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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (TFP) &€ uma técnica para tratamento de cancer que
usa um fotossensibilizador (FS) na presenca de luz e oxigénio gerando espécies
altamente reativas de oxigénio que levam as células tumorais a morte.

Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo com trés FSs: Photogem®
(PG), um derivado de hematoporfirina que esta sendo usado em TFD no Brasil;
Photodithazine® (PZ), um derivado hidrossoltvel de mono-L-aspartil clorina, que
estd na fase clinica para aprovagdo e Hipericina (HY), um pigmento fotoativo
encontrado na planta Hypericum perforatum e usado na medicina popular que esta
sendo considerado como um promissor agente fotodindmico para o tratamento de
tumores. Este estudo utilizou uma Hipericina sintetizada no Brasil e diversos
parametros para comparar os trés FSs: a concentragdo inibitoria média (ICsp) em
linhagens celulares; a constante de velocidade de fotoxidagdo da albumina de soro
bovino na presencga dos FSs e luz determinada pelo decréscimo na fluorescéncia da
BSA em 340 nm; a fotoxidagcdo do acido urico acompanhada pelo decréscimo da
banda caracteristica do acido urico em 290 nm apés irradiagdo na presenca dos
FSs como uma estimativa indireta do rendimento quantico de formagao de oxigénio
singlete (A®); o rendimento quéntico de fluorescéncia utilizando rodamina B como
padrao; a acumulagao dos FSs em células em fungédo do tempo de incubacéo e a
estimativa da quantidade de radicais livres formados apéds irradiacédo através da
técnica de captura de spins. Todos os resultados obtidos evidenciam uma maior
eficiéncia fotodinamica da HY seguida pelo PZ e depois por Photogem e, portanto
sugerem a Hipericina como o FS de maior potencial para utilizagdo em Terapia

Fotodindmica.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is a technique for the cancer treatment that
uses a photosensitizer (FS) in the presence of light and oxygen which combined are
able to generate highly reactive oxygen species that lead to tumor cells death.

In this investigation, a comparative study with three FSs: Photogem ® (PG), a
hematoporphyrin derivative being used in PDT in Brazil; Photodithazine ® (PZ), a
soluble derivative of mono-L-aspartyl chlorin, which is in clinical phase for approval
and Hypericin (HY), a photoactive pigment found in the plant Hypericum perforatum
and used in popular medicine that is being considered as a promising agent for
photodynamic treatment of tumors. The present study used a Hypericin synthesized
in Brazil and several parameters to compare these three FSs: the mean inhibitory
concentration (ICsp) in cell lines; the rate constant for the photooxidation of bovine
serum albumin in the presence of light and the FSs determined by the decrease in
the fluorescence of BSA at 340 nm; the photooxidation of uric acid assessed by the
decrease of the characteristic band of uric acid at 290 nm after irradiation in the
presence of the FSs as an indirect estimate of the quantum yield of formation of

singlet oxygen (A®); the quantum yield of fluorescence using rhodamine B as a

standard; the accumulation of FSs in cells as a function of the incubation time, and
the estimative of the produced free radicals after irradiation by the technique of spin
trapping. All the results show a higher photodynamic efficiency of HY followed by PZ
and then by Photogem suggesting Hypericin as the FS with the greatest potential for

use in Photodynamic Therapy.
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BSA - albumina de soro bovino

CEPID - centro de pesquisa, inovacao e difuséo
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FS - fotossensibilizador

FSs - fotossensibilizadores

HEp-2- linhagem celular tumoral de laringe humana
HpD - derivados de hematoporfirina
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Introdugéo

1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céncer € uma das doengas que mais causam temor na sociedade, por ter
se tornado um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer de
origem latina (cancer) significando “caranguejo” deve ter sido empregada em
analogia ao modo de crescimento infiltrante, que pode ser comparado as pernas do
crustaceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e dificultar sua
remocdo "2,

Cancer ou enfermidades oncolégicas sdo denominagdes utilizadas para
descrever um grupo de doengas que se caracterizam pela anormalidade das células
e sua divisdo excessiva. O cancer é causado, na maioria das vezes, por mutagéo
ou por ativagdo anormal de genes celulares (oncogenes), que controlam a mitose e
o crescimento celular. Essas células mutantes, de maneira geral, apresentam
menor capacidade de sobrevivéncia, pois sdo com grande frequéncia, destruidas
pelo sistema imune do corpo antes que possam formar um cancer. Entretanto, a
probabilidade de ocorréncia de mutagbes pode ser aumentada muitas vezes
quando a pessoa é exposta a determinados fatores fisicos, quimicos e bioldgicos,
entre eles: radiagdo ionizante (raios-X, raios- VY, ultravioleta), irritantes fisicos
(abrasdao do tecido), compostos quimicos carcinogénicos, tendéncia hereditaria,
entre outros . Existem muitas causas para o cancer, podendo ser classificadas em
externas e internas ao organismo, estando ambas relacionadas entre si. As causas

externas podem ser encontradas no meio ambiente e correspondem a maioria dos

20



Introdugéo

casos (cerca de 80%), onde encontram-se um grande numero de fatores de risco.
Entende-se por ambiente, o meio em geral (dgua, terra e ar), o ambiente
ocupacional (quando insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de
vida) e o ambiente de consumo (alimentos, medicamentos). As mudancgas
provocadas no meio ambiente pelo proprio homem, os habitos e estilos de vida
adotados pelas pessoas podem determinar os diferentes tipos de cancer. As causas
internas estao relacionadas em sua totalidade a capacidade do organismo de se
defender das agressoes externas *.

A questédo mais importante sobre tumores é a distingdo entre tumor maligno e
benigno. Um tumor é qualquer proliferacdo anormal de células, um tumor benigno,
como uma verruga comum de pele, permanece confinado ao seu local de origem,
nao invade o tecido normal circundante e ndo se espalha em locais distantes do
corpo. Um tumor maligno, entretanto, é capaz de invadir tecidos vizinhos e distantes
do corpo através do sistema circulatoério ou linfatico (metastase) °.

Tumores malignos, se néo tratados adequadamente, podem ser fatais,
podendo ser classificados como: carcinoma, derivado originalmente de células
embrionarias epiteliais, tecidos que se desenvolveram a partir do epitélio
embrionario, que incluem a pele, o envoltério de muitos 6rgaos, como os 6rgaos do
trato urinario, pulméao, bexiga e eséfago; sarcoma, que é tipo de cancer derivado
originalmente de células de tecido embrionario conjuntivo, incluindo musculo, osso e
cartilagem; linfoma sdo neoplasias malignas, originarias dos ganglios linfaticos (ou
linfonodos), 6rgdos muito importantes no combate a infecgdes °.

Os tipos mais comuns de cancer sao os de pele, mama feminina, préstata,

2

pulmédo e estbmago sendo que os quatro ultimos sdo mais letais “. O cancer é
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considerado a segunda causa de morte no Brasil e nos Estados Unidos, perdendo
apenas para as doencgas cardiovasculares 27 Por isso, estudos relacionados ao
cancer sao de extrema importéncia, principalmente no que concerne a novas

modalidades terapéuticas.

1.2 Terapias convencionais para o cancer

Os tratamentos convencionais do cancer sao cirurgia, radioterapia
(braquiterapia) e quimioterapia 8. Entre as terapias convencionais, todas apresentam
efeitos benéficos no combate ao cancer, entretanto apresentam efeitos colaterais
indesejaveis. A cirurgia, que consiste na remog¢éo do tumor, apesar de uma das
técnicas mais utilizadas no tratamento do cancer, causa severas mutilagbes nos
pacientes. A radioterapia é um meétodo capaz de destruir células tumorais,
empregando feixe de radiag¢des ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiagdo é
aplicada, em um determinado tempo, a um volume de tecido que engloba o tumor,
buscando erradicar todas as células tumorais, com o menor dano possivel as
células normais circunvizinhas, a custa das quais se fara a regeneracéo da area
irradiada. A quimioterapia, como o préprio nome ja diz, baseia-se na utilizagdo de
compostos quimicos, tais como agentes alquilantes e antimetabdlicos. Enquanto a
cirurgia e a radioterapia limitam-se a eliminar as células malignas de uma éarea
restrita, a quimioterapia tem a capacidade de alcanga-las dentro do organismo. Os
agentes alquilantes sdo compostos organicos reativos que transferem grupos alquila
as bases nitrogenadas do acido desoxirribonucléico (DNA) por terem estrutura

molecular semelhante aos compostos utilizados na sintese desta molécula. Um
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exemplo é o metotrexato, que se assemelha em estrutura ao acido félico, utilizado
na sintese dos acidos nucléicos. As drogas quimioterapicas apresentam uma série
de efeitos colaterais indesejaveis. Em geral, estas drogas afetam o crescimento
celular, especialmente das células que se multiplicam rapidamente, como as células
tumorais. Entretanto existem células normais que também tém multiplicagc&o rapida,
como as células de defesa do sangue, que combatem infec¢bes, as células que
recobrem o aparelho digestivo e as células dos foliculos pilosos. Em conseqiiéncia
disso os pacientes apresentam sérias reagbes adversas, tais como menor
resisténcia a infecgdes, perda de apetite, nausea, vémito, diminuigcdo da salivagéo e
queda de cabelo . A terapia citotoxica do cancer baseia-se no principio de que as
drogas matam uma fragcdo constante e ainda de que as células possam ter um
periodo distinto de vulnerabilidade as drogas citotdxicas. Desta forma, pode-se dizer
que as drogas citotoxicas reduzem a evolugao das células ao longo do ciclo celular
e também n&o apresentam uma toxicidade seletiva para as células cancerosas, ja
que a citotoxicidade é proporcional a exposigao total a droga 3,

Diante dos graves efeitos colaterais e da eficiéncia limitada das terapias
tradicionais, alternativas estdo sendo constantemente propostas. Dentre estas se
destaca a Terapia Fotodinamica (TFD), uma modalidade relativamente nova no
tratamento de cancer. Apesar de boa parte do uso da TFD ser centrada nesta
doencga, outras moléstias tais como degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite
reumatdide sistémica, restenosis, micoses fungoides, infestacdes bacterianas,
verrugas, arteriosclerose, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (do inglés, AIDS),
etc. também podem ser tratadas com TFD, uma vez que tém como caracteristica

comum um crescimento anormal de tecidos. Assim a TFD esta sendo usada e
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investigada em nivel mundial no tratamento dessas e outras doengas correlatas na

origem °.

1.3 Terapia fotodinamica

A Terapia Fotodindmica € uma nova e promissora modalidade de tratamento
do cancer e caracteriza-se por um conjunto de processos fisicos, quimicos e
biolégicos que ocorre apdés a administracdo de uma substancia sensivel a luz,
chamada de fotossensibilizador (FS), que fica retida preferivelmente nos tecidos

| %" Embora se considere como

tumorais, seguida pela irradiagdo com luz visive
um marco da fototerapia o trabalho desenvolvido por Finsen em 1960 na Europa 2,
luz visivel ja era empregada como agente terapéutico ha mais de 4000 anos no
Egito, india e China para o tratamento de psoriases, vitiligo, raquitismo e cancer .

Este tratamento, que se baseia nas propriedades benéficas do uso
combinado de luz com o FS; é conhecido e estudado desde o inicio do século
passado, no entanto, teve seu impulso retomado como terapia para o cancer
somente no inicio da década de 70 com os experimentos de Dougherty 14 para
analisar as propriedades de um derivado de hematoporfirina (HpD) capaz de agir
tanto como localizador 6tico quanto como um FS seletivo destrutivo de células
tumorais °.

A técnica da TFD envolve a interagdo simultdnea de um FS, luz e oxigénio
molecular existente nas células. A droga injetada na corrente sanguinea percorre

todo o corpo, sendo absorvida por todas as células, no entanto, as células sadias

eliminam essa droga em um periodo de tempo que varia de 24 a 36 h, enquanto as
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células cancerosas, que apresentam um metabolismo diferente, retém esta droga
por um tempo mais prolongado, em torno de 72 h. Esperando-se 24 h apés a
administragdo da droga, a substancia fotossensivel estard mais concentrada nas
células cancerosas, estabelecendo uma diferenciagdo entre estas células e as
demais. Essa substancia fotossensivel, quando iluminada por uma luz de
comprimento de onda especifico, € entdo excitada e, uma vez neste estado
energético, provoca uma reacgéo fotoquimica com o oxigénio molecular, produzindo
espécies reativas de oxigénio (EROs): '0,, O,™*, *OH, H.0O,, que sdo altamente
reativas com os constituintes celulares e, portanto, bastante citotdxicas. Como
conseqiiéncia disso, a célula cancerosa e o tecido tumoral como um todo é levado a
morte por apoptose ou necrose, eliminando a lesédo cancerosa, e, posteriormente,
permitindo a completa restauracéo do tecido '® . Em certos casos, onde a cirurgia
do tumor é complexa devido ao seu tamanho ou ao acesso, recomenda-se a
aplicagcado da TFD como tratamento pré-operatério para promover a diminuigdo do
mesmo. A TFD é adequada para tumores médios e pequenos. De modo geral, para
a aplicacéo da técnica, apds diagnostico e avaliagéo rigorosa do problema clinico, o
medicamento é solubilizado em agua ou soro fisiologico. A solugéo € administrada
intra-venosamente e espera-se o tempo para acumulo do FS no tecido. O processo
de infusdo do FS deve ser lento e cuidadoso diante da possibilidade de
extravasamento devido a fragilidade da parede celular das veias '8, Um esquema da

aplicacao da TFD esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema de aplicagdo da TFD: a) Paciente com tumor recebendo FS intravenoso; b) FS
localizado no tumor apds certo tempo; c¢) tumor sendo irradiado por luz visivel de comprimento de
onda adequado; d) desaparecimento do tumor 9

A TFD é uma modalidade de tratamento que pode ser repetida quantas vezes
forem necessarias, sendo esta uma de suas maiores vantagens em relagdo aos
incomodos das outras modalidades de tratamento 2°. No entanto, tratando-se de
uma terapia que envolve um FS, deve-se tomar precau¢des quanto a exposi¢céo ao
sol, ja que a pele se torna altamente sensivel a luz, sendo este o unico efeito
indesejado ?'. Esta modalidade de tratamento tem sido utilizada com sucesso em
casos de tumores onde a aplicagdo da luz é facilitada, ou seja, tumores externos
como cancer de pele, tumores de mama, tumores em cavidades como pulmao,
cavidade oral, bexiga, ovario e colon que podem ser iluminados, sendo que neste
caso a aplicacéo de luz pode ser feita através de endoscédpio acoplado a fibras
ticas %°. A TFD é essencialmente uma terapia nova de tratamento dos pacientes
com tumores malignos, no entanto a eficacia do tratamento é dependente do tipo de
neoplasia, estagio da doenca, do FS utilizado e condi¢cbes de irradiagcao do tecido

doente, como comprimento de onda da luz e dose ™.
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1.4 Processos fotoquimicos envolvidos na terapia fotodinamica

O mecanismo de fotossensibilizacdo consiste na interacdo da luz de
comprimento de onda adequado com o FS e o oxigénio molecular, resultando em
espécies reativas que induzem a inviabilizagdo das células. Quando o FS é irradiado
com luz absorve um foéton e com isso um dos seus elétrons passam para o orbital
energeticamente mais alto, mas de mesmo spin, resultando em um estado excitado
singlete. Estados excitados singletes tém tempo de vida curto (1-100 ns). Apéds a
excitacdo todos os processos que contribuem para a desativacdo do estado
excitado competem entre si. Um elétron que é excitado a um nivel vibracional
superior ao estado excitado tende preferencialmente a dissipar esse excesso de
energia descendo até o nivel vibracional zero do estado excitado correspondente.
Isso se da através de colisdes com as moléculas de solvente, esse processo é
chamado de relaxacg&o vibracional, que é normalmente mais rapido do que os
processos intramoleculares envolvendo transicées entre estados eletrénicos 2.

A converséo interna é o processo em que a energia de excitagcdo € perdida
por colisdo com o solvente ou por dissipagdo através dos modos vibracionais
internos. Geralmente a conversdo interna e a temperatura sao diretamente
proporcionais, conseqientemente a fluorescéncia decresce com o aumento da
temperatura. O cruzamento intersistema € um processo isoenergético e sua troca de
spin, nominalmente proibida, converte um singlete excitado em um estado triplete
excitado, que decai prontamente para o nivel vibracional T1 que se converte para o
estado singlete fundamental, tanto por fosforescéncia (emisséo de energia) quanto

por conversao interna. Geralmente o estado triplete tem energia mais baixa que o
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singlete excitado, portanto a fosforescéncia ocorre em comprimentos de ondas
maiores que a fluorescéncia. Como a transi¢cao envolvida na fosforescéncia envolve
mudanga de multiplicidade, o tempo de vida &€ muito mais longo que o tempo de vida
de fluorescéncia. Um terceiro processo nao radiativo denominado supresséo de
fluorescéncia € geralmente o resultado de colisbes ou da formagéo de complexos
com solutos moleculares capazes de reduzir o tempo de vida do estado excitado ou
manter o complexo no estado fundamental provocando a supressdo de
fluorescéncia.

