissdo de fluorescéncia.

Os estudos espectroscopicos no estado estaciondrio da ZnPC foram realizados em

meio organico (etanol) e, do complexo de ruténio foram realizados em tampao fosfato pH 7,4.
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Os espectros de absor¢do foram registrados em uma cela de absor¢do de 1 cm de
caminho 6ptico, utilizando como referéncia os meios em estudo na auséncia dos farmacos. Os
espectros de absor¢do foram entdo registrados de maneira a cobrir uma faixa espectral de 300
a 800 nm.

Com base na andlise dos dados espectrais de absorcdo, foi determinado a seguir, o
espectro de emissdo de fluorescéncia da ZnPC, utilizando-se os comprimentos de onda de
excitagdo mdaxima deste para excitacdo das amostras. Os espectros de emissdo de
fluorescéncia foram registrados dentro da faixa especifica 630 a 750 nm, com excitacdo fixa

em 610 nm.

II1.4.2 Preparaciao Zinco ftalocianina, do complexo Ru-tpy e da associacdo dos dois

farmacos em meio lipossomal

Os compostos em estudo foram incorporados aos lipossomas de longo tempo de
circulagdo (LLC) de DL-o-dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), preparados pelo método pelo
método de injecdo conforme descrito por Nunes e colaboradores (Nunes, Sguilla e Tedesco,
2004).

Uma solugdo etandlica de 0,360 mL contendo 2,07 mg de DPPC (0,525 mmolL'l),
0,27 mg de colesterol (0,14 mmolL") e um volume adequado de corante para se obter uma
concentragdo final 5,0 pumolL" da ZnPC. Foram injetadas por uma bomba peristiltica com
velocidade de adi¢do controlada sobre uma solugdo 35 umolL'1 de PEG 2000 em tampao
fosfato pH 7,4 armazenada em uma jaqueta termostatizada (volume final de 5,0 mL). A
solugdo tampdo estava contida em um recipiente cilindrico de 2,0 cm de diametro e a injecdo
foi realizada a aproximadamente 2,5 cm abaixo da superficie liquida, a uma temperatura de
57°C sob agitagdo magnética na auséncia de luz e com uma velocidade de 1,0 uL/s (360

uL/h).
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Os lipossomas contendo o complexo Ry-tpy foram preparados pelo mesmo
procedimento descrito acima, sendo o complexo de ruténio adicionado junto a solu¢io tampao
nas concentragdes de 50 x 10° molL™ e 5 x 10~ molL™, antes da adicdo do lipideo.

Ap6s cada preparagdo lipossomal foi registrado o espectro de absorcdo dos farmacos
associados ao sistema lipossomal, a fim de se verificar a eficiéncia da incorporacdo e a
auséncia de formacdo de agregados superiores. A concentragdo da ZnPC e do complexo de

ruténio foram calculadas a partir de seus coeficientes de absortividade molar .

Lipideoz em zolucio
——~etanolica

I . PBS
- ._,-'-"'"----

Figura 6: Figura esquemdtica da preparagdo dos lipossomas.

II1.4.3 Caracterizacao do sistema lipossomal misto por medidas de tamanho de

particulas.

Realizamos o estudo do tamanho das particulas lipossomais formadas com o intuito de
averiguar a viabilidade destas preparagdes quanto a homogeneidade no tamanho das particulas
formadas e influéncias de agentes formadores deste sistema (ZnPC, complexo Ru-tpy, DPPC,
colesterol e PEG) em suas propriedades fisico-quimicas.

Utilizamos como ferramenta de andlise as técnicas de espalhamento de luz, para
determinagdo do tamanho das particulas coloidais, e medidas de intensidade de emissdo de
fluorescéncia, para os sistemas com presenca do agente fotossensibilizador Zinco ftalocianina

(ZnPC) e do complexo Ru-tpy.
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As amostras foram diluidas em dgua mili-Q (propor¢do 1:10) e submetidas a medidas
de espalhamento dindmico de luz, utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano System ZS
(Malvern-UK). Estas amostras foram colocadas em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho
optico e as medicdes foram feitas a temperatura ambiente (25°C). O equipamento possui um
laser de He-Ne de 4 mW, operando num comprimento de onda de 633 nm e realiza as
medi¢des ndo invasivas por “backscatter optics” (NIBS). As medi¢des foram feitas num
angulo de deteccdo de 173° e a posicdo da medicdo na cubeta foi automaticamente
determinada pelo software do equipamento. O equipamento realiza em média 12
determinagdes para cada andlise. Neste experimento, o equipamento utiliza um laser
modulado e mede o deslocamento Doppler na luz espalhada pelas particulas e realiza em

média vinte e duas medidas para cada amostra analisada.

I11.4.4 Estudos espectroscopicos no estado estacionario da Zinco ftalocianina, do

complexo Ru-tpy e da associacao dos dois farmacos em meio lipossomal

As propriedades espectroscopicas no estado estacionario da ZnPC, do complexo Ru-
tpy e da associagdo dos dois farmacos em meio lipossomal foram estudadas baseadas em
medidas diretas dos espectros de absorcdo e de emissdo de fluorescéncia. Os espectros de
absocdo foram registrados de 200 a 800 nm e os espectros de emissdo de fluorescéncia
fotoestaciondria, foram registrados na faixa de 630 a 750 nm, com excitacdo fixa em 610 nm,

em cela de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.
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I11.4.5 Estudos de supressiao de fluorescéncia da Zinco ftalocianina pelo complexo Ru-

tpy no sistema lipossomal.

A supressdo da fluorescéncia emitida pela ZnPC incorporada aos lipossomas foi
estudada usando o complexo Ry-tpy como agente supressor.

O estudo espectroscopico de supressdao de fluorescéncia no estado estacionario do
fotossensibilizador ZnPC foi realizado na concentracao fixa de 5,0 p,LmolL'l. Para o complexo
Ru-tpy a concentragao final foi definida até 50 p,LmolL'l.

A emissdo de fluorescéncia foi obtida por excitacdo da amostra em comprimento de
onda fixo de 610 nm.

Em celas de fluorescéncia de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm foram colocados
2,0 mL do lipossoma de ZnPC. Apés termostatizar a 37°C foram feitas as medidas de
intensidade de emiss@o de fluorescéncia inicial na auséncia do supressor. A cada medida
foram adicionadas aliquotas crescentes de uma solucdo estoque do supressor (Ru-tpy),
tomando o cuidado de manter o volume constante e a concentracdo méaxima de 50 pmolL™.
Estas solugdes foram agitadas e termostatizadas a 37°C e em seguida foram realizadas as
medidas de intensidade de emissdo de fluorescénca na presenca do supressor.

Os dados obtidos a partir dos experimentos no estado estaciondrio foram analisados

inicialmente pela equagdo 1 de Stern-Volmer:

Iw/lf=1+kqto=1+Ksv [Q] (equacgdo 1)

Onde: Iy e If sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor
respectivamente, kq € a constante de velocidade de supressdo, Tp € o tempo de vida do

fluoréforo na auséncia do supressor, [Q] € a concentracdo do supressor e Ksv=kq1téa

constante de supressao de Stern-Volmer (Lehrer, 1971).
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Os gréificos de Stern-Volmer foram construidos a partir das intensidades de
fluorescéncia relativas, e os valores das constantes de supressdo de Stern-Volmer, Ksv, foram

obtidos utilizando-se o método de ajuste linear de acordo com a equacio 1.

I11.4.6 Determinacio do rendimento quantico de fluorescéncia (®r) da Zinco ftalocianina

e de sua associacio ao complexo Ru-tpy em meio lipossomal.

A determinacdo do rendimento quéntico de fluorescéncia para o FS estudado neste
trabalho nos diferentes meios e na auséncia e na presenca do complexo Ru-tpy, foi realizada
através do método relativo, utilizando-se a ZnPC, em etanol, como padrdo, conforme
formalismo descrito por Demas e Crosby, 1971 (Demas e Crosby, 1971).
em que ¢ é rendimento quantico, Area ¢ a integral sobre a banda de emissio e n é o indice de
refracdo do solvente.

Uma solugdo de ZnPC em meio organico, utilizada como padrio (P = 0,28) foi
inicialmente preparada de modo a obter uma absorbancia constante na faixa de 0,1 (no
comprimento de onda de excitagc@o). As solugdes contendo a ZnPC em etanol, incorporada aos
lipossomas de longo tempo de circulacdo (LLC) e associada ao complexo Ru-tpy em meio
lipossomal também foram preparadas por dilui¢cdes infinitas, para obter absorbdncias da
ordem de 0,1 (no comprimento de onda de excitagdo), de modo a minimizar o efeito de filtro
interno. A seguir, foi tragado o espectro de emissdo de fluorescéncia corrigido em cada

ambiente estudado, sendo determinada a area sob as curvas no intervalo de 630 a 750 nm.

I11.4.7 Medidas de fluorescéncia resolvida no tempo para a ZnPC em meio lipossomal e

para o sistema misto

Os tempos de vida de fluorescéncia da ZnPC (5,0 pmolL™) incorporada aos

lipossomas e da sua associacdo com o complexo de ruténio em meio lipossomal, foram
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obtidas pela técnica de contagem simples de fétons. O comprimento de onda de excitacdo e de
emissdo utilizado para a ZnPC foi de 633 nm e 680 nm, respectivamente. Para cada medida de
decaimento foram coletadas em média 10.000 contagens. As curvas de decaimento de
fluorescéncia foram analisadas, utilizando-se o software operacional do préprio instrumento,
com ajuste exponencial, os quais foram validados através do valor minimo na fun¢do chi-

quadrado o).

