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Resumo

O presente trabalho enfocou o isolamento, a analise da atividade
bioldgica e a caracterizacdo dos componentes majoritarios do Photogem®
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), espectroscopia
eletrdnica na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e espectrometria de massa.
O Photogem® é um derivado de hematoporfirina usado como fotossensibilizador
em Terapia Fotodinamica (TFD). O derivado de hematoporfirina € composto por
uma mistura de mondémeros, dimeros e oligbmeros mas as estruturas quimicas
destes componentes ainda ndo estdo bem caracterizadas. Empregou-se
extracdo em fase solida para limpeza e fracionamento dos componentes do
Photogem®. As trés fracdes principais foram separadas de acordo com suas
respectivas polaridades. Em seguida, testes preliminares de atividade bioldgica
foram desenvolvidos com as respectivas fragdes do Photogem® em células
tumorais (HEp-2) e normais (VERO). A fragéo 2 apresentou citotoxicidade cinco
vezes maior do que o Photogem® tanto nas células tumorais quanto nas células
normais. Os componentes majoritarios do Photogem® foram isolados por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e analisados por
espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e por
espectrometria de massa. O componente que corresponde a fracdo 1 pode ser
atribuido a hematoporfirina 1X em funcdo do seu espectro de absorcdo
eletronica (banda de Soret em 396nm e bandas Q em 497, 531, 568 e 619nm),
seu coeficiente de absortividade molar ((1,30+0,07)x10° cm™ mol™ L) e seu
espectro de massa (jon pseudomolecular em m/z 599Da). E importante
mencionar que este trabalho proporcionou a elaboracdo de um procedimento
acessivel a maioria dos laboratorios brasileiros no que se refere a purificacao,
separacdo, isolamento e caracterizacdo das fragcdes constituintes do
Photogem®, sendo uma contribuicdo relevante para o avanco da TFD no Brasil.

As etapas da metodologia completa sdo comentadas e discutidas em detalhes.
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Abstract

The present work focused the isolation, the biological activity analysis and
the characterization of the major components of Photogem® through High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), UV-Vis electronic absorption
spectroscopy (UV-Vis) and mass spectrometry. Photogem® is a
hematoporphyrin derivative used as photosensitizer in Photodynamic Therapy
(PDT). The hematoporphyrin derivative is composed by a mixture of monomers,
dimers and oligomers but the chemical structures of these components are not
well-characterized yet. It was employed solid phase extraction to clean-up and
fractionation of the Photogem® components. Three principal fractions was
separated as function of their respective polarities. Subsequently, initial
biological tests were developed with the respective Photogem® fractions in
tumoral (Hep-2) and normal (VERO) cells. Fraction 2 presented citotoxicity
approximately 5-fold higher than Photogem® as in tumoral as in normal cells.
The major components of Photogem® were isolated by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and analyzed by UV-Vis electronic absorption
spectroscopy (UV-Vis) and mass spectrometry. The component that
corresponds to fraction 1 can be assigned to hematoporphyrin IX as function of
its electronic absorption spectrum (Soret band in 396nm and Q bands in 497,
531, 568 and 619nm), its molar absortivity coefficient ((1,30+0,07)x10° cm™ mol
1 L) and its mass spectrum (pseudomolecular ion in m/z 599Da). It is important
to mention that this work provided the elaboration of an accessible procedure to
the most of the brazilian laboratories regarding purification, separation, isolation
and characterization of the constituent fractions of Photogem®, being a relevant
contribution to the advancement of PDT in Brazil. The steps of the complete

methodology are commented and discussed in details.
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. INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO A TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

As propriedades terapéuticas da luz, tanto isoladamente como
combinada com agentes quimicos, ha muito tempo tém sido reconhecidas pelo
homem. Oscar Raab, em 1900, observou o efeito citotoxico do corante
chamado acridina sobre Paramecia na presenca de luz (Raab, 1900). De fato, o
que Raab descreveu no inicio do século passado seria 0 nascimento de uma
nova técnica, empregada hoje para o tratamento do cancer.

Cancer € a denominagdo comum a um conjunto de mais de 100 doencas
gue apresentam como caracteristica comum o crescimento desordenado de
células. Estas células invadem tecidos e 6rgdos, podendo se espalhar para
regides afastadas do foco inicial, fenbmeno denominado de metastase. O
crescimento desordenado das células cancerosas € acelerado em relacdo as
células normais, determinando a formacé&o de tumores (INCA, 2006) e de outras
doencas.

A técnica terapéutica que utiliza a luz para o tratamento do céncer é
conhecida como terapia fotodindmica. O inicio da era moderna da terapia
fotodinamica (TFD) ocorreu a partir do emprego de derivado de hematoporfirina
por Lipson e colaboradores (Lipson, 1961) na localizacdo de tecidos tumorais
através de fluorescéncia. Dougherty e colaboradores (Dougherty, 1978)
demonstraram que uma versdo do derivado de hematoporfirina (mistura de
mondmeros, dimeros e oligbmeros) enriquecida de sua fracdo oligomérica era
ativada por luz de comprimento de onda 630 nm e causava a destruicdo do
tecido tumoral. Esta droga foi patenteada e recebeu o nome comercial de
Photofrin®.

O Photofrin® foi o primeiro fotossensibilizador aprovado pelo FDA (Food
and Drug Admnistration) dos Estados Unidos para uso em TFD em 1993 (FDA,
2006). O Photofrin® foi aprovado para uso também no Canad4, Japéo e alguns

paises europeus, tais como Alemanha, Holanda e Franca (Sibata, 2000; Wilson,



1995). Um grande esfor¢co tem sido empreendido no estudo de drogas mais
eficientes para se utilizar em TFD, o que tem proporcionado novos compostos
que foram denominados de fotossensibilizadores de segunda geracao (Bonnett,
2001).

Ao longo dos ultimos trinta anos, a TFD estabeleceu-se como uma
modalidade alternativa de tratamento contra o cancer. A TFD se baseia na
interacdo entre a luz e uma substancia fotossensibilizadora. A luz € absorvida
pelo fotossensibilizador, sendo excitada até o primeiro estado triplete que
transforma o oxigénio em oxigénio singlete, o qual promove a destruicdo do

tecido tumoral.

1.1.1 PROCEDIMENTO CLINICO E METODOLOGIA EXPERIMENT AL EM
TERAPIA FOTODINAMICA

O procedimento que envolve a TFD pode ser basicamente dividido em
trés etapas, a saber: i) injecdo no paciente de um composto fotossensibilizador
que possua uma boa seletividade em relacdo as células tumorais; ii) intervalo
de tempo entre a aplicacdo do fotossensibilizador e a irradiacdo, necessario
para que as células sadias expulsem rapidamente o agente fotossensibilizador,
enquanto as tumorais o retém; iii) aplicagédo de luz (A>630nm) no local onde ha
o tumor maligno contendo o fotossensibilizador (Bonnett, 2001).

A fonte de luz mais utilizada em TFD é o laser (do inglés, Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou seja, luz amplificada por
radiacdo de emissao estimulada) O laser é um dispositivo que produz radia¢ao
eletromagnética monocromatica, coerente e colimada. Luz monocromética
apresenta um comprimento de onda definido, enquanto luz coerente exibe
relacdes de fase definidas e luz colimada propaga-se como um feixe (Tipler,
1995).

Aléem das propriedades citadas anteriormente, o motivo relevante

adicional de se utilizar a luz proveniente de um laser é a alta poténcia de saida



que leva a possibilidade do laser ser um dispositivo facilmente acoplado a um
sistema de fibras dpticas que permitem a irradiacdo de cavidades ou outros
locais de dificil acesso no corpo do paciente. O laser pode ser utilizado para o
tratamento quanto para o diagndstico de céancer.

O laser de diodo (LED) tem se tornado popular em TFD, apesar de sua
baixa poténcia ao se comparar com o0 laser a gas, mas devido a sua
portabilidade, seu baixo custo de aquisicdo e de operacdo, o LED vem obtendo
preferéncia no mercado da TFD (Sibata, 2000).

O intervalo de comprimento de onda utilizado em TFD é de 600~800 nm.
A razdo de se utilizar esse intervalo consiste no fato da hemoglobina, uma
proteina muito abundante nos tecidos, possuir bandas de absorcdo na regiao
de 425, 544, e 577 nm. Consequentemente, o tecido precisa ser irradiado com
luz de maior comprimento de onda para minimizar a absor¢éo desta proteina, e
nao prejudicar o efeito fotodindmico. Enquanto nos comprimentos de 850 e
900nm, as energias dos fotons nesta faixa espectral ndo correspondem aquelas
necessarias para excitar os fotossensibilizadores disponiveis e, portanto,
estimular a reacao fotoquimica. Desta forma, o intervalo ideal de comprimentos
de onda da radiacdo eletromagnética para se utilizar nesta modalidade de
tratamento esta entre 600 e 800 nm. Convencionou-se denominar este intervalo
de comprimento de onda de “janela terapéutica” para o tratamento clinico de
TFD (Sibata, 2000; Schuitmaker, 1996).

1.1.2 MECANISMO DE ACAO DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

O mecanismo da TFD é iniciado quando o fotossensibilizador absorve o
foton e entdo ocorre a sequéncia de eventos que implicam em decaimentos
sequenciais ou simultineos de energia dos elétrons excitados, nos quais
resultam em processos de transferéncia intra e intermolecular de energia. Estes
processos podem ser divididos em dois tipos principais: reacdes fotoquimicas
através de radicais livres (tipo 1) e reacdes fotoquimicas através da formagéo do

oxigénio singlete (tipo Il). Estas duas formas de reacdes ocorrem de forma



simultdnea ou competem entre si, como mostra a Figura 1. Ap0s a droga
absorver luz, ocorre uma transicdo do singlete fundamental (Sp) para o estado
singlete excitado (Sn, n>0). Moléculas neste estado podem decair de volta ao
estado fundamental, emitindo luz (fluorescéncia) ou podem passar para o
estado triplete (T,), através de um processo chamado cruzamento intersistemas
que implica na mudanca de orientacdo do spin eletrénico, ou seja, 0 numero
quantico total de spin fica igual a um, S=1 (Cotton, 1987).

O mecanismo tipo | ocorre com a droga excitada nos estados singlete e
triplete (Ochsner, 1997), através de uma transferéncia de elétron entre o
fotossensibilizador no estado excitado para o oxigénio presente no meio,
gerando o ion superdxido (O2) (Sharman, 1999) e cations radicais baseados no
sensibilizador, que apresentam rea¢des muito rapidas.

No processo tipo I, é formado o oxigénio singlete. Este processo ocorre
através da transferéncia de energia do composto fotossensibilizador para
moléculas de oxigénio presentes no meio em questdo. Estas moléculas se
encontram em um estado triplete, que € o estado mais estavel para a molécula
de oxigénio. Este processo é genericamente aceito como o principal mecanismo
de acdo da terapia fotodinamica (Weishaupt, 1976).

Conforme a Teoria do Orbital Molecular, a configuracédo eletronica do
oxigénio no estado fundamental apresenta dois elétrons desemparelhados nos
orbitais antiligantes degenerados 1Ty e Ty, Ou seja, 0 oxigénio é uma molécula
paramagnética, apresentando S=1. Portanto, este sistema apresenta
multiplicidade maxima, ou seja, obedece a Regra de Hund, constituindo-se em
um estado de menor energia. E por isso que o estado fundamental do oxigénio
€ um estado triplete (este termo triplete se refere a multiplicidade apresentada
por um sistema S=1, o que € representado pela férmula 2ns + 1).

No estado singlete, por sua vez, o sistema, ndo obedecendo a regra de
Hund, apresenta minima multiplicidade, isto &, apresenta os elétrons do
chamado HOMO (sigla formada pelas iniciais de Highest Occupied Molecular

Orbital) emparelhados em um mesmo orbital (um dos orbitais T duplamente



degenerados), obviamente, obedecendo ao principio de exclusdo de Pauli
(Coton, 1987).

---- Cruzamento
S, ?— intersistema
\ Transferéncia de .
P energia Gera(;ao de 102
Luz T, — Oxigénio —— > Necrose do
T (tipo 11) tumor
Transferéncia de
elétron Oxigénio
S |

(tipo 1) Formagéo de

- radicais livres
Fotossensibilizador

Onde:
S, = estado fundamental

S, = estado excitado singlete
T, = estado fundamental triplete
T, = estado excitado triplete

Figura 1 - Esquema dos mecanismos de funcionamento da TFD.

O tempo de vida do oxigénio singlete em sistemas bioldgicos € curto, da
ordem de 3us (Skovsen, 2005; Snyder, 2005). Em funcdo disto, sua area de
atuacdo € pequena, abrangendo um raio de acdo da ordem de 260 nm
(Skovsen, 2005). Este fato garante que somente as células tumorais serdo
destruidas, poupando as células sadias, uma vez que estas Ultimas
apresentariam baixas ou nenhuma concentracdo de fotossensibilizador.

Na TFD, ha duas formas de ocorrer a destruicdo das células tumorais,
sendo a primeira delas através de um ataque direto das espécies reativas a
componentes celulares (Milanesi, 1987) como, por exemplo, mitocondria,
membrana plasméatica ou nudcleo, inviabilizando varias fungbes fundamentais a
vida celular.

Uma segunda forma de destruicdo celular acontece por via indireta, ou
seja, ocorre uma destruicdo do sistema vascular presente nas

circunvizinhangas do tumor por meio das espécies reativas geradas durante a



TFD (Chaudhuri, 1987; Milanesi, 1987; Nelson, 1987). Desta maneira, a
irrigacdo do tecido canceroso € minimizada, inviabilizando o crescimento celular
do mesmo. Quanto maior for esse impedimento, menor sera a nutricdo do tumor
por parte do sistema circulatorio e mais intensa pode ser considerada a a¢éo do

fotossensibilizador.

1.1.3 O TRANSPORTE E OS FOTOSSENSIBILIZADORES MAIS
DIFUNDIDOS

A seletividade e o processo de retencdo do agente fotossensibilizador em
TFD no tecido tumoral permanece pouco esclarecido. Estudos (Chwilkowska,
2003; Geze, 1993) indicam que, inicialmente, o fotossensibilizador é
transportado através das lipoproteinas contidas no plasma sanguineo e
distribuido de maneira seletiva ao tecido e as células tumorais. A seletividade
apresentada pelo tecido tumoral € devido ao fato deste tecido possuir
caracteristicas diferentes do tecido normal, tais como: pH mais baixo (Gullino,
1965), uma taxa de multiplicagdo celular superior e, portanto o sistema de
expressao de receptores de lipoproteinas estd super ativada pela necessidade
de colesterol (Boyle, 1996; Matile, 1996; Hombrecher, 1993). Este ultimo
mecanismo garante uma maior concentracdo de moléculas de sensibilizadores
incorporadas na membrana plasmética e organelas das células doentes. A
necrose do tecido doente ocorre pela acdo tdxica do oxigénio singlete e
também pela acdo destrutiva que este impde ao sistema vascular do tumor
(Chaudhuri, 1987; Milanesi, 1987; Nelson, 1987).

Em geral, os fotossensibilizadores utilizados em terapia fotodinamica séo
derivados de porfirinas. Ndo ha motivos para se supor gue somente esta série
de compostos seja a mais adequada, mas eles possuem propriedades
interessantes para serem utilizados para esse fim, tais como: estabilidade
aromatica, alto rendimento na geracdo de oxigénio singlete e auséncia de

toxicidade no escuro, ou seja, enquanto ndo sado excitadas pela irradiacao.



Além disso, possuem banda de absorcdo na regido do vermelho no espectro
eletrénico.

O derivado de hematoporfirina (HpD) e suas versdes enriquecidas com a
fracdo mais rica em oligdbmeros, tais como o Photofrin® de fabricacdo americana
e o Photogem® de origem russa, e o Photosan® fabricado na Alemanha, sdo as
primeiras drogas empregadas em aplicacdes clinicas da TFD, denominadas,
por esse motivo, de fotossensibilizadores de primeira geracdo (Bonnett, 2001).
O HpD consiste em uma mistura complexa de mondmeros, dimeros e
oligbmeros. A fracdo que possui atividade em TFD é a que apresenta 0s
oligbmeros ligados através de ligagbes covalentes tipo éter, éster e carbono-
carbono, onde as versdes purificadas sdo separadas do HpD original através de
cromatografia por exclusédo (Pandey, 1991).

Apesar dos resultados animadores obtidos com TFD, principalmente em
canceres de pele, bexiga, sistema digestivo e regido do pescoco, 0s
fotossensibilizadores de primeira geracao apresentam algumas desvantagens e
efeitos colaterais, como, por exemplo, um indesejavel acumulo do sensibilizador
na pele do paciente gerando uma fotossensibilidade a luz que pode durar até 7
semanas (Razum, 1987). Vale acrescentar igualmente que o coeficiente de
absorcdo destes agentes fotossensibilizadores na regido do vermelho € fraca,
tornando o tratamento de tumores mais profundos algo néo trivial.

Uma série de compostos chamados de fotossensibilizadores de segunda
geracdo tém sido estudada atualmente com grandes avancos visando a
aplicacdo em TFD. Pode-se citar, como exemplo, as porfirinas reduzidas
(clorinas e bacterioclorinas), as ftalocianinas e os derivados de benzoporfirinas.
A Figura 2 contém as estruturas de alguns fotossensibilizadores de segunda
geracao.



OHC; C,OH

Protoporfirina IX

(H)MeO,C CO,H(Me)

Derivado de Benzoporfirina (BPD-MA) Ftalocianinas

Figura 2 — Estrutura de alguns fotossensibilizadores de segunda geracéo.

Dos derivados de porfirinas do tipo clorinas e bacterioclorinas, um
exemplo muito estudado € o meso-tetra(hidroxifenil)clorina (MTHPC)
encontrado no mercado com o nome comercial de Foscan®. Este composto se
apresenta atualmente na fase Il de testes clinicos para o tratamento de cancer
no cérebro e no pescoc¢o nos Estados Unidos e na Europa (Sibata, 2000). Esta
clorina absorve luz em 652 nm e possui dose de administragéo de 0,3 mg.Kg'l
(mg de droga por quilograma de massa do paciente), sendo assim, uma dose
muito menor que o Photofrin®, 2,0 mg.Kg™. O paciente apresenta pouca ou
nenhuma fotossensibilidade uma vez que o agente fotossensibilizador é

rapidamente eliminado de seu corpo.



Além deste fotossensibilizador, ha outros compostos, como, por exemplo,
o derivado de benzoporfirina (BPD-MA) ou Visudyne®, que foi aprovado em
2000 (FDA, 2006) para o tratamento de degeneracdo macular da retina e a
ftalocianina ou Pc4® que est4 na chamada fase Il de testes clinicos contra a
psoriase (Sharman, 1999).