A converséo interna entre os estados singlete de energias mais altas, tal
como S;—»S, é muito mais rapida que as taxas das conversbes que foram
consideradas (S1— Sp). A relaxagédo vibracional dos niveis vibracionais excitados
de cada estado eletrénico € mais rapida que a emissao de féton. O resultado é que
toda fluorescéncia que se observa é normalmente originaria do nivel vibracional
fundamental do singlete excitado ?°.

Uma das propriedades desejaveis para um bom FS é uma alta eficiéncia para
sofrer cruzamento inter-sistemas. Como o tempo de vida do estado triplete é
relativamente longo (10° a 10 s), o FS excitado pode interagir com moléculas
vizinhas. A Figura 2 representa o Diagrama de Jablonski, com os niveis de energia

eletrénico/vibracional de um FS excitado através de uma fonte de excitacdo a um

determinado nivel de energia %
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Figunz'? 2 — Diagrama de Jablonski: ilustracédo grafica dos mecanismos fotoquimicos e fotofisicos em
TFD “".

Existem dois mecanismos de acdo dos fotossensibilizadores sobre as

biomoléculas: mecanismo do Tipo | e mecanismo do Tipo Il %°.

Mecanismo tipo | ou via formagao de radical

O FS no estado triplete (estado excitado) interage diretamente com o
substrato, através de reagdes de transferéncia de elétrons ou transferéncia de
hidrogénio, gerando radicais ou ions radicais, 0os quais reagem com O Oxigénio
produzindo uma mistura de intermediarios de oxigénio altamente reativos, como
radical superéxido (‘O3), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila ("OH),

capazes de oxidar uma grande variedade de biomoléculas %°.
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Mecanismo tipo Il ou via formagcao de oxigénio singlete (transferéncia de

energia)

O FS no estado triplete transfere energia ao oxigénio molecular no estado
fundamental (triplete) produzindo oxigénio singlete. O oxigénio singlete € uma forma
reativa de oxigénio e é considerado o principal mediador do dano fotoquimico
causado a célula por muitos fotossensibilizadores ?’. O oxigénio singlete possui
tempo de vida em agua de aproximadamente 4 us e em sistemas biologicos esse
tempo é extremamente baixo, inferior a 0,04 ys. Em fungao disso, seu raio de agao
€ muito reduzido, menor que 0,02 uym, atuando apenas onde é produzido, fato muito

importante para TFD que se baseia no efeito fotodinamico localizado e seletivo 2.

1.5 Janela terapéutica

A interacdo da luz com o tecido € uma fungdo complexa das propriedades
oticas do tecido, uma vez que a absorgéo e o espalhamento da luz sdo dependentes
do comprimento de onda. Os tecidos normais contém muitas substancias que
absorvem ou refletem radiagédo eletromagnética. As proteinas e o DNA absorvem na
faixa do ultravioleta (200-350 nm), a melanina absorve em comprimentos de onda
baixos entre 200 e 300 nm e no visivel entre 315 e 400 nm e a hemoglobina absorve
na regiao entre 400-600 nm. A agua absorve na regido do infravermelho, acima de
800 nm, assim resta apenas a faixa compreendida entre 600-800 nm na qual os
tecidos séo relativamente transparentes. Esta faixa de comprimento de onda é

conhecida como “janela terapéutica” e pode ser utilizada em terapia fotodinamica. O
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decréscimo na intensidade da luz no tecido exposto de um feixe de luz plano de
diferentes comprimentos de onda em func¢do da penetracéo esta representado na
Figura 3. Pode-se verificar que a luz de comprimento de onda maior penetra mais
profundamente, principalmente porque na regidao entre 600 e 700 nm nado ha
competicdo dos croméforos endégenos. O emprego de luz de comprimento de onda
acima de 850 nm é descartado uma vez que nesse caso os fétons ndo possuem

energia suficiente para ativar o FS.

Ultrzri.rilunletal Yisivel ] Infravermelho

A= 200 400 500 600 800 1.100 1.400 10000 nrm

Extrato de malpigui

Derme

Tecido subcutaneo

Tecido muscular

Figura 3 — Representacdo esquematica de um corte de tecido humano e o percentual de penetragcéo
da luz de diferentes comprimentos de onda *°

1.6 Propriedades de um fotossensibilizador ideal

Atualmente, diversos grupos de pesquisas de varios paises estdo tentando

aperfeicoar a TFD e a cada ano surgem muitos compostos com potencial para
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serem utilizados como fotossensibilizadores. Uma substéncia quimica para atuar
como FS deve ter certas propriedades especificas, tais como:

- Apresentar composi¢do quimica constante a fim de simplificar a interpretacéo da
relacéo dose-resposta nos estudos de dosimetria.

- Ser soluvel e permanecer estavel em solugdo aquosa a pH fisioldgico, ou através
de lipossomas para permitir circulagao e acumulo seletivo nas células;

- Apresentar seletividade quanto a retenc&o por células malignas apos algumas
horas da introduc¢do da droga na corrente sangiinea. Isto se deve ao fato de que o
tecido normal elimina a droga com maior facilidade do que o cancerigeno, pois este
apresenta um maior numero de receptores de lipoproteinas responsaveis pela
captagéo do FS;

- Ter habilidade para o transporte passivo ou ativo dentro das células e ter um alvo
intracelular bem conhecido;

- Possuir alto rendimento quéntico (facilidade para absorver ou emitir fétons) nos
estados triplete ou singlete;

- Nao ser toxico a niveis terapéuticos, com minima morbidez para o individuo;

- Ser metabolizado rapidamente, minimizando possiveis efeitos colaterais.

- Elevado coeficiente de absor¢cdo em comprimentos de onda maiores que 600 nm,
onde a penetracdo da luz através dos tecidos é facilitada, o que possibilita o

tratamento de lesdes mais profundas >'.
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1.7 Fotossensibilizadores

1.7.1 Porfirinas

A classe de FSs mais estudada corresponde a de compostos derivados da
hematoporfirina (HpD), uma porfirina presente no sangue, mais especificamente no
sitio ativo da hemoglobina, responsavel pelo transporte e armazenamento de
oxigénio na hemoglobina e mioglobina *2. As porfirinas formam uma importante
classe de compostos derivadas de um sistema aromatico muito estavel, do qual o
membro mais simples é conhecido como porfina **. A Figura 4 apresenta a férmula

estrutural de uma porfina.

Figura 4 — Formula estrutural de uma porfina %,

Uma caracteristica marcante das porfirinas € a facilidade com a qual elas
formam quelatos com ions metalicos. O metal fixa-se rigidamente no espago
deixado pelos quatro atomos de nitrogénio do sistema planar, como é o caso da
formacdo do heme, quando a porfirina se complexa com o atomo de Fe?* e da
formacao da clorofila quando a porfirina encontra-se coordenada com o magnésio.
Estas duas porfirinas, a proto-porfirina IX e a clorofila, sdo conhecidas como
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moléculas vitais, sendo responsaveis pela manutencado das principais formas de

vida, tanto do mundo animal como do vegetal 3,

1.7.2 Fotossensibilizadores de primeira geragao

Os sensibilizadores mais utilizados em estudos clinicos em TFD s&o os
derivados de hematoporfirina (HpD) que sdo considerados FSs de primeira geragao
% entre estes destacam-se: Photofrin® (de origem americana), Photosan® (de
origem alem&) e Photogem® (de origem russa). Estes FSs consistem de uma
mistura complexa de varios componentes sendo monémeros, dimeros e oligdmeros
de até oito unidades de porfirina unidas por ligagdes éter ou éster % Estes FSs s&o
produzidos de acordo com a tecnologia original de desfibrilagdo do sangue de
animais e de humanos, a partir de hematoporfirina IX existente na circulagcéo
sanguinea *’.

Estes HpD apresentam espectro de absorgdo eletrénica contendo cinco
bandas de absor¢do, sendo uma banda intensa na regido de 400 nm, conhecida
como banda de Soret e quatro de menor intensidade em comprimentos de onda
maiores, conhecidas como bandas-Q *. Apesar de eficientes em quase todos os
tipos de tumores, estes FSs n&o sdo considerados ideais, uma vez que apresentam
elevada retengé&o cutanea, causando um efeito colateral indesejavel que consiste na
fotossensibilizagdo cutédnea do paciente que deve se proteger da exposigédo a luz
solar ou luz brilhante por um periodo de 8 a 12 semanas, que € o tempo de retencéo
do HpD na pele *. Outro fato importante é que a ultima banda de absorcao destes

FSs encontra-se na faixa de 620-630 nm com baixo coeficiente de extingdo.
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Deve-se salientar que neste comprimento de onda a penetrac&o de luz nos tecidos
ndo é ideal. Mesmo assim a irradiagao é feita em 630 nm devido a dois principais
fatores: em 400 nm varios constituintes do tecido (dentre eles a hemoglobina)
absorvem luz causando interferéncias e em comprimentos de onda menores que
630 nm a penetragéo de luz nos tecidos € menor 3 Estes FSs apresentam-se como
uma mistura complexa de varios constituintes que formam agregados em diferentes
extensbes e diferentes ambientes, o que resulta em alteragcbes na eficacia
terapéutica da droga “°.

Devido a todos os fatores mencionados acima, atualmente existe um grande
numero de estudos dedicados a obtengédo de novos farmacos, tao eficientes quanto
os FSs de primeira geracdo, com cinética de eliminagcdo mais rapida e com
absorcéo de luz em comprimentos de onda maiores *'.

Neste trabalho um dos FSs utilizados foi o Photogem®, preparado no Instituto
de Alta Tecnologia Quimica em Moscou, Russia, sendo aprovado para uso médico
pelo Comité de Farmacologia da Russia desde 1999 *. Segundo alguns trabalhos,
Photogem® possui caracteristicas fisicas, quimicas e diagnésticas semelhantes ao
Photofrin® com relacdo ao aspecto terapéutico ** **. A estrutura monomérica do
Photogem®, apresentada na Figura 5, tem a férmula molecular representada por
[C34H38N4Og]n € massa molecular variando de 598 a 2920 g mol™. Nos grupos
substituintes Ry e R; ligam-se CH=(OH)CH;, CH=CH, ou a propria estrutura
monomérica da porfirina e nos ligantes R; e R4 se ligam H ou a proépria estrutura

monomérica da porfirina podendo formar dimeros, trimeros e oligdmeros " %3,
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COORy COOR3

Figura 5 - Estrutura monomérica do Photogem 37,

1.7.3 Fotossensibilizadores de segunda geragao

Diversas modificagbes quimicas no anel tetrapirrélico das porfirinas
caracterizam o grupo de FSs de segunda geracdo. Sdo compostos quimicamente
puros com composi¢do constante, que absorvem luz em comprimentos de onda
maiores ou iguais a 650 nm e induzem pouca fotossensibilizagdo cutédnea. O tempo
de meia vida é curto e a acumulagédo nos tecidos é seletiva e rapida (cerca de 1 a
6 h ap6s a aplicagéo sistémica). A estrutura basica destes compostos é semelhante
a das porfirinas e s3o divididos em diferentes classes **:

e ftalocianinas e naftalocianinas;
e clorinas e bacterioclorinas;
e purpurinas.
As ftalocianinas e naftalocianinas sintéticas sao constituidas de quatro

nucleos benzoindbdicos unidos por pontes de nitrogénio. Estes compostos absorvem
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na faixa de comprimento de onda de 675-700 nm e podem ser ligados a uma
variedade de metais, principalmente aluminio, silicio e zinco, que levam a uma
hexacoordenacg&o responsavel pelo aumento rendimento de geragdo de oxigénio
singlete *°. As ftalocianinas se acumulam na membrana plasmatica, microssomos e
mitocéndria ** e apresentam um periodo de fotossensibilidade de 8 a 10 dias, sendo
um dos mais curtos entre todos **.

As clorinas e bacterioclorinas s&o derivadas de porfirinas hidrofilicas
reduzidas pela hidrogenag¢do de uma ou mais duplas ligagdes dos anéis pirrolicos,
apresentam um coeficiente de extingdo alto, além de uma intensa banda de
absorgéo na regiao de 650-800 nm. Clorinas e bacterioclorinas estao presentes em
produtos naturais (Spirulina, Rhodobacter capsulatus) e, de modo geral, estes
compostos apresentam duas importantes propriedades: um alto rendimento
quantico de formacgao de oxigénio singlete e uma intensa absorgédo em 650-680 nm.
Exemplos de clorinas sao: Foscan, Photoditazine e Radaclorina 6 Foscan é o nome
comercial do FS derivado de m-THPC (mesotetrakis(m-hidroxifenil)), produzido na
Alemanha. O Photoditazine (PZ) € o segundo FS utilizado nesse trabalho, produzido
a partir da cianobactéria Spirulina platensis, cuja estrutura foi modificada através da
adigao de N-metil-D-glicosamina 0,5% como agente solubilizante e estabilizante e &
encontrada em grande quantidade o que faz com que tenha um custo baixo. A
férmula estrutural do PZ esta representada na Figura 6.

As propriedades fototdéxicas do PZ tém sido estudadas e a alta eficacia
fotodindmica parece estar relacionada com a sua capacidade de penetrar nas
células através das membranas biolégicas. O PZ é eliminado rapidamente do

organismo, sendo que 94% da eliminacdo ocorre em 24 h e 98% em 48 h *'.
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COO™C;H,(NOs"

Figura 6 - Formula estrutural do Photodithazine *°.

O Radachlorin é constituido de uma solu¢do aquosa de trés tipos de clorinas:
clorina sodica e6 (90-95%), clorina sodica p6 (5-7%) e uma terceira clorina néo
revelada (1-5%) 2.

As purpurinas sdo compostos hidrofébicos que precisam ser administrados
através de lipossomas e apresentam um grupo pirrélico reduzido. As purpurinas
apresentam coloragdo purpura, uma vez que a presenga de um substituinte
conjugado na posicdo meso da clorina altera a cor do pigmento anteriormente
verde. Esses compostos absorvem fortemente na faixa de 630-715 nm e
apresentam rendimento quéntico de formacédo de oxigénio singlete de 0,6-0,7,
sendo que a etilpurpurina de estanho (SnEt;) é o derivado mais ativo desses
compostos estudados 9

Varios derivados de clorina tém sido estudados, dentre eles a mono-

aspartilclorina-e6 (Npe6 ou MACE), produzida no Japdo, que é altamente soluvel
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em agua e absorve em 654 nm. O rendimento quantico de formacao de oxigénio
singlete é de 0,77 e apresenta efetividade in vifro e in vivo com baixa
fotossensibilidade na pele, provavelmente por causa da sua rapida eliminagao do

corpo 4.

1.7.4 Hipericina

Na natureza existem muitas substancias que podem atuar como
fotossensibilizadores. Medicamentos populares derivados de plantas e utilizados
para o tratamento de infec¢des superficiais sao eficazes gracas a atividade
antifingica e bactericida de FSs presentes nas plantas °°. Os egipcios utilizavam os
principios da fotoquimioterapia para tratar o vitiligo através do uso das sementes de
uma planta (Amni majus Linn) e luz solar. Atualmente a aplicagdo de psoralenos e
luz ultravioleta tipo A dao origem a terapia com psoralenos e ultra-violeta A (PUVA),
para tratamento de afec¢bes cutdneas como vitiligo, psoriase, micose fungodide,
liquen plano, dermatites atépicas e uma variedade de linfomas de células T °".

Hipericina (HY) (Figura 7) é um dos constituintes das plantas do género
Hipericum, sendo o representante mais comum o Hipericum perforatum, uma planta
herbacea perene com folhas amarelas douradas, popularmente conhecida como

erva de Sdo Jodo *?

, pertencente a familia das Hiperricoidaea guttiferae, é
largamente distribuida na Europa, Asia, norte da Africa e aclimatada nos Estados
Unidos. Na Europa é comum encontrar o Hypericum perforatum na beira das

estradas, vales e bosques >°. Foi usada largamente na medicina popular em varios

paises da Europa, durante muitos séculos, para o tratamento de inflamag¢des nos
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brénquios e infecgbes do trato geniturinario, agente cicatrizante no tratamento de

feridas, traumas e queimaduras **.

HaC e . OH

OH O OH

Figura 7 - Férmula estrutural da Hipericina %,

Atualmente a planta ndo € muito usada para estes propdsitos, mas sim,
largamente usada para o tratamento da depresséo branda. Dos principios isolados
da planta, os mais importantes sdo a hipericina, pseudo-hipericina, hiperforina,
amentoflavondide, biapigenina e xantonas. Também estdo presentes flavonodides,
tais como a rutina, hiperosideos e Oleos essenciais. Outros componentes de
importancia biolégica isolados de diferentes partes da planta s&o a hiperforina,
adhiperforina e 1,3,6,7 tetrahidroxi-xantona dotados de atividade antimicrobiana °°.

O recente interesse na molécula de HY é o resultado do descobrimento do
seu potencial como antiviral, antiretroviral, bactericida, antipsoriatico e agente
antitumoral além de apresentar alto rendimento quantico do estado triplete e
formagao do oxigénio singlete °’. O composto exibe atividade anticancer no escuro,
que pode ser aumentada cerca de 100 vezes na presencga da luz 8 Sendo um

potente fotossensibilizador, HY é responsavel pelo hipericismo, uma fotodermatose
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caracterizada por irritagcdo severa na pele, aumento da temperatura corporal e em
alguns casos morte de animais que pastam e comem a planta, como bovinos e
ovelhas *°.