I11.4.8 Estudos dos estados excitados tripletes por fotolise por pulso de laser

Os estados excitados tripletes do fotossensibilizador ZnPC em meio lipossomal e da
associacdo dos dois farmacos em meio lipossomal foram estudados e gerados por fotdlise por
pulso de laser. As solugdes de trabalho foram preparadas de maneira semelhante aquelas
descritas anteriormente na concentragio fixa de 5,0 pmolL™" para o fotossensibilizador ZnPC
e 50,0 umolL'1 para o complexo Ru-tpy .

Utilizou-se como fonte de excitagdo o terceiro harmonico (355 nm) do laser pulsado
de Nd-YAG, como descrito anteriormente na secao I11.3.

O comprimento de onda utilizado para monitoramento da absor¢io méxima do
transiente gerado e para a determinacdo do tempo de vida do estado excitado triplete do
mesmo foi de 480 nm.

O espectro de absorcdo do transiente foi registrado ponto a ponto, em intervalos de
10,0 nm na faixa de comprimento de onda de 300 a 800 nm, onde se utilizaram disparos
ajustados na razdo de 3 disparos seqiienciais para cada intervalo de 10 nm, com excitagdo do

laser em 355 nm.
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I11.4.9 Determinacdo do rendimento quantico de producio de oxigénio singlete (P,)

Inicialmente, analisou-se a eficiéncia quintica de geragdo de 'O, para a Zinco
ftalocianina em meio orginico (etanol). As solugdes possuiam a mesma intensidade de
absorcdo em 355 nm (Abs = 0,3), sendo as mesmas saturadas por degaseamento com 0xigénio
por 30 minutos. Uma solucdo de feoforbide-a, com as mesmas caracteristicas das solucdes
que continham as amostras, foi utilizada como amostra padrio (= 0,59) (Arbogast et al.,
1991). Na deteccdo do ¢, utilizou-se o método fotofisico, que consiste no monitoramento da
intensidade de emissdao de fosforescéncia do 102 em 1270 nm , empregando-se o sistema
resolvido no tempo (E.A.L. — LP 900, pulsado com um laser Nd:YAG a 355 nm, com um
detector de germanio da North Coast Scientific Corporation, modelo 823 A), item III.3. A
poténcia do laser de Nd:YAG utilizado na deteccio do ¢, produzido pelo fotossensibilizador
ZnPC e da associacdo dos dois farmacos em meio lipossomal foi de 30 mJ por pulso. A
intensidade médxima de fosforescéncia no tempo t = 0 foi determinada pelo método relativo

com base na equagdo 2, conforme descrito por Arbogast 1991 (Arbogast et al., 1991).

T
O, =L wq w b
A A
1 kT
Ref A

(Equacio 2)

na qual I € a intensidade de emissdao de fosforescéncia do 102 produzido pelo composto
padrio, I é a intensidade de emissdo de fosforescéncia do '0, produzido pela amostra, P aer €
o rendimento quantico de produgdo de '0, produzido pela referéncia, Taer € 0 tempo de vida

do 'O, produzido pela referéncia e T € o tempo de vida do '0, produzido pela amostra.
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I11.4.10 Estudos de deteccio de NO gerado por fotélise de pulso a laser em 675 nm.

A liberacdo fotoinduzida de NO gasoso foi detectada pelo sensor amperométrico
amiNO — 700, o NOmeter. Sua calibragao foi realizada através de uma solucdo aquosa padrao
de NO gasoso (Kudo et al., 1997). Em uma quantidade de 10 mL de tampao, borbulhou-se
argonio por 30 min a fim de remover todo o oxigénio presente no meio. O gis NO foi gerado
por uma solugdo de 4cido nitrico 50%, na qual mergulharam-se pedagos de cobre metélico
(Cu® (Equag@o 3). Antes de borbulhar a solu¢do padrdo, o gds passou por uma solucdo de
KOH, para remover possiveis tragcos de NO, presentes na mistura gasosa. Esse aparato foi

construido em uma capela (Figura 7).

3CL1(S) + 8H+(aq.) + 8NO3-(aq.)—) ZNO(g) + 3Cu2+(aq,) + 6NO3-(aq.) + 4H20(1) (Equagﬁo 3)
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Figura 7: Aparato montado em capela para geracdo de 6xido nitrico gasoso.

O 6xido nitrico gasoso foi borbulhado por 1 hora. Tempo suficiente para saturar a
solucdo aquosa. A concentracdo da solucao aquosa de NO foi determinada por titulometria,
conforme Mori e Bertotti 2000 (Mori e Bertotti, 2000), para o qual encontrou-se um valor 2,1
% 107 molL™". Assim, a partir dessa solucao padrao de concentracdo conhecida de NO gasoso,
calibrou-se o aparelho. Acoplou-se o0 NOmeter a um frasco lavador contendo 10 mL de
tamp@o, ap6s borbulhar argdnio por 30 min, ajustou-se o aparelho para o zero. Este tampao
deve apresentar o mesmo pH do tampdo que serd utilizado para dissolver o composto no
momento da fotdlise. A seguir gerou-se uma concentracdo conhecida de NO na solucdo de
andlise pela adicdo de um volume especifico da solucdo padrao de NO. Apds alguns
segundos, quando o valor da corrente de NO na solucdo permaneceu constante, adicionou-se
uma nova quantidade da mesma soluc¢io padrao. O aumento observado de corrente mostrou-
se proporcional a concentragdo de NO adicionado.

Com relagéo a utilizacdo do NOmeter, alguns cuidados devem ser considerados, pois a

membrana do eletrodo tem um certo tempo de vida e deve ser trocada periodicamente. Para
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cada membrana é necessaria uma nova calibragdo. E importante que a calibragio seja feita no
mesmo pH em que serd realizado o experimento de fotélise. A resposta amperométrica do
eletrodo depende da concentracdo hidrogenidnica do meio.

Nos experimentos de fotélise, houve um acompanhamento da variacdo
espectroscopica na regido UV-visivel e outro com registro amperométrico in situ da liberagio
de NO gasoso (NOmeter). Para os dois tipos, os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a realizagdo do experimento de fotdlise com acompanhamento da variagdo do
espectro na regido do UV-visivel, preparou-se a amostra do complexo Ru-tpy associado a
Zinco ftalocianina em meio lipossomal. Foi obtido um espectro UV-visivel inicial, antes da
irradiacdo. A seguir a amostra foi irradiada durante certo tempo e foi realizado um novo
espectro na regido do UV-visivel. Esse procedimento foi repetido até que ndo houvesse mais
variagdo no espectro da amostra.

A fotdlise com acompanhamento in situ da liberacdo de NO gasoso foi realizada pelo

acoplamento do NOmeter na cubeta a ser irradiada. Como ilustra a figura 8 abaixo.
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Figura 8: Medida do NO liberado através do NO-meter (acima) e da fibra do Laser (abaixo).

O célculo de rendimento quantico de NO (¢no) foi realizado com base nos resultados
obtidos em cada pico do cronoamperograma, no qual foi calculado um valor de concentracao
de NO liberado. Com o valor da intensidade da luz incidente (I5) fornecida, calculou-se pela
Equacido 4 o rendimento quantico ¢, para cada irradiacdo. Esses valores foram plotados em
um grafico em fun¢do do tempo. O valor extrapolado para tempo zero por regressao linear foi
admitido como sendo o do rendimento quantico de liberacao de NO (¢Ono). Isso foi feito com
o intuito de minimizar o efeito de fotdlises secundarias. Ou seja, a partir de certo tempo de
irradiacdo pode ocorrer fotodegradagdo dos produtos, e o rendimento quéntico calculado

passa a ndo corresponder a reacdo de interesse.
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0, = oL
b xtx(1-107)

(Equacao 4)

n;, = nimero de moles de NO liberados pela reacdo fotoquimica;

I = intensidade da luz incidente;

t =tempo de fotdlise (s);

1 - 10™ = quantidade de luz absorvida pela amostra, onde abs é o valor da

absorbancia da amostra no comprimento de onda de irradiagdo.

111.4.11 Estudos in vitro

I11.4.11.1 Crescimento e manutencio da cultura de células da linhagem neoplasica de

melanoma de rato (B-16 F10)

Para a manutencdo e crescimento das células B-16 F10 s@o necessdrios vdrios
cuidados, como o descongelamento e a preparagido do meio de cultura das mesmas.

As matrizes de células B-16 F10 (0,5 x 10° células/mL) estocadas em nitrogé€nio
liquido foram descongeladas a 37°C e adicionadas a um frasco de cultura (Corning, estéril, de
75 sz) contendo 10,0 mL do meio completo (RPMI 1640). O frasco de cultura foi colocado
em uma incubadora a 37°C com 5,0 % de CO, durante 48 horas.

Ap6s este periodo, realizou-se a primeira repicagem de células. Como as células
crescem aderidas no frasco celular, foi necessaria a utilizagdo de uma solucdo de tripsina
0,05% para soltd-las, sendo necessdrio o contato com esta solugdo por aproximadamente 60
segundos. Assim, o meio contendo as células foi adicionado em um tubo conico do tipo
Falcon e centrifugado a 25 °C com rotacdo constante de 5000 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso com 10 mL de meio completo; as células

foram, entdo, distribuidas em dois frascos de culturas celulares novos de 75 cm?>.
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A troca de meio destas células foi realizada sempre que necessario, em média a cada

dois dias. Quando o nimero médio de células atingiu 1,5 x 106 células/mL, ou uma nova
subcultura de células (0,5 x 10° células/mL) foi preparada ou as mesmas foram isoladas e
congeladas.

No processo de congelamento, as células foram lavadas com o meio RPMI e
posteriormente congeladas em tubos criogénicos, contendo uma solugdo composta de soro

fetal bovino e DMSO (90/10) numa proporg¢éo final de 4:1.

I11.4.11.2 Controle da integridade da membrana celular

Quando se trabalha com cultura de células, costuma-se analisar a integridade da
membrana celular como controle de viabilidade em fun¢@o do crescimento. Este controle foi
feito também para avaliar o nimero médio de células presente na cultura bem como, para
avaliar o ndmero de células com rompimento de membrana plasmadtica. Este teste utiliza o
corante azul de tripan e € chamado teste de exclus@o do azul de tripan.