Outro tipo de fotossensibilizador de segunda geracdo sao os chamados
endogenos, baseados na administracdo por via oral ou mesmo por uso tépico
do &cido d-aminolevulinico (ALA — acido 5-amino-4-oxopentandico ou Levulan®
Kerastick — Cloridrato de acido aminolevulinico). Este composto é o precursor
metabdlico da protoporfirina IX (PplX) da rota biossintética do heme. Enquanto
o ALA é inativo para a TFD, a protoporfirina é ativa. Todavia, a PplX, assim
como o Photofrin®, apresenta baixa absorcdo em 630 nm, o que dificulta o
tratamento de tumores mais profundos. Entretanto, o paciente tratado com ALA,
ao contrario daquele tratado com Photofrin®, ndo apresenta fotossensibilidade
cutdnea. O intervalo de acumulo seletivo de protoporfirina IX é inferior ao
intervalo de 24 a 48 horas entre a aplicagdo do sensibilizador e a irradiacéo do
tumor usual para o Photofrin® e seus analogos porque todo o processo de
tratamento se resume a apenas um dia (Sibata, 2000). O Levulan® Kerastick foi
aprovado pelo FDA em 1999 para o tratamento de ceratoses actinicas na face e
couro cabeludo (FDA, 2006). O ALA também estd sendo testado (Marmur,
2004) e em conjunto com radioterapia (Umegaki, 2004) no tratamento do cancer
de pele com resultados animadores.

A priori, a TFD foi desenvolvida para o tratamento de cancer, mas tem se
tornado evidente que possui potencial para ser utilizada para outros fins. Outras
aplicacbes para a TFD seriam o tratamento de psoriase (Levy, 1995), a
remocdo de verrugas na laringe (Abramson, 1992), o tratamento da
degeneracdo macular da retina (Levy, 1995) e a terapéutica aplicadas as
infeccdes superficiais por fungos na pele (Calzavara-Pinton, 2005).

Conclui-se que essa modalidade de terapia contra o cancer tem

apresentado resultados satisfatorios e promissores podendo ser utilizada
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isoladamente ou em conjunto com as terapias convencionais, como a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia. Ha de se ressaltar que a TFD nao substituira as
terapias convencionais citadas anteriormente, entretanto, esta técnica tem
mostrado uma alta eficiéncia em certos tipos de tumores, principalmente em
canceres de pele. Um dos principais atrativos deste tratamento consiste na
indiscutivel melhoria na qualidade de vida dos pacientes devido aos efeitos
colaterais mais suaves em comparacdo aqueles apresentados pelas terapias
convencionais.

Realmente, o principal efeito colateral da TFD é a elevada
fotossensibilidade cutdanea em um intervalo de 7 semanas (Razum, 1987) apos
o tratamento, ocasionada  principalmente pela utilizacéo dos
fotossensibilizadores de primeira geracdo, como, por exemplo, o Photofrin®.
Neste contexto, hd de se adicionar que os sensibilizadores de segunda
geracao, em seus testes preliminares, tém apresentado uma fotossensibilidade
cutanea menos acentuada do que os agentes fotossensibilizadores de primeira
geracdo (Sibata, 2000). Entretanto, os agentes fotossensibilizadores de
segunda geracdo ainda permanecem em fase de testes, ndo tendo ainda sido
analisados suficientemente para uma utilizagdo em larga escala pela
populacéo. Desta forma, apesar de perspectivas mais promissoras para o futuro
com relacdo a estes novos medicamentos, o estudo mais detalhado dos
fotossensibilizadores de primeira geracao constitui relevante contribuicdo para o
tratamento do cancer tendo-se em vista a sua ampla aplicacao atual.

Ademais, h&a de se considerar que o avango na compreensao da atuagéo
farmacoldgica dos fotossensibilizadores de primeira geracdo ndo deixa de ser
uma excelente referéncia para estudos futuros enfocando os farmacos de
segunda geracdo, em funcdo do campo enorme inexplorado nesta area de
pesquisa. De fato, tanto o menor nimero de reacfes adversas como a maior
seletividade obtidas com o uso dos fotossensibilizadores de segunda geracéo
devem estar relacionados a uma relacdo estrutura-atividade mais interessante

para o combate ao cancer, de forma que, a compreensdo de suas diferencas
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estruturais com os fotossensibilizadores de primeira geracdo € uma excelente
maneira de se fornecer subsidios para uma evolu¢do mais significativa na area
em questdo. Logo, este estudo comparativo requer, inicialmente, um
conhecimento mais aprofundado da constituicdo dos fotossensibilizadores de

primeira geracao, que sdo misturas complexas pouco caracterizadas.

1.2 DERIVADO DE HEMATOPORFIRINA: UMA MISTURA
COMPLEXA

1.2.1 ASPECTOS HISTORICOS

Um dos primeiros experimentos utilizando hematoporfirina como
fotossensibilizador foi realizado por Meyer-Betz em 1913 (Medeikonos, 2006).
Este pesquisador injetou em si mesmo duzentos miligramas de hematoporfirina
e ndo observou nenhum efeito nocivo, até se expor a luz solar. Como
consequéncia, teve queimaduras por toda a pele e a fotossensibilidade
perdurou por meses. Investigacdes realizadas por Schwartz no inicio dos anos
50 do século passado descreveram que a hematoporfirina (Hp) ndo era
responsavel pela atividade fototdxica observada por Meyer-Betz. A atividade
fototoxica observada por Meyer-Betz foi atribuida a uma fracdo oligomérica do
material, cujo surgimento dependia do método de extracdo utilizado para se
isolar a hematoporfirina do sangue. A Figura 3 ilustra a estrutura da

hematoporfirina.
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CoH CoOH

Figura 3 — Estrutura da hematoporfirina.

Inicialmente, Lipson (Lipson, 1961) utilizou a hematoporfirina na
localizacdo de tecidos tumorais, sendo que a deteccédo foi efetuada através da
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia. Havia dificuldade ao se trabalhar
com a hematoporfirina crua pelo fato deste composto ser dificil de se obter
puro. Todavia, inesperadamente, observou-se que 0s neoplasmas exibiam uma
seletividade superior em relagdo as denominadas “impurezas” do que a prépria
hematoporfirina pura.

Lipson, tendo em vista o acontecimento da maior seletividade mostrada
pelas denominadas impurezas, que eram porfirinas de maior massa molecular,
teve a idéia de aumentar a seletividade da hematoporfirina realizando sua pré-
polimerizacdo. O objetivo de Lipson foi obter um material de maior pureza e
enriquecido em porfirinas de maior massa molecular, na tentativa deste exibir
uma seletividade superior a da hematoporfirina. Neste procedimento, a
hematoporfirina € submetida a uma reacdo com solu¢do de acido acético e
sulfarico e em seguida é tratada com solucao alcalina com o intuito de ocorrer a
precipitacdo desta mistura denominada derivado de hematoporfirina (HpD).
Este procedimento € conhecido até hoje como “Processo Lipson” e corresponde
ao protocolo geral empregado na obtencdo dos sensibilizadores
comercializados para TFD Photofrin®, Photogem® e Photosan®, conforme ilustra

a Figura 4.
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Figura 4 - Procedimento de Lipson para a obtencdo do HpD e as versfes
patenteadas Photofrin® e Photogem®.

1.2.2 USO TERAPEUTICO DO HPD

Dougherty e colaboradores (Dougherty, 1975; Dougherty, 1976)
realizaram investigacbes a respeito do uso da hematoporfirina como
fotosensibilizador em TFD. Um inconveniente descrito nestes trabalhos foi a
alta dose de composto necessaria para se obter os resultados desejaveis,
devido a baixa seletividade exibida pela hematoporfirina, sendo este fato
discutido no trabalho de Lipson. Em trabalhos posteriores, o grupo de
Dougherty (Dougherty, 1978; Dougherty, 1979; Dougherty, 1983), realizou
estudos com o intuito de comparar a seletividade e atividade fotodinamica do
derivado de hematoporfirina (HpD) com a hematoporfirina como sensibilizador.
Nestes trabalhos foi comparada a atividade fotodindmica destes dois em células

tumorais e cobaias humanas. Verificou-se que a hematoporfirina apresenta
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atividade como sensibilizador, mas possui uma seletividade menor do que o
derivado de hematoporfirina. Este fato mostra que é necessario uma dose maior
de hematoporfirina do que de HpD para se obter o mesmo efeito terapéutico,
provando a superioridade do HpD sobre a hematoporfirina como potencial
sensibilizador em TFD.

O grupo de Dougherty comprovou o potencial terapéutico da fracao
oligomérica presente no HpD e iniciou o empreendimento de elaborar um
farmaco para ser utilizado em TFD. Desta forma surgiu o Photofrin®, o primeiro
farmaco utilizado em TFD. O processo de fabricacdo do Photofrin® envolve o
enriguecimento da fracdo oligomérica do HpD com o objetivo de se aprimorar

sua agao como farmaco (Dougherty, 1984)
1.2.3 CARACTERIZACAO DOS COMPONENTES DO HPD

O trabalho de elucidacdo das estruturas presentes no HpD foi
empreendido por varios pesquisadores. (Evensen, 1984; Kessel, 1985a Kessel,
1985b; Kessel, 1986; Sommer, 1987). Kessel (Kessel, 1985a; Kessel, 1985b)
empregou cromatografia por exclusédo e obteve duas fragdes, uma mais rapida,
constituida de material oligomérico e outra mais lenta, constituida de
mondmeros. Todos empregaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
na tentativa de isolar os componentes do HpD. Os resultados ndo foram
animadores. Apenas os mondmeros hematoporfirina IX (Hp IX), protoporfirina IX
(Pp 1X) e os dois isdbmeros de 2(4)-(1-hidroxietil)-vinildeuteroporfirina IX (HVD)
foram separados de maneira satisfatéria. Porém, na regido do cromatograma
que continham os compostos oligomeéricos de interesse, havia bandas largas e
mal resolvidas, sendo evidéncia de uma separacédo ineficiente. Os oligdmeros
presentes apresentavam tempos de retencdo muito préximos, o que dificultou a
separacdo e, como consequéncia, inviabilizando a caracterizacdo através de
métodos espectroscopicos. Concluiu-se que a fracao oligomérica do HpD era
constituida por dimeros com ligacao entre si tipo éter (1) e éster (2), conforme

representado a seguir.
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Figura 5 — Propostas para as estruturas dos dimeros ligados por grupo éter e
éster.

Apesar das dificuldades encontradas para isolar e caracterizar 0s
compostos responsaveis pela atividade fotodinamica do HpD, os testes clinicos
com o HpD prosseguiram, devido as suas qualidades como fotossensibilizador,
tais como baixa toxicidade no escuro, boa seletividade aos neoplasmas, rota
sintética simples e absorc¢éo na regido em torno de 600 nm, o HpD continuou a
ser estudado em diferentes tipos de cancer e mostrou resultados animadores,
principalmente em cancer de pele, bexiga e pulm&o (Dougherty, 1987a). No ano
de 1984, Dougherty patenteou o procedimento de enriquecimento do HpD de
sua fracéo oligomérica e deu o nome de Photofrin® (Dougherty,1984). Um sério
obstaculo enfrentado pelo grupo de Dougherty na aprovacdo do uso do
Photofrin® pelo FDA no tratamento de cancer foi a falta da caracterizacdo

estrutural de seus componentes. Este fato atrasou a sua aprovacao, esta
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somente ocorrendo pelos resultados animadores nos tratamentos de varios
tipos de cancer, como citado anteriormente (FDA, 2006).

Na tentativa de contornar o problema do isolamento dos compostos
desta mistura, alguns pesquisadores (Byrne, 1987; Kessel, 1987; Dougherty,
1987b;) propuseram um método indireto para se examinar o material. Como o
debate ocorria ao redor do tipo de ligagdo que era formada entre os
mondmeros, éster ou éter, para a formacdo dos oligbmeros, a mistura foi
submetida a hidrolise 4cida e a reacdo com hidreto de aluminio e litio, um
reagente especifico para carbonilas tipo éster.

Kessel e Dougherty trabalharam com o HpD e com o Photofrin® e
concluiram que o material é constituido de oligbmeros unidos entre si por
ligacdo éter e éster e também por uma fracdo resistente aos dois tratamentos.
Foi proposto que esse material resistente era formado por ligacdes vinilicas.
Byrne concluiu que o material formado dependia da estrutura dos
intermediarios. Na fase de acetilacdo, caso fossem formados apenas o
diacetato de porfirina (composto 2, Figura 2), o produto final formado seria um
poliéster, mas se nesta etapa estivesse presente também monoacetato de
porfirina (compostos 3 e 4, Figura 2), o produto formado seria um poliéter. O
dado mais surpreendente de seu trabalho foi que o produto tipo poliéster é
instavel em solugcdo aquosa sob condigdes fisiologicas, sendo que o resultado
de sua degradacdo € o produto poliéter apdés a permanéncia da solucdo em
repouso por alguns dias em temperatura ambiente.

Um processo alternativo foi proposto por Morris e colaboradores (Morris,
1988). Seu trabalho foi, ao invés de separar os compostos presentes no HpD,
propor a sintese por uma rota alternativa dos diversos dimeros de porfirina 0os
quais se acreditava fazer parte da mistura. Um fato surpreendente foi a
constatacdo que uma estrutura proposta por Dougherty (Dougherty, 1984) como
sendo o principal componente da mistura, o dimero formado através de ligagdo
tipo éter, ndo apresentou resultados satisfatorios em testes biologicos. Este
resultado, por sua vez, foi demonstrado por Pandey e colaboradores (Pandey,

1990a; Pandey, 1990b) que sintetizaram dimeros e trimeros tipo éter e
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observaram igualmente que o dimero era inativo enquanto o0s trimeros
possuiam atividade semelhante ao Photofrin®. Além disso, foram sintetizados
também dimeros ligados entre si por grupos vinilicos e estes apresentaram
atividade fotodinamica.

Uma nova tentativa elucidagcdo das estruturas dos componentes do
Photofrin® foi realizada por Byrne e colaboradores (Byrne, 1990). Neste
trabalho, o Photofrin® foi analisado concluindo-se que sua constituicdo
aproximada seria de 15% de mon6émeros, 10 a 20% de material ligado através
de éster, 20 a 30% ligados por éter e que a maioria do material, 35 a 50%, seria
ligado por meio de liga¢des vinilicas. Pequenas mudancas estruturais por meio
de derivatizagbes foram realizadas no intuito de se comparar os resultados
finais e estas sugeriram que o material ativo do Photofrin® seria formado por
dimeros e trimeros, ligados por meio de ligac¢des vinilicas e tipo éter.

Owens e colaboradores (Owens, 1996) estudaram outros dimeros e
trimeros de porfirinas por HPLC no intuito de comparar seus tempos de
retencdo com os compostos do Photofrin®. Estes autores sugeriram que, talvez,
alguns talvez, possam estar entre os constituintes do Photofrin®.

Alguns autores empregaram a eletroforese capilar na analise do HpD
(Chan, 1993) e do Photofrin® (Bowser, 1996) respectivamente. Os estudos
realizados por Chan (Chan, 1993) encontraram dados muito semelhantes aos
resultados dos seus predecessores que utilizaram HPLC. De fato, foi
constatado que a regido onde se encontrava a fracdo oligomérica apresentava
sinais largos e com baixa resolucdo. Bowser (Bowser, 1996) em seu trabalho
sugeriu a existéncia de até 60 compostos presentes no Photofrin®, sendo a
maioria constituida de isémeros.

As anélises do HpD e do Photofrin®, como citado anteriormente, tém se
apresentado como um grande desafio para os pesquisadores envolvidos com
terapia fotodindmica. Apesar de ser o Unico fotossensibilizador autorizado pelo
FDA especifico para ser empregado em TFD, as estruturas dos componentes
do Photofrin® até hoje ndo estdo completamente elucidadas. Os problemas

encontrados nos trabalhos citados podem ser explicados pela dificuldade de se
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encontrar o reagente hematoporfirina puro (Owens, 1995), sem a presenca de
isbmeros. A presenca destes isdmeros torna complicada a analise dos produtos
nas etapas subseqlientes da sintese, ja que estes isdmeros também fazem
parte da reacdo, ocorrendo 0 aumento em progressdo geomeétrica da
quantidade de compostos do HpD, origem do Photofrin®, Photogem® e
Photosan®. Outra dificuldade pode estar relacionada aos intermediarios de
sintese mono e diacetato de porfirina, porque esta classe de compostos
apresenta o inconveniente de ndo ser estavel, ocorrendo a perda do grupo
acetato com o decorrer do tempo e de haver polimerizagdo heterogénea, que
torna mais complicada a anélise.

Um fato importante que deve ser mencionado é a disposi¢cdo de trés
fotossensibilizadores para serem empregados em TFD. Estas drogas sao, o
Photofrin®, Photogem® e o Photosan®. A Unica diferenca entre os
fotossensibilizadores esta no processo de enriquecimento da fracéo

oligomérica.

1.3 TERAPIA FOTODINAMICA NO BRASIL

1.3.1 CONSIDERACOES INICIAIS

No Brasil, a TFD aplicada ao tratamento do céancer foi implantada em
1999 sob a coordenacdo do Prof. Dr. Vanderlei S. Bagnato do IFSC-USP
(CEPID em Optica e Fot6nica). Em 2001, iniciaram-se as colabora¢ées com o
Dr. Guilherme Cestari Filho, médico do Hospital Amaral Carvalho em Jau e com
a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.

Entretanto, esta modalidade de tratamento contra o cancer enfrenta uma
certa resisténcia da classe médica devido, principalmente, a falta de
informagdes referentes a sua eficicia e ao conhecimento restrito com relagéo
aos seus efeitos colaterais. Assim sendo, esfor¢cos tém sido empreendidos no
sentido de se divulgar de uma forma mais didatica e convincente as

caracteristicas da metodologia em questdo. Portanto, o esclarecimento quanto
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a potencialidade da TFD a um numero cada vez maior de profissionais da area
de salde e o acesso destes profissionais a uma infra-estrutura adequada para
a implementacdo dessa terapéutica tém constituido uma prioridade por parte
dos pesquisadores que constituem o grupo pioneiro em TFD no Brasil.

Portanto, além de buscar uma maior difusdo da TFD no territério
nacional, uma das prioridades destes referidos grupos brasileiros consiste no
desenvolvimento de esforcos visando a implantacdo de uma metodologia clinica
adequada a aplicacdo desta técnica no Brasil. Desta maneira, realizou-se uma
série de colaboracdes com grupos de pesquisa de diferentes paises como o
grupo de T. Mang e R. Allison, dos EUA e, posteriormente, com o grupo de D.
Stranadko e V. Sokolov, da RduUssia. Essas interagfes internacionais
proporcionaram um maior conhecimento dos procedimentos utilizados no
desenvolvimento da pesquisa em TFD assim como no emprego pratico de
procedimentos clinicos para o tratamento do cancer propriamente considerado.
Neste contexto, tem sido possivel um desenvolvimento bastante acentuado de
metodologias condizentes com a realidade brasileira, respeitando-se as
dificuldades inerentes ao nosso pais, tanto no que se refere a pesquisa quanto
no que diz respeito ao proprio tratamento clinico (Bagnato, 2005, Kurachi,
2002).