Alguns autores sugerem que HY é provavelmente o mais poderoso
fotossensibilizador encontrado na natureza. Hipericina € um pigmento que produz
oxigénio singlete apo6s irradiagdo com Iluz com rendimento quéantico de
0,73 + 0,03 em etanol %9 Alguns autores relatam que a HY inibe o crescimento de
células derivadas de uma variedade de tecidos neoplasicos como glioma,
neuroblastoma, adenoma, mesothelioma, melanoma, carcinoma, sarcoma e
leucemia . Embora ndo seja claro o mecanismo pelo qual a HY exerce sua
atividade bioldgica, ja se sabe que, via oxigénio singlete, ela inibe a atividade da
proteina quinase e outras enzimas de defesa celular como a oxidase monoamina e

61

a succinoxidase mitocondrial A Hipericina foi um dos fotossensibilizadores

usados nesse trabalho.

1.8 Sistemas oticos para a fotossensibilizagao

A Terapia Fotodindmica pode utilizar como fonte de luz lampadas de
tungsténio ou halogénio, mas geralmente sdo usados lasers para o tratamento
clinico, pois eles podem ser empregados em conjunto com fibras Opticas, facilitando
o tratamento de tumores internos. E necessario levar a luz até o local do tumor o
que é feito através de sondas ®2. O laser &€ um amplificador ético, composto por um
meio ativo (s6lido, liquido ou gas), que amplifica a luz que o atravessa e uma

cavidade o6tica que consiste de espelhos especiais que confinam esta amplificacao
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de luz. Esses meios ativos apresentam emissao de luz quando excitados por uma
fonte externa (elétrica ou ética). O resultado é a saida de um feixe de radiagéo
eletromagnética intensa, coerente e monocromatica ®*. Como a irradiagdo com laser
produz um unico comprimento de onda, a poténcia de saida pode ser medida
corretamente, a luz pode ser administrada seletivamente a partes do tumor e, além
disso, devido a sua alta intensidade, podem ser utilizadas altas doses de luz
reduzindo o tempo de aplicagéo no paciente. Em cultura de células, a utilizagao de
lasers com altas poténcias nédo promove o aquecimento local das células, o que
representa uma vantagem adicional. O laser mais utilizado em Terapia
Fotodinamica é o laser de corante bombeado com laser de argénio ®. Entretanto
esses lasers s&o caros, grandes e requerem a presengca de um técnico para
aplicacdo e manutengao. Portanto, as principais desvantagens do laser s&o o alto
custo e as dificuldades operacionais ®°.

Com o emprego de agentes foto-terapéuticos de segunda geragcédo, em
virtude de sua elevada absortividade molar, o uso de diodos emissores de luz (LED-
Ligth Emitting Diode) tem se tornado viavel, possibilitando uma redug¢do no custo
dos procedimentos (custo em torno de um quarto do preg¢o do laser de corante) e
maior facilidade de operacdo . Ao contrario das lampadas alégenas, os LEDs nao
produzem luz visivel através do aquecimento de filamentos metalicos e sim através

da combinagdo de dois semicondutores diferentes °.

Alguns desses
semicondutores possuem excesso de elétrons e outros faltam de elétrons. Os
elétrons conectam-se sempre que é aplicada tensao sobre a combinagéo dos dois
tipos de semicondutores. A cor da luz de um LED é determinada pela combinacéo

quimica da combinagao dos semicondutores. Um dos avangos na aplicagéo da TFD
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€ a utilizagcdo de LEDs, pois s&o sistemas mais compactos, o que facilita sua

utilizagdo em consultérios médicos 2.

1.9 Avaliagao da eficiéncia dos fotossensibilizadores

1.9.1 Fotoxidagao da albumina bovina

Varias metodologias sdo descritas na literatura a fim de comparar os
compostos com potencial aplicagcdo em TFD. A fotoxidagdo de aminoacidos € uma
dessas metodologias. Nesse método, acompanha-se a supressao da fluorescéncia
do triptofano devido a sua fotoxidagdo na presenca do FS, sendo que a medida da
eficiéncia fotodindmica do composto € obtida através da determinacdo da constante
de velocidade da reacao °.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo humano,
constituindo cerca de 60 % das proteinas do plasma ®°. Nos mamiferos a albumina é
sintetizada no figado, possui uma vida média de 19 dias e é responsavel por 80 %
da pressao osmoética do sangue. Por ser muito soluvel e de estrutura flexivel,
inumeros compostos se ligam reversivelmente a albumina que age como principal
proteina transportadora do sistema vascular, transportando inUmeros metabdlitos,
tais como a bilirrubina, tetrapirroles, acidos graxos, aminoacidos, pequenos cations
e moléculas exégenas "> ",

A albumina de soro bovino (BSA) tem sido utilizada para estudos de

interacao, pois ja foi extensivamente caracterizada e possui fungé&o no transporte e

armazenamento de compostos nos vertebrados '°. A proteina BSA contém 582
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residuos de aminoacidos, possui dois triptofanos nas posi¢cdes 134 e 212 bem como

tirosina e fenilalanina "

. Este composto possui fluorescéncia intrinseca devido
principalmente aos residuos de triptofano, podendo emitir luz em cerca de 340 nm
quando excitado por luz de comprimento de onda no ultravioleta por volta de
280 nm. Como a fluorescéncia intrinseca da proteina geralmente é suprimida pela
ligagdo com os FS, este comportamento espectroscépico fornece uma maneira de
se estudar as interacdes de FSs com a albumina " ", Esse procedimento também
tem sido empregado no grupo com o objetivo de comparar a atividade fotodinamica

de fotossensibilizadores ® " 78,

1.9.2 Coeficiente de particao

Experimentos envolvendo a determinagéo do coeficiente de particao também
sdo bastante empregados para se avaliar a lipofilicidade de FSs, uma vez que os
processos de absorgao e distribuicdo de farmacos sdo regulados basicamente pela
sua hidrofobicidade "°. O coeficiente de particdo & definido como sendo a razdo
entre as concentracbes de uma substéncia que se estabelecem nas condigbes de
equilibrio quando dissolvida em um sistema constituido por uma fase orgénica e
uma fase aquosa e esta associado a mudanca de energia livre provocada pela
substancia sobre o equilibrio termodinamico do sistema .

O sistema 1-octanol/tampao fosfato pH= 7,4 é considerado o sistema
preferencial para a determinacdo do coeficiente de particdo. As principais vantagens
do uso do 1-octanol como fase orgénica na determinacéo do coeficiente de particao

sdo as seguintes: possui ampla capacidade de dissolugdo frente a diferentes
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compostos quimicos; seu grupo hidroxila pode agir como doador ou como receptor
de elétrons na formacao de ligacbes de hidrogénio; o octanol tem a capacidade de
dissolver até 2,3 mol L de agua sob condigdes de equilibrio; as ligagbes de
hidrogénio de moléculas solvatadas ndo necessitam ser quebradas durante sua
transferéncia da fase organica para a fase aquosa; ndo é volatil em temperatura
ambiente e & quimicamente estavel ®. Essa metodologia sera empregada entdo
para fornecer informag¢des sobre a lipofilicidade e sera um dos parédmetros na

comparacgao dos FSs estudados.

1.9.3 Fotoxidagao do acido urico

O rendimento quantico de formacdo de oxigénio singlete (A®) esta
intimamente relacionado com a eficiéncia do mecanismo tipo Il. Uma maneira
indireta de se avaliar o A® é através da eficiéncia da fotoxidagdo do acido urico pelo
FS ®'. No organismo humano, o &cido trico é encontrado na forma de monoanion
urato e a sua concentragdo no sangue pode chegar a 900 ymol L™ sendo que a
concentragdo normal no plasma é cerca de 300 pumol L. E o produto final do
metabolismo da purina e apresenta papel de antioxidante gracas a agdo dos uratos
de reagirem com radicais livres formados em nossas vias metabdlicas neutralizando
seu efeito danoso ®. O &cido urico € um conhecido supressor de oxigénio singlete,
podendo ser utilizado como um dosimetro quimico para avaliar a eficiéncia
fotodinamica de substancias como as porfirinas e seus analogos 2°. Neste método, o

coeficiente de atividade fotodindmica é calculado levando-se em conta o decréscimo
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na absorbancia da banda em 293 nm do espectro de absorg¢éo 6tica do acido urico

na presenca de um FS ativado pela luz %.

1.9.4 Rendimento quéntico de fluorescéncia

O rendimento quéantico de fluorescéncia (®s) e o tempo de vida de
fluorescéncia s&o as caracteristicas mais importantes de um fluoroforo 8, sendo que

o rendimento quantico de fluorescéncia pode ser definido como %;

n.demoléculas fluorescentes porunidadede tempo por unidade de volume
Dr = : . : (1)
n.de quanta absorvido porunidade de tempo porunidade de volume

A equacdo 1 informa a relacédo entre a quantidade de moléculas que
efetivamente fluorescem (ng) e de moléculas que foram eletronicamente excitadas
(Nexc):

nr

dr =
N exc

(2)

O numero de moléculas excitadas é, em principio, equivalente ao numero de
fétons absorvidos .

A determinacédo experimental do rendimento quéntico necessita de uma
corregéo prévia do espectro de emissdo do material ou o uso de um padréo que
apresente propriedades semelhantes as da espécie desconhecida, uma delas sendo

a do espectro de emissdo que deve estar na mesma faixa de emissédo do padrao.
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Além disso, alguns interferentes devem ser considerados antes de se iniciar os
experimentos, entre eles estdo incluidos

Vv Efeitos de filtro interno (reabsorgéo);

Vv Efeitos de comprimento de onda, ou seja, grandes diferengas entre o comprimento
de onda de absorg&o e o comprimento de onda de excitagéo;

v Corregdes nos indices de refragéo;

vV Efeitos de polarizagao;

V Efeitos da temperatura;

V Efeitos de impurezas;

V Estabilidade fotoquimica;

YV Espalhamento Raman.

Existem dois métodos comumente usados para a determinagdo do @«
métodos primarios que incluem o uso de superficies refletivas como o BaSO4 ou
solugbes espalhadoras como silica coloidal para calibrar o sistema de
detector/excitagéo, o uso de actinbmetros ou o uso de técnicas calorimétricas; e os
métodos secundarios que sdo os mais preferidos experimentalmente e relacionam o
rendimento quantico de fluorescéncia de um padrdo com o da amostra de acordo

com a equacio 3 %"

2
Apadréo X Famostrax N )

quamostra = qupadréoX 2
(Aamostrax FpadréoX Nno )
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Onde: ®ramosta€ 0 rendimento quantico de fluorescéncia da amostra a ser
determinado;

Oradso € 0 rendimento quantico de fluorescéncia de um padrdo, ja tabelado na
literatura;

Avadrao € @ absorbancia do padrdo no comprimento de onda de excitagéo;
Aamostra € @ absorbancia da amostra no comprimento de onda de excitagéo;
Fpadrao € @ area sob o espectro de emiss&o do padréo;

Famostra € @ area sob o espectro de emissdo da amostra;

n € o indice de refracdo do solvente onde se encontra a amostra;

Ny € o indice de refragéo do solvente onde se encontra o padréo.

As absorbancias da amostra e do padrdo devem ser similares e pequenas,

menor que 0,10, para evitar o efeito filtro .

1.9.5 Ensaios citotoxicos em cultura celular

Os ensaios citotoxicos sdo rotineiramente utilizados por toxicologistas para
avaliacdo de mecanismos toxicos, e possuem importancia devido a selegcédo de
estruturas quimicas para triagem farmacoldgica utilizando células intactas ®°. Para
reduzir custos e analisar uma variedade de compostos sintéticos na industria
farmacéutica, os testes in vitro podem ser introduzidos, diminuindo as pesquisas
que utilizam animais *°.

Estudos comparativos de FS envolvendo ensaios citotdxicos em culturas
celulares sao bastante importantes, pois conseguem fornecer informagdes que

ajudam a melhor predizer o real comportamento in vivo podendo reproduzir de
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forma satisfatoria o grande niumero de possiveis interagbes que ocorrem em meio
biologico . Os primeiros trabalhos com cultura de tecidos de animais datam do
inicio do século XX e tinham a finalidade de estudar o comportamento destes
tecidos livres da variagdo sistémica, tanto na homeostase normal quanto em
condicdes de estresse %. A partir da década de 50, ocorreu uma aceitagdo mundial
no uso da técnica, sendo que na atualidade encontra-se na fase de especializagao,
na qual se tenta desvendar os mecanismos de controle da diferenciagéo celular e da
expressao genética %,

Cultura de células se refere a culturas derivadas de células dispersas
retiradas do tecido original, de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular ja
estabelecida em cultura por desagregag¢ao enzimatica, mecanica ou quimica %

Os trabalhos com cultura célular muitas vezes utilizam células imortalizadas
que podem ser usadas indefinidamente. Existem varios métodos para imortalizar
células de mamiferos entre eles a ativagéo da enzima telomerase ou tranferéncia de
genes virais através do processo conhecido como transformacéo viral %

Utilizando cultura de células é possivel obter a concentracdo maxima média
inibitoria (ICso) que € uma medida da eficiéncia de um composto na inibicdo da
fungdo bioldgica ou bioquimica de um sistema. Esse pardmetro € uma medida
quantitativa que indica o quanto de uma determinada substancia (inibidor) é
necessario para inibir, pela metade, um determinado processo biolégico, ou
componente de um processo, ou seja, uma enzima, células ou microrganismos % 0
ICs0 de uma substancia pode ser determinado através da construgdo de uma curva
dose-resposta e analise do efeito de diferentes concentragdes da substancia no

sistema em analise %.
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1.10 Transporte e acumulagao dos fotossensibilizadores pelas células

O transporte do FS até o tecido atingido pelo tumor é feito através de
proteinas do sangue. A albumina é a principal proteina do sangue, realiza o
transporte de varios metabdlitos e moléculas exdégenas no sistema circulatorio. As
lipoproteinas sdo as responsaveis pela internalizagdo do FS nas células tumorais o
Células cancerosas possuem uma elevada concentragdo de receptores
(lipoproteinas de baixa densidade) na membrana citoplasmatica. A associagéo de
um FS com a albumina e com a lipoproteina depende do carater
hidrofilico/hidrofébico do composto %.

Os FSs necessitam de um meio liquido para propésitos de injegcdo ou
aplicacgéao tépica. Moléculas anfifilicas e polares podem ser dissolvidas em solventes
polares, enquanto FSs hidrofébicos podem ser administrados em lipossomas
fosfolipidicos, cujo transporte é feito com a ajuda de lipoproteinas do plasma. Existe
a possibilidade de introduzir substituintes polares nas moléculas do FS a fim de
conferir certo grau de anfiflicidade e seletividade. Compostos sulfonados,
carboxilados, hidroxilados ou substituidos com sal de aménio quaternario sdo os
mais estudados e interagdes tém sido observadas em nivel molecular, celular e com
tecidos do tumor. Observa-se que quanto mais hidrofébico o FS, maior a sua
incorporacéo pelas células do tumor e melhor o efeito da TFD *°. Os mecanismos
envolvidos na acumulagéo preferencial dos FS em células tumorais s&o relatados
por uma série de estudos na literatura, apesar disso, esses mecanismos de agao
ainda ndo estdo totalmente compreendidos. Algumas possibilidades s&o

consideradas como a especificidade celular, caracteristicas extracelulares do tumor,
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pH mais baixo em tecidos tumorais. Além das propriedades dos tecidos, as
caracteristicas fisico-quimicas do FS devem ser consideradas, como tamanho,
carga, estrutura molecular e solubilidade, sendo que os FS mais hidrofébicos
apresentam maior incorporagao a bicamada de lipideos da membrana celular 100
Assim, informagbes sobre acumulacdo de FSs em células sdo importantes

quando se compara a eficiéncia fotodindmica desses compostos.

1.11 Radicais livres

1.11.1 Definigao

Um radical livre é qualquer espécie capaz de existéncia independente que

191 As espécies reativas de

contenha um ou mais elétrons desemparelhados
oxigénio (EROs) incluem todos os radicais do oxigénio, como o anion radical
superéxido, O, , radical hidroxila, HO', radical alquila, L, alcoxila, LO", e peroxila,
LOO" %2 Nas espécies reativas de nitrogénio (ERN) estdo incluidos além do
peroxinitrito (ONOQ?), o éxido nitrico (NO) e o radical diéxido de nitrogénio (‘'NO,).
O anion peroxinitrilo (ONOQO), o acido hipocloroso (HOCI), o peréxido de hidrogénio
(H20,), o oxigénio singlete ('O.) e o 0zénio (O3) ndo s&o radicais livres, mas podem

induzir reag¢des radicalares, sendo por isso também consideradas como espécies

reativas 1%,
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1.11.2 Detecgao de radicais livres

Na sua maioria, os radicais sdo tado reativos que somente existem em
solugbes extremamente diluidas. Entretanto, mesmo a presenga desses radicais
reativos pode ser, frequentemente, revelada pelas propriedades magnéticas
proprias do elétron ndo emparelhado ',

Um dos primeiros métodos empregados para a detecgdo de radicais foi

195 Muitas substancias sio

através da medida de suscetibilidade magnética
diamagnéticas, isto €, quando colocadas entre os poélos de um poderoso ima,
aparece uma forgca puxando-as para fora do campo magnético. Esta forga é devida
ao fato de que todos os elétrons de uma molécula associam-se uns aos outros a fim
de se oporem ao campo magnético externo. Substancias com elétrons nao
emparelhados, contudo, sdo paramagnéticas e sdo atraidas para o campo
magnético. Nessas substancias, a contribuicdo paramagnética do elétron nao
emparelhado opde-se a contribuicdo diamagnética de todos os elétrons
emparelhados. A suscetibilidade magnética das substancias pode ser medida pela
forca exercida sobre elas quando estdo num campo magnético, usando um
dispositivo chamado balanga de Gouy '%.