Assim, com base no nimero total de células contadas tem-se uma amostragem
estatistica de toda a cultura celular. Este teste foi aplicado rotineiramente para controle do
crescimento e viabilidade das culturas celulares (Gareth, 1996; Freshney, 1986).

Sendo assim, em um tubo de 1,5 mL foram colocados 180 UL de tampao Hank's, 180
pUL de solucdo de azul de tripan (0,4 % m/v) e 20 uL da suspensdo de células. A mistura foi
agitada, e apds dois minutos com a ajuda da cimara de Neubauer, fez-se a contagem das
mesmas e calculou-se a viabilidade celular.

Um outro método para avaliar a atividade celular, ¢ o método que se baseia no uso do
corante (3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometo difenil tetrazolium), conhecido como teste do
MTT. Este ensaio € apropriado para se determinar espectrofotometricamente o nimero total

de células como funcdo da atividade mitocondrial intacta, ou seja, células vivas.
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O método do MTT ¢ simples, confidvel e reprodutivel. Solu¢cdes de MTT dissolvidas
em meio de cultura ou em solucdes salinas, balanceadas na auséncia de indicador vermelho de
fenol, sdo de cor amarelada. A dehidrogenase mitocondrial das células vidveis atuam sobre o
anel tetrazolium, produzindo cristais de formazan de cor purpura, os quais sdo insoliveis em
solugdo aquosa. Os cristais sdo entdo dissolvidos em isopropanol acidificado. O produto
obtido é monitorado espectrofotometricamente em 560 e 690 nm. Um aumento ou diminuicao
no ndmero de células resulta em uma mudanga concomitante na quantidade do formazan
formado, indicando assim o grau de citotoxicidade (Vistica et al., 1991; Mosmann, 1983).

O método do MTT de monitoramento da citotoxicidade in vitro é bem estabelecido
para o uso com placas de pocos mdltiplos. Para melhores resultados, devem ser empregadas
sempre as células na sua fase logaritmica de crescimento e o nimero final de células ndo deve
exceder 1,0 x 10° células/mL. Cada teste deve incluir um controle contendo meio completo na
auséncia do farmaco em estudo.

Inicialmente, as células B-16 F10 foram removidas da incubadora, sendo levadas a
capela de fluxo laminar e distribuidas nas placas de pocos multiplos (96 pocos). A estas
células foi adicionada uma solugdo de MTT 1,0 mg/mL. A cultura foi conduzida a incubadora
por 4 horas. Ap6s o periodo de incubag@o, as células foram removidas da estufa de CO; e os
cristais de formazan resultantes foram dissolvidos pela adi¢do de isopropanol.

O teste € finalizado através de medidas espectrofotométricas da absorbancia no
comprimento de onda de 560 nm, descontando-se a absorbancia de fundo a 690 nm
(Freshney, 1986). Estas medidas foram obtidas por um sistema de leitura de microplacas

(ELISA) da Molecular Device modelo Versa Max.
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I11.4.11.3 Determinacio da Toxicidade da ZnPC, do complexo Ru-tpy e do sistema

lipossomal misto na auséncia de luz.

Uma suspensio de 0,5 x 10° células/mL da linhagem B-16 F10 foi preparada
inicialmente. As células foram entdo incubadas em placas de petri (60 mm x 15 mm), com
meio completo. Apds as células atingirem confluéncia (de 24 a 48 horas), o meio foi retirado
e as células foram lavadas com 5 mL de tampdo Hank’s. Logo em seguida a retirada do
tampdo foram adicionadas as solucdes em estudo para serem testadas em um meio especifico
contendo 3% de soro fetal bovino no volume final de 3mL. Depois de 3 horas de incubacio
das células, as solugdes foram retiradas, lavadas novamente com tampa@o Hank’s e soltas com
a solugdo de tripsina 0,25%. Estas suspensdes de células foram, entdo, transferidas para um
tubo falcon e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado e as células
foram suspensas com o0s seus respectivos meios. As suspensdes foram, em seguida,
transferidas para as placas de pocos multiplos (96 pogos) com 200 L por pogco de meio
completo. Depois de 24 horas o meio foi retirado, as células foram lavadas com 200 uL de
tampao Hank's e foram adicionados 50 pL da solu¢do de MTT 1 mg/mL. As células foram
incubadas por mais 4 horas e 150 puL de isopropanol foram acrescentados para completa

solubilizacdo do formazan.

11.4.11.4 Estudo da fototoxicidade do sistema lipossomal da ZnPC e do sistema

lipossomal misto

Nos estudos de fototoxicidade, foi avaliado o efeito da luz sobre as culturas celulares
(células B-16 F10) incubadas com o sistema lipossomal, variando a concentragdo da Zinco
ftalocianina de 1 e 5 umolL'1 e a concentracdo fixa de 50 pmolL™ para o complexo de
ruténio. Entdo analisamos o efeito da concentragdo da ZnPC sob a concentracdo fixa do

complexo de ruténio. Neste experimento, as células com aproximadamente 1 x 10° células/mL
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foram incubadas por um intervalo de tempo de 3 horas a 37° C em uma estufa de CO,. Os
sistemas lipossomais foram retirados e adicionou-se tampao Hank s nas placas de Petri.

A cultura celular foi submetida & intensidade de irradiacdo de 0,5 J/em? obtido do
sistema laser de diodo Eagle da Quantum Tech, no comprimento de onda de emissdo em 675
nm acoplado a uma fibra 6ptica, operando no maximo de 300 mW de poténcia.

Ap6s a irradiagdo, tampdo Hank’s foi removido, as células foram transferidas para as
placas de multipocos com meio RPMI completo e levadas a estufa de CO; por um periodo de
24 horas. Apds este intervalo, foi realizado o ensaio de viabilidade com MTT para a avaliacdo
da viabilidade celular.

Os dados encontrados através do teste de MTT foram analisados utilizando o
programa Excel Microsoft 2003 e as andlises estatisticas foram realizadas no programa Prism
3.0, através dos testes de andlise de varidncia (One-way Anova) sendo aplicado o pds-teste

Newman-Keuls.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho se baseia nos estudos para a utilizacdo sinérgica das espécies
reativas de oxigénio (EROs) e das espécies reativas de nitrogénio (ERONs) geradas pelo
emprego de um agente fotossensibilizador cldssico (a ZnPC) e de um complexo nitrosilo de
ruténio Ru-tpy capaz de potencializar a acdo da Terapia Fotodindmica no tratamento de
células neoplésicas.

Realizamos o estudo destes farmacos associados a veiculos de liberagdo de origem
lipidica como os lipossomas. Neste trabalho, escolheu-se os lipossomas de longo tempo de
circulacdo (LLC), a base de DL-o-dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC) 0,525 mmolL" e
polietileno glicol (PEG) preparados pelo método de injecdo etandlica, conforme descrito na
secdo I11.4.2.

Sendo assim, foi realizada inicialmente, a caracterizacdo espectroscOpica do
sistema lipossomal da ZnPC associada ao complexo Ru-tpy. Além deste estudo, foi realizada
a caracterizacdo espectroscépica da ZnPC em meio organico (etanol) e do complexo Ru-tpy

em tampao fosfato, para efeito de comparagio.
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IV.1 Estudos Fotofisicos

IV. 1.1 Estudos espectroscopicos no estado estacionario da Zinco ftalocianina (ZnPC) e

do complexo Ru-tpy em meio homogéneo e lipossomal

A escolha do fiarmaco fotossensibilizador adequado deve ser baseada sempre na
investigacdo preliminar dos parametros fotofisicos em solu¢do homogénea e nos sistemas
micro-heterogéneos a serem utilizados em sua veiculacdo in vitro e in vivo. Tais sistemas sao
importantes, pois aumentam a seletividade dos mesmos pelos tecidos tumorais, sendo este um
dos principais objetivos a serem atingidos nos estudos envolvendo a TFD. Estes estudos
mimetizam ao maximo os sistemas bioldgicos reais, oferecendo assim a possibilidade de se
controlar a biodistribuicdo e farmacocinética dos sistemas, quando administrados nos tecidos
tumorais e peritumorais.

Com base nas consideragdes apresentadas, na primeira etapa do trabalho, foram
realizados estudos espectroscépicos no estado fundamental (espectroscopia de absor¢do e de
emissdo de fluorescéncia no estado estacionario) da ZnPC em etanol, do complexo Ru-tpy em
tampao fosfato e dos farmacos associados em meio lipossomal.

Nas Figuras 9 e 10, respectivamente estdo apresentados os espectros de

absor¢do para a ZnPC (5,0 umolL™) em etanol e do complexo Ru-tpy em tampio fosfato

(50,0 umolL™).
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Figura 9: Espectro de absor¢do da ZnPC (5,0 pumolL™) em etanol.

O espectro de absor¢do da ZnPC (5,0 umolL'l) em etanol revelou um maximo de
absorcdo na banda-Q do espectro em 666 nm. Esta banda estd localizada dentro da janela
terapéutica (600-800 nm), regido médxima de penetracdo tecidual, reforcando desta forma a
idéia de que este farmaco pode ser muito util para os estudos in vivo futuros (Nunes, S. M. T.,

2003; Oliveira, D. M., 2006).
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Figura 10: Espectro de absor¢do do complexo Ru-tpy 50 umolL" em tampao fosfato, pH=

7,4.