Neste contexto, ha de se acrescentar que 0s hospitais especializados no
tratamento do cancer estdo concentrados nos grandes centros urbanos do
nosso pais, dificultando o acesso da populacdo do interior a técnicas de
tratamento que no momento sdo menos difundidos como é o caso da TFD.
Realmente, mesmo técnicas mais consagradas como a radioterapia e a
quimioterapia ndo se encontram tdo facilmente disponiveis a populacdo
pertencente a varios bolsdes afastados das capitais e das grandes cidades.

De fato, os impedimentos sOcio-econdmicos em nosso pais constituem
um fator limitante a integrac@o entre os institutos de pesquisa e os hospitais
especializados no tratamento do cancer, e tém dificultado, porém nédo impedido

totalmente, o avanco da TFD na Brasil.
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Assim sendo, o Photogem® foi escolhido para ser utilizado como
fotossensibilizador no Brasil em fungdo do seu custo ser mais baixo que o de

seus concorrentes que s&o o Photofrin® e o Photosan®.
1.3.2 0 EMPREGO DO PHOTOGEM® NO BRASIL

Tendo-se em vista o grande potencial no emprego do Photogem® no
Brasil pelos motivos discutidos no topico anterior, procedeu-se o tratamento de
mais de 400 pacientes portadores de diferentes tipos de canceres, sendo que
foram obtidos resultados satisfatérios e promissores. As neoplasias tratadas
foram, predominantemente, de pele e cavidade oral, além de alguns casos de
cancer do es6fago, do pulméo, das vias aéreas e da mama (Bagnato, 2005;
Kurachi, 2002).

Desta forma, a resisténcia inicial oferecida pelos médicos estd sendo
superada pelo sucesso verificado nos tratamentos supracitados haja vista os
resultados satisfatorios obtidos, que abrangem excelente cicatrizacdo e
aumento da qualidade de vida do paciente. Este segundo fator é extremamente
relevante porque o tratamento contra o cancer é traumatico devido aos efeitos
colaterais intensos e desagradaveis mostrados pelas terapias convencionais,
tais como a radioterapia e quimioterapia (INCA, 2006). Tais reacdes adversas
muitas vezes impedem uma vida normal aos pacientes, limitando,
frequentemente de forma dramética, suas capacidades de trabalho e de vida
social.

No que se refere a conhecida fotossensibilidade cutanea, é importante
registrar que na maioria dos casos essa dificuldade tem sido administrada com
relativa facilidade pelos pacientes, principalmente ap0s as primeiras semanas
do tratamento por TFD.

E importante afirmar que resultados positivos neste trabalho foram
obtidos em véarios campos de atuacdo, especialmente no que se refere a
elaboracdo de uma metodologia clinica para TFD no Brasil. De fato, também

tem sido logrado um significativo sucesso na fabricacdo de uma fonte de luz,
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que é fundamental nesta terapia fotodinamica. A fabricacdo dessa fonte de luz
nacional e com prego competitivo em relacdo aos similares importados pode ser
considerada uma das grandes conquistas em TFD no Brasil. Contudo, ainda ha
aspectos a se estudar na metodologia clinica, como, por exemplo, a dose do
agente sensibilizador a se utilizar e a dose de luz empregada no tratamento.
Todavia, apesar das dificuldades iniciais, estes resultados realmente sé&o
promissores, e devem ser enfatizados tendo-se em vista 0 nimero de pacientes
que podem ser beneficiados por esta técnica (Bagnato, 2005; Kurachi, 2002).

Além do uso em tratamento do cancer, estdo sendo estudadas outras
aplicagcbes para TFD no Brasil. Um exemplo que ilustra essa grande variedade
de aplicagcbes que a TFD apresenta, consiste no emprego desta técnica
terapéutica no tratamento da degeneragcdo macular da retina e em
investigacdes de outras moléstias na macula, como, por exemplo, a miopia
patogénica, que € tratada através da utilizacdo de um outro sensibilizador, a
benzoporfirina, que possui o0 nome comercial Visudyne® (Simplicio, 2002).

Dentro deste contexto, o presente trabalho tem como enfoque principal a
investigacdo dos componentes majoritarios constituintes do Photogem®.
Realmente, h4 um grande interesse em se conhecer as estruturas das fracfes
monomeérica e oligomérica porque, apesar deste sensibilizador ser utilizado ha
algum tempo em tratamento clinico, as estruturas dos compostos ativos sao
pouco conhecidas e esta mistura € utilizada como referéncia no
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores.

Serdo utilizadas técnicas cromatograficas visando a preparacdo da
amostra e separacdo dos seus constituintes. E interessante mencionar que
essa contribuicdo na elucidacdo das estruturas dos compostos sera efetuada
através de espectrometria de massa e espectroscopia de absor¢cédo eletrénica

na regido do ultravioleta-visivel.
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[I. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo os seguintes topicos:

+ Desenvolver uma metodologia acessivel de separacdo dos

componentes majoritarios do Photogem®;

* Empreender testes biolégicos preliminares visando a uma maior

compreensédo da acao terapéutica de cada fracao especifica;

« Contribuir na caracterizacdo dos componentes do Photogem® através

de diferentes técnicas instrumentais;
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Ill. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

3.1.1 MATERIAIS UTILIZADOS

3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazélio (MTT) —, Sigma-
Aldrich, EUA;

Cartucho para Extracdo em Fase Sélida Cig(octadecilsilano), 1g (6 cm?®),
Accubond II, Agilent Technologies, EUA,

Cartucho para Extracdo em Fase Sélida Cig(octadecilsilano), 2g (12 cm®)
e 10g (35cm®), Sep-Pack, Waters, EUA;

Cloreto de potéassio PA, 1 Kg, Merck, Brasil;

Cloreto de sodio cristalino PA, 1Kg, Merck, Brasil,

Coluna Analitica para HPLC, L = 150 cm, DI = 4,6 mm, 5u de diametro
de particula, Rexchrom, Bodman Industries, EUA,

Diclorometano PA, 1L, Synth, Brasil;

Fosfato de potassio monobasico PA, 500g, Quimis, Brasil;

Fosfato de sddio dibasico anidro PA, 5009, Quimis, Brasil;

Linhagem de células normais de rim de macaco verde (Cercopithecus
aethiops);

Linhagem de células tumorais de laringe humana (Hep-2);

Meio EAGLE de cultura celular, Sigma-Aldrich, Reino Unido;

Meio DMEM de cultura celular, Sigma-Aldrich, Reino Unido;

Metanol grau HPLC, 4L, JT Baker, EUA;

Penicilina e estreptomicina, 5mL, (Penicilina 10.000 Ul mL* e
estreptomicina 10mg mL™), Cultilab, Brasil;

Photogem®, 200 mg, High Technology Chemistry Institute of Moscow,
Russia;

Soro fetal bovino, Cultilab, Brasil.
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3.1.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Contador de células Lion number-matic, Taiwan;

Concentrador de amostras Savant modelo Speed Vac, EUA;

Cromatografo liquido Shimadzu equipado com detector de fotodiodo,
bombas LC-10AD e mdédulo central de comunicacbes CBM-10A, Japao;

Espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV-1601PC, Japéo;

Espectrémetro de massa Micromass modelo Quatro Il, EUA;

LED de 630 nm;

Microscopio Olympus modelo CHS, Japan;

Sistema de Filtracao de agua da Millipore modelo Milli-Q Academic A10,
EUA.

3.2 METODOS
3.2.1 INVESTIGACAO INICIAL DO FOTOSSENSIBILIZADOR

Amostra de 1mL com concentracdo de 50pg mL™* de Photogem®
solubilizada em tampéo fosfato salino (PBS) 0,14mol L™ a pH 7,2 foi submetida
a uma extracdo em fase solida com elui¢cdo seletiva. Utilizou-se um cartucho
contendo 2g de sorbente octadecilsilano (Cyg) ocupando um volume de 12cm?®,
Para a eluicdo seletiva utilizou-se a seguinte sequiéncia de eluentes: 20mL de
agua, 10mL de solugdes aquosas com concentracdes crescentes de metanol a
partir de 10%, até ser alcangcado metanol puro, seguido de 10mL de solucao
diclorometano/metanol 1:1 e 20mL de diclorometano. Foram coletadas 132
aliquotas de 1mL cada e monitorou-se a separacao através de absorcdo na

regido do visivel, em 400nm.

3.2.2 LIMPEZA (CLEAN-UP) DO PHOTOGEM ®

Amostra de 0,8mL (Img mL™) de Photogem® solubilizada em tampéo

PBS 0,14mol L* a pH 7,4 foi submetida a uma extracdo em fase sélida
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utilizando cartucho contendo 2g de sorbente octadecilsilano (C1g) ocupando um
volume de 12cm®. Em seguida, eluiu-se com 10mL de agua, onde se aplicou
pressdo com a ajuda de um émbolo de uma seringa a uma vazao aproximada
de 2mL min™® e coletou-se a solugdo em um béquer. O processo foi repetido
com 10mL de metanol, 10mL de uma solu¢cdo metanol/diclorometano 1:1 e
20mL de diclorometano para a lavagem final do cartucho. Obteve-se quatro

fracOes neste procedimento.
3.2.3 PRE-FRACIONAMENTO DA FRACAO METANOLICA

Amostra de trés mililitros (1,5mg mL?) da fracdo metandlica do
Photogem® obtida na etapa de “clean-up” solubilizada em tamp&o PBS 0,14mol
L' a pH 7,4 foi submetida a uma extracdo em fase sélida com eluicdo seletiva.
Neste procedimento foi empregado cartucho de extracdo em fase sdlida
contendo 10g de sorbente octadecilsilano (C1g) ocupando um volume de 35cm?.
Em seguida, para eluicdo usou-se um gradiente de concentracdo crescente de
metanol em tampdo PBS diluido a 75mmol L™, iniciando-se com 40mL do
tampédo seguido de 40mL de solucdes de metanol, variando-se de 10 em 10%
(v/v), até metanol puro. Até metanol 50%, realizou-se a coleta de apenas uma
Unica fracdo correspondente a cada solvente. Em seguida, coletaram-se
fragcbes de 4mL em tubos de ensaio individuais. Por fim, lavou-se o cartucho
com 40mL de diclorometano. Com o objetivo de se obter uma vazéo de 4mL
min™, aproximadamente, foi aplicada pressdo com a ajuda de um émbolo de
uma seringa. O material eluido foi monitorado por medida de absorbancia em
400nm. Obtiveram-se trés fracbes mais abundantes nesta etapa, denominadas

fracdo 1, fracéo 2 e fragéo 3.
3.2.4 ENSAIOS CITOTOXICOS

Foram utilizados dois tipos de linhagens celulares: células tumorais de

laringe humana - HEp-2 e células normais de rim de macaco verde africano



26

(Cercopithecus aethiops) - VERO. As células foram cultivadas em frascos de
polipropileno em meio DMEM para células VERO e meio EAGLE para células
HEp-2, com 10% de soro fetal bovino e o0s antibidticos penicilina e
estreptomicina. Todas as manipulacbes com as células foram realizadas em
camara com fluxo laminar horizontal do ar. A camara foi sempre previamente
tratada com lampada germicida.

Nos experimentos citotoxicos utilizou-se placa de 96 pocos, contendo em
cada poco uma suspensdo de 1x10°células mL* em meio de cultura
apropriado. As células foram incubadas a 37°C sob atmosfera contendo 5% de
CO,. Apos 24 h, o meio foi removido por aspiracdo e lavou-se a monocamada
de células com tamp&o PBS. Preparou-se solucdes do Photogem® e de suas
respectivas fracdes com solugdo de SFB 3% na faixa de concentracdo de O-
15pug mL™* que foram adicionadas aos pocos contendo as células em triplicata.
Estas solucdes foram preparadas a partir de solugdes estoque de Photogem e
fracdes na concentracdo 50ug mL™. As células foram incubadas em estufa de
cultura (37° C, 5% de CO,) por 18 h para a incorporagdo dos sensibilizadores
pelas células. Apos esse tempo de incubacédo, o excesso de sensibilizador foi
eliminado lavando-se as células com PBS e adicionou-se meio de cultura
especifico para cada linhagem celular suplementado com 10% de SFB.
Amostras contendo Photogem® e suas respectivas fracées obtidas por meio de
SPE foram irradiadas com um LED (diodo emissor de luz) em 630 + 10nm. A
intensidade do LED foi de 25mW cm™ — calibrada por meio de um medidor de
potencia e aplicada durante 20min totalizando uma dose de 20,7J cm™. Apés a
irradiacédo as células foram mantidas novamente na estufa de cultura por 48h.
Apés esse periodo de recuperacdo procedeu-se a determinacdo das células
viaveis introduzindo-se 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazdlio,
MTT. Este método baseia-se na reducdo enzimatica do MTT (Denizot, 1986),
composto amarelo, a um produto chamado formazan, de coloracéo violeta, que
absorve em 570nm. A reducgdo é catalizada pela succinato-tetrazolio redutase

mitocondrial e redutases extra mitocondriais (Bernas, 2002). Apds 3h de
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reacdo, o meio de cultura com o MTT remanescente € retirado e 50ul de etanol
puro sdo adicionados. ApGs a dissolu¢cdo completa do formazan formado,
adicionou-se 150ul de PBS com isopropanol na proporcdo 1:1. A absorbancia
de cada poco da placa é lida em leitor Elisa com filtro em 550nm. Os resultados
séo apresentados por meio de gréficos da sobrevivéncia celular (%) em fungéo
da concentracdo do fotossensibilizador. Para obter o valor de ICsy (indice de
concentracdo inibitéria), que mede a concentracdo da droga capaz de
inviabilizar 50% da populacdo de células, utilizou-se o programa CalcuSyn
(Chou, 1996).

Os ensaios citotoxicos foram realizados em colaboragdo com a Profa.
Dra. Janice R. Perussi e a doutoranda Priscila F. C. Menezes do Grupo de
Fotossensibilizadores do Instituto de Quimica de Sado Carlos da Universidade

de S&o Paulo.

3.2.5 ANALISE CROMATOGRAFICA (HPLC) DOS ANALITOS

As trés fracdes obtidas no procedimento anterior foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em um cromatografo liquido.
Utilizou-se uma coluna analitica de octadecilsilano (Cig), de 15,0 cm de
comprimento, didmetro interno de 4,6mm e particulas de 5um de diametro
modelo Rexchrom S5-100-ODS. O eluente utilizado foi uma mistura de metanol
com tampédo PBS diluido a 75mmol L™ a pH 7,4, fluxo de 0,8mL min™ e um
volume de amostra de 20uL. As condigOes de separacado para as fragbes foram
as seguintes:

Photogem® e sua respectiva fracdo metandlica: Gradiente de eluicdo com inicio
em 50% até 98% metanol durante 55 minutos;

Fracdo 1 — Gradiente de eluicdo com inicio em 60 a 90% metanol por 30
minutos;

Fracdo 2 — Gradiente de eluicdo com inicio em 60 a 90% metanol durante 30

minutos;
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Fracdo 3 — Gradiente de eluicdo com inicio em 60 a 90% metanol durante 40
minutos.

Os compostos majoritarios obtidos apds o procedimento cromatografico
de cada fracdo foram coletados em frascos separados e protegidos contra luz.
Foi coletado um volume de 50mL de cada composto. Obtiveram-se cinco
compostos majoritarios no processo de separacdo, sendo os dois primeiros
coletados na fracdo 1, os dois intermediarios na fracédo 2 e o ultimo na fracdo 3.

Foi coletado um volume de 50mL de cada composto apos a separacao.

3.2.6 CONCENTRACAO E EXTRACAO DOS COMPONENTES ISOLA DOS
DA SOLUCAO SALINA APOS CROMATOGRAFIA LIQUIDA (HPLC)

Os sais presentes na solucdo dos compostos isolados foram retirados
por meio de extracdo em fase sdlida. As solu¢cbes contendo os compostos
isolados foram colocadas em tubos de centrifuga e secos em um concentrador
centrifugo de amostras, a pressdo reduzida e a baixa temperatura. Os
compostos secos foram solubilizados em tampdo PBS a 75mmol L* e
introduzidos em um cartucho de 1g (6cm?®), contendo octadecilsilano (C1s) como
sorbente. Os analitos retidos no cartucho foram lavados com 50mL de agua
Milli-Q. Apos a lavagem, usou-se 8mL de metanol grau HPLC para extrair 0s
analitos do cartucho de SPE. As solucdes contendo os respectivos analitos
isolados e isentos de sais foram secos em um concentrador de amostras.
Mediram-se as massas obtidas apdés a evaporacdo do solvente de cada

composto purificado.

3.2.7 ANALISES DOS COMPOSTOS ISOLADOS POR ESPECTROS COPIA
ELETRONICA NA REGIAO DO UV-VIS

Os espectros eletrbnicos na regido do UV-VIS dos compostos isolados
foram obtidos em um espectrofotbmetro da marca Shimadzu, modelo UV-

1601PC. Uma cubeta de quartzo de caminho Optico 1cm foi utilizada neste
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experimento. Utilizou-se metanol grau HPLC como solvente e a faixa de
varredura espectral utilizada foi na regido de 200 a 700nm.

As massas conhecidas dos compostos foram diluidas em 0,5mL de
metanol grau HPLC. Obtiveram-se espectros eletronicos dos compostos
isolados em diversas concentracbes e foram utilizados os espectros de
absorcdo dos compostos onde a absorbancia foi entre 0,2 e 1 com o objetivo de

se calcular o coeficiente de absortividade molar dos compostos isolados.

3.2.8 ANALISES DOS COMPOSTOS ISOLADOS ATRAVES DE
ESPECTROMETRIA DE MASSA

As andlises dos compostos isolados foram realizadas em um
espectrometro de massa Quatro Il da Micromass. O modo de ionizagao utilizado
neste experimento foi electrospray. Na aquisicdo do espectro de massa,
utilizou-se um volume de 10uL de eluente, uma mistura acetonitrila/acido
férmico 0,2%, injetados diretamente no espectrometro. As amostras purificadas
foram solubilizadas em metanol grau HPLC e injetou-se 1uL. As temperaturas
de ionizacdo e dessolvatacdo foram de 100°C. Nitrogénio foi utilizado como gas
de nebulizacdo numa pressédo de 3,8x10° mbar. . No capilar do espectrometro
foi aplicada uma voltagem de 10 a 200V enquanto no cone de amostra foi
aplicada uma voltagem de 10 a 70V. A faixa de varredura de m/z foi de 500 a
4000 Da e 100 a 2000 Da. As analises de espectrometria de massa foram
realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. Paolo Di Mascio e a Doutoranda
Fernanda M. Prado do Laboratorio de Estudo de Lesbes em Biomoléculas do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Séo

Paulo.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 INVESTIGACAO INICIAL DO PHOTOGEM ®

4.1.1 FRACIONAMENTO DO PHOTOGEM®

As primeiras amostras de Photogem® estudadas estavam solubilizadas
em PBS 0,14mol L™ em concentracdo de 25pg mL™. No intuito de se investigar
o perfil da amostra no que se refere a composicdo da mistura, esta foi
submetida a uma extragdo em fase solida com eluicdo seletiva em um cartucho
de Cis.