Em 1945, foi inventada uma técnica que mede diretamente o
paramagnetismo de um elétron ndo emparelhado é a Espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), do inglés Electron Paramagnetic
Resonance (EPR) é uma técnica que detecta espécies paramagnéticas, isto é, que
apresentam elétrons desemparelhados. Ao submeter espécies paramagnéticas a

um campo magnético, elas absorvem radiacdo na frequéncia de microondas,
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desencadeando um fenbmeno denominado ressonancia paramagnética eletronica.
Isso permite a detecgdo dessas espécies, bem como a determinagcdo de sua
concentragao ',

Uma das caracteristicas do espectro de RPE é que em alguns casos a
posicdo do acoplamento de linhas (dado especificamente pelos valores de g e
constantes hiperfinas) depende da diregdo do campo magnético relativo aos eixos
moleculares. Essa anisotropia espectral ndo é encontrada em sistemas onde o
elétron livre é extensivamente delocalizado e, portanto a anisotropia é pequena, e
também porque o movimento de rotacdo randémico rapido deles é relativamente
pequeno. A anisotropia espectral € muito importante na interpretacdo dos espectros
de ions de metais de transicdo. Cita-se ainda que amostras solubilizadas em
solugdo n&o viscosa normalmente perdem as caracteristicas anisotropicas. Nesse
caso, O espectro permanece o mesmo, independente da orientagdo do campo
magnético, valores de g e estrutura do acoplamento hiperfino, sdo na realidade a
média dos valores do eixo principal conhecidos como constante de acoplamento
hiperfino isotropico '%

As espécies radicalares formadas a partir da interacdo do FS no estado
excitado com oxigénio molecular sao os principais responsaveis pelos danos letais
causados as células tumorais por TFD. A espectroscopia de ressonancia
paramagética eletrdnica € uma técnica bastante util para avaliar o envolvimento de
oxigénio singlete e de outros intermediarios reativos nos processos
fotodinamicos . O 5,5-dimetil-1-pirroline-N-oxide (DMPO) ja foi utilizado para
avaliar o envolvimento de radicais de oxigénio em células de linfoma ap6s TFD com

ftalocianinas de zinco e aluminio. Outros estudos em sistemas modelo utilizaram
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2,2,6,6-tetrametil 1-4-piperidona-N-oxil (TEMPONE) para a determinagdo do
envolvimento de radicais de oxigénio nas reagdes fotodinamicas ''°. O DMPO é um
“spin trap”, ou seja, um captador de spins. O método de captagéo de spins com
DMPO tem sido aplicado com sucesso para captar radicais *OH e O3 ". Apds a
ligagdo do captador a um radical primario formado na solugéo, o radical DMPO/OH,
cujo espectro € bastante caracteristico, pode ser detectado por EPR B

A estrutura quimica do aduto DMPO/OH e o seu espectro estdo apresentados

na Figura 8.

H3C: H
H;C '\‘1 <OH
a) 9

b)

Figura 8 — a) Férmula estrutural do 5,5-dimetil-1-pirroline-N-oxide e b) espectro do aduto DMPO/OH
com constante de acoplamento hiperfino de ay=ay= 14,9 G .

As metodologias empregadas nesse trabalho visam fazer uma comparacéo
da atividade fotodindmica entre o Photogem, o unico fotossensibilizador aprovado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), € uma agéncia reguladora
vinculada ao Ministério da Saude do Brasil, Photodithazine e a Hipericina,
considerada por inumeros autores como um dos mais poderosos
fotossensibilizadores encontrados na natureza. Além disso, verificar a acumulagao
em diferentes tempos de incubacdo em células de mamiferos, relacionando com o
efeito fototdxico. E por fim determinar os radicais livres formados apés irradiagcéo

com luz de comprimento de onda utilizado nos ensaios de fototoxicidade.
54



Objetivos

Il. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo entre Hipericina,

Photodithazine e Photogem, através da obtenc&o dos seguintes parametros:

Vi.

Vii.

concentracgéo inibitéria média (ICsp) na presenca e auséncia de luz em células
tumorais e células normais;

coeficiente de particho em octanol-agua (log P) para acessar a
hidrofobicidade dos fotossensibilizadores;

constantes de velocidade de fotoxidagcdo da proteina (BSA) na presenca dos
fotossensibilizadores;

eficiéncia fotodinamica obtida pelo uso do acido urico como dosimetro
quimico que captura o oxigénio singlete formado quando os FSs séao
irradiados;

determinagao do rendimento quéntico de fluorescéncia;

acumulagao dos FSs em células HEp-2 e Vero;

formacgdo de radicais livres apos irradiagdo dos FSs acompanhada pela

técnica de spin trapping-RPE.
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Ill. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e equipamentos

A Hipericina utilizada foi sintetizada pelo Prof. Dr. Anderson O. Ribeiro da
Universidade Federal do ABC e caracterizada por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A solugdo estoque de concentracdo 1 mg mL™" foi obtida em solvente
aprético polar, dimetil sulfoxido (DMSO), esterilizada por filtragdo em membrana
com poro de 0,22 um e mantida ao abrigo da luz a 4 °C.

Photogem® foi obtido da Photogem LLC Company (Moscou, Russia) e
Photodithazine® foi fornecido pelo Institute of Biomedical Chemistry of the Russian
Academy of Medical Sciences of Moscou. Ambos os FSs foram cedidos pelo Prof.
Dr. Vanderlei S. Bagnato (IFSC-USP), coordenador do Centro de Pesquisa,
Inovacdo e Difusdo de Otica e Fotdnica (CEPOF) criado pela FAPESP e do qual o
grupo de Fotossensibilizadores do IQSC faz parte. As solugdes estoque de PG e PZ
foram preparadas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH= 7,4
esterilizadas por filtracdo em membrana de 0,22 ym e mantidas ao abrigo da luz a
4 °C.

Todos os solventes utilizados foram de grau analitico e ou grau
espectroscopico e a agua foi obtida no Milli-Q Plus (Millipore).

As medidas de absor¢cdo Otica foram realizadas no espectrofotdmetro
HITACHI U-2800 e as de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro
HITACHI F-4500. As cubetas utilizadas para as medidas eram espectroscépicas de

quartzo com caminho ético de 1 cm.
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Um leitor de placas modelo Benchmark (BIO-RAD) com filtro em 550 nm foi
empregado para a leitura da absorbancia das células em placas de 96 pogos para a
contagem celular nos ensaios citotéxicos.

A espectroscopia de RPE, mais especificamente a técnica spin trapping, foi
utilizada para determinar a formagao de radicais livres apés irradiagcao dos FSs. Os
espectros foram obtidos em espectrofotdmetro E109 da Varian, com 100 kHz de
modulagéo, frequiéncia de operacdo 9 GHz e temperatura ambiente, no laborat6rio
de Biofisica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Séao

Paulo/USP.

3.2 Sistemas o6ticos para a fotossensibilizagao

As fontes de luz utilizadas, chamadas de Biotables sdo constituidas de um
conjunto de LEDs com emisséo em 590 £ 11 nm (amarelo) e em 630 + 10 nm
(vermelho), ambos mostrados na Figura 9, com intensidades médias por area igual
a 18 mW cm? e 10 mW cm, respectivamente. Esses aparelhos s3o refrigerados a
agua e foram desenvolvidos especialmente para irradiagdo de células em cultura
pelo Laboratério de Apoio Técnico do IFSC-USP, também parte do CEPOF e

cedidos pelo Prof. Dr. Vanderlei S. Bagnato.
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Figura 9 — Fontes de luz utilizadas: a) LED com emissdo em 630 £ 10 nm e b) LED com emiss&o em
590 £ 11 nm.

3.3 Cultura celular

Nos ensaios citotoxicos foram utilizadas as linhagens de células epiteliais de
carcinoma epidermdide de laringe humana, HEp- 2 (ATCC CCL-23), de rim de
macaco verde africano, Vero (ATCC CCL-81), de musculo de camundongo, McCoy
(ATCC CRL-1696) e de melanoma de camundongo B16-F10 (ATCC CRL-6475) ''2.

Devido as suas morfologias, essas linhagens foram cultivadas aderidas a um
substrato sélido, ou seja, garrafas de vidro ou de polipropileno, em meio de cultura
Dulbecco modificado por Iscove com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos
penicilina 10 000 U.l. mL™" e estreptomicina 10 mg mL™". As células foram mantidas
em estufa a 37 °C, 95 % de ar e 5 % de CO, gasoso ' > "'* Todas as manipulagdes
celulares foram realizadas em ambiente estéril, numa capela de fluxo laminar, com
materiais esterilizados, a fim de se evitar contaminagao celular "3,

O subcultivo das células foi feito a cada trés dias removendo-se o meio de
cultura seguido de adi¢cdo de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) pH= 7,4

para retirar o resto de meio de cultura e adicdo da enzima proteolitica tripsina com
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0,03% de etilenodiaminotetracético (EDTA) para digerir as proteinas na matriz
extracelular, uma vez que &€ um agente quelante que liga ou quela o Ca?* do qual
depende a adesao entre as células. A tripsina pode ser prejudicial as células,
portanto meio de cultura foi adicionado logo ap6s a desagregacéo das células a fim
de inativar a tripsina. A seguir as células foram transferidas para um tubo cénico e
centrifugadas a 1000 rpm durante 1 min, descartou-se o sobrenadante para
posterior ressuspensao das células em meio de cultura '3,

Ap6s homogeneizagdo das células em meio de cultura, retirou-se uma
aliquota para a contagem do numero de células. As células foram contadas em
hemocitdmetro e distribuidas em frascos de cultura ou placas apropriadas para os
ensaios citotdxicos e de acumulagdo, conforme a concentragao celular desejada "2,

Para a determinagéo da viabilidade celular utilizou-se o0 método da contagem
em camara de Newbauer através do teste de exclusédo do corante. O “trypan blue” é
um corante que € incorporado seletivamente pelas células mortas nas quais a
integridade da membrana celular é danificada (rompida). Para isso foi retirada uma
aliquota de 100 pL da suspenséo celular, 400 yL de PBS, como diluente, e 500 pL
de solucgéo 0,4 % de “trypan blue”. Retirou-se uma aliquota da suspenséo celular e
diluiu-se 100 vezes, preparou-se a camara de Newbauer colocando-se a laminula
de maneira adequada para que o espaco para a suspensao nao ficasse maior que o
necessario. As células de todos os quadrantes foram contadas e fez-se uma média
dos valores obtidos. Essa média foi multiplicada por 10* e pelo fator de diluicdo 10
obtendo-se desta forma o nimero de células por mL de suspensdo '"°.

Para a determinag&o da viabilidade, calculou-se separadamente o numero

de células vivas e mortas, levando-se em conta que as células vivas
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apresentam-se incolores ao microscopio, enquanto que as células mortas
apresentam uma coloragao violeta devido a incorporagao do corante. Calculou-se a

viabilidade celular em porcentagem (%) através da seguinte relacao:

9% Viabilidade numero de células ndo coradas x 100
0 a( I =
numero total de células (4)

Para a preservagcdo das células instaveis em culturas bem como para a
manutencdo de um estoque de células que pode vir a ser utilizado por longos
periodos e também em casos de uma eventual contaminagéo, o congelamento de
um estoque de células & fundamental. Desta forma utiliza-se a técnica da
criopreservacgéo, que consiste na estocagem de células a temperaturas muito baixas
de modo a inibir qualquer atividade enzimatica.

Os crioprotetores sdo substancias utilizadas para prevenir danos as células
durante o processo de congelamento, devido principalmente ao crescimento de
cristais de gelo e as trocas osmoéticas. O DMSO e o glicerol sdo dois tipos de
crioprotetores bastante utilizados, mas nesse trabalho foi utilizado o DMSO '™,

Para o congelamento, remove-se as células do frasco de cultura e
prepara-se uma suspensao no intervalo de concentragcéo de 2-6 x 10° células mL™
em meio de cultura contendo 10% de SFB e 10% de DMSO. A seguir as células séo
aliquotadas em frascos criogénicos apropriados e armazenados em nitrogénio
liquido & -196 °C ou congelador a -80 °C "3,

O descongelamento das células é feito quando se necessita de células para o
cultivo. Para o descongelamento, retiram-se os frascos com células do tambor de
criogenia ou do freezer —80 °C, faz-se a homogeneizagdo de seu conteudo que é
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transferido para uma garrafa de cultura contendo meio de cultura com 10% de SFB

e procede-se conforme descrito anteriormente "3,

3.4 Ensaios citotoxicos

Para os experimentos citotoxicos foram plaqueadas, em placas de cultura de
96 pocgos, 1 x 10° células mL™" em meio de cultura e incubadas a 37 °C e 5 % de
CO; gasoso. ApOs 24 h, removeu-se 0 meio por aspiracao e ‘lavou-se” a
monocamada de células com PBS. As células foram entdo incubadas com
diferentes faixas de concentragdo de cada fotossensibilizador por até 24 h. Apds
esse periodo de incubagéo, retirou-se o meio contendo o FS, “lavou-se” as células
com PBS, adicionou-se meio de cultura e irradiaram-se as placas com LED de
comprimento de onda adequado por diferentes intervalos de tempo. Experimentos
controle foram feitos paralelamente para verificar a citotoxicidade intrinseca dos FS,
ou seja, nédo irradiados. Apos a irradiacéo as células foram mantidas em estufa de
cultura por 48 h. Esse intervalo é considerado ideal para o encerramento de ensaios
de sobrevivéncia apés tratamento fotodindmico, ja que tempos de incubacgdo
menores podem n&o permitir que as células se recuperem totalmente do tratamento
a que foram submetidas e intervalos maiores podem acarretar um aumento muito

grande no nimero de células dificultando a contagem "'°.
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3.5 Contagem do numero de células

Apbés o periodo de recuperacdo as células foram tratadas com 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazolio (MTT). Este método de contagem
de células baseia-se na redugdo do MTT, um composto amarelo que é reduzido a
um produto chamado formazan, de coloragéo violeta que absorve em 570 nm. A
reducgdo é feita pelas desidrogenases mitocondriais presentes somente nas células
vivas. Apos 3 h de incubagédo o meio com MTT é retirado, tendo cuidado para n&o
danificar os cristais de formazam formados e 50 pL de alcool etilico é adicionado.
Apbs diluicdo completa dos cristais, adiciona-se 150 yL de uma mistura de PBS com
alcool isopropilico na proporgdo 1:1. A absorbéncia proveniente da solugéo
resultante de cada pogo da placa € lida em leitor de placas com filtro em
550 nm """ "8 Para obter o valor da concentragdo inibitéria média (ICs), que
representa a concentragdo da droga capaz de matar 50% da populagéo de células,

utilizou-se o programa CalcuSyn '"°.

3.6 Fotoxidagcao dos aminoacidos com albumina de soro bovino

Este experimento foi empregado para investigar a eficiéncia de cada FS em
causar a fotoxidagdo de proteinas, utilizando como modelo a albumina de soro
bovino. A eficiéncia fotodindmica foi estimada com base na determinacdo dos
valores das constantes de velocidade de fotoxidagdo da molécula de BSA.

Uma solugao contendo 1 ug mL™" de FS e 130 ug mL™ de BSA preparada em

tampéo fosfato (pH = 7,4) foi irradiada por at¢é 60 min com LED 630 nm,
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I= 18 mW cm™. A cada 5 min uma aliquota foi retirada e a fotoxidacdo da BSA foi
acompanhada através da variagao da intensidade do maximo de fluorescéncia em
340 nm, sendo utilizado o comprimento de onda de 279 nm para excitar a molécula.

Em geral a fotoxidagédo de biomoléculas ocorre via oxigénio singlete, ou seja,

pelo mecanismo tipo Il que pode ser representado pelas seguintes equagdes 120,

OP hv 1P cints 3P (5)
P+, — P +70; k1 (6)
'0, + S — Produto fotoxidado  k; (7)

onde:

%P = FS no estado singlete fundamental
'P = FS no estado singlete excitado

3P = FS no estado triplete excitado

'0, = oxigénio singlete

30, = oxigénio triplete

S = substrato

Se a equacéo 7 for a etapa mais lenta, esta etapa sera a determinante da

121,122

velocidade da reagao , entao:

d[S)/dt = -k2['0,] [S] (8)

A ['0,] é diretamente proporcional a concentragéo do [20,]. Pela lei de Henry,
estimou-se que em meio aquoso a [°O] é igual a 2,6 mol L™ '3, Extrapolando para

um meio micelar pode-se considerar que a concentracao de [’0,] é muito maior que
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a concentracéo do FS, portanto pode-se considerar a [102] como sendo constante.