Ja o perfil do espectro de absor¢do para o complexo Ru-tpy apresentou como
esperado, uma banda em 356 nm atribuida como sendo uma banda Transferéncia de Carga
Metal Ligante (TCML) do tipo d(Ru")—m*(bdqi-COOH,NO"). Observou também a banda
de TCML na regido do visivel (500 nm), devido a transicéo dn(RuH)—m*(bdqi—COOH). Este
comportamento para o complexo nitrosilo de ruténio foi muito estudado (Oliveira et al., 2004;
de Lima et al., 2005), e esta de acordo com a literatura (de Lima, R. G., 2006).

Utilizamos também a espectroscopia de fluorescéncia para a caracterizagdo das

propriedades fotofisicas da Zinco ftalocianina (5,0 pmolL™).
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Figura 11: Espectro de emissdo de fluorescéncia (excitagdo fixa em 610 nm) da ZnPC (5,0

umolL™) em etanol.

O espectro para a ZnPC sob excitacdo de 610 nm demonstra o maximo de emissao de
fluorescéncia 682 nm, coerente com dados ja relatados na literatura (Tedesco, Rotta e
Lunardi, 2003; Oliveira et al., 2006).

No entanto, ao excitarmos o complexo Ru-tpy em dois comprimentos de onda
distintos, 355nm e 532 nm, ndo observamos uma emissdo de fluorescéncia. Este
comportamento foi observado também para outros nitrosilos de ruténio como discutido por
Sauaia et al 2005 (Sauaia et al., 2005b) e Oliveira et al 2004 (Oliveira et al., 2004).

Os perfis espectrocopicos de absorbancia e emissao de fluorescéncia para a associagio
lipossomal da ZnPC com o complexo Ru-tpy foram também avaliados e discutidos a seguir.

Os sistemas lipossomais estudados sdo compostos de DPPC/ col/ PEG na
concentragdo de 11:6:0,7 (onde DPPC = dipalmitoil fosfatidilcolina, col = colesterol e PEG =
polietileno glicol).

A figura 12 mostra os espectros de absor¢do da ZnPC, do complexo Ru-tpy e da

associacdo dos dois compostos em meio lipossomal .
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Figura 12: Espectro de absor¢do em meio lipossomal da ZnPC (I), do complexo Ru-tpy (I) e

dos dois compostos associados ({]).

Podemos observar que apds a associagdo dos fairmacos no sistema lipossomal, ndo
houve mudangas na posicdo dos comprimentos de onda de absorcdo e emissdo maxima dos
farmacos estudados, nem tdo pouco mudangas em seus perfis espectrais.

A espectroscopia de absorcdo dos farmacos associados no sistema lipossomal também
ndo revela a presenca de dimeros ou agregados superiores para a faixa das concentracdes
estudadas (para ZnPC 5,0 umolL" e para o complexo 50,0 umolL™). Um perfil espectral, com
bandas finas de absorcdo centradas em 670 nm para a Zinco ftalocianina e a banda pequena
em 356 nm e a banda larga em 500 nm para o complexo Ru-tpy, idéntico ao observado em
solugdo homogénea, confirma que ndo houve mudangas nas propriedades espectrais dos

mesmos apds sua incorporagdo nesse sistema de liberagao.
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IV.1.2 Caracterizacao do sistema lipossomal misto por medida do tamanho de particulas

Este estudo € realizado apenas para analisar o tamanho das particulas formadas,
determinando uma caracteristica particular do sistema de veiculagdo preparado. A anilise da
distribuicdo do tamanho da ZnPC, do complexo Ru-tpy e da associacdo dos dois compostos
em meio lipossomal, foi realizada no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
FCFRP/USP da Prof* D*. Maria Vitéria Lopes Badra Bentley, em um equipamento adquirido
junto ao grupo Multiusudrio do qual fazemos parte.

A técnica do espalhamento de luz tem como objetivo auxiliar na caracterizacido dos
lipossomos, os quais devem apresentar dimensdes nanométricas.

As amostras foram diluidas em dgua mili-Q (propor¢do 1:10) e submetidas a medidas
de espalhamento dindmico de luz, utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano System ZS
(Malvern-UK). Estas amostras foram colocadas em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho
optico e as medicdes foram feitas a temperatura ambiente (25°C). O equipamento possui um
laser de He-Ne de 4 mW operando num comprimento de onda de 633 nm e realiza as
medi¢des ndo invasivas por “backscatter optics” (NIBS). As medi¢des foram feitas num
angulo de deteccdo de 173° e a posicdo da medicdo na cubeta foi automaticamente
determinada pelo software do equipamento. O equipamento realiza em média 12
determinagdes para cada anélise.

O tamanho das particulas foi medido pelo mesmo equipamento de espalhamento
dindmico da luz. Neste experimento, o equipamento utiliza um laser modulado e mede o
deslocamento Doppler na luz espalhada pelas particulas e realiza em média vinte e duas
medidas para cada amostra analisada.

A técnica de determinacdo do tamanho a partir do didmetro hidrodindmico de
particulas por espalhamento de luz se baseia na andlise do movimento Browniano de
particulas que é representado por uma fung¢éo de correlacdo (G) com decaimento exponencial,

conforme descrito pela equagdo 5.
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G(r)= A[l+ Bexp(-2I'7)) (Equagdo 5)

Onde A, € a linha de base, B, € o intercepto para a fungcdo de correlacio,
I'= qu, sendo D, o coeficiente de difusao translacional, q = (4 Tn/ A,) sin (0 / 2), sendo n, o
indice de refracdo da solug@o, Ao, 0 comprimento de onda do laser, 6, o dngulo da luz
espalhada e T, é o tempo em segundos gasto para se determinar a curva de correlacao.

O tamanho médio € entdo calculado a partir da funcdo de correlagdo, utilizando-se
varios algoritmos presentes no software do equipamento. Em nosso trabalho utilizamos o
algoritmo CONTIN, mais satisfatorio para distribui¢des dentro do intervalo de tamanho
esperado.

A Tabela I sumariza os valores de tamanho das particulas encontrado nas amostras

analisadas.
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Tabela I - Tamanho das particulas

Lipossoma Tamanho de particula (nm)
Vazio 66
ZnPC 78
Ru-tpy 72
ZnPC/Ru-tpy 82

Os resultados obtidos demonstram um diametro médio de 74,5 nm para os lipossomas.
Entretanto, ocorre um aumento de tamanho no sistema lipossomal misto ZnPC/Ru-tpy. Este
efeito € esperado uma vez que deve se considerar a associagdo de duas moléculas no mesmo
sistema de liberacdo. Apesar disto, este sistema ainda apresenta um tamanho dentro da faixa

que permite uma interag@o celular e sua interiorizacao.

IV. 1.3 Estudos espectroscopicos no estado estacionario da ZnPC associada ao complexo

Ru-tpy em meio lipossomal

Nos estudos de emissdo de fluorescéncia apresentados na figura 13, observa-se

somente uma diminuicdo da intensidade de emissdo de fluorescéncia da ZnPC apds sua

associagdo ao complexo.
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Figura 13: Espectro de emissdo de fluorescéncia da ZnPC (I)e associada ao complexo Ru-

tpy (I) em meio lipossomal.

Diante destes resultados, achamos interessante observar qual a interferéncia do
complexo de ruténio na emissdo de fluorescéncia da ZnPC, analisando também o valor do
rendimento quantico de fluorescéncia do sistema lipossomal misto (ZnPC/Ru-tpy).

A reducdo na intensidade de fluorescéncia da ZnPC em meio lipossomal apds a
associacdo com complexo Ru-tpy foi discutida considerando o efeito de supressdo induzida
pelo complexo de ruténio.

Este comportamento obervado nos leva a pensar que embora a interacdo da ZnPC com
o complexo Ru-tpy ndo leve a mudangas drésticas no perfil e comportamento de absor¢ado, o
mesmo afeta as propriedades do primeiro estado excitado da ZnPC, levando a uma redugéo do

tempo de vida da mesma.
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IV.1.4 Estudos de supressao de fluorescéncia da Zinco ftalocianina pelo complexo Ru-

tpy em meio lipossomal

A supressdo da intensidade de fluorescéncia da ZnPC pelo complexo Ru-tpy foi
monitorada pela medida da intensidade de fluorescéncia com excitagdo fixa em 610 nm em
funcdo do aumento de concentracdo do complexo de ruténio na faixa de concentracdo (0 a

50,0 pmolL™") (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos da supressdo na emissdo de fluorescéncia da ZnPC (5,0 umolL'l)
conforme adicdo do complexo Ru-tpy em meio lipossomal, na faixa de concentracdo

crescente (0 a 50,0 p,molL'l).

Os dados obtidos a partir dos experimentos no estado estaciondrio foram analisados

inicialmente pela equacdo 1 de Stern-Volmer:

In/ly =1+ kq To =1 + Ksv [Q] (equacdo 1)
Onde: Iy e I sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenga do supressor

respectivamente, kq € a constante de velocidade de supressdo, To € o tempo de vida do

68



fluoréforo ZnPC na auséncia do supressor, [Q] € a concentracdo do supressor e Ksv = kq 7y é
a constante de supressao de Stern-Volmer (Lehrer, 1971).

Os gréificos de Stern-Volmer foram construidos a partir das intensidades de
fluorescéncia relativas, e os valores das constantes de supressdo de Stern-Volmer, Ksv, foram

obtidos utilizando-se o método de ajuste linear de acordo com a equacdo 1.
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Figura 15: Grafico de Stern-Volmer para a supressdo da fluorescéncia da ZnPC conforme

adi¢do do complexo Ru-tpy (R* = 0,982964).

A constante de Stern-Volmer obtida foi Ksv = 5793.4 mol'L de acordo com ajuste
linear mostrado na figura 15. Com este valor conseguimos calcular a constante de supressao
kq deste sistema pela equacdo 1 mostrada acima.