Este processo utilizou os seguintes eluentes: agua, solu¢des de metanol
e agua, solucdo de diclorometano/metanol 1:1 e diclorometano puro. Vale
lembrar que, com relagédo a solucdo aquosa de metanol, a percentagem desse
alcool aumentava de 10 em 10 até ser alcangado metanol puro. Desta forma, foi
possivel a determinacdo de diferentes fracdes constituintes do Photogem®, em
funcdo das diferentes polaridades de cada fracdo. Mediu-se a absorbancia de
cada fracdo em 400 nm. O cromatograma ilustrado na Figura 6 mostra 0s

resultados desta investigagéao inicial.
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Figura 6 — Fracionamento do Photogem utilizando-se cartucho de extracdo em
fase sélida Cis e diferentes solventes em uma escala decrescente de

polaridade.

Neste experimento foi observada a presenca de nove fracbes, o que ja
ilustra a complexidade da mistura que constitui o agente fotosensibilizador em

qguestao.

4.1.2 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGI AO DO UV-
VIS DAS FRACOES OBTIDAS NA INVESTIGACAO INICIAL DO
PHOTOGEM®

Ao se medir a absorcao na regido do UV-Vis, verificou-se, na pratica, oito
fracOes diferentes. A denominada frag&o inicial apresentou o tempo de retengéo
menor (fr. 20-72). Esta fragdo apresentou um espectro muito ruidoso, com uma

banda larga na regido em 550nm e outra banda mais intensa em 395nm. Ha
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outras quatro fracbes, chamadas fracbes intermediarias, que apresentam
espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel muito semelhantes ao
espectro do Photogem®. Subseqiientemente, foram detectadas outras trés
fracbes, que constituiram as fracdes finais do cromatograma, ou seja, as
fracBes mais hidrofébicas do Photogem®. Estas fracdes foram denominadas
fracdo 110-119, fracdo 120-129 e fracdo 130-132. O espectro de absorcéo
eletronica da fracdo 110-119 apresentou um ombro em 329nm, enquanto a
fracdo 120-129 mostrou um ombro localizado em 333nm e a fracdo 130-132
apresentou uma banda em 438nm, conforme a Figura 7.

Esses quatro espectros referentes as fracdes finais do cromatograma
sado diferentes do perfil espectral predominante no espectro de absorcdo do
Photogem®, como esta ilustrado na Figura 7, o que poderia sugerir que estas
fracdes finais ndo constituem tetraazamacrociclos porfirinicos propriamente

ditos.
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Figura 7 — Oito fracdes isoladas do Photogem® na investigacdo inicial. Estas
fracbes estdo dividas em dois grupos: (a) quatro fracdes apresentando
espectros de absorcdo semelhantes aos espectros caracteristicos de porfirinas;
(b) quatro fracbes apresentando espectros de absorcdo significativamente

diferenciados em relagé@o aos espectros caracteristicos de porfirinas.
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4.1.3 ANALISE DO PROCEDIMENTO UTILIZADO NA INVESTIG ACAO
INICIAL

Esta andlise teve dois objetivos iniciais, sendo o primeiro o fracionamento
do fotossensibilizador e o segundo, a eliminagéo dos sais do tampao presente
na amostra. Do ponto de vista analitico, estes sais consistem em interferentes
nas analises instrumentais posteriores. Segundo a literatura (Byrne, 1987;
Moan, 1986) os derivados de hematoporfirina devem ser estocados em solugéo
tamponada em pH 7,4 ou devem estar liofilizados, caso contrario, (Kessel,
1985b) haverd mudancas estruturais em seus compostos. Estes compostos sao
sensiveis a mudancas de pH, podendo sofrer tanto hidrélise acida ou basica
(Kessel, 1987) e, por consequéncia, resultando em degradacdo de seus
constituintes.

Uma dificuldade encontrada neste procedimento de obtencdo das
fracbes do Photogem® foi a saturacdo do cartucho com o aumento da
quantidade de amostra introduzida. O sistema funcionava de maneira razoavel
com até 1mL da amostra de concentracdo 25ug mL™, o que impossibilitaria
qualquer tipo de analise espectroscopica posterior devido a pouca quantidade
de amostra disponivel. Esse problema foi contornado através de um
procedimento de limpeza no sistema, com a finalidade de se eliminar apenas as
impurezas, tanto as iniciais quanto as finais da amostra de Photogem®,
possibilitando a obtencdo de uma quantidade de material maior para as futuras

anélises.

4.2 PROCEDIMENTO DE LIMPEZA (“CLEAN-UP”) DO PHOTOGE M®

4.2.1 LIMPEZA DO PHOTOGEM® ATRAVES DE EXTRACAO EM FASE
SOLIDA

Neste experimento, uma amostra de concentracdo 1mg mL™ foi aplicada

no cartucho para extracdo em fase sélida. Em seguida, utilizaram-se quatro
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eluentes diferentes, agua Milli-Q, metanol, solugcdo metanol/diclorometano 1:1 e
diclorometano. A partir das investiga¢des iniciais, ficou bem estabelecido que,
coletando-se cada solugdo em um béquer separado, os analitos de interesse
seriam eluidos pela fase movel metandlica. Neste contexto, a parte restante,
consistindo das impurezas mais apolares e, por consequéncia, mais sollveis
em solventes mais hidrofobicos, eluiriam na solu¢cdo metanol/diclorometano 1:1
e diclorometano puro. Vale lembrar que, neste caso, 0s sais provenientes do
tampdo seriam eliminados da amostra pela eluicdo da agua.

Este procedimento supracitado foi elaborado utilizando-se como
referencial o cromatograma da Figura 6. Realmente, este procedimento é
bastante acessivel e simples, além de ser relativamente rapido e proporcionar a
introdugdo de uma maior quantidade de analitos de interesse visando a
posteriores andlises instrumentais e aplicacdes em testes bioldgicos. A seguir

esta ilustrado um esquema do procedimento de limpeza da amostra.

Amostra de Photogem

Cartucho de SPE

Fr. Aquosa Fr. Metandlica Fr. MeOH/CH,CI, Fr. CH,Cl,

Esquema 1 — Clean-up (limpeza) da amostra de Photogem®

Como descrito anteriormente, a fracdo metandlica apresenta o espectro
de absorcdo semelhante ao espectro da mistura sem nenhum tratamento
prévio. E relevante mencionar que o rendimento da fracdo metandlica em

relacdo ao sensibilizador original € de aproximadamente 80%, ou seja, 20% do
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Photogem® é formado por substancias que ndo exibem um espectro de

absorcéo eletronico semelhante ao de porfirinas.

4.2.2 ESTUDO COMPARATIVO DO PHOTOGEM® E SUA RESPECTIVA
FRACAO METANOLICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

De acordo com o que foi descrito anteriormente, o derivado de
hematorporfirina possui certas particularidades a respeito de como deve ser
estocado e quanto aos cuidados que devem ser tomados com o intuito de se
evitar que os compostos se degradem ou sofram algum tipo de modificacdo
estrutural. Conforme descrito anteriormente, 0os compostos constituintes do
Photogem® s&o compostos instaveis, e que as condicdes de estocagem podem
ser cruciais, mesmo durante sua sintese, para a formacéao final dos compostos.
Uma importante etapa deste trabalho foi a de se checar, através de HPLC, se
esta etapa de limpeza da amostra, e principalmente, sua lavagem com agua, se
a integridade dos compostos do Photogem® estava sendo mantida. O resultado

deste experimento esta na Figura 8.
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Figura 8- Estudo comparativo da amostra de Photogem® e de sua fracdo
metandlica. Cromatografia em fase reversa (Cig); fase moével: metanol/tampao
PBS diluido a 75mmol L™; gradiente de eluicdo de 50 a 98% de metanol
durante 55min; volume de amostra na injecdo: 20pL; fluxo: 0,8mL min™;

absorbancia monitorada em 400nm.

Uma grande preocupacao deste trabalho foi com relacdo a integridade
estrutural dos compostos analisados. Conforme descrito anteriormente, a
instabilidade destes compostos foi motivo de um cuidado adicional com o
método utilizado para limpeza da amostra. Ndo havia na literatura uma tentativa
de limpeza ou “clean-up” da mistura chamada derivado de hematoporfirina
antes de se prosseguir com as devidas analises instrumentais.

Todos os artigos consultados descreviam medidas diretas deste
derivado, ou seja, a amostra era analisada por diferentes técnicas
cromatogréficas ou espectroscopicas sempre sem um preparo de amostra
previo.

O experimento realizado neste trabalho prova que o perfil cromatografico

da amostra permanece 0 mesmo depois da limpeza e o mais relevante, ocorre
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uma sensivel diminuicdo do alargamento de banda localizado apés a elui¢do
dos mondémeros (Byrne, 1990; Dougherty, 1987b; Kessel, 1987) entre a regiao
de 20 e 50 minutos, mesmo a fracdo metandlica possuir, aproximadamente,
concentracao 280 vezes superior ao fotossensibilizador sem nenhum preparo
de amostra.

Como descrito anteriormente, o fotossensibilizador em questdao é
formado por aproximadamente, 20 a 15% de um material mais apolar e que
apresenta espectro eletrénico diferente de porfirinas. Observou-se, apos a
retirada deste material, uma sensivel melhora na separacdo dos compostos
verificados por meio do cromatograma, entdo se pode sugerir que a presenca
deste material apolar prejudica a separagdo dos compostos do
fotossensibilizador, mesmo sua quantidade ndo sendo preponderante sobre
todo o fotossensibilizador, poderiam ter um papel significativo nos fracassos

anteriores de separacdo dos compostos desta mistura.
4.3 FRACIONAMENTO DA FRACAO METANOLICA DO PHOTOGEM ©

4.3.1 PRE-SEPARACAO DOS COMPONENTES QUE FORMAM A FR ACAO
METANOLICA DO PHOTOGEM® POR MEIO DE EXTRACAO EM FASE
SOLIDA (SPE)

Examinou-se o cromatograma da Figura 6 e este utilizado como
referéncia. Foi observada neste cromatograma a presenca de alguns
contaminantes na regido de eluicdo entre as solu¢des que apresentam de 10
até 50% de metanol/agua. Devido a este fato, foi efetuada nova extragdo em
fase sdélida através de uma eluicdo mais seletiva, muito semelhante, portanto,
ao primeiro experimento. Essa analise foi desenvolvida com o objetivo duplo de
se eliminar estes Ultimos contaminantes presentes na fragdo metandlica e
fracionar a mistura para viabilizar seu isolamento por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.
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Para esse objetivo foi empregado um cartucho contendo 10 gramas de
sorbente C;g visando ao aumento da concentracdo inicial da amostra. Por
conseqliéncia, obteve-se uma maior recuperacdo de compostos para analises
posteriores. Optou-se pela utilizacdo de uma solucédo de PBS diluido a 75mmol
L' a0 invés de agua Milli-Q, na tentativa de se evitar quaisquer degradacées ou
mudancas estruturais nos compostos a serem analisados.

O cromatograma que ilustra os resultados obtidos esta ilustrado na
Figura 9. Observou-se que a ordem de eluicdo de cada fracdo seguiu a
diminuicdo da polaridade de cada solvente utilizado na extragcdo em fase sdlida.
Neste experimento foram obtidas trés fracdes separadas segundo sua
polaridade. A fracdo 1 é formada por compostos mais polares, enquanto a
fracdo 2 é constituida por componentes que exibem uma polaridade

intermediaria. Por sua vez, a fracdo 3 é formada por compostos menos polares.

Absorbancia

Fracdes

Figura 9 — Cromatograma da separacao preliminar da fracdo metandlica do

Photogem® obtida por extracdo em fase solida.
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O rendimento de cada fracdo obtida no procedimento preliminar de

separacao da fracdo metandlica do Photogem® foi ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento da separagéo preliminar da fracdo metandlica utilizando-

se SPE na amostra referente a fragdo metandlica.

. . . Rendimento
Fracéo 1 Fracgao 2 Fragcao 3
total
15,0% 60,7% 16,3% 90%

Neste experimento, foram determinadas as percentagens relativas aos
componentes presentes na fracdo metanélica do Photogem®. Este foi um dado
relevante para se conhecer a natureza dos constituintes do sensibilizador em
questdo. Observou-se que o agente sensibilizador é, em sua maioria, formado
por componentes de polaridade intermediaria em relagdo aos outros dois
grupos de compostos que, somados, formam este fotossensibilizador.

E importante ressaltar que a técnica da extracio em fase sélida nio
permite o isolamento dos compostos que compdem o sensibilizador.
Observando-se a linha de base do cromatograma referente ao procedimento
preliminar de separacdo, verificou-se que ndo houve isolamento total dos
componentes que formam o sensibilizador.

Uma limitacdo da extracdo em fase sélida (SPE) consiste no fato de que
este procedimento ndo permite a separagdo de misturas complexas devido ao
tamanho relativamente grande das particulas que formam sua fase
estacionaria. A SPE foi desenvolvida, a priori, para a limpeza e pré-
fracionamento de misturas complexas (Lancas, 2004; Berrueta, 1995), mas, de
qualquer maneira, o emprego desta técnica na limpeza e fracionamento do
Photogem® se mostrou eficiente.

A vantagem em se fracionar os componentes que formam o agente

fotossensibilizador estudado foi a possibilidade de se estudar a atividade
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biolégica de cada fracdo enriqguecida de seus componentes principais. A
atividade bioldgica foi analisada em células normais e tumorais com o intuito de
se verificar qual fracdo apresentaria a maior atividade. Além disso, esse
procedimento permitiu investigar se a atividade biologica observada no
Photogem® é o resultado de um componente em especial ou é conseqiiéncia da
soma das atividades individuais de cada grupo de compostos. Este estudo sera

descrito na se¢ao posterior.

4.3.2 ANALISE DAS FRACOES 1, 2 E 3 POR ESPECTROSCOP IA
ELETRONICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

As fragBes obtidas por meio da extracdo em fase sélida foram analisadas
por espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta-visivel. A Figura 10

ilustra os resultados obtidos neste experimento.
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Figura 10 — Espectro eletrénico do Photogem® e de suas respectivas fracées 1,
2 e 3; ConcentracBes utilizadas: Photogem® 25ug mL™; fracdo 1 12ug mL™;
fracdo 2 35ug mL™?; fracdo 3 120pg mL™; caminho 6ptico 0,2; solvente utilizado:

tampéao PBS.
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Observando-se 0s respectivos espectros, € importante ressaltar que
todas as fracfes analisadas apresentaram bandas similares aquelas referentes
ao espectro caracteristico do Photogem®. Portanto, este fato sugere que nao
houve mudancas estruturais ou degradacdo nos componentes presentes em
cada fracdo resultante da separacgéo preliminar do sensibilizador em estudo.

As fracdes separadas apresentaram uma absortividade diferente da
mistura que compde o fotossensibilizador em questdo. A fracdo 1 apresentou
uma maior absortividade, enquanto a fracdo 2 apresentou uma absortividade
intermediaria. A fracdo 3 apresentou a menor absortividade entre as trés
fracOes isoladas. Esta analise experimental indica que os constituintes que
formam cada fracdo apresentam estruturas diferentes entre si. Esta discusséo

seré retomada posteriormente, na segéo 4.6.

44 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DO PHOTOGEM® APOS
FRACIONAMENTO

4.4.1 CONSIDERAGCOES INICIAIS

As trés fracOes obtidas com o fracionamento da fragdo metandlica do
Photogem® foram secadas sob vacuo e a baixa temperatura, pesadas e
estocadas a —4°C para posterior andlise da citotoxicidade em linhagem de
células normais de rim de macaco verde (Cercopithecus aethiops) - VERO e
linhagem de células tumorais de laringe humana - HEp-2.

Estes ensaios bioldgicos preliminares foram desenvolvidos utilizando
Photogem® e suas respectivas para avaliar as suas toxicidades intrinsecas (na
auséncia de irradiacdo) e suas toxicidades fotossensibilizadas (sob irradiacao
em 630nm). Estes experimentos foram empreendidos utilizando-se tanto células
normais como células cancerosas.

Em TFD é fundamental que o agente fotossensibilizador apresente uma
atividade fotodindmica mais intensa em células neoplasticas do que em células

normais e esse tipo de avaliagdo da seletividade do fotossensibilizador as
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células cancerosas € tdo importante quanto a determinacdo da citotoxicidade
propriamente considerada. De fato, a inevitavel destruicdo de tecidos sadios é
um dos grandes problemas inerentes as terapéuticas que combatem o cancer e
a minimizacdo dessa dificuldade, que indica pouca seletividade do
sensibilizador em relagé@o ao tecido canceroso, consiste em um importantissimo
objetivo a ser alcancado pelos pesquisadores da area em questao.

Outro aspecto relevante a ser observado é a citoxicidade do
fotossensibilizador na auséncia de incidéncia de luz. E de suma importancia
que a droga apresente uma baixa toxicidade tanto em células tumorais quanto
em células normais na auséncia de radiagdo para que o efeito terapéutico da
droga seja restrito ao efeito fotodinamico propriamente dito e ndo constitua em
um efeito associativo da toxicidade da droga somado ao efeito fotodinamico.

As amostras foram analisadas utilizando-se intensidade, dose e tempo
de irradiacdo constantes. A intensidade de luz (1) é definida como a quantidade
de fotons por unidade de tempo que atinge uma unidade de area do alvo que
equivale, portanto, a energia da radiacéo € dada pela equacao (1):

E=Nhv (1)
onde:
N = quantidade de fétons;
h = constante de Planck;
v = freqUéncia.

Essa intensidade de luz é expressa em mW cm™? ou W m. A quantidade
de luz transmitida durante todo o intervalo de tempo é definida como dose de
luz (D), que, por sua vez, é expressa em J cm? ou kJ m™?. A relagdo entre
intensidade de luz, dose de luz e tempo de irradiagdo € dada pela equacéo (2)
abaixo:

I=Dt* (2
onde:
| = intensidade de luz em mW cm’?;

D = dose de luz em J cm™;
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t = tempo de irradiacdo em segundos;
1J = 1W segundo.