Portanto, a equacéo 8 relaciona apenas a [S]:

d[S]/ dt ~ -k [S] (9)

cuja forma integrada é:

In ([S]/[So]) = -k t (10)
onde:
[S] = concentragéo do substrato (BSA) num dado momento
[So] = concentragéo inicial do substrato, t= 0
t = tempo

k = a constante de velocidade da reagéo de fotoxidacéo

Como a concentragdo do substrato (S) €& proporcional a intensidade de

fluorescéncia (IF), pode-se reescrever a equagédo 10 como:

In (IF / IFg) = -k t (11)

onde IFy= intensidade de fluorescéncia quando t= 0.

A equacédo 11 indica que a cinética global é de pseudo-primeira ordem, pois o

grafico de In ([S] / [So] em fungdo do tempo é uma reta cujo coeficiente angular é —k

e corresponde a constante de velocidade de fotoxidag&do. Portanto, quanto maior a
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constante de velocidade determinada por este método, mais eficientemente o FS

fotooxida proteinas, o que € uma medida da formacgao de oxigénio singlete.
3.7 Determinagao dos coeficientes de particao dos fotossensibilizadores

O logaritmo do coeficiente de particdo foi utilizado como uma medida do
carater lipofilico dos FS, calculado de acordo com o método proposto por Pooler e
Valenzeno "%,

A solugédo de PBS e o 1-octanol foram utilizados como solventes imisciveis,
cada um pré-saturado com o outro. Foram preparadas solu¢des de 10 ug mL™" dos
FSs em PBS, obteve-se o espectro de absorbancia, transferiu-se 10 mL de cada
solugdo de FS com igual volume de 1-octanol para um recipiente com agitacéo
constante por 1 h para promover a particdo do FS entre a fase aquosa e organica.
Deixou-se em repouso por 24 h para a separagéo das duas fases. As concentragbes
dos FSs antes e apOs a particdo foram obtidas espectrofotometricamente nos
comprimentos de onda do maximo da banda de absor¢édo de cada FS. O logaritmo

do coeficiente de particdo, log P, foi calculado de acordo com a seguinte equacéo:

log P = ( Absa) 1 VPBS
( Absb) Voct

(12)
sendo:

log P = logaritmo do coeficiente de parti¢gao

Abs A = absorg¢éo o6tica da solug&o antes da particao

Abs p = absorgao otica da solugdo apos a particéo
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V pes = volume de PBS em mL
V ot = Volume de 1-octanol em mL

Segundo Kepczynski et al. '?°

, se log P < 0, o composto tem um carater
hidrofilico, se lo P > 1,5, o carater é lipofilico e se 0 < log P < 1,5 a substancia tem

um carater anfifilico.

3.8 Fotoxidagao do acido urico

O Aacido durico foi utilizado como dosimetro quimico para se calcular o
coeficiente de atividade fotodindmica (AF) dos FSs segundo o procedimento padrao
descrito por Fischer et al .

Foram preparadas solugbes de FS, 5 ug mL™" e acido trico 10 pg mL™" em
SDS 2% que foram misturadas e tiveram o espectro de absor¢do obtido. Em
seguida, esta solucéo foi submetida a irradiagédo no LED vermelho, I= 18 mW cm™
por 5 min, sob agitacéo.

Apb6s a irradiagdo, obteve-se novo espectro de absorbancia a fim de
determinar a absor¢do do acido urico em 293 nm. O decréscimo na intensidade da
banda em 293 nm decorrente da reacéo de fotoxidagdo da molécula de acido urico

pelo oxigénio singlete foi utilizado para calcular o coeficiente de atividade

fotodinamica, segundo a equacgéo 13:

_AA L x10°
PxtxA(A,,)

(13)
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Onde:

AF= atividade fotodinamica (m* W' s =m? J™)

AAayu= variagao da intensidade da absorg&o do acido urico em 293 nm, antes e apos
a irradiacao

P= poténcia da luz W m™

t= tempo de irradiacao (s)

A(Aira)= absorbancia do FS na mistura FS+AU no comprimento de onda da

irradiagdo do LED

3.9 Rendimento quantico de fluorescéncia dos FSs

Para a determinacéo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos FSs foi
utilizado o método que relaciona o rendimento quéntico de fluorescéncia de um
padrdo com o da amostra. Os FSs e o padréo utilizado, rodamina B (@~ 0,65 em
etanol %), foram solubilizados em alcool etilico de grau espectroscopico. Devido a
alta hidrofobicidade da HY é esperado que o processo de auto-agregagao ocorra em
meio aquoso. O solvente aquoso apresenta caracteristicas que induzem o processo
de auto-agregacéo, tais como o potencial para formar ligagdes de hidrogénio. Este
processo de agregacado tende a ser intensificado, originando uma supresséo de
fluorescéncia. Assim, usar um solvente que alia ligagdes hidrogénio de um lado e
cadeia alquilica de outro como etanol que atua de maneira semelhante aos

surfactantes, favorece a solubilidade '%.

Certificou-se que os valores das
absorbancias das solu¢gées empregadas tanto de FSs quanto de rodamina B sempre
fossem menores que 0,10 para evitar o efeito filtro interno.
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3.10 Acumulagao de fotossensibilizadores em células HEp-2 e Vero

Esses experimentos foram realizados para comparar as diferengas de
acumulacdo dos FSs em linhagem tumoral e n&o tumoral verificando-se a
concentragdo do FS que foi acumulada em cada linhagem celular em funcéo do
tempo de incubagéo. Ensaios de citotoxicidade foram feitos paralelamente a fim de
se obter o tempo maximo de incubagao necessario.

As concentragbes de cada FS foram normalizadas pela concentragédo de
proteina na amostra que é diretamente proporcional ao numero de células. Para
isso, a proteina total foi determinada pelo método de Lowry que utiliza o reagente de
Folin-Cioucalteau que se liga a aminoacidos aromaticos em tartarato de cobre
alcalino resultando em uma coloragao azul *#.

Medindo-se a absorbancia de concentragbes conhecidas de BSA obteve-se
um grafico de absorbancia em fungdo da concentracdo de BSA (0,02-0,2 mg mL™).
A relagdo é linear e assim é possivel, através da equacdo da reta estimar a
concentracéo proteica a partir da absorbancia em 750 nm. Foram obtidas também
curvas padrdo dos FSs em SDS 2%, que foi adicionado a solu¢do de HY para
solubilizar completamente a Hipericina "%,

Em placas de Petri de 60 mm de didmetro incubou-se 5 mL uma suspensao
contendo de 1x10° células mL™". Apds 24 h o meio foi retirado e adicionou-se
10 pg mL™" de FS solubilizado em meio de cultura e apos determinados intervalos de
tempo de incubagéo retirou-se o meio com o FS, lavou-se a monocamada celular
com PBS, adicionou-se 1 mL de tripsina/EDTA, aguardou-se cerca de 1 min,

transferiu-se a suspensao celular para um tubo cénico, centrifugou-se por 1 min a
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1000 rpm e retirou-se o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de PBS ao sedimento
agitou-se levemente o tubo e centrifugou-se. Esse procedimento foi repetido mais
uma vez. A seguir, adicionou-se 500 uL de PBS e resuspendeu-se o sedimento
tirou-se uma aliquota de 100 uL para a determinagéo de proteina e centrifugou-se o
restante, retirou-se o sobrenadante adicionou-se 1 mL de SDS 2% para extrair o FS.
Apébs leve agitacdo aguardou-se 1 h e fez-se nova centrifugagédo por 1 min a
1000 rpm, em seguida fez-se a leitura de fluorescéncia %.

Dessa forma, pode-se obter a concentragdo intracelular de cada FS

normalizada pela concentragc&o de proteina.

3.11 Determinacgao dos radicais livres por spin trapping

A espectroscopia de ressonéncia paramagnética eletrbnica, mais
especificamente a técnica de captura de spins, foi utilizada para determinar a
formaczo de radicais livres ap6s irradiacdo dos FSs % 2. Os experimentos foram
realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Otaciro Rangel Nascimento (IFSC-USP)
e a Dra. Tania T. Tominaga (UNICENTRO) da seguinte maneira: solugbes de
50 ug mL" dos FSs HY em DMSO, PG e PZ em PBS juntamente com 0,5 mol L™ de
5,5-dimetil-1-pirrol-N-6xido (DMPO) foram transferidas para uma cubeta de quartzo
especifica para RPE e irradiadas, pd até 25 min diretamente na cavidade do RPE
130, 131

com um LED 630 nm e I= 10 mW cm™ (Lumiled), pertencente ao Laboratério

de Biofisica do IFSC-USP.
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3.12 Calculo da média amostral e do desvio padrao e analise estatistica dos

dados experimentais

Os valores experimentais foram expressos como média + desvio padrao, os

calculos foram realizados segundo as equacgdes abaixo 132,

Xi=""— (14) Sj= = (15)

Sendo:

Xi= média amostral

Xi = i-ésima observagao

n = numero total de observagodes

Sj = estimativa do desvio padrao

O numero de experimentos € dado na legenda de cada figura. A analise
estatistica dos valores experimentais foi feita utilizando-se o test-t de Student para
mostrar a significancia da diferenga entre pares de médias. O nivel de significancia
€ de p<0,05 para todas as anadlises estatisticas. Todos os tratamentos estatisticos

foram realizados no programa Origin Reference V8.
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3.13 Descarte dos residuos gerados nos experimentos

Os residuos liquidos gerados em todos os experimentos com células foram
descartados ap6s tratamento com solugédo de hipoclorito de sédio 3 % durante 1 h
ou esterilizados em autoclave & 120 °C por 30 min '°. Os residuos provenientes dos
ensaios para determinacdo do coeficiente de particdo, bem como solugdes de
acidos para lavagem de vidrarias em geral, foram encaminhados ao Laboratério de

Residuos Quimicos do Campus da USP - S&o Carlos.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Espectros de absorgao otica dos fotossensibilizadores

A Hipericina € moderadamente soluvel em varios solventes. Na maioria dos
solventes orgénicos origina uma solugdo vermelha; em meio basico a solug&o
apresenta a coloragédo verde e em meio aquoso uma dispersdo violeta com finas
particulas. O espectro de absor¢cdo oOtica em PBS apresenta duas bandas em
564 nm e 606 nm e duas bandas na regido do ultravioleta '**. Os espectros de

absorgéo 6tica da Hipericina em PBS e em DMSO estéo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Espectros de absor¢éo ética da HY 15 ug mL™", a) em PBS, pH = 7,4, b) em DMSO.

Observa-se uma drastica diferenga entre os espectros da HY obtidos em PBS
e DMSO, que incluem a intensidade dos picos, a largura e o deslocamento das

bandas. Yamazaki et al.'*

relatou a estrutura monomérica e agregados de forma
indeterminada da HY em uma vasta série de solventes organicos e em solugéo
aquosa. Em agua, a HY se dissolve com moderag¢do, mas torna-se soluvel em pH

acima de 8. Sabe-se que a presenca de agregados em solugdes de FSs altera os
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espectros de absorcédo e fluorescéncia, causando deslocamento nas bandas e
desvios na lei de Beer. A presenca de agregados pode modificar as propriedades
fotofisicas de uma substancia, diminuindo a sua habilidade de fotossesibilizador '**.

Photogem apresenta um espectro de absor¢do Otica caracteristico dos
derivados de hematoporfirinas, uma banda de Soret com maximo de absor¢gédo em
367 nm e quatro bandas Q com maximos em 506, 539, 570 e 620 nm e esta

apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Espectro de absorgdo 6tica do PG 15 ug mL", em PBS, pH=7,4.

Os espectros de absor¢do das porfirinas ndo metaladas diferenciam-se das
metaladas por apresentarem quatro bandas Q ao invés duas bandas. As porfirinas
nao metaladas apresentam distorcbes na sua estrutura principal, ou seja, no
conjunto de anéis pirrélicos, ocasionando uma diferenca de 25 a 29 kJ mol™" entre os
niveis de energia, e consequientemente, o aumento do numero de bandas Q. As

clorinas sao porfirinas reduzidas, hidrofilicas com forte absorgéo entre 640-700 nm.
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A hidrogenac&o de uma ou mais duplas ligagdes pirrélicas produz uma dramatica
mudanga no anel pirrélico: um consideravel deslocamento para o vermelho e um
aumento da intensidade no comprimento de onda de maior absorg&o 135,

O Photodithazine apresenta bandas caracteristicas de clorina, ou seja, banda
de Soret com maximo de absor¢do em 399 nm e trés bandas Q com maximos em

505, 625 e 656 nm, como apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — Espectro de absorg¢éo 6tica do PZ 15 pg mL", em PBS, pH=7,4.

O Photodithazine apresenta maximo de absorcdo das bandas Q em
comprimento de onda maior (656 nm) que o PG (620 nm). Isto € uma vantagem do
PZ em relacédo ao PG para aplicagdo em TFD, uma vez que a luz penetra mais
profundamente na pele em comprimentos de onda maiores. Os coeficientes de
extingdo em 630 nm, correspondente ao comprimento de onda do LED utilizado
nesse trabalho, apresentaram uma grande diferenca para os trés FSs, sendo o
coeficiente da HY superior ao do PG e do PZ.
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4.2 Agregacao dos fotossensibilizadores

A agregacéo reduz a capacidade do composto de gerar oxigénio singlete. Isto
porque os agregados provocam a diminui¢do do tempo de vida dos estados singlete
e triplete do fotossensibilizador, resultando na diminuigdo do rendimento quéntico de
formacéao de oxigénio singlete, o que diminui a eficiéncia fotodindmica do FS. Dessa
forma € necessario que o principio fotoativo apresente-se solubilizado e na forma
monomérica "*°,

Para investigar a ocorréncia de agregagao, obteve-se os espectros de
absorgcédo otica de solugdes dos trés FSs em PBS, pH 7,4 em diferentes

concentragdes (Figuras 13-15).

2,0
b)
3) [HY] (ug mL") 06
15 y=-0,01435 + 0,01191 [HY]
~7 —115 -
3 —— 23,0 g r’= 0,9994
2 —345 2044
© - ; 5
£ 10l 46,0 &
& —57,5 'S
.e =
2 3
< g 0,24
0,5 - <
0,0 T T T T 0!0 T T T T T
300 400 500 600 700 0 10 20 30 40 50 60
A (nm) [HY] pg mL"

Figura 13 — a) Espectros de absorgéo 6tica da HY em PBS, pH 7,4 em varias concentragdes; b)
Absorbéancia da Hipericina em PBS na banda em 606 nm em fung&o da sua concentragéo.
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Figura 14 — a) Espectros de absorgdo 6tica do PG em PBS, pH 7,4 em varias concentragdes; b)
Absorbéancia do Photogem em PBS na banda em 506 nm em fung&o da sua concentragéo.
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Figura 15 — a) Espectros de absorgao otica do PZ em PBS, pH 7,4 em varias concentragdes; b)
Absorbéancia do Photodithazine em PBS na banda em 656 nm em fung&o da sua concentragéo.

Analisando-se os graficos acima observa-se que as absorbancias dos FSs
apresentam-se lineares nas faixas de concentracéo estudadas, estando de acordo
com a Lei de Lambert-Beer, o que sugere que até as concentragdes estudadas nao

ocorre formacédo de agregados. Os ajustes foram feitos por regresséo linear dos
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valores de absorbancia em funcdo da concentracédo obtendo-se valores de

coeficientes de correlagdo linear.

4.3 Estudo da estabilidade da Hipericina, Photodithazine e Photogem em

fungao do tempo de armazenamento

Foi realizado um controle da estabilidade em funcdo do tempo de
armazenamento dos fotossensibilizadores, apés serem preparados em PBS ou
DMSO, mantidos ao abrigo da luz e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C.
Acompanhou-se a cada més, ao longo de um periodo de 4 meses o espectro da
Hipericina 15 ugmL” em DMSO (Figura 16) e durante 6 meses, os espectros de

absorcéo do Photogem e Photodithazine 15 pg mL™" em PBS (Figuras 17 e 18).
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Figura 16 — a) Espectro de absorgéo 6tica da HY 15 ug mL" em DMSO no periodo de 4 meses; b)
Absorbancia em 598 nm em fungdo do tempo de armazenamento.

Embora ndo seja um método absoluto a medida da absorbancia da solugao

ap6s armazenamento permite comparar as amostras em diferentes tempos de
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estocagem. No caso da HY o preparo de solugbes padréo para os experimentos foi
realizado em média a cada 4 meses Pode-se observar que a solugédo de Hipericina
é estavel apés um periodo de estocagem de 4 meses. A variagdo da absorbancia
em 598 nm foi de até 5% nesse periodo, que pode corresponder a uma pequena
degradagédo da Hipericina. Karioti et al. *" relataram em seus estudos a manutencgao
da estabilidade da Hipericina no periodo de 140 dias, armazenada no escuro em

-20 °C.
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Figura 17 — a) Espectro de absorg¢do ética do PG 15 ug mL" em PBS pH 7,4, no periodo de 6
meses; b) Absorbancia em 367 nm em fungéo do tempo de armazenamento.

Durante 6 meses foram obtidos espectros de absorcdo 6tica de PG
15 ug mL" em PBS pH 7,4; como pode ser observado na Figura 17, a solugdo nao
apresentou mudangas em suas propriedades oticas tendo um decréscimo de até 6%

no valor de absorbancia na Banda de Soret.