O kq obtido foi de 1,9 x 10" mol'L s™ sugerindo uma grande capacidade de supressao
da fluorescéncia da ZnPC pelo complexo de ruténio. Para efeito de comparacdo, calculamos o

kq do supressor AQS" (9,10-antraquinona-2-sulfonatada) utilizado nos experimentos de
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supressdo de fluorescéncia da ZnPC em suspensdo lipossomal realizado anteriormente
(Nunes, S. M., 1999). O kq obtido por este supressor AQS" foi de 3,67 x 10" mol'Ls™.

Pela andlise dos espectros de emissao de fluorescéncia da ZnPC no sistema lipossomal
misto mostrado acima e comparando os valores de kq calculados, observamos que o
complexo Ru-tpy possui uma elevada capacidade supressora sendo maior que o AQS,
confirmando portanto, este efeito no sistema lipossomal proposto (ZnPC/Ru-tpy).

Este resultado pode ser melhor explicado considerando estudos eletroquimicos que
sugerem um possivel processo de transferéncia de elétron da interacdo da ZnPC com o
complexo Ru-tpy. A Figura 16 apresenta um voltamograma ciclico do complexo Ru-tpy (1,0
mmolL'l) em tampdo fosfato (10,0 mmolL'l) usando NaBF,; (0,1 molL'l) como eletrélito
suporte. Podemos observar duas curvas catddicas reversiveis em -0.13 V e -0.60 V (vs
Ag/AgCl) atribuidas 2 redugdo do NOY/NO* ¢ NO’/NO' respectivamente, estando de acordo
com a literatura (Sauaia et al., 2005a). A liberagdo de NO pelo complexo Ru-tpy foi também
comprovada pela detecg@o de NO in situ, quando uma solucio aquosa do complexo Ru-tpy foi
submetida a um potencial de eletrélise de -0,20 V vs Ag/AgCl. O experimento foi realizado
sob atmosfera de argénio para minimizar reacdes secundarias, envolvendo o consumo de NO
livre. O sinal obtido pelo sensor foi observado quando a eletrélise foi iniciada e estd

apresentado no inserto da Figura 16, indicando a presenca de NO livre.
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Figura 16: Voltanograma ciclico do complexo Ru-tpy (1,0 mmolL™") em 10 molL™" de
tampao fosfato (pH 7.4). (As setas indicam o comeco e a dire¢do). O inserto é o
cronoamperograma de liberagdo do NO controlada pelo potencial de eletrdlise em

-0.2 V vs Ag/AgCl da solugdo do complexo Ru-tpy.

Desta forma, o mecanismo de supressdo do complexo Ru-tpy pode ter envolvido o
estado singlete excitado da ZnPC. Estima-se que energia da banda Q da ZnPC é de 1,81 eV.
Levando em consideracio que o estado fundamental da ZnPC/ZnPC* tem um potencial de
oxidacdo de +0,80 V vs Ag/AgCl (Ma et al., 2007), foi estimado que a variagcdo de potencial
para '"ZnPC* foi -1,00 eV para o estado singlete. Para o complexo de ruténio
[Ru(NHNHq)(tpy)NO*I**/[Ru(NHNHgq)(tpy)NO"]** seu potencial de reducdo é -0.13 V vs

Ag/AgCl. Desta forma a ZnPC * deve reduzir facilmente o NO, como descrito na equacio 6.
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'ZnPC* + [Ru(NH.NHq)(tpy)NO]** — ZnPC +[Ru(H,O)(NH.NHq)(tpy)]**+ NO°

(Equacéo 6)

Portanto, o mecanismo descrito de transferéncia de elétron é o principal responsavel
pela interacdo do estado singlete excitado da ZnPC com o complexo Ru-tpy. Sabemos ainda
que a ZnPC pode atuar pelo mecanismo Tipo I e Tipo Il e que a quantificacdo de oxigénio
singlete deste sistema refor¢a a idéia de que algum processo de energia estd ocorrendo entre

3ZnPC* e o oxigénio molecular do meio, liberando '0,.

IV.1.5 Determinacao do rendimento quantico de fluorescéncia (®¢) da ZnPC e de sua

associacao ao complexo Ru-tpy em meio lipossomal

As medidas das propriedades de fluorescéncia de uma molécula (espectro de
fluorescéncia, espectro de excitacdo, rendimento quantico e tempo de vida de fluorescéncia)
sdo importantes para o entendimento da fotoquimica e fotofisica das espécies no estado
excitado singlete.

A absorcao de um féton de luz por uma molécula no estado fundamental (So) promove
seus elétrons aos estados excitados singletes mais energéticos (Sn), de onde os mesmos
podem retornar para o estado fundamental por vérios processos radiativos e ndo radiativos. A
razdo entre os nimeros de fétons emitidos a partir do estado excitado singlete por processo
radiativo (denominado fluorescéncia) e o nimero total de fétons absorvidos define um
pardmetro fotofisico denominado rendimento quantico de fluorescéncia (®¢) (Turro, 1978).

O rendimento quantico de fluorescéncia (Pr) pode ser definido como (Lakowicz,

1999):
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o = n° de moléculasfluorescentes por unidade de tempo por unidade de volume

! n° de quanta absorvidos por unidade de tempo por unidade de volume

(Equacdo 7)

Esse pardmetro fotofisico nos fornece a relagdo entre a quantidade de moléculas que
efetivamente fluorescem (np) em relagdo ao ndmero total de moléculas que foram

eletronicamente excitadas (Nexc),

o, =" Equacio 8
N (Equag )

O ndmero de moléculas excitadas €, em principio, equivalente ao nimero de fétons
incidentes e absorvidos.

Nas medidas experimentais de ®; é necessdrio que haja uma corre¢do prévia do
espectro de emissdo do material ou o uso de um padrio que apresente propriedades
semelhantes as da espécie em andlise (o espectro de emissdo da amostra deve apresentar a
mesma faixa do de emissdo do padrdo) (Demas;Crosby, 1971).

Os &; geralmente sdo determinados de forma relativa as propriedades previamente
definidas para um composto padrio (Demas;Crosby, 1971), conforme descrito na parte
experimental (secao I11.4.6).

Uma vez que a TFD ¢ altamente dependente da produgdo de oxigénio singlete ('0y), 0
&, é uma propriedade fotofisica de grande importancia para os FSs, uma vez que interfere
diretamente na desativacdo deste estado. Compostos altamente fluorescentes, usualmente sao
pouco eficientes como agentes fotodindmicos, uma vez que a desativacdo do estado singlete
excitado leva a baixa a produgdo de estados excitados tripletes formados pelo processo de
cruzamento intersistemas, o que resulta em baixos processos de transferéncia de energia entre
o estado excitado triplete e o oxigénio, produzindo 102. Assim, os baixos valores de Py
encontrados contribuem para a formagdo dos estados excitados tripletes e, portanto, a

producdo o '0,.
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Utilizamos como padrdo uma solu¢do de ZnPC em etanol (®; = 0,28) conforme
descrito por Oliveira, 2006 (Oliveira et al., 2006).

O método utilizado foi baseado no formalismo descrito por Eaton (Eaton, 1988b;
Eaton, 1988a), onde o rendimento quantico de uma amostra desconhecida é dado em relacdo a

um padrio, como demonstrado na Equacgdo 9.

_ Area,,,,. Absorbdncia padrao Mpadrao
¢amostra - A Ab ba . X ¢padrdo
r eapadrdo Sor ancuumostru namostm
(Equacao 9)

em que ¢ € rendimento quantico, Area € a integral sobre a banda de emissdo e n é o indice de

refragdo do solvente (Demas;Crosby, 1971).

As absorbancias no comprimento de onda de excitagdo foram mantidas em
aproximadamente 0,01, minimizando a influéncia da concentragdo que pode atuar como um
filtro interno. Todas as dreas sob os espectros de emissdo foram determinadas a partir dos
espectros de fluorescéncia corrigidos. Houve o cuidado para que todas as condicdes
experimentais fossem idénticas como temperatura, equipamento, caminho dptico, etc.

A Tabela II a seguir demonstra os resultados:

Tabela II - Rendimentos Quanticos de Fluorescéncia (Py)

Amostra o,
ZnPC em etanol ? 0,28
ZnPC em lipossoma * 0,13
ZnPC/Ru-tpy em 0,05

lipossoma

a: (Oliveira et al., 2006)
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Pode-se observar que o rendimento quéntico de fluorescéncia do fotossensibilizador
ZnPC diminui apds sua incorporagdo no sistema lipossomal, comparando esse resultado com
meio orginico homogéneo (Oliveira et al., 2006). Esta diminuicdo se torna ainda maior,
quando a ZnPC estd associada ao complexo Ru-tpy em lipossoma, observando-se uma
diminui¢do do rendimento quantico de fluorescéncia da ZnPC de 40% comparado com o valor
sem a associacdo. Este comportamento € confirmado no estudo de supressao da fluorescéncia
da ZnPC pelo complexo realizado anteriormente.

Um menor rendimento quéntico de fluorescéncia pode implicar em um maior
rendimento quantico de producdo de estado excitado triplete, de onde se originam os
processos de fotossensibilizagc@o responsaveis pela morte das células malignas.

No entanto, embora ainda mais baixos, os valores do @ encontrados permitem que o

sistema apresente fluorescé€ncia util para fotodiagnéstico.

IV.1.6 Medidas de fluorescéncia resolvida no tempo para a ZnPC em meio lipossomal e

da sua associacdo ao complexo Ru-tpy em meio lipossomal.

O tempo de vida de uma substancia fluorescente representa o tempo médio que esta
molécula permanece no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental. A natureza
precisa do decaimento de fluorescéncia pode revelar detalhes sobre as interacdes do
fluoréforo com o meio em que se encontra numa escala de tempo da ordem de nanosegundos.
Esta informacdo estd contida no espectro de emissdo resolvido no tempo. Estes estudos
complementam a caracteriza¢do do estado excitado singlete do fotossensibilizador associado
ao complexo de ruténio.