4.4.2 TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA EM LINHAGEM DE C ELULAS
NORMAIS (VERQO) COM O PHOTOGEM® E SUAS RESPECTIVAS FRACOES

Realizaram-se testes de citotoxicidade em linhagem de células VERO na
auséncia e presenca de luz. Os resultados destes ensaios preliminares estao

representados na Tabela 2, a seguir.

Tabela 2: Ensaios biolégicos com Photogem® e com suas respectivas fracdes
(Fracdes 1, 2 e 3) na auséncia e na presenca de radiacdo de comprimento de
onda 630 nm em células normais (VERO), D = 20,7 J cm?, t = 23min e I=
15mW cm,

ICso (g mL™) + DP

VERO *
Photogem F1 F2 F3

*

Ausénciadeluz  57:01 4,6:0,2 1,0%03 232+14

Presencadeluz 35+02 2,1+0,7 0,6+0,1 15,1+24
3 experimentos realizados.

A atividade bioldgica do fotossensibilizador pode ser expressa em termos
de valores de concentracdo inibitéria média (ICsp). O ICso € a concentracdo de
fotossensibilizador necessaria para extinguir 50% da populacao celular presente
na amostra analisada.

E interessante comparar os ICso do Photogem® propriamente dito com os
ICso referentes as fracdes isoladas do Photogem®, F1, F2 e F3, respectivamente.

A fim de estabelecer as comparac¢des entre os ICso médios das fracdes,
todos os dados foram submetidos ao teste t de Student com até 99,95% de

confianca dado pela equacéo (3) a seguir:
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onde:
onde xi1 e X2 sdo as medias e V, e V, sdo as variancias, isto € os quadrados
dos respectivos desvios-padréo e finalmente n, e n, sdo os numeros de

replicatas dos experimentos. Como os experimentos foram realizados em
triplicata, o grau de liberdade total foi considerado como 4, isto € n-2. As
médias foram consideradas iguais quando t < 2,2328.

Nesta série de experimentos observou-se a citotoxicidade isolada do
efeito fotodinadmico exibido pelo fotossensibilizador. A fragdo F1 apresenta uma
acdo toxica (1,24+0,07) vezes maior que o Photogem® enquanto que F2
apresentou uma toxicidade (6+1) vezes maior que o Photogem®. A fracéo F3,
por sua vez, exibiu uma citotoxicidade corresponde a (4,1+0,3) inferior a

citotoxicidade do fotossensibilizador.

4.4.3 TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA EM LINHAGEM DE C ELULAS
TUMORAIS (HEp-2) COM O PHOTOGEM® E COM SUAS RESPECTIVAS
FRACOES

Realizaram-se testes preliminares de citotoxicidade em linhagem de
células HEp-2 tanto na auséncia como na presenca de luz. Na Tabela 3 estédo
representados os valores provenientes experimento realizado utilizando células

tumorais HEp-2.
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Tabela 3: Ensaios biolégicos com Photogem e com suas fracbes (Fracbes 1, 2
e 3) na auséncia e na presenca de luz de comprimento de onda 630nm em
células tumorais HEp-2, D = 20,7 J cm™, t = 23min e I= 15mW cm™.

ICso (ug mL™) £ DP
Photogem F1 F2 F3

HEp-2

Auséncia de luz 25+0.1 25+0,4 0,8+0,2 24,6+1,8
Presenca de luz 1,3+0,2 1,2+0,8 0,3+0,1 20,1+1,7

" 3 experimentos realizados.

Neste tipo de tecido a fracdo F1 exibiu citotoxicidade intrinseca, bem
como a fotodinamizada similares aquela referente ao Photogem®. Entretanto a
fotodinamizacdo praticamente dobrou a toxicidade do Photogem®, isto é em
(1,9+0,4) vezes.

Por outro lado a toxicidade intrinseca de F2 é (3t£1) vezes maior que o
Photogem® e de F3, por sua vez, apresentou uma toxicidade (10+1) vezes
inferior a do Photogem®.

Desta foram, da mesma forma que a fotodinamizacdo dobrou a
toxicidade do Photogem®, ocorreu o mesmo para F1, isto &, o aumento
observado foi de (2+2) vezes. Por outro lado, na F2 observou-se um aumento
de (3+2) vezes e a de F3 em (1,240,2) vezes.

4.4.4 ANALISE DOS TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA DO PHOTOGEM®
E DE SUAS RESPECTIVAS FRACOES

Baseando-se nos resultados apresentados nos dois itens anteriores,
pode-se sugerir que, nas células normais (VERO), a atividade fotodinamica
apresenta a seguinte ordem crescente: fracdo 1 e Photogem® < fracdo 3 <
fracdo 2 enquanto que nas células de tumores (Hep-2) essa ordem foi: fracdo 3

< fracdo 1 e Photogem® < fracdo 2. Um fato a ser destacado é que a frac&do 2
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apresentou o maior efeito fotodindmico, tanto nas células de tumores (Hep-2)
quanto nas células normais (VERO).

Um dos aspectos de suma importancia que deve ser registrado é a
seletividade apresentada pelas fracoes.

A fotodinamizagcdo permitiu monitorar a seletividade relativa dos
compostos. Pbde-se verificar que a maior seletividade foi alcancada com o
Photogem®, seguida, na sequiéncia, pelas fracées F2, F1 e F3.

O fracionamento por meio da extracdo em fase sdlida foi suficiente para
evidenciar que o Photogem® contém trés classes de compostos distintas. Essas
trés classes abrangem fracOes caracterizadas pela polaridade de seus
contituintes: polares, uma segunda fragdo enriquecida com compostos de
polaridade intermediria e uma terceira fracdo composta em sua maioria por
compostos apolares.

Os ensaios preliminares supracitados confirmam que as fracOes obtidas
a partir do Photogem® exibem atividades biolégicas distintas entre si. A fracdo
formada por compostos polares, denominada fracdo 1, apresenta uma atividade
biolégica semelhante ao fotossensibilizador disponivel comercialmente,
resultado obtido nos dois grupos de linhagens celulares, tanto na toxicidade
intrinseca quanto estimulada pela luz. A fracdo enriquecida por compostos de
polaridade intermediaria, denominada F2, apresenta uma atividade biologica
mais intensa em comparacdo com o Photogem® em todas as condicdes dos
testes de citotoxicidade. De fato, esta fragdo 2 apresentou uma atividade
biolégica cerca de quatro a cinco vezes maior do que o fotossensibilizador em
questdo. A fragdo F3, composta em sua maioria por compostos apolares,
apresenta uma atividade biologica cerca de quatro a quinze vezes menor que o
fotossensibilizador original.

Um resultado a priori surpreendente obtido nestes testes foi a baixa
atividade biologica apresentada pela fracdo 3. Segundo a literatura disponivel
(Moan, 1987; Oenbrink, 1988; Pandey, 1990b; Pandey, 1991; Pandey, 1996;
Byrne, 2004) este seria um resultado inesperado porque 0S compostos mais

apolares exibiriam uma atividade mais intensa e uma seletividade superior aos
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seus anélogos mais polares. Esta aparente incongruéncia, talvez possa ser
explicada pela instabilidade deste tipo de preparado observada por alguns
pesquisadores (Moan, 1986; Byrne, 1987; Kessel, 1985a; Kessel, 1987).

A baixa atividade biolégica exibida pela fracdo 3 poderia ser explicada
por possiveis mudancas estruturais em funcdo de uma degradacdo de seus
componentes ocorrida durante o manuseio da amostra. Uma segunda
possibilidade para a baixa atividade da fracdo 3 estaria relacionada ao carater
altamente hidrofébico desta fracdo, que geraria a formacgéo de agregados desta
fracdo em meio aquoso. De fato, houve consideravel dificuldade em se
solubilizar a fragdo 3 em meio aquoso para a realizagdo dos testes de
citotoxicidade, sendo, inclusive, identificada macroscopicamente uma
significativa turbidez da solu¢cdo em questdo. Logo, a possivel agregacdo da
fracdo 3 seria uma hipotese plausivel para explicar as baixas atividades obtidas.

Neste contexto, é interessante enfatizar que a agregacdo reduziria
drasticamente a capacidade de um composto de produzir oxigénio singlete
(Simplicio, 2002; Aveline, 1995; Tanielian, 1995), e, por conseqiéncia,
diminuiria sua atividade fotodindmica, o que justificaria a baixa atividade
biolégica apresentada.

Deste modo, seria pertinente propor que um sensibilizador ideal deveria
possuir alta solubilidade em &agua para que permanecesse na sua forma
monomeérica. Isto porque o monémero seria a forma mais ativa do ponto de
vista biolégico, em funcdo de um maior potencial para formacdo de oxigénio
singlete e, por consequéncia, maior atividade fotodindmica. Esta informacéo
pode ser relevante com relacéo a trabalhos futuros com enfoque na modelagem
de novos protétipos de fotossensibilizadores para o combate do cancer através
da TFD.

E importante ressaltar que em TFD, um conjunto de fatores deve ser
levado em consideracdo na escolha do agente fotossensibilizador adequado.
Estes fatores a serem considerados s&o: estabilidade aromética, alto
rendimento na formacao de oxigénio singlete, baixa toxicidade na auséncia de

irradiacdo, absorcdo na regidao do vermelho e alta seletividade em relacédo ao
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tecido tumoral. Tais testes preliminares sugerem que o Photogem®, em
comparagdo com suas respectivas fragbes, apresenta maior seletividade as
células cancerosas.

A seletividade superior apresentada pelo Photogem® pode ser explicada
pela sua constituicdo, porque o agente fotossensibilizador em questdo é
formado por uma mistura de compostos polares, apolares e de compostos de
polaridade intermediaria. Realmente, poderia inferir-se que o Photogem®
possui, sob certo aspecto, um carater anfifilico, ou seja, apresentaria no
conjunto dos componentes que formam a mistura que constitui este agente
sensibilizador caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas concomitantemente.

Esse suposto carater anfifilico da mistura em questdo poderia ter sido
fundamental nos resultados obtidos a partir dos testes bioldgicos. Realmente, o
Photogem® e as fracdes 1 e 2 apresentaram uma solubilidade superior a
solubilidade referente a fracdo 3 no mesmo meio aquoso. Além disso, as
porfirinas podem ser absorvidas pelas células por difusdo passiva através da
membrana plasmética, o que depende da hidrofobicidade destas porfirinas
(Brault, 1990).

De fato, o Photogem® é uma mistura de compostos de diferentes
hidrofobicidades. Logo, este agente fotossensibilizador apresenta, de certa
forma, um comprometimento entre um certo carater hidrofilico, para que o
composto possua uma boa solubilidade em agua, que é o solvente do meio
biolégico, e um determinado carater hidrofébico, com o objetivo de se alcancar
uma absorcao adequada pelas células, através da permeabilidade seletiva das
membranas celulares.

Além de uma caracteristica intrinseca ao Photogem®, essa solubilidade
“intermediaria” poderia ser um pré-requisito inerente aos fotossensibilizadores
em geral, para que a atividade bioldgica pudesse apresentar resultados
satisfatorios. Uma vez mais, é importante adir que informagbes como essa
podem ser muito interessantes na definicdo de propostas sintéticas para a
elaboragdo de novos farmacos, com atividade mais proximas do ideal, em

relacdo ao objetivo de utilizacdo da TFD no tratamento do cancer.
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E importante ressaltar que estes testes foram realizados in vitro, ou seja,
estas fracbes poderiam apresentar comportamento diferenciado ao serem
estudadas in vivo. Um exemplo a ser considerado consiste na clorina m-THPC,
descrita anteriormente (Figura 2) que apresentou baixa atividade em testes
celulares (Sternberg, 1998), enquanto mostrou resultados animadores em
testes em cobaias, ou seja, testes in vivo. Desta maneira, se faz necessério
estudos adicionais para conclusées mais abrangentes com relacdo a acao in

vivo das fracdes que formam o fotossensiblizador em questao.

4.5 ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESENTES NO
PHOTOGEM®

4.5.1 CONSIDERACOES INICIAIS

As fracbes obtidas por meio da extracdo em fase sdlida foram
submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com o objetivo de
se obter a purificacdo final dos componentes majoritarios do Photogem®.

Conforme discutido anteriormente, este fotossensibilizador € constituido
por compostos que apresentam caracteristicas bem singulares. Em primeiro
lugar, sdo compostos instaveis sob certas condigcbes de armazenamento e
manuseio. Estes compostos necessitam serem estocados ao abrigo da luz, sob
refrigeracéo e, se forem estocados em solugéo, devem estar tamponados entre
pH 7,2 e 7,4 (Moan, 1986). O Photogem®, sendo uma versdo enriquecida da
fracdo oligomérica do HpD, apresenta 0s mesmos inconvenientes de
manipulacdo e estocagem de seu precursor.

Tendo-se em vista estas particularidades, uma série de cuidados foi
tomada com o intuito de n&o haver quaisquer mudancas estruturais nos
compostos previamente separados por meio de extracdo em fase sdlida. As
denominadas fragdes um, dois e trés foram mantidas liofilizadas, ao abrigo da
luz e armazenadas sob temperatura —4°C. As fracbes estiveram solubilizadas

em solvente orgéanico pelo menor tempo possivel, com o objetivo de se evitar
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qualquer degradacdo do material estudado. As fracbes foram liofilizadas em um
concentrador centrifugo de amostras, onde o solvente é evaporado sob baixa
temperatura e pressao reduzida. Este procedimento, portanto, trata-se de uma
metodologia cuidadosa para se extrair o solvente da amostra, evitando-se
quaisquer alteracdes drasticas nas propriedades da mistura.

No procedimento de separacdo empregou-se como fase mével uma
mistura de metanol e tampé&o PBS diluido. Essa fase movel foi utilizada como
precaucdo para que ndo houvesse mudancas estruturais nos compostos

analisados.

452 ISOLAMENTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC) DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESEN TES NO
PHOTOGEM®

Utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia visando-se ao
isolamento dos compostos majoritarios presentes no agente fotossensibilizador
em estudo. Os cromatogramas provenientes das analises realizadas com as
fracbes 1, 2 e 3 do sensibilizador (fracdo metandlica) estdo representados nas

figuras subsequentes.
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Figura 11 — Cromatograma da fragdo metandlica do Photogem®. Cromatografia

em fase reversa (Cig); fase mével: metanol/tamp&o PBS diluido a 75mmol L™

gradiente de eluicdo de 50 a 98% de metanol durante 55min; volume de

amostra na injecao:
400nm.
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Figura 12— Cromatograma da fracdo 1 do Photogem®. Cromatografia em fase

reversa (Cig); fase mével: metanol/tampédo PBS diluido a 75mmol L™; gradiente

de eluicdo de 60 a 90% de metanol durante 30min; volume de amostra na

injecdo: 20pL; fluxo: 0,8mL min™*; absorbancia monitorada em 400nm.
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Figura 13 — Cromatograma da fracdo 2 do Photogem®. Cromatografia em fase
reversa (Cig); fase movel: metanol/tampdo PBS diluido a 75mmol L; gradiente
de eluicdo de 60 a 90% de metanol durante 30min; volume de amostra na

injecdo: 20pL; fluxo: 0,8mL min™*; absorbancia monitorada em 400nm.
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Figura 14 — Cromatograma da fracdo 3 do Photogem®. Cromatografia em fase
reversa (Cig); fase mével: metanol/tampédo PBS diluido a 75mmol L™; gradiente
de eluicdo de 60 a 90% de metanol durante 40min; volume de amostra na

injecdo: 20pL; fluxo: 0,8mL min; absorbancia monitorada em 400nm.
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Os compostos isolados foram coletados em frascos protegidos da luz.
Ap6s o término do procedimento de separacgdo, foi efetuada a retirada do
solvente em um concentrador de amostras. Os sais provenientes do tampéao
utilizado foram retirados por meio de extracdo em fase sélida.

Conforme discussdo anterior, estes compostos sao instaveis. Com o
escopo de se observar se houve degradacao, realizou-se um novo experimento
de HPLC. O objetivo desta referida andlise foi a verificacdo dos tempos de
retencdo dos compostos isolados para posterior comparacdo com os tempos de
retencdo anteriores ao isolamento. Caso houvesse alguma modificagdo nos
tempos de retencdo dos compostos isolados, em relagdo a mistura inicial,
poderia ter ocorrido alguma mudanca estrutural durante o processo de
isolamento. Os cromatogramas deste segundo experimento estdo
representados a seguir.

Photogem® bruto 0,1 mg mL™
304
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o
N
o
N
)
@
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Picos 1 e 2 Isolados do Photogem®
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Figura 15 — Cromatograma da comparacdo dos tempos de retencdo dos
compostos isolados com o Photogem®. Cromatografia em fase reversa (Cig);
fase moével: metanol/tamp&o PBS diluido a 75mmol L™; gradiente de eluicdo de
50 a 98% de metanol durante 55min; volume de amostra na injecdo: 20pL;

fluxo: 0,8mL min™*: absorbancia monitorada em 400nm.
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Figura 16 — Cromatograma da comparacdo dos tempos de retencdo dos
compostos isolados do Photogem®. Cromatografia em fase reversa (Cis); fase
mével: metanol/tamp&o PBS diluido a 75mmol L™; gradiente de eluicéo de 50 a
98% de metanol durante 55min; volume de amostra na injecao: 20pL; fluxo:

0,8mL min'l; absorbancia monitorada em 400nm.

Os cromatogramas das Figuras 15 e 16 mostram que os tempos de
retencdo dos compostos analisados ndo apresentaram mudancas significativas
em relagdo a mistura inicial. Este fato sugere que ndo houve mudanca
estrutural significativa nos compostos isolados. Outra informacéo fornecida por
estes cromatogramas esta relacionada a separacdo dos compostos que se deu
de forma satisfatoria. De fato, o formato de cada pico indica que a separagao foi
bem sucedida. Uma excecéo foi o pico 5, onde se verificou a presenca de
algumas impurezas que formaram alguns picos secundarios, mostrando que a

separacéao nao foi ideal.
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E importante ressaltar que a separa¢do de porfirinas ndo é uma tarefa
trivial devido aos varios estereoisdmeros que estes compostos apresentam. A
ocorréncia destes isbmeros conformacionais provoca o alargamento dos picos
referentes aos compostos presentes na mistura (Vollhardt, 2004; Allinger,
1978). A fase estacionéaria utilizada (Cig) ndo foi capaz de separar estes
isbmeros porque somente fases estaciondrias quirais sao eficientes para tal
separacao.

O resultado da cromatografia liquida foi o isolamento de cinco compostos
majoritarios presentes no agente sensibilizador Photogem®. Os dois primeiros
compostos foram coletados juntos porque a coluna utilizada ndo apresentou
resolucao suficiente para isola-los. Os demais compostos foram separados.