78



Resultados e Discussées

1 a 25] b)
0.8 ) inicial 0.25
—1°més
—2"més _. 0,20
< 0.6+ ——3°més ©
e 0 2
2 ——4 més E
% ——5°més §0'15' u n
C
S 041 ——6"mes 'g
2 § 0,10
< @
Q
0,2 <
0,05
010 T T T T T 0100 T T T T T T T
300 400 500 600 700 0 1 2 3 4 5 6
A (nm) tempo (més)

Figura 18 — a) Espectro de absorgao 6tica do PZ 15 g mL" em PBS pH 7,4, no periodo de 6 meses;
b) Absorbancia em 596 nm em fung&o do tempo de armazenamento.

O comportamento de estabilidade observado para a Hipericina e para o
Photogem repetiu-se para o Photodithazine como observado na Figura 18. A
diminuigdo na intensidade da absorgdo nao ultrapassou 5%, portanto a solug&o
estoque de PZ manteve-se estavel por 6 meses. Estes resultados sdo condizentes
com a literatura onde é descrito que uma solugdo aquosa de Photodithazine
permaneceu estavel, apresentando um decréscimo na intensidade de absorg¢do de
6%, sendo estocada no escuro por um periodo maior do que 2 anos *°.

Nesse trabalho todas as solugbes estoque de FSs foram preparadas e

utilizadas até no prazo de trés meses.

4.4 Estudo da estabilidade da Hipericina, Photodithazine e Photogem em

funcao do tempo de irradiagao

Diversos fotossensibilizadores utilizados em TFD sofrem degradacgao pela
luz . O interesse na fotodegradacéo de corantes e pigmentos aumentou com os

avancgos tecnolégicos e cientificos, principalmente com a utilizagdo do laser em
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fotomedicina *'. Em TFD, os sensibilizadores estdo presentes em altas
concentragdes nas células tumorais e ao redor das células normais. Desta forma, a
fotodegradacdo dos fotossensibilizadores em taxas apropriadas durante a
iluminagcado em TFD, pode vir a diminuir a concentragéo destes fotossensibilizadores
nos tecidos normais, levando a uma diminuicdo da fototoxicidade, enquanto
quantidade suficiente de fotossensibilizador pode persistir nas células tumorais para
posterior fotodestruicdo, resultando em menor dano para o tecido normal. Deste
modo verifica-se que a fotodegradagao do fotossensibilizador € um elo fundamental
da distribuicdo da dose fotodindmica nos fluidos biolégicos, estando relacionada
com a cinética de eliminagao do fotossensibilizador do organismo ',

A analise espectroscépica por absor¢ao 6tica foi realizada para uma solugao
de HY 50 pg mL™" em PBS irradiada com LED vermelho I= 18 mW cm™ durante

122 min (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 — Espectros de absorgéo o6tica da HY 50 pg mL™" em PBS irradiada com LED vermelho por
até 122 min.
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Figura 20 — Valores de absorbancia da HY 50 g mL" em PBS irradiada com LED vermelho por 122
min. a) Maximo de absor¢do em 564 nm; b) Maximo de absorgdo em 606 nm.

A Figura 20 apresenta a variacdo da absorbéncia das bandas em 564 e
606 nm da HY em fung¢do do tempo de irradiagdo com LED em 630 nm, o que
corrobora com estudos descritos na literatura que relatam a alta estabilidade da HY
em solugdo apos irradiagao, sendo que a fotodegradacgéo foi observada em extratos
de pseudohipericina °'.

Além do tempo de irradiagdo, a dose de luz deve ser controlada uma vez que
o fotossensibilizador em altas doses pode vir a ser degradado parcialmente ou
totalmente e causando deste modo uma menor citotoxicidade.

A fotoestabilidade do PZ também foi estudada e os resultados estédo

mostrados na Figura 21.
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Figura 21 — Espectros de absorgdo 6tica do PZ 50 ug mL" em PBS (pH 7,4) irradiado com LED

vermelho I= 18 mW cm™ por até 60 min.

A partir destes espectros construi-se um grafico com os valores de

absorbancia em 656 nm em funcao do tempo de irradiagao (Figura 22).
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Figura 22 — Valores de absorbancia do PZ 50 ug mL" em PBS (pH 7,4) irradiado com LED vermelho

I=18 mW cm™ por 60 min em 656 nm.
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Observou-se no espectro de absorgéo o decréscimo da absorgdo do PZ com
o aumento da dose de irradiagdo, observa-se também o surgimento de uma nova
banda em 668 nm atribuida a formacédo de fotoprodutos do Photodithazine,
sugerindo transformag¢des quimicas levando a formag¢do de fotoprodutos. Para a
dose de irradiagdo maxima utilizada nesse trabalho 16,2 J cm™, observou-se um
decréscimo de 9% na banda em 656 nm, resultado que esta de acordo com estudos
anteriores realizados no grupo de pesquisa '*°. Naquele trabalho Corréa ™ realizou
uma série de estudos de fotodegradagédo do PZ em diferentes fontes de iluminacgao,
entre elas laser de argénio em 488 nm e 514 nm e com LED em 630 nm e observou
a formacao de fotoprodutos em todas as fotodegradagdes. Esses fotoprodutos
foram testados em linhagens celulares e apresentaram efeito fototéxico mais
eficiente do que o PZ nao irradiado, além disso, observou também que a
fotodegradacdo atingia uma saturagdo em torno de 20 min quando o PZ era
irradiado com LED em 630 nm.

O acompanhamento da formacéo de fotoprodutos do PZ pela absorgédo em
fungdo do tempo de irradiagdo € dificultado devido ao fato destas substéncias se
formarem e se fotodegradarem em processos simulténeos.

Estudos descritos na literatura da fotodegradacdo de varios FSs como
derivados de hematoporfirina, clorinas e ftalocianinas, mostraram que a clorina eg €
a menos fotoestavel da sequiéncia estudada. Segundo Rotomskis et al."° e Bonnett

etal. ¥

., podem ocorrer mudangas espectrais devido a modificagao fotoinduzida das
porfiinas com ou sem a quebra do macrociclo. E descrito que a quebra do
macrociclo implica no aparecimento de uma banda na regido do UV apds a

irradiacdo, e ainda, que o ndo rompimento do macrociclo leva a uma diminui¢do da
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absorbancia na banda de Soret e banda Q associada ao surgimento de uma nova
banda Q.

A andlise espectroscépica por absorcao 6ética foi realizada para uma solugéo
de Photogem 50 pug mL" em PBS (pH 7,4) irradiada com LED 630 nm durante 60

min esta apresentada na Figura 23.
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Figura 23 — Espectros de absorc¢ado 6tica do PG 50 ug mL" em PBS (pH 7,4) irradiado com LED
vermelho por até 60 min.

Como pode ser observado na Figura 24 quando o Photogem foi irradiado em
632 nm observa-se uma diminuicdo da banda de Soret em 367 nm e diminui¢cdo das
bandas Q (506, 539, 570 e 620 nm), sugerindo transformagdes quimicas levando a
formacao de fotoprodutos. Até o tempo de 15 min de irradiacdo a diminui¢cdo na
intensidade das bandas foi de 2%, como pode ser observado na Figura 24 que
apresenta o decréscimo da intensidade da banda 506 nm. Apdés 60 min de

irradiacéo o decréscimo foi de 15%.
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Figura 24 — Valores de absorbancia em 656 nm do PG 50 g mL™" em PBS (pH 7,4) irradiado com
LED vermelho I= 18 mW cm™ por 60 min.

De acordo com a literatura, juntamente com a fotodegradacdo da droga
durante a TFD, os FSs podem ser fotoquimicamente convertidos a novas espécies
chamadas de fotoprodutos, processos que podem ser evidenciados pela diminuicao

141 Menezes et al. %

da intensidade de absor¢do do FS durante a irradiagdo
realizou um extenso estudo sobre a fotodegradacdo do PG irradiado com laser de
argénio em 488 nm, 514 nm e laser de corante bombeado por laser de argénio em
630 nm propondo, através de modelo matematico diversas analises de tempo de
formacdo de fotoprodutos. Além disso, os autores estudaram a fototoxicidade
desses fotoprodutos em células HEp-2 e Vero concluindo que esses fotoprodutos
apresentavam menor eficiéncia do que o PG néo irradiado. Nesse trabalho os
ensaios com células HEp-2 e Vero ndo ultrapassaram 15 min de irradiagao a fim de

assegurar a menor interferéncia de possiveis fotoprodutos formados durante a

irradiag&o.
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4.5 Experimentos citotoxicos

Foram realizados experimentos citotoxicos, como descrito no item 3.3, com
as linhagens HEp-2 e Vero nos quais as células foram irradiadas com trés doses de
luz, ou seja, trés tempos de irradiagdo com o LED vermelho e também com o LED
amarelo, apos 2 h de incubagdo com HY, PZ e PG a fim de se comparar qual deles
apresentou a maior fototoxicidade. Foram também realizados experimentos
citotoxicos com outras duas linhagens celulares a McCoy e B16-F10; foram testados
os trés FSs, HY, PZ e PG em apenas uma dose de luz, no LED vermelho. Ensaios
citotéxicos na auséncia de irradiagdo foram feitos a fim de se verificar a toxicidade
intrinseca dos fotossensibilizadores nas células, ou seja, a citotoxicidade no escuro.
Foram feitos controles da sobrevivéncia celular em diferentes tempos de incubagéo
com DMSO, no escuro e com irradiacdo e também controles da sobrevivéncia
celular ap6s irradiagao da luz visivel na auséncia de FS.

Os valores de ICsy apresentados nas tabelas que se seguem correspondem a
um parametro inversamente proporcional a citotoxicidade, ou seja, quanto maior o

valor de ICsy menor é a citotoxicidade do fotossensibilizador.

4.5.1 Efeito do DMSO em cultura de células

O DMSO foi o solvente utilizado para se preparar a solugdo estoque de
Hipericina utilizada nos ensaios citotoxicos. A partir da solugédo estoque de HY
obtiveram-se as diluigbes em meio de cultura, que em alguns experimentos

continham até 1% (v/v) de DMSO em diversos tempos de incubagdo. Para verificar
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se 0 DMSO era toxico as células foram realizados experimentos nos quais se
incubou 1% (v/v) de DMSO em meio de cultura nas linhagens HEp-2 e Vero, que
foram incubadas por até 24 h e nas linhagens McCoy e B16-F10 que foram
incubadas por 2 h. Os indices de sobrevivéncia foram obtidos no claro e no escuro.
Os resultados desses experimentos ndo evidenciaram alteragdo significativa na
sobrevivéncia das células para todas as condi¢cbes testadas, como indica a Figura
25. Esses resultados ja eram esperados uma vez que o DMSO é um crioprotetor
bastante conhecido e muito utilizado como solvente apolar em laboratérios e na

indUstria, apresentando baixa toxicidade '*.
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Figura 25 — Efeito do tempo de incubagdo com 1% de DMSO sobre a proliferagdo da HEp-2 e da
Vero em diferentes tempos de incubagéo no a) escuro, b) claro, 15 min de irradiagdo, LED (630 nm,
=18 mW cm'z). Os ensaios foram realizados trés vezes em sextuplicata.

Além dos ensaios de citoxicidade os experimentos de determinagdo da
acumulacao do FSs, foram realizados com até 24 h de incubagao, tendo entéo a
necessidade de se obter o efeito do DMSO na proliferagéo celular para tempos de
incubacdo superiores a 2 h. O decréscimo maximo encontrado no indice de

sobrevivéncia foi de 5% para a linhagem HEp-2, quando foi incubada com 1% de
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DMSO por 24 h seguida de irradiagédo com dose de 16,2 J cm™. Estatisticamente os

resultados ndo apresentaram diferencas significativas.

4.5.2 Efeito da luz em cultura de células

Foram realizados ensaios para verificar o efeito da luz de diferentes
intensidades em dois comprimentos de onda em diferentes tempos de irradiagcao
nas linhagens HEp-2 e Vero. As intensidades foram 18 mW cm™ para o LED
vermelho e 10 mW cm™ para o LED amarelo. As doses utilizadas foram 4,3 a
324 J cm™. Tais estudos foram utilizados como um controle do efeito da luz sobre a
proliferacao das células na auséncia de droga e estéo apresentados nas tabelas | e
Il. Estes experimentos foram utilizados como um segundo controle, pois em terapia
fotodindmica, somente a luz na auséncia do FS n&o deve apresentar efeito tdxico as
células. Deve-se ressaltar que na aplicagao clinica de TFD dificilmente uma leséo é
irradiada por tempo superior a 40 min.

A intensidade de luz pode ser definida como a quantidade de energia
transmitida ao alvo por unidade de tempo e é expressa em mW cm™. A quantidade
de energia transmitida durante todo o intervalo de tempo é definida como dose de
luz, que por sua vez é expressa em J cm™. A relagdo entre intensidade de luz, dose

de luz e tempo de irradiacdo é dada pela equacdo abaixo "*:

(16)

onde: | = intensidade de luzem m W cm?
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D = dose de luzem J cm™

t = tempo de irradiagdo em segundos

sendo que 1J =1 W x segundo

Tabela | - Resultados dos indices de sobrevivéncia da linhagem HEp-2 em funcdo da dose
de luz recebida dos LEDs vermelho e amarelo. Os experimentos foram feitos trés vezes em

sextuplicata.

Tempo de

irradiagao (min)

Dose (J cm?)

IS (%) + o

632 nm/ 590 nm

417

8/14

15/27

30/54

4,3

8,6

16,2

32,4

95+2/93+3

94 +2/94+ 2

95+4/93+5

89+5/89+2

Tabela Il - Resultados dos indices de sobrevivéncia da lionhagem Vero em fungéo da dose
de luz recebida dos LEDs vermelho e amarelo. Os experimentos foram feitos trés vezes em

sextuplicata.

Tempo de

irradiagcédo (min)

Dose (J cm?)

IS (%) * o

632 nm /590 nm

417

8/14

15/27

30/54

4,3

8,6

16,2

32,4

98+3/99+4

95+3/94+3

94+6/94+4

93+3/94+4

89



Resultados e Discussées

A utilizagdo de altas doses de luz pode causar um aquecimento local
resultando em alteragdes nos niveis dos constituintes celulares sensiveis as
variagcbes de temperatura, tais como proteinas, DNA ou RNA, podendo levar a
inibicdo do crescimento celular.

Cincotta et al. '

observaram a ocorréncia de pequena morte celular em
fungdo da irradiacdo na auséncia de droga com varias linhagens celulares e
atribuiram este efeito a fotdlise mediada por cromoéforos celulares endégenos.
Pode-se observar nas tabelas | e Il que ndo houve alteragbes significativas
na sobrevivéncia das células para a maioria das condigdes experimentais, a maior
morte celular chegou em 11% na maior dose, ou seja, de 32, 4 para o LED vermelho
e amarelo. Desse modo, nos estudos citotoxicos na presenca de luz, utilizou-se LED
com tempo de irradiagdo maxima correspondendo a dose maxima de 16,2 J cm™

para garantir que o efeito da luz ndo apresentasse efeito toxico significativo as

células.

4.5.3 Efeito da dose de irradiagao na fototoxicidade da HY, PZ e PG

Nos estudos citotdxicos na presenca de luz (claro) utilizou-se irradiagdo com
LED em 630 + 10 nm, intensidade de 18 mW cm™ com os tempos de irradiacdo de
0, 4, 8 e 15 min e LED em 590 + 10 nm de intensidade de 10 mW cm™ com tempos
de irradiagdo de 0, 7, 14 e 27 min. As células foram incubadas por 2 h com varias
faixas de concentragéo: 0 a 10 pg mL™ para Hipericina, 0 a 20 Mg mL™ para
Photodithazine e 0 a 150 ug mL™" para o Photogem, em meio de cultura. A tabela Il

apresenta os resultados de IC5p obtidos para esses FSs para a linhagem HEp-2 sem
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irradiacado (escuro) e em diferentes tempos de irradiagdo com o LED vermelho

(630 nm) correspondendo a diferentes doses de luz.

Tabela lll — Valores de IC5, da HY, PZ e PG para a linhagem HEp-2 apés 2 h de incubagéo
e irradiada com LED vermelho, I= 18 mW cm™ em diferentes doses de luz. Os experimentos
foram realizados cinco vezes em sextuplicata para cada concentragao.

Tempo de ICs0 £ 0 (ug mL™)
D (J cm?
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 3,004 71 64 + 1
4 4,3 0,50 + 0,04 4+1 28+2
8 8,6 0,20 £ 0,02 1,5+04 13+ 1
15 16,2 0,07 £ 0,01 1,0+£0,2 9+1

Os resultados mostram que ha uma grande diferenca nos valores de ICs
para esses FSs, sendo que a HY apresentou valores muito menores de ICs para
todas as doses testadas, por exemplo, para a dose de 16,2 J cm™? um valor de
quase 130 vezes menor que o PG e 14 vezes menor que o PZ. A HY também foi o
FS de maior potencializagdo com a luz, na dose de 16,2 J cm? teve uma
potencializagdo de 43 vezes, enquanto que as potencializagbes do PZ e PG foram
de 7 vezes para cada apos irradiagao. Esses resultados sugerem que a HY, dentre
os estudados, € o FS com maior citotoxicidade na presenca de luz.