Dentre os métodos disponiveis para se medir os decaimentos de fluorescéncia, um dos

mais usados é o método de contagem simples de f6tons. Neste método, a amostra € excitada
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por um flash de luz e, em seguida, um sistema de deteccdo mede o tempo entre este pulso e a
chegada do primeiro féton a fotomultiplicadora (Phillips e O'Connor, 1984).

O tempo de vida do estado excitado € derivado das curvas de decaimento que mostram
os decaimentos de fluorescéncia ajustados, bem como os desvios e residuos médios. Nas
curvas de decaimento de fluorescéncia, a intensidade de luz decresce com o tempo apds a
remocdo da luz de excitagdo. Para a ZnPC associada ao complexo de ruténio em meio
lipossomal foi obtida a curva de decaimento apresentadas na figura 17.

O comprimento de onda de excitag@o utilizado para a ZnPC nos meios estudados foi
de 633 nm, enquanto a emissao de fluorescéncia foi monitorada a 680 nm. Para cada medida
de decaimento foram coletadas em média 10.000 contagens.

O tempo de vida do estado excitado € derivado das curvas de decaimento que mostram
os decaimentos de fluorescéncia ajustados, bem como os desvios e residuos médios. Nas
curvas de decaimento de fluorescéncia, a intensidade de luz decresce com o tempo apds a

remocgdo da luz de excitagdo. A curva de decaimento obtida estd apresentada na Figura 17.
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Figura 17: Curva de decaimento e ajuste exponencial para o fotossensibilizador ZnPC (5,0
umolL'l) associado ao complexo Ru-tpy (50,0 umolL'l) em lipossoma. O Inserto abaixo da

figura representa o residuo médio.

Os tempos de vida dos decaimentos estdo sumarizados na Tabela III.
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Tabela III - Tempos de vida de fluorescéncia (t;), Amplitude relativa (A) para o

fotossensibilizador ZnPC em meio homogéneo, meio lipossomal e associado ao complexo

Ru-tpy.
Sistemas T, (ns) Ay T, (ns) A
ZnPC em etanol® 4,00+0,02 100 - -
ZnPC em lipossoma® 3,00+£0,06 472 0,94+0,03 528
ZnPC/ Ru-tpy 3,19+ 0,04 72,0 091+0,02 28,0

a: (Oliveira et al., 2006)

Quando incorporado ao lipossoma, o decaimento cinético de fluorescéncia da ZnPC
apresenta uma cinética biexponencial. O decaimento biexponencial observado estd
relacionado com a heterogeneidade do sistema lipossomal. Assim, os dois tempos de vida
encontrados para a ZnPC em meio lipossomal, sdo atribuidas as moléculas de ZnPC
localizadas em diferentes ambientes quimicos, de acordo com Oliveira, 2006 (Oliveira et al.,
2006). Resultados similares tém sido relatados para muitos outros fotossensibilizadores, tais
como os derivados de fenotiazinas em diferentes meios microheterogéneos (Balasubramaniam
e Natarajan, 1997; Viswanathan e Natarajan, 1996). A presenca do complexo Ru-tpy nio
provocou alteragdo significativa no tempo de vida para a ZnPC em meio lipossomal,
apresentou também um segundo tempo de vida, permanecendo a cinética de decaimento do
tipo biexponencial. Houve mudanca na populagao relativa de cada estado excitado, o que estd
de acordo com o esperado considerando uma redistribuicdo do fotossensibilizador com a
adi¢do de mais uma espécie.

Pode-se assim concluir que os decaimentos obtidos para a ZnPC dependem do meio
em que a mesma se encontra. Isto € confirmado pela diferenca entre os tempos de vida obtidos

para o meio homogéneo (etanol).
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Na seqiiéncia dos estudos de caracterizagdo dos estados excitados estd o estudo do

comportamento do estado excitado triplete.

IV.1.7 Estudos dos estados tripletes por fotélise por pulso de laser

A acdo fotodinamica dos fotossensibilizadores (FS) nos sistemas bioldgicos envolve,
principalmente o primeiro estado excitado triplete (T;) do FS, que é formado pelo cruzamento
intersistema do estado excitado singlete de vida curta, inicialmente produzido pela absorcdo
da energia radiante. A fotossensibilizacdo celular ocorre devido a reagdo desta espécie
excitada (T,") com o oxigénio molecular, usualmente presente no meio, gerando oxigénio
singlete (Spikes, 1986).

Entretanto, cabe ressaltar que a fototoxicidade das ftalocianinas ndo se limita apenas a
producdo de oxigénio singlete ('O,) como espécies reativas de oxigénio. A absor¢do de
elétrons fotoinduzida por biomoléculas apropriadas levam a reagdes de transferéncia de
elétrons, ou abstracdo de hidrogénio de moléculas bioldgicas que resultam na producio de
radicais livres que podem atuar, simultaneamente com a producdo de oxigé€nio singlete
(processo do Tipo II) (Viola et al., 1998)e também com a producéo de outras espécies reativas
de oxigénio (EROs , processos do Tipo I). Isto faz deste fotossensibilizador especial atuando
na produc¢do de mais de um tipo de espécies excitadas.

Segundo Rotta et al 2003 (Rotta, Lunardi e Tedesco, 2003),apds a irradiag¢do, a ZnPC
estd no seu estado triplete e pelo processo de transferéncia de elétrons pode formar o anion
radical ZnPC™~ que pode sua vez doa seu elétron para o di6xido de hidrogénio produzindo
anion radical superéxido (O,7). A fotossensibilizagdo também pode gerar a formagdo radical

hidroxila (OH) pela redugdo do peréxido de hidrogénio (Equagdes 10-14).
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ZnPC + hv — 'ZnPC — *ZnPC Equacio (10)

37nPC + ZnPC — ZnPC"~ + ZnPC** Equagdo (11)
ZnPC"™ + 0, —ZnPC™ + 0,°" Equagiio (12)
0, + 0, + 2H" - H,0, + O, Equacio (13)
ZnPC'™ + H,0, —s ZnPC + *OH + OH" Equacio (14)

Dentre as técnicas resolvidas no tempo baseadas no monitoramento direto da absorcdo
ou emissdo de um intermedidrio reacional de vida curta, a técnica de fotdlise por pulso de
laser € uma das mais utilizadas (Oliveira et al., 2006; Pelegrino et al., 2005; Simioni et al.,
2008). Esta técnica € usada para gerar e estudar a reatividade dos mais diversos tipos de
transientes, oriundos de estados eletronicamente excitados.

Nesta técnica uma grande populagdo de moléculas do estado fundamental é promovida
para os estados excitados singletes superiores por um pulso rdpido de luz de alta intensidade.
Ap6s o disparo do laser, as moléculas que se encontram no estado excitado singlete sofrem
cruzamento intersistema gerando o estado excitado triplete (T1).

A diferenga bésica entre os processos-envolvendo o estado excitado singlete e o estado
excitado triplete - € que no estado excitado triplete, as moléculas apresentam uma vida média
mais longa (da ordem de ps a ms), podendo interagir com outras espécies, ou retornar ao
estado fundamental por emissdo de luz, por um processo conhecido como fosforescéncia. Em
solugdo homogénea, a probabilidade e a eficiéncia do processo de fotossensibilizacdo
dependem de viarios pardmetros fotofisicos, tais como o rendimento quintico do estado
excitado triplete e sua velocidade de decaimento, ou a transferéncia de energia para o
oxigénio molecular solubilizado no meio.

O espectro de absor¢do do transiente gerado por fotélise por pulso de laser ndo fornece
um valor absoluto para a absorbancia; obtém-se na verdade, a diferenca da absorcdo entre o

precursor e o transiente formado.
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Assim, o espectro de absor¢do do transiente é dependente da concentragdo do
precursor na regido onde este absorve, e um valor negativo encontrado para a diferenca de
absorbancia (ADO) corresponde a formagdo de um intermedidrio com uma absortividade
menor que a do precursor, ou seja, o desaparecimento da absor¢ao do espectro de partida no
estado estaciondrio.

Os estados excitados para a ZnPC no sistema lipossomal e associada ao complexo Ru-
tpy no sistema misto foram gerados e estudados por fotdlise por pulso de laser como descrito
na sessdo II1.4.8. Os experimentos foram realizados na concentracdo de 5,0 umolL’1 para a
ZnPC e 50,0 umolL'1 para o complexo.

Os tempos de vida dos estados excitados tripletes (Tr) dos farmacos foram calculados
através da andlise cinética das curvas de decaimento dos transientes no maximo da absorcao
do estado excitado triplete (480 nm) usando-se um programa de ajuste do préprio aparelho

como mostrado na figura 18.
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Figura 18: Espectro de absor¢do do transiente obtido através do método de fotdlise por pulso

de laser da ZnPC (5,0 umolL'l) associada ao complexo Ru-tpy (50,0 umolL'l) em meio

lipossomal apds excitagdo por pulso de laser em 355 nm, mostrando a absor¢do méaxima do

triplete centrada no comprimento de onda de 480 nm e o fotobranqueamento do estado

fundamental centrado a aproximadamente 380 nm e 580 nm. A curva de decaimento dos

transientes no maximo da absorc¢ao triplete em 480 estd mostrada no inserto.

Os tempos de vida obtidos estdo mostrados na Tabela IV
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Tabela I'V - Tempos de vida dos estados excitados tripletes (T,), Amplitude relativa (A) para o

fotossensibilizador ZnPC em meio lipossomal e associado ao complexo Ru-tpy .

Sistemas T (pus)
ZnPC em lipossoma 0,83
ZnPC/Ru-tpy 0,27

Os resultados obtidos através dos experimentos de fot6lise por pulso de laser sugerem
que os sistemas analisados possuam diferentes tempos de vida. A diminui¢do no tempo de
vida para o sistema misto pode ser explicada pelo processo de supressdo do estado excitado
singlete da ZnPC na presenca do complexo Ru-tpy. Este resultado estd de acordo com os
resultados de emissdo de fluorescéncia para o sistema misto previamente descrito.