Os compostos isolados foram secos e pesados apos estas Ultimas
analises de HPLC e os experimentos seguintes consistiram de medidas de
espectroscopia eletrénica na regidao do ultravioleta-visivel e de espectrometria

de massa. Essas analises serdo discutidas nas secfes seguintes.

4.6 ANALISE DOS COMPOSTOS ISOLADOS DO PHOTOGEM ® POR
ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGIAO DO UV-VIS

4.6.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Os espectros das porfirinas apresentam bandas de absorcéo distribuidas
em trés regides: banda B ou banda de Soret (regido ultravioleta préximo) e um
altimo conjunto que sdo observados na regido do UV inferiores a 350nm.

Usualmente as bases livres (sem metal coordenado) apresentam dois
conjuntos de duas bandas do tipo Q e quando possuem ion de metais ou
guando os dois nitrogénios pirrdicos também se encontram protonados, apenas
um conjunto de duas bandas. Isto se deve a elevacao da simetria D, para Dap.
As bandas Q manifestam-se aos pares, pois é a composi¢do de uma transicao

puramente entre niveis eletrbnicos envolvendo niveis vibracionais
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fundamentais, enquanto que o componente de maior energia (comprimento de
onda menor) envolve transi¢cdes com variagdo do nivel vibracional.

Os espectros de porfirinas tém sido interpretados com sucesso baseado
no “modelo dos quatro orbitais” de Gouterman (Gouterman, 1959). Neste
modelo dos quatro orbitais, em escala de energia, dois sdo os Ultimos orbitais
moleculares ocupados Tt e 0s outros dois sdo os primeiros orbitais desocupados
de carater Tt.

Os dois orbitais moleculares ocupados de maior energia sao
denominados HOMO (highest occupied molecular orbital) e os dois orbitais
moleculares desocupados de menor energia LUMO (lowest unoccupied
molecular orbital).

Um dos orbitais HOMO pertence a representacao irredutivel a, € o outro
aiy Os orbitais LUMO pertencem a representagéo irredutivel eyg. Devido as
energias proximas entre os estados excitados a'je'y e a'ze’y possibilitam
interacbes de configuracdes intensas que resultam em um estado bastante
provavel e outro pouco provavel. Assim, como as bandas B e Q sdao
consideradas como combinacdes lineares destas transicdes de um elétron,
aquelas que representam as combinacdes favoraveis a’;,—a'ye'y e
a’—a'ye'y a absorcdo detectada serd intensa, portanto trata-se de uma
transicdo permitida, ocorrendo em um comprimento de onda mais curto.
Contudo, quando os dipolos se opdem, sendo a transicdo menos provavel, a
intensidade desta transicdo sera menor e ocorrerd em comprimentos de onda
maiores, correspondendo as bandas Q.

A banda de Soret apresenta uma banda intensa, com coeficiente de
absortividade molar da ordem de 10°mol L™ cm™ (Kalyanasundamarm, 1992) na
regido de 400nm, pois os dipolos das transigbes se somam.

As quatro bandas Q sdo menos intensas e estdo localizadas na faixa
espectral de 500 a 700nm. As bandas Q sao enumeradas utilizando-se
algarismos romanos de | a IV. Estas quatro bandas podem ser classificadas de

acordo co m suas intensidades relativas, sendo ‘etio’ quando as intensidades
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seguem a seguinte sequéncia IV>III>11>1, ‘rhodo’ quando llI>IV>11>1, ‘oxo-rhodo’
quando [II>11>1V>l e ‘philo’ (IV>II>111>]). As intensidades das bandas Q, além de
serem menos intensas, sao sensiveis as influéncias provocadas por
perturbacdes nos niveis eletrénicos devido a substituintes nas cadeias laterais

da porfirina.
Um espectro eletronico tipico de uma porfirina esta ilustrado na figura a

seqguir.
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Bandas Q
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Figura 17 — Espectro eletrbnico tipico de uma porfirina base livre.

4.6.2 ANALISE DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DO PHOTOGE M® POR
ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NO UV-VIS

Realizaram-se medidas de espectroscopia eletrbnica de absor¢cdo da
regido do ultravioleta-visivel dos compostos isolados por meio de HPLC. A

Figura 18 ilustra os resultados deste experimento.
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Figura 18 — Espectro eletrbnico dos compostos majoritarios isolados do

Photogem®. Solvente utilizado: metanol; caminho éptico: 1cm.

Conforme Figura 18, os espectros de absor¢do no UV-Vis dos compostos
isolados mostraram semelhancas entre si. As diferencas encontradas nos
espectros foram o formato da banda de Soret, onde os compostos pico 1 e 2
exibiram uma banda de menor largura em 396nm enquanto os compostos
denominados pico 3 e 4 mostraram a banda de Soret com o mesmo formato em
397nm. O composto chamado pico 5 também apresentou a banda de Soret em
397nm, sendo que essa banda se apresentou mais larga do que todos os
outros compostos mencionados anteriormente.

Com relacdo as bandas Q, € possivel notar que, semelhantemente ao
que aconteceu na analise da banda de Soret, os compostos isolados também
apresentaram semelhancas entre si. De fato, no que se refere a ordem de
intensidades, todas as porfirinas em questéo séo classificadas como sendo do
tipo ‘etio’.

Nos compostos pico 1 e 2, os maximos de absorcéo das bandas Q foram

identificados em 497, 531, 568 e 619nm. Os compostos denominados pico 3 e
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pico 4 apresentaram as bandas Q localizadas em 501, 535, 570,5 e 624nm
enquanto o composto chamado pico 5 evidenciou suas respectivas bandas Q
em 503, 536, 573 e 625nm.

E importante mencionar que as poucas diferencas observadas nos
espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel referentes aos
componentes isolados evidenciam uma certa correlacdo com as respectivas
polaridades destes compostos.

Realmente, o composto mais polar, denominado pico 1 e 2, apresentou a
banda de Soret mais estreita e as bandas Q com um deslocamento de 4nm
para o azul em relacédo a banda Q referente aos compostos pico 3 e pico 4. Os
compostos de polaridade intermediaria apresentaram espectros com o formato
da banda de Soret semelhantes entre si, além de possuirem bandas Q com os
mesmos comprimentos de onda. Por sua vez, 0 composto mais apolar isolado,
denominado pico 5, apresentou um leve alargamento da banda de Soret em
relacdo aos demais e um leve deslocamento das bandas Q para o vermelho.

A espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel mostra
que ha diferencas estruturais nos componentes estudados, mas, infelizmente,
os dados fornecidos por esta técnica instrumental ndo permitem a identificacao
do que seriam exatamente estas diferencas estruturais.

As bandas que podem ser observadas nos espectros de absor¢cédo das
porfirinas sdo proporcionadas por transicdes eletronicas do tipo - T que
ocorrem devido a alta conjugacdo do tetraazamacrociclo porfirinico
(Kalyanasundaram, 1992). De fato, os substituintes do macrociclo podem alterar
as bandas espectrais em questdo. Todavia, ainda ndo é possivel propor uma
correlacdo mais precisa entre estas mudancas espectrais com as diferencas
estruturais do anel porfirinico em funcéo tanto da similaridade dos espectros
como da quantidade reduzida de informacdo estrutural sobre os
fotossensibilizadores na literatura especializada. Estudos adicionais por meio de

outras técnicas instrumentais se fazem necessarios para um avanco dessa
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caracterizacdo estrutural. Tal avanco poderia, inclusive, determinar os grupos
substituintes de cada componente.

A determinagdo dos respectivos coeficientes de absortividade foi
realizada por meio dos espectros de absorcdo dos componentes isolados.
Realmente, essa informacao pode ser extremamente Util para trabalhos futuros
visando a uma caracterizagao estrutural definitiva das espécies constituintes do
Photogem®.

Observando-se os espectros eletrdnicos dos compostos isolados a partir
sensibilizador em questdo, notou-se que a absorbancia dos mesmos era
aproximadamente igual. Realmente, a absorbéncia destes compostos gira em
torno de 0,7. Considerando que as concentragdes dos mencionados compostos
sao diferentes, pode-se inferir, em concordancia com a Lei de Beer, que as
absortividades dos mesmos também sao diferenciadas.

De fato, estes compostos foram isolados pela primeira vez no presente
trabalho, o que implica que ndo ha na literatura informacdes a seu respeito do
valor de seus coeficientes de absortividade.

Com o objetivo de se obter os valores de absortividade dos compostos
isolados do fotossensibilizador em questdo, efetuaram-se medidas de
absorbancia em diversas concentracbes de cada composto isolado com o
intuito de se determinar suas respectivas absorbancias em comparacdo as
absorbancias do fotossensibilizador original. Estas medidas permitiram
comparar os coeficientes de absortividade dos compostos entre si, assim como
comparar estes ultimos com a absortividade da mistura original. A absortividade
de cada composto foi calculada em ug mL™. A Tabela 4 ilustra os dados obtidos

com este experimento.
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Tabela 4 — Absortividade dos compostos majoritarios do Photogem®.

Photogem ©  P1le2 P3 P4 P5

Absortividade*
4 4 0,15+0,01 0,22+0,01 0,05+0,003 0,09+0,003 0,01+0,001
(cm™ pg~ mL)

* Foram efetuadas medidas em 6 concentracdes diferentes para a obtencao da

absortividade de cada composto.

Comparando-se os valores da absortividade determinados, verificou-se
que 0s compostos mais polares, denominados picos 1 e 2, apresentaram o0
maior coeficiente de absortividade entre todos os compostos isolados. Por outro
lado, o composto mais apolar denominado pico 5 apresentou o menor
coeficiente de absortividade. A ordem crescente de absortividade observada foi:
P5 < P3 < P4 < Ple2. Vale ressaltar que os compostos pico le2 sao
responsaveis por grande parte da absortividade verificada na mistura total.
Realizaram-se medidas de espectrometria de massa nos compostos
separados e a utilizacdo da referida técnica proporcionou as massas molares
destes compostos. Por conseguinte, seria interessante associar as informacdes
oriundas das duas técnicas com o objetivo de se obter seus respectivos
coeficientes de absortividade molar, ou seja, efetuar a transformacdo dos
valores de absortividade obtidos em ug mL™ para mol L™. A Tabela 5 registra os
dados obtidos. Importante ressaltar que as massas moleculares utilizadas neste
calculo foram:
e Compostos Pico 1 e 2: MM = 598;
» Composto Pico 3: Monébmero: MM = 580 — Dimero: MM = 1161;
» Composto Pico 4: Monébmero: MM = 580 — Dimero: MM = 1161.
onde MM = massa molecular.

Os espectros de massa dos compostos serdo discutidos na secdo subsequente.
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Tabela 5 — Coeficientes de absortividade molar dos compostos isolados do

sensibilizador Photogem®.

¢ (cm™ mol™ L) Mondmero € (cm™ mol™ L) Dimero
Ple2 (1,30+0,07)x10° -
P3 (0,31+0,02)x10° (0,62+0,03)x10°
P4 (0,54+0,02)x10° (1,13+0,06)x10°

P5 - -

* Foram efetuadas medidas em 6 concentracdes diferentes para a obtencdo do

€ de cada composto.

Os espectros de massa dos compostos isolados do Photogem® n&o
fornecem informacdes suficientes para determinar se o composto analisado é
mondmero ou dimero. Por consequéncia, o calculo dos coeficientes de
absortividade molar foi realizado levando-se em consideracdo as duas
possibilidades. Nao foi possivel o célculo da absortividade molar
correspondente ao pico 5 devido ao grande nimero de picos em seu respectivo
espectro de massa. Na proxima secdo serdo discutidos os espectros de massa

e serao propostas possiveis estruturas para os compostos analisados.

4.7 — ANALISE DOS COMPOSTOS ISOLADOS DO PHOTOGEM® POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

Os compostos isolados por meio de HPLC foram analisados por
espectrometria de massa com 0 escopo de se propor possiveis estruturas para
0s compostos majoritarios presentes no Photogem®. Uma intencéo secundaria
deste experimento foi a verificacdo de possiveis degradacdes ocorridas nos

compostos durante o processo de purificacao.
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Utilizou-se electrospray no modo positivo como fonte de ionizacdo nos
experimentos de espectrometria de massa. Este modo de ionizacdo é versétil
porque permite a ionizagdo de compostos polares e pouco volateis (Gaskell,
1997). O padrdo utilizado foi a hematoporfirina 1X jA& que este composto é o
reagente de partida da sintese do Photogem, além de ser um dos constituintes
(Mironov, 1990; Dougherty, 1987b; Kessel, 1985b) presentes neste

fotossensibilizador.
4.7.1 ANALISE DO ESPECTRO DE MASSA DO PADRAO UTILIZ ADO

Inicialmente, experimentos envolvendo o padrdo escolhido,
hematoporfirina 1X, foram realizados para serem comparados com 0S
compostos isolados do Photogem®. A Figura 19 apresenta o espectro de massa

obtido para a hematoporfirina IX.

ACN/H20 (75/25) 2ul injetados
2 hematoporfirina 100x 260106 b 3 (0.941) Sm (Mn, 2x0.25); Cm (2:4-(1:2+4:16)) 4: Scan ES+
1004 599 3.15e6

642 694  827.842 883 1009 437 1260 1690
Ul ‘L bl il

o
m/z
700 |~ 800 | 900 1000 1100 1200 = 1300 = 1400 = 1500 1600 = 1700 1800 1900 2000

Figura 19 — Espectro de massa da hematoporfirina (ESI" — MS), voltagem do

capilar 3,5kV; voltagem do cone de amostragem 75V.
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Observou-se o pico do ion pseudomolecular [M+H]" da hematoporfirina
em 599 Da e o pico relacionado a perda de uma molécula de agua de uma das
cadeias laterais com m/z 581 Da. O pico do ion pseudomolecular é definido
como o ion do composto analisado formado pela adicdo de um ou mais prétons
(H). Constata-se também a presenca de varias impurezas, tanto de pequenas
guanto de elevadas massas moleculares. Esta medida comprova a literatura
(Owens, 1995) que afirma que a hematoporfirina IX € um composto dificil de ser

obtido com alta pureza.

4.7.2 ANALISE PRELIMINAR DO ESPECTRO DE MASSA DO PH OTOGEM®
INTEGRO.

Uma amostra do fotossensibilizador em sua forma integra foi submetida
a analise por espectrometria de massa com o objetivo de se obter um perfil
inicial do espectro de massa dos compostos presentes na mistura completa que
consiste no Photogem®.

O espectro deste experimento esta apresentado na Figura 20.
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ACN/H20 (75/25) 2ul injetados
3 photogem 100x 260106 3 (0.942) Cm (2:4)

100+ 599.54

598.97.

599.73
581.42

580.67.

%]

600.55
600.67

1162.04

1144.10 .
143.08 563.24 1179.97

208.03
282.23 39348 43474 59070 621.24 87114

522.48 677.49 862.34_ | 880.65 1201.49

1625.29 1725.11
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Figura 20 — Espectro de massa do Photogem® (ESI*-MS), voltagem do capilar

3,5kV; voltagem do cone de amostragem 70V.

Como pode ser observado na Figura 20, o espectro de massa do
Photogem® apresenta picos intensos com m/z em 563, 581, 599, 1144, 1162,
1179 e 1725Da.

Identifica-se no espectro de massa o pico do ion pseudomolecular com
m/z 599Da [M+H]" que pode estar relacionado a uma molécula de
hematoporfirina IX, um dos constituintes do fotossensibilizador em questao.

O sinal obtido com m/z em 581 Da [(M+H)-H,O]" corresponde ao sinal da
hematoporfirina IX com uma molécula de dgua a menos. A perda de uma
molécula de agua € normal na técnica de ionizagdo por electrospray positivo
(ESI+) quando o composto analisado possui grupos alcoois em sua estrutura.
Este sinal pode ser atribuido a um dos isdmeros do HVD (2(4)-(1-hidroxietil)-

vinildeuteroporfirina 1X). O sinal observado com m/z em 563 é referente a perda

4: Scan ES+

1900

9.55e6

m/z
2000
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de duas moléculas de agua da hematoporfirina IX, [(M+H)- 2H.0]" e pode ser
atribuido a protoporfirina IX.

Uma analise preliminar deste espectro foi realizada. O sinal com m/z em
1179Da é referente ao dimero da molécula de hematoporfirina IX com uma
molécula de agua a menos, ou seja, [(2M+H)-H.O]*. O sinal obtido com m/z em
1162Da corresponde ao dimero da molécula de hematoporfirina menos duas
moléculas de agua, [(2M+H)-2H,O]", enquanto o sinal observado com m/z em
1144Da é o dimero da hematoporfirina com trés moléculas de agua a menos,
[(2M+H)-3H,0]". Estes trés picos podem ser atribuidos aos dimeros
encontrados no derivado de hematoporfirina (Siegel, 1999).

O sinal com m/z em 1725Da é pouco intenso e poderia estar relacionado

ao trimero (Siegel, 1999) encontrado no derivado de hematoporfirina.

47.3 ANALISE DO ESPECTRO DE MASSA DOS COMPOSTOS
MAJORITARIOS ISOLADOS DO PHOTOGEM ®

Realizaram-se medidas de espectrometria de massa dos compostos
isolados do Photogem® por HPLC. Conforme citado anteriormente, foram
isolados por cromatografia liquida cinco compostos majoritarios do
fotossensibilizador em questdo. Os primeiros compostos separados foram
denominados picos 1 e 2, sendo que estes dois picos apresentaram tempos de
retencdo muito proximos, impossibilitando sua separacao. O terceiro composto
majoritario foi denominado de pico 3, enquanto que o quarto composto
majoritario foi chamado de pico 4. O Ultimo composto majoritario separado foi
denominado pico 5.

A Figura 21 apresenta 0 espectro de massa dos compostos
denominados picos 1 e 2 obtidos por meio da purificacdo do fotossensibilizador

em questao.
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ACN/H20 (75/25) 2ul injetados
4 photogem picos 1e 2 260106 3 (0.941) Cm (2:4-(4:16+1:2)) 4: Scan ES+
1004 59929 1.77e7
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Figura 21 — Espectro de massa dos compostos denominados pico 1 e 2 do

Photogem®, voltagem do capilar 3,5kV; voltagem do cone de amostragem 70V.

O cromatograma do experimento de HPLC (Figura 15) mostrou dois
picos (1 e 2), o que sugeriria, em principio, a presenca de dois compostos.
Todavia, medidas de espectrometria de massa evidenciaram a presenca de um
pico intenso com m/z 599Da. Através da andlise conjunta dos espectros de
massa, dos espectros de absor¢cdo no UV-Vis e do céalculo do coeficiente de
absortividade molar [¢ = (1,30+0,07)x10° cm™ mol™ L] (Bonnett, 1983) é
possivel propor que se trata, de fato, de um Unico composto que consiste na
hematoporfirina IX.