Fox et al. ®" também observaram uma alta potencializagdo da HY apods 20
min de irradiagdo com luz branca na inibicao da proliferagdo de linfocitos. Esses

autores observaram um decréscimo no valor do ICsy em torno de 32 vezes e que o
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aumento do tempo de irradiagdo para 30 min ndo levou a apresentar maior
eficiéncia do que em 20 min de irradiagao, concluindo que ha um tempo de ativagcao
necessario para a maxima eficiéncia da HY.

Luksiene et al. '

compararam a atividade antitumoral de varios FSs
diferentes, sendo dois derivados de hematoporfirina, acido 5-aminolevulinico e um
derivado, Photofrin 11® e Hipericina. Os experimentos foram feitos em carcinomas
implantados em camundongos e foi acompanhado o decréscimo no tamanho do
tumor. Ap6s 15 dias do tratamento com HY 75% dos animais estavam praticamente
curados, enquanto que o grupo tratado com os demais FSs ndo apresentaram
diminuigdo no tamanho do carcinoma. Os autores concluiram que a HY apresentou
maior eficiéncia no tratamento do carcinoma que os demais fotossensibilizadores.

A tabela IV apresenta os resultados de ICsg para Hipericina, Photodithazine e

Photogem, apés 2 h de incubagado, em células normais Vero em diferentes doses de

irradiagdo com LED vermelho, I= 18 mW cm™.
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Tabela IV — Valores de ICs, da HY, PZ e PG para a linhagem Vero ap6s 2 h de incubagéo e
irradiada com LED vermelho, I= 18 mW c¢cm™ em diferentes doses de luz. Os experimentos

foram realizados cinco vezes em sextuplicata para cada concentragéo.

Tempo de ICs0 £ 0 (g mL")
D (J cm?)
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 7%1 19 £1 68 +7
4 4,3 1,1+0,2 6,9+04 33+4
8 8,6 0,7+0,1 41+0,2 18 £1
15 16,2 0,3+0,1 1,6+0,2 11 +1

Observou-se que a citotoxicidade da Hipericina, Photodithazine e Photogem
aumenta tanto em células tumorais quanto em normais com o aumento do tempo de
irradiacdo. E evidente que a citotoxicidade dos FSs, especialmente HY e PZ, é
maior para as células tumorais HEp-2. Esses resultados sugerem que a acumulagéo
celular para as células normais deve ser menor, levando a uma menor
citotoxicidade.

Pode-se verificar que a mortalidade para as células tumorais em 4 min de
irradiacdo € cerca de duas vezes maior que em células normais para a HY e PZ
sendo que o PG apresentou a menor diferenga de ICsy para todas as doses
utilizadas nas duas linhagens. Com o aumento do tempo de irradiagcdo de 4 para
8 min observou-se um aumento no ICsy em torno de 4 vezes para a HY e 3 vezes
para o PZ e em 15 min o mesmo resultado foi observado para a HY enquanto para o

PZ e PG houve um decréscimo do aumento. A HY foi o FS que apresentou ICsg
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menor valor para a linhagem Vero e também a maior potencializagédo em todas as
doses testadas.
A Figura 26 ilustra a potencializacdo dos FSs em fungdo do tempo de

irradiagdo em células tumorais HEp-2 e normais Vero.
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Figura 26 — Efeito da dose de luz em 632 nm no IC5, ap6s duas horas de incubagdo com HY, PZ e
PG, a) linhagem HEp-2 e b) linhagem Vero.

Os resultados apresentados na Figura 26 indicam que quanto maior o tempo
de irradiagdo maior a fototoxicidade dos FSs, mas com uma tendéncia de
estabilizacdo para doses maiores que 10 J cm™? aproximadamente. Outro dado
interessante é o baixo valor de |ICsy da HY no escuro, se comparada ao Photogem e
ao Photodithazine. Essa citotoxicidade da HY no escuro pode ser devido ao fato
bem conhecido da HY ser um inibidor da proteina quinase c e indutor do citrocomo ¢
liberado pela mitocdndria. A proteina quinase c estd envolvida em eventos de
transducdo de sinais respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e
de fatores de crescimento celular '*’.

Estudos realizados por Banfi et al. *’ com células tumorais de colo de Utero

mostraram que Foscam® (clorina) é significativamente mais citotdxico no claro, 1Csg
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igual a 24,8 ng mL™", do que o Photofrin® (derivado de hematoporfirina) com ICso de
74 ng mL". Ambos os estudos relatados concordam com os apresentados neste
trabalho.

Foram realizados ensaios citotdéxicos com células normais McCoy e tumorais
B16-10 com a Hipericina, Photodithazine e Photogem, 2 h de incubac&o, no escuro
e também com 15 min de irradiagdo com LED vermelho, I= 18 mW cm™. Os

resultados de IC5p estdo apresentados nas tabelas V e VI.

Tabela V — Valores de IC5, dos FSs HY, PZ e PG para a linhagem B16-F10 apds 2 h de
incubagao e irradiada por 15 min com LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™?. Os experimentos

foram realizados quatro vezes em sextuplicata para cada concentragéo.

Tempo de ICso o (g mL™)
D (J cm?
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 6,3+0,2 14 +3 40+3
15 16,2 0,25 + 0,02 3,0+£0,2 11,2+ 0,4
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Tabela VI — Valores de ICsq dos FS HY, PZ e PG para a linhagem McCoy apés 2 h de
incubagao e irradiada por 15 min com LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™?. Os experimentos

foram feitos cinco vezes em sextuplicata para cada concentracao.

Tempo de ICs0 £ 0 (ug mL™)
D (J cm?)
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 24+0,1 6+ 1 28+2
15 16,2 0,04 + 0,01 0,8+0,2 3+1

Pode-se observar que a Hipericina foi o fotossensibilizador que apresentou o
menor valor de ICsy para as duas linhagens testadas na dose de 16,2 J cm™,
Observou-se que a linhagem McCoy, apesar de ser uma célula epitelial normal,
apresentou maior suscetibilidade que as duas linhagens de células tumorais HEp-2
e B16-F10 e a normal Vero. No estudo realizado por Vandenbogaerde et al.™® foram
determinados os valores de ICso de uma Hipericina comercial, no escuro e apoés
irradiagcdo, em varias linhagens celulares tumorais, como HelLa um carcinoma
humano da regido cervical, DU 145 carcinoma de préstata, MCF7 adenocarcinoma
de mama, entre outras tumorais e 3T3 uma linhagem n&o tumoral de fibroblasto de
camundongo. Foi observado um valor de ICsy para a HY menor para as células
normais do que para algumas linhagens tumorais. Uma hipétese considerada pelos
autores seria a concentracdo em nivel normal de glutadiona em células tumorais
provocando um efeito contrario ao esperado, ou seja, um aumento da proliferacao
de células malignas. A glutadiona é um antioxidante hidrossoluvel, esta presente em
todas as células e tem um papel crucial na metabolizagcdo de xenobidticos e na

desativacdo de radicais. A mitocondria e o nucleo celular tém a sua propria reserva
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de glutadiona justamente para se proteger da agdo das espécies reativas de
oxigénio. Entdo dessa forma as espécies reativas de oxigénio quando sado formadas
apos irradiagéo poderiam ser neutralizadas, levando a valores distintos de ICsp.
Foram realizados experimentos de citotoxicidade com as células HEp-2 e
Vero sendo incubadas com Hipericina, Photogem e Photodithazine por duas horas e
irradiadas com LED em 590 + 11 nm (amarelo) de intensidade de 10 mW cm™ em
diferentes tempos, mas que correspondesse a trés doses utilizadas nos ensaios
com o LED vermelho, a fim de se comparar o efeito do comprimento de onda da luz.
As células, HEp-2 e Vero foram incubadas por 2 h com varias faixas de
concentracdo: 0 a 2 ug mL™" para Hipericina, 0 a 15 yg mL™" para Photodithazine e 0
a 30 yg mL" para o Photogem, em meio de cultura. A tabela VII apresenta os
resultados de ICso obtidos para esses FSs para a linhagem HEp-2 na auséncia de

luz (escuro) e em diferentes tempos de irradiagéo.
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Tabela VII — Valores de ICsq dos FS HY, PZ e PG para a linhagem HEp-2 apds 2 h de

incubagao e irradiados em diferentes doses de luz com LED A= 590 nm, I= 10 mW cm™. Os

experimentos foram feitos trés vezes em sextuplicata para cada concentracao.

Tempo de ICs0 £ o (Mg ML)
D (J cm?)
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 3004 71 64 + 1
7 4,3 0,070 £ 0,007 46+0,2 1312
14 8,6 0,036 + 0,001 28+0,3 6,5+0,4
27 16,2 0,020 £ 0,002 1,5+0,1 25+0,3

Comparando os resultados obtidos apds incubacéo e irradiagdo com a luz

amarela e vermelha nota-se um decréscimo nos valores de IC5y de até 7 vezes para

a Hipericina e de até 3,6 vezes para o Photogem com luz amarela. Para o

Photodithazine o ICsy obtido teve um aumento, ou seja foi menos efetivo. Esses

resultados ja eram esperados uma vez que o coeficiente de extingdo maximo da HY

encontra-se mais proximo de 590 nm, portanto nesse comprimento de onda a HY

absorve mais energia e na presenca de O, produz mais substancias citotoxicas as

células. O Photogem também apresenta um coeficiente de extingdo maior em

comprimentos de ondas mais préximo de 590 nm, portanto também absorve mais

energia. Ja o Photodithazine tem coeficiente de extinggo menor em 590 nm,

necessitando de mais fotossensibilizador para inibir a proliferacéo celular.
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A tabela VIl apresenta os resultados de ICsy obtidos para os FSs apés
incubacgéo por 2 h nas células Vero e irradiagdo em diferentes tempos com o LED

A= 590 nm (amarelo), I= 10 mW cm™.

Tabela VIII — Valores de I1Cs, para a linhagem Vero ap6s 2 h de incubagéo e HY, PZ e PG
irradiados em diferentes doses de luz com LED A= 590 nm. Os experimentos foram feitos

trés vezes em sextuplicata para cada concentracao.

Tempo de ICs0 £ o (g mL™)
D (J cm?
irradiagao (min) HY PZ PG
0 0 71 19 £ 1 68 +7
7 4,3 0,082 + 0,004 8,6 +0,3 23+2
14 8,7 0,041 £ 0,001 6,0 +0,2 8,8+0,4
27 16,2 0,030 + 0,001 24+0,1 57+0,5

Os resultados sao semelhantes aos obtidos na linhagem HEp-2 quando foi
irradiada com LED amarelo; os valores de ICsp para a HY e Photogem diminuiram e
o valor do IC5g para o Photodithazine aumentou em torno de duas vezes.

A Figura 27 mostra a relacdo de ICsy da Hipericina, Photogem e
Photodithazine apo6s 2 horas de incubagao e 8 min de irradiagdo com LED vermelho,

D=8,6 J cm™ para as linhagens HEp-2 e Vero.

99



Resultados e Discussées

20

16

12 4

-1
ICy, (g mL")

HY Pz PG
Fotossensibilizador

Figura 27 — Valores de IC5y para a HY, PG e PZ, nas células HEp-2 e Vero, obtidos apés 2 horas de
incubag&o e 8 min de irradiagdo no LED vermelho, D= 8,6 J cm™.

Através da Figura 27 fica evidente a maior citoxicidade da HY seguida pelo
PZ e PG, para as duas linhagens testadas. Os resultados corroboram com a
literatura que coloca a HY como um dos mais potentes fotossensibilizadores
encontrados na natureza °',

A Figura 28 apresenta uma comparagéo dos ICsg para as duas linhagens,
HEp-2 e Vero, dos FSs HY, PZ e PG ap6s 2 h de incubacéo e 27 min de irradiagao

no LED amarelo resultando numa D= 16,2 J cm™.
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Figura 28 — Valores de IC5, para a HY, PG e PZ, nas células HEP_Z e Vero, obtidos apés 2 horas de
incubacg&o e 27 min de irradiagdo no LED amarelo, D= 16,2 J cm™.

Os resultados apresentados na Figura 28 evidenciam a diferenga entre a
atividade fototéxica da HY frente ao PZ e PG apds irradiagdo com luz amarela. Em
todos os experimentos de citotoxicidade realizados com as quatro linhagens
celulares, duas n&o tumorais Vero e McCoy e duas tumorais HEp-2 e B16-F10, a
Hipericina mostrou maior citotoxicidade apés irradiagdo com ambos os LEDs,
vermelho e amarelo, seguida pelo Photodithazine e Photogem. Blank et al '°
analisaram os efeitos na proliferagao celular de dois tipos de carcinoma in vitro apos
2 h de incubagéo com HY e irradiagdo com diversas doses de luz de comprimento
de onda em 550 nm (verde) e 590 nm (amarelo) e encontraram um decréscimo duas

vezes maior na proliferagdo celular apés irradiagdo com luz amarela, uma relagéo

muito semelhante a encontrada nesse trabalho. Foi observada também uma
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dependéncia dos valores de IC5p com o aumento da dose de irradiagdo, ou seja, 0s
FSs apresentaram decréscimo nos valores de ICs5p com o aumento da dose de
irradiagdo, sendo que a HY apresentou a maior potencializagdo em todos os casos

testados, novamente seguida pelo Photodithazine e Photogem.

4.6 Interagao dos FSs com albumina de soro bovino

A fotoxidagdo da BSA foi uma das metodologias utilizadas para avaliar a
eficiéncia fotodindmica dos trés FSs estudados. A Figura 29 apresenta a variagéo
nos espectros de emisséo durante a fotoxidagdo da BSA obtida durante a incubacgao
por 60 min na presenca dos FSs, acompanhada através da variagéo da intensidade
do maximo de fluorescéncia em 340 nm, com excitagdo em 279 nm. Essa
fotoxidagdo da proteina é causada pela formagdo de 'O, e ou radicais livres

formados na presenca de luz por cada um dos FSs estudados.
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Figura 29 - Espectros de emiss&o de fluorescéncia obtidos para BSA (A= 279 nm) devido ao efeito
fotodinamico. Solugdo de BSA (2x10° mol L") preparada em PBS e irradiada com LED
(A= 630 nm, I= 18 mW cm?, t= 60 min) na presenga de FS (1 pg mL'1); a) Hipericina,

b) Photodithazine, c) Photogem.

Os valores das intensidades dos maximos de fluorescéncia da BSA foram

utilizados para determinar o valor de In (F/Fp) em fungédo do tempo de irradiagéo. Os

resultados estdo mostrados na Figura 30.
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Figura 30 — Cinética de fotoxidagdo da BSA ocorrida na presenca dos FSs: a) Hipericina; b)
Photodithazine e c) Photogem. Solugéo de BSA BSA (2x10'3 mol L'1) preparada em PBS e irradiada
com LED (A= 630 nm, I= 18 mW cm™, t= 60 min).

Verifica-se que todas as consideragdes citadas no item 3.6 necessarias para
a determinacdo da constante de velocidade da reacdo de fotoxidagdo da BSA
(pseudo primeira ordem) sdo validas devido a relagdo linear entre In (F/Fp) e o
tempo de irradiagéo.

As relagbes de intensidades de fluorescéncia foram corrigidas em fungao da
absorbancia de cada FS, uma vez que cada FS apresenta absorbancia distinta no

comprimento de onda de irradiacdo. Desse modo, esses coeficientes puderam ser
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utilizados como parametros de comparagéo da eficiéncia fotodinamica dos FSs na

fotoxidagc&o da BSA (Figura 31e tabela IX).

-20 -

40 4

-60 4

In (FIF,)
In (FIF,)

-80 4

-100

-120

-140

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de irradiagéo (min) Tempo de irradiagdo (min)

Figura 31 — a) Comparagdo dos coeficientes angulares (k) obtidos diretamente da relacdo linear
entre In (F/Fy) e o tempo de irradiagédo. b) Comparagéo dos valores das constantes de velocidade de
fotoxidagdo da BSA (k;) obtidas apds a correcédo dos valores de k pelos valores das absorbancias
dos FSs no comprimento de onda de irradiagdo (A= 630 nm).

Tabela IX - Valores das constantes de velocidade da reacdo de fotoxidacdo de BSA
(2x10° mol L") na presenca de FS (1 ug mL") em PBS, obtidas através da irradiagdo das
amostras com LED (A= 630 nm, I= 18 mW cm?, t= 60 min). Os ensaios foram realizados em
triplicata.

FS k (10 min™) ke (107" min™)
HY 11+ 1 21+3
PZ 10 + 1 16 + 1
PG 6+ 1 12 +1

Os valores de kc mostram que a HY foi o FS mais eficiente na fotoxidag¢ao de

BSA, seguida por PZ e PG, apresentando constante de fotoxidagéo
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aproximadamente 35% maior que a do PZ e 83% maior que a do PG. A maior
eficiéncia da HY em fotoxidar BSA comparada ao PZ e ao PG pode estar
relacionada ao tempo de vida do FS no estado triplete excitado, sugerindo que a HY
tem maior probabilidade de interagdo com o oxigénio molecular. Sendo assim, a HY
apresentaria um rendimento quéantico de geragao de oxigénio singlete maior do que
o PZ e 0 PG, o que resulta em uma maior eficiéncia fotodinadmica.