Embora, o valor encontrado do tempo de vida triplete para a ZnPC associada ao
complexo de ruténio no sistema lipossomal tenha sido menor, este tempo mostrou-se ser
suficiente para que os estados tripletes excitados produzidos reajam com o oxigénio molecular
presente no meio, produzindo oxigénio singlete ou outras espécies reativas de oxigé€nio
(EROs) e apresentar ainda uma atividade fotodindmica como serd mostrada nos estudos in

vitro.

IV.1.8 Determinacao do rendimento quéantico de producao de oxigénio singlete (®,)

A determinag¢do deste parametro espectroscopico € muito importante, pois quantifica a
producdo de uma das principais espécies reativas responsavel pela destrui¢do da célula
tumoral, o oxigénio singlete, 'O,. Esta espécie em conjunto com outras espécies radicalares
promovem uma série de processos foto-oxidativos em sitios enddgenos, situados tanto no
citoplasma celular quanto na estrutura da membrana fosfolipidica (lipidios, proteinas, etc),

desencadeando uma cascata de eventos de resposta celular tornando-se essencial para os
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estudos fotoquimicos e fotofisicos, envolvendo fotossensibilizadores ativos no processo
fotodindmico.

Assim, um grande ndmero de investigacdes tem sido realizado em meio aquoso e
microheterogéneo (Oliveira et al., 2006; Spiller, 1998). Para a determina¢do do rendimento
quantico de oxigénio singlete (P,) produzido pela ZnPC em meio homogéneo, lipossomal e
associada ao complexo Ru-tpy foi empregado o método fotofisico, que consiste na medida da
intensidade de luminescéncia na regidao do infravermelho (1270 nm) da espécie gerada. O ©,
determinado através da intensidade do sinal de luminescéncia do oxigénio singlete pode ser

determinado pela Equagéo 2 (Spiller, 1998):

D= (I/Lier) - Parer - ( Tarer/ Ta) (Equagio 2)

onde, I é a intensidade do sinal de luminescéncia, T é o tempo de vida do oxigénio singlete e
o subscrito ref se refere a substancia padrdo.

Nos estudos de determinagdo da producdo de oxigénio singlete, o composto utilizado
como padrio foi o feoforbide-a, pois este apresenta um alto rendimento quéntico de oxigénio
singlete (Pp= 0,59).

Os tempos de vida do oxigénio singlete foram medidos pela transferéncia de energia
entre o estado excitado triplete do fotossensibilizador e o oxigénio molecular presente no
meio. Em todos os casos, a intensidade médxima de fosforescéncia no tempo t = 0 foi
determinada pela regressdo exponencial e os tempos de vida de '0, foram determinados pelo
tratamento do ajuste da curva. Os valores dos rendimentos quanticos de produgdo do oxigénio
singlete produzidos pelo feoforbide-a e pela ZnPC associada ou ndo ao complexo Ru-tpy

estdo apresentados na Tabela V.
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Tabela V - Valores de rendimento quéntico de produgéo do oxigénio singlete

Amostras D,

Feoforbide-a 0,59
ZnPC em etanol® 0,65
ZnPC em lipossoma® 0,23
ZnPC/Ru-tpy 0,16

a: (Oliveira et al., 2006)

De acordo com os dados na Tabela V, pode-se observar que o rendimento quantico de
oxigénio singlete produzido pela ZnPC em etanol foi maior do que para a ZnPC incorporada
aos lipossomas. Portanto, hd uma diminuicdo do rendimento quéntico de oxigé€nio singlete
produzido pela ZnPC quando incorporada aos lipossomas, devido ao fato de que com a
distribuicdo do fotossensibilizador no lipossoma, sua concentragio local na bicamada lipidica
pode aumentar e, por conseguinte as colisdes das moléculas do fotossensibilizador entre si,
levando a uma supressdo das moléculas no estado excitado (Oliveira, D. M., 2006). Uma
outra explicacdo € que uma vez gerado dentro do lipossoma, o oxigénio singlete pode
rapidamente se difundir para outras regides do sistema microheterogéneo e ser suprimido e
gerar espécies secunddrias (Roslaniec et al., 2000).

Quando comparamos com os dados na literatura, podemos observar que o resultado
obtido pelo sistema lipossomal da ZnPC associada ao complexo Ru-tpy também apresentou
uma diminui¢do no rendimento quintico de oxigénio singlete em relagdo ao rendimento
quantico apresentada pela ZnPC em meio lipossomal. Este resultado é bastante coerente com
os dados obtidos dos outros pardmetros fotofisicos como o Py, T € Tr; em que o sistema misto
(ZnPC/ Ru-tpy ) apresenta uma diminui¢do do valor quando o comparamos com os dados
obtidos para a ZnPC lipossomal, sendo esperado portanto, que o valor de ®, fosse menor. No

entanto, continua sendo suficiente para ativar os processos de oxidagdo util para TFD.
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IV. 1.9 Estudos de deteccao de NO gerado por fotdlise de pulso a laser em 675 nm.

Os experimentos de fotdlise por pulso de laser permitem a observacdo das mudancas
dos espectros de absor¢do que ocorre apds a absor¢do da luz do pulso laser, no intuito, de
estudar a liberagdo de NO dentro do processo de excitagdo da ZnPC associada ao complexo
Ru-tpy pelo sistema misto em 675 nm.

Cabe ressaltar que estes estudos foram realizados nas condicdes usuais utilizadas nos
estudos in vitro ou in vivo, ou seja, excitou com um laser continuo (CW) na regiao visivel do
espectro eletromagnético.

Concomitantemente, acompanhou-se a liberacdo in situ de NO gasoso pelo
acoplamento do NOmeter na cubeta irradiada, como descrito na sessao I111.4.10.

A variagdo espectral na regido do UV-visivel para o sistema durante a fotdlise em 675
nm representadas nas figuras 19 e 20.

Pela Figura 19, podemos observar a diminuicdo da banda em 670 nm da Zinco

ftalocianina, como j4 era esperado, em conseqiiéncia do seu processo de fotooxidacao.
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Figura 19: Espectro de absor¢do da ZnPC 5,0 umolL'1 incorporadas em lipossomas sob

irradiacdo do laser em 675 nm, na faixa total de energia de 0 J a 60 J num intervalo de tempo

deOsal50s.
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Figura 20: Espectro de absor¢io da ZnPC 5,0 umolL™" e do complexo Ru-tpy (50,0 pmol.L™")
incorporados em lipossomas sob irradiacdo do laser em 675 nm, na faixa total de energia de 0

J a 60 J num intervalo de tempo de 0 s a 150 s.

No lipossoma contendo o sistema misto (ZnPC/Ru-tpy) na Figura 20, observamos
novamente a diminui¢do da banda em 670 nm da ZnPC e também a reducdo da banda TCML
(360 nm) do tipo dx(Ru")—7m*(NO) do complexo Ru-tpy em conseqgiiéncia da saida de NO
gasoso. Tais comportamentos espectroscopicos sao justificdveis diante dos experimentos
realizados por Rotta et. al (Rotta, Lunardi e Tedesco, 2003), onde irradiou no comprimento de
onda de 355 nm o complexo de S-nitroso-N-acetilcisteina- Zinco ftalocianina (NacySNO-
ZnPC) em lipossoma e observou mudancgas das bandas de absorcio na regiao do ultra-violeta
em 300-350 nm e na regido do visivel em 500-600 nm, tendo comprovado a liberacdo de NO
gasoso. E de Lima 2006 (de Lima, R. G., 2006) também irradiou o complexo de ruténio
[Ru(NH.NHq)(tpy)NO]** em 355 nm utilizado neste trabalho, e observou a reducio da banda
TCML (360 nm) do tipo d-(Ru")—7m*(NO) tipica da liberagio de NO pelo processo da

fotdlise.
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A Figura 21 demonstra o cronoamperograma obtido pelo NOmeter para o sistema
misto ZnPC/Ru-tpy (5/50 umolL'l) durante a fotdlise em 675 nm, sendo cada pulso de 25s e

10J de poténcia.
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Figura 21: Cronoamperograma para o lipossoma contendo a ZnPC e o complexo Ru-tpy sob

irradiagdo do laser em 675 nm.

A concentragdo de NO gerado fotoquimicamente, a partir do lipossoma contendo a
mistura ZnPC/Ru-tpy, foi calculada pelos picos médximos obtidos pelo cronoamperograma
ap6s a irradiacdo. A partir dos pontos coletados obtivemos a concentragdo média de NO
liberado de 0,27 umolL™.

Assumindo que a irradiacdo em 675 nm promove o processo de fotobranqueamento na
banda Q de transicdo m —n* do fotossensibilizador, no lipossoma contendo apenas a ZnPC
ocorreu uma diminuicio de 85% desta banda num tempo total de 100 s de irradiacdo, de 10 J
de energia com dose 3,18 J/cm”. J4 no lipossoma contendo a ZnPC e o complexo Ru-tpy
associados ocorre uma diminui¢do de 65% dessa banda. Os resultados demonstraram que a
excitacdo do lipossoma contendo a ZnPC e o complexo de ruténio associados pode liberar NO
e 'O, usando luz visivel, sendo este um sistema promissor para o uso na Terapia

Fotodinamica.
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De acordo com os resultados fotofisicos e fotoquimicos, ressaltamos novamente o
possivel mecanismo de interacdo entre a ZnPC e o complexo Ru-tpy, envolvendo a
transferéncia de elétron do estado singlete excitado da ZnPC (equacdo 16) para o complexo
Ru-tpy, liberando NO (equacdo 17). Desta forma, como ja foi estabelecido que pode ocorrer
um processo de transferéncia de energia do estado excitado triplete da ZnPC para o oxigénio
molecular do meio, acarretaria assim na producdo de oxigénio singlete (equagdo 18).