Neste contexto, os dois picos presentes no cromatograma poderiam ser
dois diastereoisomeros da hematoporfirina IX que n&do foram separados pela
fase estacionaria utilizada. Apesar do € encontrado por Bonnett e colaboradores
(Bonnett, 1983) ter sido calculado em meio aquoso e em acetona, que sao

diferentes do solvente utilizado neste trabalho, que € o metanol, é possivel

propor que o0 composto identificado no presente trabalho corresponde a
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hematoporfirina 1X, semelhantemente ao que aconteceu no trabalho de Bonnett
e colaboradores (Bonnet, 1983). De fato, Bonnett e colaboradores (Bonnett,
1983) enfatizam que ndo h& variacdo da intensidade de & em diferentes
solventes. Uma vez que o € encontrado em nosso trabalho corresponde ao €
encontrado por Bonnett e colaboradores (Bonnett, 1983), a caracterizacdo do
componente em questdo como hematoporfirina IX poderia ser extrapolada para
a medida efetuada neste trabalho.

O terceiro composto majoritario presente no Photogem®, pico 3, foi
estudado por espectrometria de massa e seu espectro esta ilustrado na Figura
22 a sequir.

ACNIH20 (75/25) 2ul inetadios

5 photogem pico 3 260106 3 (0.942) Cm (2:4-(4:12+1:2)) 4: Scan ES+
1004 581.49 1.25e7

581.11]

580.67.

%

582.30

434.67
393.04 603.31 1161.66
550.60
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Figura 22 — Espectro de massa do pico 3, que é um dos componentes

majoritarios do Photogem®, voltagem do capilar 3,5kV; voltagem do cone de

amostragem 70V.

No espectro supracitado verificou-se a presenca de um sinal mais

intenso com m/z em 581Da e outro menos intenso em 1161Da. O sinal em
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1161Da pode ser atribuido ao dimero, que evidencia uma desidratacdo em uma
das cadeias laterais onde havia um grupo OH.

Nesta analise ha duas possibilidades: a primeira seria que 0 composto
estudado € um mondmero, (m/z 581Da). Assim sendo, o sinal referente ao
dimero em 1162 poderia ser oriundo de dois monémeros reagindo entre si e
formando um dimero por ligacdo covalente no interior do equipamento. A
segunda possibilidade seria do composto ser um dimero, e, desta maneira, 0
sinal observado em m/z 581Da seria um dimero ionizado com dois proétons.

Em seguida, esta ilustrado o espectro do quarto composto majoritario do

Photogem®, denominado de pico 4.

ACN/H20 (75/25) 2ul injetados
6 photogem picos 4 260106 3 (0.941) Sm (Mn, 2x0.25); Cm (2:4-(4:10+1:2)) 4: Scan ES+
100+ 581.42 1.13e7

%

59935 1162.10

522.29
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Figura 23 - Espectro de massa do composto majoritario pico 4 do Photogem®

voltagem do capilar 3,5kV; voltagem do cone de amostragem 70V.

O espectro de massa do composto majoritario pico 4 (Figura 23) possui
algumas semelhangas com o espectro do composto anteriormente discutido
denominado pico 3 (Figura 22). Em ambos os casos, 0s espectros de massa

apresentam dois picos mais intensos, com m/z em 581 e 1162Da. Contudo,
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observou-se que h& fragmentos mais intensos no espectro do pico 3 (Figura 22)
gquando comparado ao espectro referente ao pico 4 (Figura 23). Esta
constatacédo, juntamente com o fato dos respectivos tempos de retengdo serem
diferentes, pode ser uma evidéncia de que os compostos denominados pico 3 e
pico 4 sao isbmeros.

Novamente deparou-se com problema similar ao descrito na analise do
pico 3. A priori, ha duas possibilidades para a explicacdo dos sinais com m/z
581 e 1162Da nestes dois espectros de massa. A primeira possibilidade é do
composto com m/z 581 ser um dos dois isbmeros da 2(4)-(1-hidroxietil)-
vinildeuteroporfirina IX, que possui peso molecular de 580Da. Neste caso, 0
sinal identificado em 1162 corresponderia a dois mondmeros ligados por ligagéo
covalente, sendo esta ligagdo formada no interior do equipamento. A outra
hip6tese a ser considerada consiste na possibilidade dos compostos
observados serem dimeros, o que implicaria que o sinal com m/z em 1162 seria
o pico do ion pseudomolecular da molécula [2M+H]’, enquanto o sinal
observado com m/z em 581 estaria relacionado a presenca de dimero com
duas cargas positivas, [2M+2H]**.

O quinto composto majoritario do Photogem®, denominado pico 5, foi
analisado por meio de espectrometria de massa e seu espectro esta ilustrado

na Figura 24.
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ACN/H20 (75/25) 2ul injetados
7 photogem pico 5 260106 3 (0.942) Sm (Mn, 2x0.25); Cm (2:4-(4:11+1:2)) 4: Scan ES+
100+ 393.04 3.29e6

393.48

434.29

581.30

599.35

619.73

284.18 721.65 828.42
620.80 787.90 960.05 1016.81

1102.20
252.99
134.78 301.16 1168.14

o} m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Figura 24 — Espectro de massa do composto denominado pico 5 do

Photogem®, voltagem do capilar 3,5kV; voltagem do cone de amostragem 70V.

O espectro de massa deste composto apresentou mais picos em relacao
aquele correspondente aos outros quatro componentes do fotossensibilizador
estudado. H4 um pico com m/z intenso em 393Da e diversos outros em uma
faixa de m/z de 134 a 1168Da. Uma possivel explicacdo para este fato é que o
cromatograma da mistura na regido onde se realizou a coleta deste composto
apresentou um alargamento de banda consideravel, portanto, demonstrando
uma separagdo nado ideal. Outra explicacdo plausivel consiste na possivel
degradacdo do composto analisado, evidenciado pelo espectro de massa
ruidoso. Realmente, este espectro mostra um nuamero elevado de picos, como

se 0 equipamento apresentasse diversas impurezas na analise realizada.
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4.7.4 CONSIDERACOES FINAIS CONCERNENTES AS ANALISES DOS
COMPONENTES MAJORITARIOS DO PHOTOGEM ®

A andlise dos componentes que fazem parte da mistura denominada
derivado de hematoporfirina (HpD) se mostrou intrigante e desafiadora. Esta
mistura é estudada desde os anos 70 do século XX e, ainda hoje, as estruturas
de seus componentes permanecem obscuras.

Neste trabalho, avancos na caracterizacdo estrutural do Photogem®
foram obtidos. Realmente, logrou-se o isolamento dos compostos majoritarios
presentes no Photogem® e estes componentes separados foram analisados por
espectroscopia eletrbnica na regiao do ultravioleta-visivel e espectrometria de
massa.

A analise dos espectros de massa dos componentes isolados do
sensibilizador estudado proporcionaram dados que mostram a existéncia de
dois tipos de monémeros na mistura, a hematoporfirina IX e os dois isbmeros
da 2(4)-(1-hidroxietil)-vinildeuteroporfirina IX (HVD). O sinal da protoporfirina 1X
(m/z 563Da) ndo foi observado nos componentes isolados. Uma possivel
explicacdo para este fato é simplesmente ndo haver protoporfirina 1X na mistura
e o0 sinal com m/z 563Da observado na Figura 20 seria 0 resultado da
desidratacdo da hematoporfirina 1X ou do HVD no interior do equipamento.

As estruturas dos possiveis monémeros encontrados no Photogem®

estdo representadas na Figura 25.
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Figura 25— Estrutura dos possiveis monémeros encontrados no Photogem®.

Os espectros de massa do compostos pico 3 e pico 4 apresentaram
sinais pouco intensos em m/z 1162, que podem estar associados aos dimeros
citados na literatura (Siegel, 1999; Ho, 1991; Byrne, 1990). No momento, ainda
nao é possivel elaborar uma proposta mais ampla de estrutura para o dimero
em questdo. De fato, essa proposicdo estrutural ndo é uma tarefa trivial
baseando-se apenas nos dados “full scan” provenientes de um espectro de
massas.

Vérios trabalhos disponiveis na literatura empregam metodologias de
ionizacdo diferenciadas em relacdo ao presente estudo. De fato, modos de
ionizagdo como FAB (Ho, 1991; Byrne, 1990), do inglés Fast Atom
Bombardment e MALDI (Zhan, 1994), do inglés, Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization tém sido utilizados. Realmente, de nosso conhecimento,
apenas um trabalho envolveu o uso de electrospray como modo de ionizacao
(Siegel, 1999). Neste contexto, vale citar o artigo de Siegel e colaboradores

(Siegel, 1999), que aborda a utilizacdo de diversos modos de ionizacéo, através
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de uma andlise comparativa dos espectros de massa dos respectivos
derivados.

Neste trabalho de Siegel (Siegel, 1999), o modo de ionizagcéo
electrospray apresentou menor intensidade para os sinais atribuidos aos
oligbmeros comparado aos outros modos de ionizagcdo empregados. Sugerem-
se duas hipéteses para justificar este fato: A primeira delas estaria associada ao
modo electrospray, que poderia ndo ser 0 mais apropriado para esta andlise
devido a baixa estabilidade dos ions formados neste modo de ionizacdo. A
segunda explicacdo consiste na conjectura da existéncia apenas de
mondmeros na mistura (Zhan, 1994). Desta forma, segundo Zhan e
colaboradores (Zhan, 1994), os sinais referentes aos dimeros e oligdbmeros
seriam devido a formacédo de dimeros na propria fonte de ionizagcédo (Gaskell,
1997).

Torna-se necessario ressaltar que medidas adicionais de espectrometria
de massa sdo necessarias na elucidacdo das estruturas moleculares dos
componentes desta mistura.

Estes experimentos adicionais envolvem o controle rigoroso das
variaveis envolvidas (voltagem do cone de amostragem, voltagem do cone
extrator e outras) com o intuito de se medir a intensidade dos picos referentes
tanto ao monémero (m/z 581Da) quanto ao dimero (m/z em 1162Da). Tal
medida teria por objetivo confirmar se este pico € realmente proveniente do
composto em questdo ou € formado na fonte de ionizacdo do equipamento.
Caso a intensidade do sinal em 1162Da fosse acentuada e o pico em 581Da
diminuisse, estaria comprovado que o composto se trata de um dimero.
Entretanto, se néo fosse verificado o aumento da intensidade do sinal referente
ao dimero em nenhuma condicdo experimental, o composto seria um

mondmero.
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V CONCLUSOES

Uma metodologia simples e acessivel a grande maioria de laboratérios
brasileiros foi desenvolvida para o isolamento dos componentes majoritarios
presentes no Photogem® que é a versdo comercial do derivado de
hematoporfirina empregado em TFD no Brasil.

Este procedimento utilizou a extracdo em fase sélida para eliminar da
mistura estudada os compostos que nao sdo porfirinas. Uma extracdo
subsequente promoveu a separagcdo da mistura em trés fracdes enriquecidas
de acordo com suas respectivas polaridades. Séo elas: fracdo 1, enriquecida
pelos componentes polares; fragdo 2, enriquecida pelos componentes de
polaridade intermediéria, e; fracao 3, enriquecida pelos componentes apolares.

O fracionamento dos componentes da mistura tornou viavel o
desenvolvimento de testes de atividade biol6gica iniciais, utilizando-se das
fracbes do sensibilizador. Os resultados destes testes preliminares mostraram
que a fracdo enriquecida pelos componentes de polaridade intermediaria
apresentou a maior toxicidade, tanto para as células tumorais quanto para as
células normais. A fracdo 1 apresentou uma atividade biol6gica semelhante a
mistura disponivel comercialmente, ou seja, a mistura completa.

Um resultado surpreendente foi a baixa atividade verificada para a fracéo
formada pelos componentes mais apolares. De fato, segundo a literatura,
derivados mais apolares de sensibilizadores deveriam apresentar maior
atividade bioldgica. Uma possivel explicacdo seria a baixa solubilidade em meio
aquoso verificada nesta fracdo. A baixa solubilidade da fracdo 3 geraria
agregados que diminuem sensivelmente a formacdo de oxigénio singlete.
Portanto, a agregacao explicaria a menor atividade biologica da fracéo 3.

Os compostos isolados por HPLC foram analisados por espectroscopia
eletrdnica de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel e por espectrometria de
massa. As medidas de absorcao no ultravioleta-visivel proporcionaram o célculo

da absortividade para cada composto em funcdo de sua concentragéo(ug mL™).
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A analise em conjunto dos espectros de massa com 0s espectros de absorcéo
tornaram viavel o calculo do coeficiente de absortividade molar (¢) dos
componentes denominados picos 1 e 2, pico 3 e pico 4. O calculo do € do pico 5
ndo foi possivel devido ao grande numero de sinais verificados em seu
respectivo espectro de massa.

As andlises de espectroscopia eletrbnica de absor¢cdo na regido do
ultravioleta-visivel mostraram que o composto pico 1 e 2 apresenta 0 maior
coeficiente de absortividade molar entre todos os compostos isolados. O pico 4
possui 0 segundo maior € e o pico 3 evidencia o menor dos trés €. Por
conseguinte, é possivel inferir que, provavelmente, o composto denominado
pico 1 e 2 seja responsavel por grande parte da absorbancia da mistura total,
ou seja, a absorbancia do composto pico 1 e 2 representa significativa
percentagem da intensidade total de absorcdo obtida pelo Photogem® em
consequéncia da maior probabilidade da transicdo eletronica ocorrer com este
composto em relacdo aos demais componentes do fotossensibilizador em
guestao.

O pico 1 e 2 pode ser atribuido a hematoporfirina IX tendo-se em vista
seu espectro de massa, sua absortividade molar e seu espectro eletrénico de
absorcéo na regido do ultravioleta-visivel.

Por outro lado, a caracterizacdo dos compostos pico 3 e pico 4 nao se
mostrou uma tarefa trivial. De fato, duas hipdteses sao, a priori, plausiveis, haja
vista 0s respectivos espectros de massa. Estes compostos sao isbmeros, mas,
com os dados disponiveis no momento, ndo se pode ainda determinar com
maior precisdo se 0s mesmos sdo mondmeros ou dimeros. Realmente, as duas
possibilidades encontram respaldo na literatura especializada, que, diga-se de
passagem, ndo fornece muitas informacdes a esse respeito. Desta forma, se
faz necessario avancos futuros nesta linha de pesquisa para que uma
caracterizacdo estrutural mais detalhada se torne, em um curto espaco de

tempo, uma tarefa exequivel. Assim sendo, no topico subsequente, sao
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propostos desenvolvimentos adicionais que possam  permitir um

aprofundamento indispensavel a esta linha de pesquisa.

VI SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, visando ao avanco
da pesquisa em torno dos fotossensibilizadores em geral e, em especial, do
Photogem® propriamente  considerado, é possivel propor alguns

desenvolvimentos futuros para essa linha de pesquisa:

Estudos adicionais de espectrometria de massa Tandem (MS/MS) onde
seria possivel a avaliagdo da fragmentagédo de cada pico obtido no modo “full
scan”. Consequentemente, com os dados dessa fragmentagcdo do pico em

questao, seria factivel a proposi¢cao de uma estrutura molecular mais detalhada.

Estudos de ressonancia magnética nuclear envolvendo, principalmente,
técnicas bidimensionais para uma melhor diferenciacéo estrutural dos diferentes

componentes que constituem o Photogem®.

Ampliacdo de testes biologicos, utilizando-se de um universo estatistico
mais amplo, para uma maior compreensdo dos mecanismos de acdo do
Photogem® e de suas fracdes isoladas tanto através de procedimentos

experimentais in vitro como de estudos in vivo.
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Anexo A — Porfirinas

As porfirinas e seus derivados compreendem uma classe importante de
moléculas presentes em sistemas bioldgicos. Esta classe de moléculas esta
presente nos processos bioquimicos mais importantes e vitais para a vida na
Terra, como por exemplo, uma porfirina esta relacionada com o transporte de
oxigénio pelas células do sistema circulatorio (White, 1968). Neste processo
uma porfirina tendo o ferro como seu centro de coordenacdo constitui o sitio
ativo das hemoglobinas e mioglobinas, responsaveis pelo transporte e
armazenamento do oxigénio nos seres vivos. Encontra-se presente também na
clorofila (Abraham, 1974), uma porfirina reduzida que apresenta Magnésio
como seu centro de coordenacgdo. Esta molécula e responséavel pelo processo
de fotossintese, sem a qual a vida vegetal tal como a conhecemos, ndo seria
possivel. Estas duas porfirinas sdo responsaveis pela manutencao, em nivel
fisiologico, da vida na Terra. As porfirinas podem ser encontradas no petroleo,
carvao e 0Oleos vegetais (Baker, 1978)

As porfirinas sé@o derivadas da porfina que contém quatro anéis pirrolicos
ligados entre si por atomos de carbono, portanto, possuem um sistema
eletrdnico altamente conjugado. Este sistema é altamente conjugado, portanto
suas transicdes eletrbnicas localizam-se na faixa espectral do visivel e
ultravioleta préximo. A Figura a seguir ilustra a estrutura basica da porfirina com
seus respectivos anéis e sua numeracao mais comumente utilizada. Os quatro
anéis pirrélicos sdo enumerados utilizando-se algarismos romanos de | a IV e
0s quatro carbonos das metinas, denominados também como posi¢cdes meso,

sao identificadas pelas letras gregas a,[3,y e o, respectivamente.
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Figura 26— Estrutura basica das porfinas.

As porfirinas e seus compostos derivados tem atraido interesse devido a
sua importancia em processos bioldgicos descritos anteriormente e seu
potencial em medicina.

Porfirinas tém aplicagdo na area medica, como, por exemplo, sua
utiizacdo como agentes de contraste em tomografia de fluorescéncia
(Sternberg, 1998), na deteccdo de cancer (Lipson, 1961), como agente

fotossensibilizador em TFD (Dougherty, 1978) entre outras aplicacdes.
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Anexo B — Extracdo em Fase Solida

A andlise quimica de misturas complexas € um processo formado por
varias etapas que vao da coleta da amostra até a analise dos resultados. Os
estagios intermediarios deste processo envolvem estocagem, preparo da
amostra, isolamento dos analitos de interesse, sua respectiva identificacdo e
por fim, sua quantificacéo (Berrueta, 1995).

Nos ultimos anos, houve uma evolucdo notavel na instrumentacéo
utiizada na separacdo, deteccdo e identificacdo de compostos quimicos
(Jaroszewski, 2005), entretanto, houve um avanco modesto no campo do
preparo de amostra. Esta etapa da analise € sem duvida, a mais tediosa,
laboriosa e decisiva de toda analise, porque nesta podem ocorrer erros criticos
gue comprometem a precisao e exatidao de toda a analise.

O preparo de amostra para analises cromatograficas consiste na
remocdo da maior quantidade possivel dos compostos interferentes presentes
na matriz e as vezes, da prépria e solubilizar os analitos de interesse em um
solvente adequado. Este procedimento € denominado “clean-up”. Ha amostras
onde a concentragdo dos analitos de interesse € baixa, entdo a pré-
concentracdo destes se torna necessdria e o preparo de amostra pode ser
essencial para garantir sua integridade durante todo o processo de analise. A
derivatizacdo do analito € uma etapa que também pode ser exigido com o
intuito de se evitar sua degradacao.

Um procedimento de preparo de amostra muito utilizado € a extracéo
liguido-liquido (ELL). Esta técnica se baseia na solubilidade relativa dos analitos
de interesse em dois solventes, idealmente imisciveis. Geralmente, as amostras
estdo solubilizadas em agua, onde ha a presenca do analito e de interferentes.
Essa solucdo é colocada dentro de um funil de separacdo ao qual se adiciona
um solvente organico pouco miscivel com a agua, entdo se submete o sistema
a intensa agitacdo e ocorre a migragao do analito para a fase organica e a
permanéncia dos interferentes na fase aquosa. Este método apresenta

inconvenientes, tais como o0 uso de grande quantidade de solvente organico e
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como consequéncia a geracdo de uma quantidade indesejada de residuos,
dificuldade de automacao do método e principalmente, baixa reprodutibilidade.
Outros procedimentos utilizados séo a destilacéo, a filtragédo, a centrifugacéao, a
cromatografia liquida preparativa entre outros (Lancas, 2004).

Em meados dos anos 70 do século XX foi desenvolvida uma nova
técnica para superar as dificuldades citadas acima denominada Extracdo em
Fase Sdlida, ou Solid Phase Extraction (SPE). O principio da SPE é similar ao
da ELL, envolvendo a particAo de compostos entre duas fases. Na SPE os
analitos sdo particionados (ou adsorvidos, dependendo da natureza da fase
sélida escolhida) entre uma fase sélida e uma fase liquida, enquanto a particdo
na ELL ocorre entre duas fases liquidas imisciveis. E necessério que os analitos
apresentem maior afinidade pela fase sélida do que pela fase liquida, a matriz
da amostra. O mecanismo descrito acima é idéntico ao que ocorre na
cromatografia liquida classica (Lancas, 2004; Berrueta, 1995).

Nos primordios da SPE (Rosenfeld, 1991), o procedimento de extracéo
dos compostos de interesse era adicionar na amostra uma determinada
quantidade de material sorbente adequado e agitar durante um tempo
adequado. Apos o tempo de equilibrio da distribuicdo dos analitos nas duas
fases ter sido alcancado, as duas fases eram separadas por filtragdo ou
decantacdo. O analito era extraido da fase sélida lavando-a com um solvente
adequado.

Atualmente, o modo de SPE mais comum € o sorbente estar empacotado
entre dois discos de polietileno no interior de um cartucho de polipropileno. As
fases liquidas contendo a amostra séo inseridas no cartucho e a extracéo se da
por meio da introdugcédo de pressdo positiva ou suc¢do no cartucho e entdo a
matriz contendo os interferentes é retirada enquanto os analitos permanecem
no cartucho. O procedimento experimental de uma SPE pode ser descrito pelas
etapas a seguir: a) ativagdo do sorbente passando pelo cartucho um solvente
adequado; b) remocéo do solvente de ativagcdo passando pelo cartucho um
liguido similar em composicdo ou o proprio da matriz da amostra; c) aplicacao

da amostra sendo que o0s analitos sdo retidos pela fase estacionéria; d)
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remocdo dos compostos interferentes retidos na etapa anterior utilizando o
mesmo solvente da matriz livre de interferentes; e) eluicdo ou desorcdo dos
analitos por meio de um solvente adequado e coleta para analises posteriores
(Lancas, 2004; Berrueta, 1995).

A SPE é empregada na remoc¢do de compostos interferentes usando um
solvente adequado na lavagem posterior do cartucho, na pré-concentracdo da
amostra, onde se tem como objetivo a andlise de analitos em baixas
concentracdes, muito utilizada na analise de poluentes em amostras de agua.
Outra utilizagcdo para SPE é o fracionamento de amostras complexas em
fracbes de menor quantidade de compostos, assim como € realizado em
cromatografia liquida classica. Serve também na estocagem de analitos
instaveis em solugdo ou analitos muito volateis (Langas, 2004).

O processo da SPE pode ser “off-line” ou “on-line”. A descricdo anterior
utilizando cartuchos onde os analitos sdo extraidos e posteriormente injetados
em um cromatografo € o modo “off-line”. No modo “on-line”, o cartucho de SPE
€ acoplado no cromatografo. Procedimentos “on-line” de SPE sdo também
chamados de técnicas de concentracdo por pré-coluna e pode envolver
técnicas de troca ou acoplamento de colunas (Berrueta, 1995).

Os mecanismos de separacdo que ocorrem na SPE s&o similares
aqueles da cromatografia liquida classica. Por conseqliéncia, os materiais
utilizados na SPE sdo os mesmos utilizados em cromatografia, tais como silica
gel ((SiO2)n — OH), alumina (Al>O3),, florisil (Mg.Al(SiO4),, carvao ativado,
polimeros e fases baseadas em silica quimicamente ligadas sdo amplamente
empregados em SPE. A fase estacionaria pode ser classificada como polar,
apolar e trocadora de ions dependendo da natureza do grupo ligado a silica.
Algumas fases contendo grupos como cianopropil ou aminopropil quimicamente
ligados a silica podem ser utilizados tanto em fase normal quanto em fase
reversa. As fases poliméricas apresentam a vantagem de poderem ser
utiizadas na faixa completa de pH mas apresentam o inconveniente de
requerer maior tempo de condicionamento do cartucho (Lancgas, 2004, Berrueta,
1995).
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Os principais mecanismos de separacdo em SPE sado: adsor¢éo, particao
(fase normal e reversa), troca ibnica e exclusao por tamanho. Alguns materiais
utilizados em separacéo através de adsorcdo sdo silica-gel, florisil® e alumina.
Materiais que envolvem silica quimicamente modificada como Cig
(octadecilsilano) apresenta mecanismo por particdo. Silica quimicamente ligada
com grupos trocadores de cations e anions apresenta o mecanismo de troca
ibnica. No mecanismo realizado por exclusdo de tamanho, a fase solida é um
polimero cujo tamanho dos poros é bem controlado, de forma a permitir a
entrada de moléculas pequenas e excluir as maiores desta forma separando
compostos por massa molecular. Esses mecanismos estdo associados a
processos fisicos e quimicos que atuam durante a separacdo. As principais
for¢cas quimicas atuantes entre as moléculas do analito e a fase solida séo as
forcas idnicas, ligacdes de hidrogénio, interacdes do tipo dipolo-dipolo, dipolo-
dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido, também denominada de
forcas de dispersdo (Lancas, 2004). A fase estacionaria pode ser quimicamente
modificada com a adicdo de um grupo reativo ou pode ser inserida uma solugéo
contendo um composto reativo com o intuito de se derivatizar o analito de
interesse afim de preserva-lo de degradacdo. Diferentes sorbentes também
podem ser adicionados no mesmo cartucho com o objetivo de se obter fases

estacionarias mistas (Berrueta, 1995).
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ANEXO C — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Os métodos utilizados nas analises quimicas geralmente séo seletivos e
pouco especificos. Conseqlientemente, a separac¢do do analito de interesse de
interferentes €, na maioria dos casos, uma etapa crucial nos procedimentos
analiticos. Até a metade do século XX, as separacfBes analiticas eram
realizadas de acordo com os métodos classicos, como a precipitacdo, a
destilacdo e a extracdo. Todavia, a partir da segunda metade do século XX,
essas separagfes sdo feitas por cromatografia e eletroforese, principalmente
caso os analitos estejam em matrizes complexas.

A cromatografia € um poderoso método de isolamento que pode ser
aplicada em diversos ramos da ciéncia. O botanico russo Mikhail Tswett foi o
responsavel pela sua criacdo no inicio do século XX. Ele empregou a citada
técnica na separacdo de diversos pigmentos de plantas como, por exemplo, a
clorofila e a xantofila. O procedimento utilizado por Tswett foi a utilizacdo de
uma coluna de vidro empacotada com carbonato de calcio finamente dividido e
eluiu solugcdes contendo os pigmentos supracitados. As espeécies isoladas
apareciam como bandas coloridas na coluna, o que sugeriu para seu autor a
escolha do nome da técnica recém-criada: cromatografia onde chroma significa
cor e graphein significa escrever.

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de
métodos que permite ao interessado separar componentes com estruturas
semelhantes em misturas complexas. Em todas as separacdes
cromatogréficas, a amostra é transportada por uma fase movel, que pode ser
um géas, um liquido ou um fluido supercritico. Essa fase movel é ‘forcada’
através de uma fase estacionaria imiscivel fixa, colocada em uma coluna ou em
uma superficie sélida. As duas fases sdo escolhidas de modo que os
componentes da amostra se distribuam entre as fases mével e estacionaria em
diversos graus. Os componentes que apresentem interacées mais intensas com
a fase estaciondria movem-se com uma velocidade inferior que o0s

componentes que mostrem interacbes mais intensas com a fase movel.
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Portanto, os componentes apresentam velocidades de eluicdo diferentes entre
si, logo ocorrendo suas respectivas separacoes.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a técnica analitica de
separacdo mais utilizada em todos os segmentos, onde as vendas de
equipamentos de HPLC superam o cifra de 1 bilhdo de délares. As razbes para
a popularidade deste método sdo a sua sensibilidade, facil adaptagdo para
determinacfes quantitativas e acima de tudo, sua ampla aplicabilidade a
compostos de grande interesse em industrias, pesquisa cientifica e outros.
Alguns destes compostos onde a cromatografia pode ser utilizada incluem:
aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, hidrocarbonetos, carboidratos,
drogas, terpendides, pesticidas, esterdides, antibidticos, espécies
organometalicas e outros.

O tipo de fase estacionaria utilizada depende da natureza da amostra a
ser analisada. Assim, para analitos com massas moleculares superiores a
10.000, a cromatografia de exclusdo é utilizada com frequéncia, embora a
cromatografia de particho em fase reversa seja utilizada nestes casos. Para
espeécies ibnicas, a cromatografia de troca idnica € amplamente utilizada. Em
espeécies pequenas, polares e ndo idnicas, os métodos de particdo sdo 0os mais
indicados. Em series homoélogas, a cromatografia por particdo é também
amplamente utilizada. A cromatografia por adsor¢cdo é empregada na
separacao de espécies ndo polares e de isbmeros estruturais.

Um cromatégrafo liquido é formado por diversas partes, sendo elas:
reservatorios de fase mével, sistemas de bombeamento, sistema de injecéo de
amostra, colunas preenchidas com a fase estaciondria, detector e analisador.
Nos paragrafos a seguir sera descrita cada uma das partes que formam um
cromatografo liquido. Na Figura 27 esta representado um esquema de um

cromatoégrafo liquido.
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Figura 27 — Esquema de um cromatoégrafo liquido.

Um equipamento moderno de HPLC estid equipado com um ou mais
reservatorios de vidro ou acgo inoxidavel contendo o solvente escolhido como
fase moével. Estes reservatorios estdo equipados com sistemas de remocao de
gases dissolvidos e filtros com o objetivo de se retirar quaisquer particulas em
suspensao no solvente.

Os requisitos para um sistema de bombeamento de HPLC incluem: a
geracdo de pressdes de até 6.000 psi (libras polegadas™); saida do fluxo com
auséncia de pulsos; velocidade de fluxo na regido entre 0,1 a 10mL min™,
controle de fluxo e reprodutibilidade relativa de fluxo de 0,5%, no minimo;
componentes resistentes a corrosdo. Deve-se mencionar que as altas pressées
produzidas por bombas de HPLC n&o constituem risco de explosdo porque o0s
liguidos ndo sdo muito compressiveis. Portanto, a ruptura de um componente
do sistema resulta somente em vazamento do solvente. Todavia, esse
vazamento de solvente pode se constituir em perigo de incéndio.

O método mais utilizado para a introducao de amostra em HPLC esta

baseado em algcas (do inglés, loop) de amostragem. Esses dispositivos
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costumam ser parte integrante de equipamentos de cromatografia liquida e
possuem alcas que podem ser intercambiadas, permitindo a escolha de
tamanhos de amostra que podem variar de 5 a 500uL. Alcas de amostragem
desse tipo permitem a introducdo de amostras a pressodes de até 7.000psi com
precisdo relativa de poucos décimos por cento. Valvulas para injecdo de
microamostras, com algas de amostragem com volumes entre 0,5 e 5uL
também estdo disponiveis.

As colunas para comatografia liquida geralmente sdo construidas em aco
inoxidavel. A maioria destas colunas apresenta comprimento que varia no
intervalo de 10 a 30cm. O diametro interno de colunas para HPLC varia no
intervalo entre 1 a 4,6mm e sao empacotadas com particulas de diametro
interno entre 3 a 5um. Ha dois tipos basicos de fases estacionarias para HPLC,
sendo a primeira a pelicular e a segunda é formada por particulas porosas. A
fase estacionaria pelicular consiste em uma camada fina e porosa de silica,
alumina ou outra fase estacionaria que é depositada sobre a superficie de
esferas de polimero ou vidro ndo poroso. A fase estacionaria de particulas
porosas tipica para HPLC consiste de particulas com diametros variando de 3 a
10um. Estas particulas sdo compostas de silica, alumina, resina sintética de
poliestireno-divinil-benzeno ou de resina de troca iénica.

Os detectores empregados em HPLC sédo divididos em dois grupos. O
primeiro grupo € denominado de detectores de propriedades universais ou
globais e respondem a propriedade da fase mével como um todo, como por
exemplo, o detector de indice de refracdo. O segundo grupo de detectores é
denominado detectores de propriedades do soluto que respondem a alguma
propriedade do soluto, como por exemplo, absorbancia no UV, fluorescéncia,
entre outras propriedades. Os detectores mais comuns sdo o de absorbancia no
UV, de absorbancia no infravermelho, de fluorescéncia, de indice de refracao,
os eletroquimicos e de espectrometria de massa.

Os analisadores séo utilizados para a analise dos dados conseguidos
pelo cromatégrafo. Com a popularizacdo dos computadores, um computador

pessoal € utilizado como analisador. Os fabricantes de cromatégrafos oferecem
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programas de computadores muito eficazes, onde é possivel o calculo de
variaveis dentro do cromatograma com um simples toque do mouse (Skoog,
2002).



90

ANEXO D — ESPECTROMETRIA DE MASSA COM IONIZACAO POR
ELECTROSPRAY (ESI-MS)

A espectrometria de massa, dentre todas as ferramentas analiticas
disponiveis no mercado, € talvez a de mais ampla aplicabilidade, no sentido que
€ capaz de fornecer dados sobre a composi¢ao elementar dos analitos; analisar
estruturas de moléculas inorganicas, organicas e biologicas; estudar a
composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas e as razdes
isotdpicas de dtomos nas amostras de interesse.

A primeira aplicacdo da espectrometria de massa em analise quimica de
rotina ocorreu no inicio dos anos 40 do século XX, quando a técnica comegou a
ser utilizada na industria petrolifera na andlise de hidrocarbonetos produzidos
em craqueamentos cataliticos. As andlises destes hidrocarbonetos eram
realizadas por meio de destilacdo fracionada e os componentes separados
eram submetidos a analises de indice de refracdo. Descobriu-se que essas
mesmas andlises poderiam ser feitas através de espectrometria de massa em
uma fragcdo do tempo gasto na destilacdo e posterior medida de indice de
refracdo. Esse aumento da eficiéncia levou ao rapido aperfeicoamento de
espectrometros de massa comerciais.

As aplicagbes da espectrometria de massa tiveram mudancas
significativas na década de 1980, causadas pelo desenvolvimento de métodos
para se produzir ions de moléculas ndo volateis e termolabeis, como
frequentemente sdo as moléculas de interesse biolégico. Atualmente, a
espectrometria de massa esta sendo aplicada na resolucédo de estruturas de
proteinas, polipeptideos e outros biopolimeros de alta massa molecular (Skoog,
2002).

Uma dos métodos de ionizagdo em expansao hoje é o electrospray. Este
modo de ionizacdo apresenta vantagens interessantes, tais como: capacidade
de produzir ions com mudltiplas cargas, reduzindo assim a razdo m/z, de tal
modo que seja possivel analisar compostos de elevada massa molecular até

centenas de kDa, em qualquer tipo de analisador. Uma segunda vantagem é
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que as amostras devem ser introduzidas em solucdo, que torna possivel o
acoplamento com muitas técnicas de separagdo. A terceira vantagem é o fato
do electrospray ser uma técnica de ionizacao suave.

A producdo de ions em electrospray esta dividida em duas etapas
distintas, sendo a primeira etapa a disperséo de gotas altamente carregadas, e
a segunda etapa é a evaporacao de cada gota. As solucbes sdo primeiramente
pulverizadas com formacado de goticulas carregadas. A nebulizacdo da solucéo
é facilitada pela ajuda de um gas nebulizador, geralmente nitrogénio.
Posteriormente as moléculas do analito sdo separadas do solvente na forma de
ions.

Um espectrdmetro de massa esta dividido em sistema de introducéo de
amostra, fonte de ions, analisador de massa, detector, um sistema de vacuo,
um processador de sinal, e um registrador. O diagrama de blocos da figura a

seguir representa os componentes de um espectrémetro de massa.

Amostra
Sistema de | Fonte de ions | | Analisador de - Detector
Introducéo Massa
i Processador
Sistema de Sinal
de vacuo
Registrador

Figura 28 — Esquema de espectrometro de massa.
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O propésito do sistema de introducdo de amostra € permitir a introducao
de uma amostra na fonte de ions com perda minima de vacuo. A maioria dos
espectrébmetros de massa modernos € equipada com varios tipos de entradas
para servir a varios tipos de amostras. Estes sistemas de entrada incluem
entradas de bateladas, sonda direta, entradas cromatograficas e entradas para
eletroforese capilar.

As fontes de ions de espectrbmetros de massa convertem o0s
componentes de uma amostra em ions. Geralmente, o sistema de introducdo
de amostra e a fonte de ions sdo combinados em um Unico componente. Em
ambos os casos, o resultado é um feixe de ions positivos ou negativos que sao
acelerados para dentro do analisador de massa.

A funcdo do analisador de massa € separar 0s ions segundo a razdo
carga/massa (m/z).

O sistema de vacuo do espectrdmetro de massa tem a funcéo de criar
baixas pressdes (10“ a 10®torr) em todos os componentes do equipamento,
exceto no processador de sinal e no dispositivo de saida. A necessidade de alto
Vacuo surge porque as particulas carregadas sdo destruidas na presenca de
gases.

O detector, o processador de sinal e o registrador sao responsaveis pela
deteccdo, e processamento, e registro do sinal analitico, respectivamente
(Skoog, 2002).
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