Estes resultados demonstram, que a ZnPC possa atuar efetivamente como uma
“antena” para o processo de transferéncia de elétron, necessdrio para que o complexo de
ruténio libere o NO (de Lima, R. G., 2006). Mostrando-nos uma situacdo, onde o complexo
nitrosilo de ruténio doador de NO, atue claramente como um pré-firmaco. Além disso,
considerando que a ZnPC, um fotossensibilizador cldssico, possa agir no sistema pelos
mecanismos do tipo I e II para a producdo de espécies reativas (Foote, 1991b), ocorre a
potencializacdo da atividade fotodindmica pelo mecanismo de sinergismo (liberacdo de NO e

102) como ja descrito de outras moléculas fotossensibilizadoras (da Silva et al., 2007).

ZnPC + hv — 'ZnPC (16)
'ZnPC+[Ru(NH.NHq)(tpy)NO]**—"ZnPC+[Ru(S)(NHNHq)(tpy)]**+NO° (17)
'ZnPC (s¢) — “ZnPC + 0, — °ZnPC + '0, (18)

S = solvente ; ISC= cruzamento inter sistema
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II1.2 Estudos in vitro

IIL.2.1 Determinacio da Toxicidade da ZnPC, do complexo Ru-tpy e do sistema

lipossomal misto na auséncia de luz.

Os testes de viabilidade celular para a ZnPC em lipossoma, para o complexo Ru-tpy
em lipossoma e para o sistema misto na auséncia de estimulo luminoso, foram feitos para
linhagens de células B-16 F10 para verificarmos a toxicidade dos sistemas utilizados.

O tempo de incubacio utilizado na avaliacdo da toxicidade celular foi de 3 horas, pois
¢ o tempo ideal considerando, que quando associarmos esse complexo ao fotossensibilizador
ZnPC devemos nos orientar pelo tempo de incubacdo determinado pelo composto mais
fotossensivel sem causar morte celular no escuro. Neste caso nos orientamos pelo tempo de
incubacgdo ja determinando para a ZnPC lipossomal (Oliveira, D. M., 2006). Os resultados
foram analisados com base nos estudos de viabilidade celular pelo método do “MTT” (a
descricdo detalhada desta metodologia foi apresentada na secio experimental, item II1.2.2.

Os resultados obtidos na avaliagdo da toxicidade das células B16-F10 estdo
apresentados na figura 22, na forma de grafico de porcentagem da viabilidade celular em

funcdo dos sistemas utilizados.
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Figura 22: Porcentagem de células B16-F10 vivas apds 3 horas de incubagdo com as
formulacdes lipossomais estudadas. 1= lipossoma vazio, 2 = Ru-tpy 0,5 mmolL" em
lipossoma, 3 = ZnPC 5,0 pmolL™ em lipossoma e
4 = ZnPC /Ru-tpy (5,0 umolL™" /0,5 mmolL™) no sistema lipossomal. SignificAncia estatistica
das diferentes formulacdes foi determinada pelo teste de varidncia One-way ANOVA seguido
do poés-teste Newman-Keuls t-test para mdltiplas comparagdes (¥p> 0,05; **p< 0,05;

*#*#%p<(,01). Cada SEM representa o desvio padrdo (+ SD) para n = 3.

Os resultados mostraram um perfil de toxicidade apropriado para as amostras 1, 2 e 3,
com a viabilidade celular igual ou acima de 90%. Entretanto, para a combinagdo sinérgica da
ZnPC com 0,5 mmolL" do complexo Ru-tpy mostrou uma toxicidade basal de cerca de 20%.

Estes dados encontram-se sumarizados na Tabela VI.
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Tabela VI - Viabilidade celular apds a incubagéo por 3 horas com as formulacoes

lipossomais estudadas

Lipossoma Viabilidade Celular (%)
ZnPC (5,0 umol.L™") 93+1
Ru-tpy (0,5 mmol.L™) 902
ZnPC (5,0 umol.L™ )/ Ru-tpy T7+1

(0,5 mmol.L"

Portanto, baseando-nos nestes resultados, a fim de minimizar este efeito de
toxicidade do sistema misto (ZnPC/Ru-tpy) decidimos realizar os estudos de fototoxicidade
utilizando uma concentracdo do complexo Ru-tpy 10 vezes menor, ou seja, 50,0 p,LmolL'l.
Sendo que esta concentragéo foi a utilizada em toda caracterizagéo fotofisica e fotoquimica do

sistema sinérgico mostrada anteriormente.

IV.2.2 Estudo da fototoxicidade do sistema lipossomal da ZnPC e do sistema lipossomal

misto

Analisamos a seguir, a fototoxicidade para a ZnPC (1 pmolL™") em lipossoma, e para
o sistema lipossomal misto, variando-se a concentracio da ZnPC em 1,0 p,LmolL'1 e
5,0 p,LmolL'1 mantendo constante a concentragdo do complexo Ry-pty 50,0 p,LmolL'l. Estes

estudos foram realizados como descrito na sessdo I11.2.4 e na presencga de luz com uma dose

de 0,5 J/cm?.
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Figura 23: Toxicidade no excuro (A) e fototoxicidade (B) para células B16-F10.
1 = ZnPC 1 pmolL™" em lipossoma; 2 = ZnPC/Ru-tpy (IumolL" /50 pmolL™) no sistema
lipossomal; 3 = ZnPC/Ru-tpy (5 umolL" /50 umolL™) no sistema lipossomal. SignificAncia
estatistica das diferentes formulagdes foi determinada pelo teste de varidncia One-way
ANOVA seguido do pds-teste Newman-Keuls t-test para multiplas comparacdes (**p< 0,05,

*#*%* p< 0,01), Cada SEM representa o desvio padrdo (+ SD) paran = 3.

Primeiramente na figura 23-A, pode-se observar nos estudos de toxicidade no escuro,
utilizando os sistemas lipossomais da ZnPC e o sistema misto, apresentaram uma viabilidade
celular acima de 90%, o que nos confirma que o sistema sinérgico (ZnPC/Ru-tpy) (5,0 pmolL"
'/50,0 umolL™) ndo apresentou toxicidade para linhagem neopldsica.

Na figura 23-B, pode-se observar que na presenca de luz, o sistema lipossomal misto
(ZnPC/Ru-tpy) (5,0 umolL™" /50,0 umolL™) mostrou uma alta capacidade em induzir morte

celular sob a irradiacdo de luz (quase 95%).
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Este efeito apenas confirma nossa hipétese de que o possivel mecanismo de interagio
da ZnPC com o complexo de ruténio leva a uma formulacdo, onde o efeito sinérgico das
espécies produzidas, induz a morte celular.

Estes resultados indicam claramente que esta linha de raciocinio permite uma melhor
acdo da TFD, onde farmacos atuando sinergicamente produzindo espécies reativas de
oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERONSs), induzem in vifro uma
consideravel morte celular ap6s minimas doses de luz pelo processo de fotossensibilizacdo

(Tedesco, Rotta e Lunardi, 2003).
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V. CONCLUSOES

Dentro da proposta do trabalho, podemos destacar as seguintes conclusdes:

Pela andlise das caracteristicas espectroscopicas da ZnPC e do complexo de ruténio
Ru-tpy, pode-se observar que ndo houve mudanga em seus perfis espectrais de absor¢do apds
serem incorporados nos lipossomas. Houve, porém, houve uma redugdo no perfil
espectroscopico de emissdo de fluorescéncia da ZnPC associada ao complexo de ruténio em
lipossoma, resultantes de um processo de supressido do primeiro estado excitado singlete da
ZnPC.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (Pr) da ZnPC e de sua associagdo ao
complexo Ru-tpy em meio lipossomal foram determinados, utilizando-se o método relativo a
um composto padrao (ZnPC em etanol, ®r = 0,28). Pela andlise dos dados pode-se observar
que houve a incorporagdo da ZnPC no lipossoma e sua associacdo ao complexo causaram
uma diminui¢do no valor do P,

Nos estudos dos estados excitados tripletes por fotdlise, por pulso de laser, os
resultados obtidos mostraram tempos de vida diferentes, quando os comparamos aos dados da
literatura, estes tempos diferentes sugerem a formagdo de outras possiveis espécies reativas
pela associacdo do fotossensibilizador ZnPC com o complexo Ru-tpy em lipossoma.

Nos estudos de fotdlise em 675 nm somente com a Zinco ftalocianina (ZnPC) em
meio lipossomal observou-se a diminui¢do de sua banda em 670 nm cerca de 85%, devido seu
processo de fotooxidag@o apds a irradiagdo do laser. Tal efeito, também foi observado no
estudo da ZnPC associada ao complexo Ru-tpy em meio lipossomal, porém essa diminuicao
foi de 65%, ocorrendo também a diminui¢do da banda TCML do tipo dn(RuH)—n'c*(NO) do
complexo Ru-tpy. Este comportamento pode ser comprovado pela saida de NO gasoso

registrado no NOmeter.
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Os estudos de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens B-16 F10, mostraram que a
incubacdo destas células com o sistema misto ZnPC/Ru-tpy na concentracdo de 5,0 pumolL’
/50,0 umolL™", foi a melhor combinagdo encontrada para estes firmacos uma vez que
apresentaram uma viabilidade celular significativa . No entanto, sob acdo da luz nestas
mesmas condicdes, pode-se observar uma alta atividade fotodindmica com uma diminuicdo
bem significativa na viabilidade celular.

Portanto, a idéia de combinar dois compostos que trabalhem sinergicamente para a
producdo das espécies reativas, EROs e ERONSs, pela combinacio da Zinco ftalocianina e do
complexo nitrosilo de rut€nio, nos mostrou ser bem eficiente na destruicdo das células

neopldsicas.
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