A fotoxidacdo de proteinas deve-se principalmente a fotoxidacao de suas
cadeias laterais devido a presenca de aminoacidos suscetiveis a fotoxidagdo como
cisteina, histidina, triptofano, entre outros. No entanto, trata-se de um processo
bastante complexo, onde varios fatores podem interferir na cinética de reacéo, tais
como alteragdes conformacionais que acontecem na proteina devido a ligagéo do
FS ou a destruicdo de outros aminoacidos suscetiveis a fotoxidacdo. Essas
alteracbes de conformagédo tanto podem impedir a exposicdo de aminoacidos,
protegendo-os da fotoxidagdo, quanto podem estar expondo os residuos ao
ataque ™°.

A metodologia empregada neste trabalho, baseada na supressdao da
fluorescéncia da BSA devido a fotoxidagdo da proteina, foi possivel gragcas as
propriedades oticas particulares dos residuos de triptofano e tirosina. Em geral, a
fluorescéncia das proteinas como, por exemplo, na albumina, é dominada pela
emissao do triptofano, pois o coeficiente de extingdo molar do indol desse residuo &
aproximadamente cinco vezes maior que o fenil da tirosina. Embora a tirosina seja
altamente fluorescente em solugéo, sua emissdo € muito menor em proteinas
devido ao efeito de supressao por grupos vizinhos, uma vez que este residuo € um

fluoroféro natural bastante sensivel a polaridade de sua vizinhanga '*°.
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Um estudo feito por Silvester et al ®° forneceu indicios do que poderia estar
ocorrendo durante o processo de fotoxidagdo da BSA. Os autores verificaram que a
fotoxidagdo por hematoporfirina ocorre em dois diferentes sitios especificos da
proteina: nos residuos triptofano 135 e ou triptofano 214 e no residuo cisteina 34. A
fotoxidac&o da cisteina 34 gera moléculas radicalares. Acredita-se que, a formagéo
desses radicais ocorra pela “transferéncia de dano” através da proteina, iniciando-se
no sitio de ligagcéo do FS e propagando-se através de transferéncia de elétrons até o
residuo cisteina 34. Foi observada também a formacgéo de radicais em carbonos
terciarios no triptofano que coincide com a diminui¢cdo da fluorescéncia da BSA. A
formacdo desses radicais a partir do triptofano poderia estar ocorrendo via
transferéncia de elétrons. Verificou-se entdo que a fotoxidagdo da BSA foi devida
tanto ao mecanismo de transferéncia de energia (tipo Il) como também ao
mecanismo de transferéncia de elétrons (tipo I).

Nos seres vivos, lipideos insaturados e proteinas s&o o0s principais
constituintes das membranas biologicas, sendo alvos subcelulares destruidos na
TFD. Portanto, estas reagdes ocasionam alteracbes na permeabilidade celular,

ruptura e vazamento do conteudo celular, resultando na morte das células.

4.7 Determinagao dos coeficientes de particao dos FSs

No processo de planejamento e otimizagcdo dos farmacos, é necessario
conhecer seu comportamento nos varios compartimentos farmacol6gicos em que se
encontrara. Isto se relaciona ao compartimento de particdo do composto entre a

agua, que esta presente em praticamente todo meio bioldégico e os varios tipos de
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lipideos encontrados, por exemplo, na membrana celular ou como parte da mistura
complexa de proteinas do sangue, isto é, do balanco hidrofilico/lipofilico do farmaco.
Uma medida simples, in vitro, deste comportamento é o logaritmo do coeficiente de
particdo do composto entre dois solventes, que normalmente s&o agua e 1-octanol.
Neste estudo, os coeficientes de particdo log P dos FSs foram determinados
para se avaliar o carater hidrofébico (lipofilico) desses farmacos. A tabela X

apresenta os valores de log P para Hipericina, Photogem e Photodithazine.

Tabela X - Coeficientes de particao obtidos para os fotossensibilizadores. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Fotossensibilizador logP o
Hipericina 1,20 £ 0,02
Photodithazine - 0,62 + 0,03

Photogem -09+£0,2

Em termos quantitativos, o carater hidrofilico esta associado a pouca
distribuicdo do FS no octanol, com log P < 0 para estes compostos. O carater
lipofilico é atribuido aos compostos com log P > + 1,5, e as substancias que
possuem valores intermediarios sdo consideradas anfifilicas 8

A Hipericina foi o fotossensibilizador que apresentou um valor positivo de
coeficiente de partigéo, portanto € o FS de maior lipofilicidade e por consequéncia, é

o farmaco com maior afinidade e de maior mobilidade entre os lipidios constituintes
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da membrana celular entre os FSs estudados. J4 o PZ e o PG podem ser
considerados hidrofilicos possuem log P < 0.

O coeficiente de particdo de um FS é a principal caracteristica do
sensibilizador a ser considerada no estudo da sua interagdo com as membranas
celulares, uma vez que a permeabilidade de uma molécula através das membranas
celulares pode ser estimada através de seu coeficiente de particdo: quanto maior a
lipofilicidade da molécula, maior é o seu coeficiente de particdo e mais rapida sera a
sua difusdo através das membranas. Os FSs ao se difundirem no meio celular, em
geral passam através das células atravessando as membranas, e nao pelos
espacos intercelulares, que s&o diminutos e permitem apenas a passagem de
moléculas de agua, sais e compostos de baixo peso molecular. A membrana celular
€ uma estrutura dinamica, mutavel e adaptavel a passagem de diferentes
substancias e os organismos sao sucessbes de fases lipidicas e aquosas, deste
modo um coeficiente de particdo muito elevado ou muito baixo, pode constituir um
obstaculo & difusdo generalizada da droga “®. Assim, o balanco hidrofilico/lipofilico
do FS desempenha um papel muito importante na determinagao da sua localizag&o

na célula, e consequentemente, do seu sitio de agao

4.8 Fotoxidagao do acido urico

O 4&cido urico é um excelente captador de oxigénio singlete usado como
dosimetro quimico para a determinagédo quantitativa da acao fotodindmica de FSs 8
A Figura 32 apresenta o espectro de absorgdo Otica do acido urico

10 yg mL™" em SDS 2%.
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Figura 32 — Espectro de absorg&o 6tica do acido urico 10 pg mL" em SDS 2%.

O &cido urico apresenta duas bandas de absorgéo 6tica em 235 e 292 nm, e
nao absorve em 630 nm, comprimento de onda da irradiagdo com LED vermelho, o
que garantiu que a interacao com a luz fosse restrita aos FSs nos experimentos de
determinacao do coeficiente de atividade fotodindmica. Foram obtidos espectros de
absorgao 6tica de uma solugéo de PZ 5 pg mL™ e acido Grico 10 pyg mL™" em SDS
2% apbs irradiacdo com LED no comprimento de onda 630 nm durante 20 min. A

Figura 33 mostra a variagéo da absorbancia da banda do acido urico (Aau 292 nm) e

do Photodithazine (Apz 404 nm) em fung¢ao do tempo de irradiagéo.
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Figura 33 - Variacdo espectral da mistura Photodithazine 5 g mL" e acido urico

10 ug mL™ preparada em SDS 2%, irradiada com LED (A= 630 nm, I= 18 mW cm?, t= 20 min).

Observa-se que a banda em 290 nm foi a banda mais facilmente afetada da
mistura apos a irradiagdo, enquanto a banda do PZ em 404 nm sofreu uma variagédo
muito pequena, que pode ser melhor visualizada na Figura 34, que evidencia os

picos em 290 nm e em 404 nm.
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Figura 34 — Variagdo da absorbancia e fungédo do tempo de irradiagdo em segundos, em a) do acido
urico em 290 nm e b) do Photodithazine em 404 nm.
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Observa-se na Figura 34 a banda de absorcdo em 290 nm teve um
decréscimo de 62% na sua intensidade, enquanto a intensidade da banda do
Photodithazine em 404 nm diminui apenas 7%, ambas ap6s 900 s de irradiagao.
Esse pequeno dano que o FS sofreu do efeito fotodindmico € conhecido como
fotodegradacao, ja discutido no item 4.5.2.

Essa metodologia para a determinacdo e comparagdo da atividade
fotodinamica de diferentes fotossensibilizadores foi proposta por Fischer et al. % e
estabelece um tempo de irradiagao de 300 s, de modo a obter uma correlagéo linear
entre a variagdo da absorbancia do acido urico e a concentragao do FS.

Visando facilitar a comparacdo do efeito fotodindmico dos trés FSs
estudados, a Figura 36 apresenta os resultados obtidos na fotoxidagédo do acido

urico na presenga dos FSs ap06s irradiagao.
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Figura 35 — Espectros de absorgcdo otica antes e apds irradiagdo com LED (A= 630 nm,
I= 18 mW cm, t= 300s) de uma mistura de AU 10 ug mL™" e FS 5 ug mL™" em SDS 2%. A linha preta
(—) indica o espectro obtido antes da irradiagéo e a linha vermelha (—) indica o espectro obtido apés
o tempo de irradiagéo.

Nos trés casos observa-se o decréscimo da banda caracteristica do acido
urico em 290 nm, indicando que em todos ocorre a reagdo de decomposigao desta
molécula pelo oxigénio singlete formado pelos FSs excitados. A partir desses
resultados obteve-se uma escala de atividade fotodindmica de acordo com a

equagao 17 que esta apresentada na tabela XI.
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Tabela Xl — Coeficientes de Atividade Fotodindmica dos FSs correspondendo a média de
trés experimentos realizados em triplicata.

Fotossensibilizador Atividade Fotodinamica (m? J™)
HY 26+5
Pz 1243
PG 7x1

Esses resultados de atividade fotodindmica corroboram com os obtidos nos
experimentos de fotoxidacdo de BSA e fototoxicidade em células HEp-2, Vero,
B16-F10 e McCoy. Os resultados das trés metodologias apontam que a Hipericina é
o fotossensibilizador mais eficiente e Photogem apresentou o pior desempenho,

enquanto o Photodithazine tem um comportamento intermediario.

4.9 Determinagdao do rendimento quantico de fluorescéncia da Hipericina,

Photodithazine e Photogem em etanol

O rendimento quéantico de fluorescéncia da HY, PZ e PG foi determinado
utilizando como padréo rodamina B (&= 0,65 em etanol ).

Uma vez que a TFD é altamente dependente da producdo de oxigénio
singlete, o rendimento quantico de fluorescéncia € uma propriedade fotofisica de
grande importancia para os fotossensibilizadores. Assim, substancias altamente
fluorescentes usualmente sdo pouco eficientes como agentes fotodindmicos, uma
vez que é baixa a producao de estados excitados tripletes formados pelo processo

de cruzamento intersistemas, o que resulta em baixos processos de transferéncia
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de energia entre o estado excitado triplete e o oxigénio, produzindo oxigénio triplete.
Assim, os baixos valores de ®; encontrados contribuem para a formag¢do dos
estados excitados tripletes e, portanto, para a produg¢ao do oxigénio singlete.

A tabela Xll apresenta os resultados de absorbancia, areas da banda de
emissdo bem como os rendimentos quénticos de fluorescéncia obtidos para cada

fotossensibilizador.

Tabela Xll - Resultados de absorbancias, areas dos espectros de emissdo e rendimento
quanticos de fluorescéncia dos FSs. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Absorbancia no A de Area da banda de D¢
" excitagdo emissao (x 10°) (x 103)
HY 0,10 £ 0,01 157 + 3 52+8
Pz 0,07 £ 0,004 8,74 £ 0,02 3,6 +£0,1
PG 0,08 + 0,002 2,8+0,1 1,29 £ 0,08

A HY foi o FS que apresentou o maior rendimento quantico de fluorescéncia
dos, 14 vezes maior que o do PZ e 40 vezes maior que o PG. Apesar da diferenca
encontrada, os resultados quando comparados com o ®; da rodamina sao
extremamente pequenos, indicando que quando os FSs estdo no estado excitado
singlete n&o retornam para o estado fundamental por emisséo de luz de uma forma
efetiva. Sendo assim, deve ocorrer um cruzamento intersistema para estado triplete
mais baixo.
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4.10 Acumulagao intracelular de Hipericina, Photogem e Photodithazine

A preferéncia dos FSs de se acumularem em células tumorais € um dos
principais fatores na eficiéncia da TFD, portanto o conhecimento da concentragao
intracelular dos FSs pode ser considerado como um fator prognéstico para a
determinac&o dos resultados terapéuticos '*’.

Foram realizados ensaios com as linhagens HEp-2 e Vero para a
determinagao da concentracgédo intracelular de Hipericina, Photodithazine e Potogem
em diferentes tempos de incubacdo. Primeiramente foi obtida uma curva padrdo da
absorbancia da BSA em funcéo de sua concentracdo. A relagao é linear e assim é
possivel, através da equacgéao da reta obtida, estimar a concentragdo proteica a partir

127

da absorbancia em 750 nm A Figura 36 apresenta a curva padrédo de

absorbancia em 750 nm em fung&o da concentragao de BSA.
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Figura 36 - Curva padrdo da absorbancia em 750 nm em fungdo da concentragdo de BSA. As
médias de absorbéancia foram obtidas de dois ensaios realizados em triplicata.
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As curvas analiticas para cada fotossensibilizador foram obtidas da

determinacao da fluorescéncia de diferentes concentracbes de FS em SDS 2%. A

Figura 37 apresenta os espectros de emisséo de solugbes de HY e a curva analitica

para a Hipericina.
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Figura 37 — a) Espectros de emisséo de solugdes de HY em SDS 2% e diferentes concentragdes. b)
Curva analitica para a HY obtida a partir das intensidades de fluorescéncia em 597 nm com excitagédo
em 552 nm da HY em SDS 2% em diferentes concentragbées. Experimentos foram realizados em

triplicata.

Os espectros de emisséo e a curva analitica para o Photodithazine em SDS

2%. estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38 — a) Espectros de emissdo de diferentes concentragdes de solugbes de PZ em 2% de
SDS. b) Curva analitica do PZ obtida a partir das intensidades de fluorescéncia em 673 nm do PZ em
2% de SDS com excitagdo em 504 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Os espectros de emissdo e a curva analitica do Photogem em SDS 2%.

estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 — a) Espectros de emissdo de PG em SDS 2% em diferentes concentragdes. b) Curva
analitica do PG obtida a partir das intensidades de fluorescéncia em 620 nm do PG em SDS 2% com
excitagdo em 395 nm. Os experimentos foram realizados em friplicata.

Todas as relagdes determinadas apresentaram uma boa linearidade, portanto
foi possivel, através da equacgéo da reta obtida, estimar a concentracédo de cada FS
previamente incubado com as células apés a extragdo com SDS 2%.

Com o objetivo de determinar a concentragao intracelular de HY, PZ e PG em

diferentes tempos de incubacdo, nas células HEp-2 e Vero, foram realizados
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experimentos incubando-se o FS em diferentes tempos com as linhagens. Apés a
extragéo do FS das células com SDS 2%, a fluorescéncia foi obtida, a concentragcéo
do FS determinada e normalizada pela concentracédo de proteina, obtida pelo
método de Lowry. Os resultados de acumulagéo de Hipericina nas células HEp-2

em funcdo do tempo de incubacgéo estdo apresentados na Figura 40.
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Figura 40 — Acumulagédo de HY em células HEp-2 normalizada pela concentracdo de proteina em

funcdo do tempo de incubagdo. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em
triplicata.

Observou-se um aumento da incorporagédo da HY em funcdo do tempo de
incubacédo bastante pronunciado nas 10 horas iniciais. Apos esse tempo a
acumulagdo tende a um valor constante, sugerindo uma saturacédo em cerca de
18 pg de HY por miligrama de proteina. A alta relagdo de concentragdo de HY pela
concentragéo de proteina encontrada apés extracao é devido ao carater lipofilico da
HY, determinado nos experimentos de particdo agua-octanol. Essa caracteristica da
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molécula faz com que a HY se localize principalmente na membrana plasmatica.
Entretanto ndo se pode excluir danos fototoxicos nas organelas celulares,
o . 151
principalmente o nucleo .
Os valores de ICs (ug mL™") para a HY foram obtidos em células HEp-2, apos

irradiagdo com LED 630 nm e nos tempos de incubagao de 2, 4, 8, 14 e 24 h. Esses

resultados estdo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 — IC5y da HY em fung&o do tempo de incubagéo, para células HEp-2, irradiada por 4 min,

LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™, D= 4,3 J cm™. Cada ponto corresponde a média de 4 ensaios
realizados em sextuplicata.

A Figura 41 mostra como os valores de ICsp diminuem com o tempo de
incubacdo levando a um valor minimo e constante apés cerca de 10 h. Os
resultados de acumulagdo de PZ nas células HEp-2 em funcdo do tempo de

incubacéo estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42 — Acumulagdo de PZ em células HEp-2 normalizada pela concentracdo de proteina em
fungdo do tempo de incubacdo Cada ponto corresponde a média de 4 ensaios realizados em
sextuplicata. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em ftriplicata.

Pode-se observar na Figura 43 que esse derivado soluvel de clorina tem
acumulagdo mais lenta e ndo atinge saturagdo completa mesmo apdés 24 h de
incubacédo. Entretanto, apds cerca de 15 h, um tempo superior ao encontrado para a
HY, a quantidade de FS incorporado tende a ficar constante. Esses resultados
corroboram com os resultados de lipofilicidade do PZ, que é uma molécula menos
lipofilica do que a HY.

Os valores de ICs (ug mL'1) para o PZ em células HEp-2, foram obtidos apds
irradiagdo com LED 632 nm em tempos de incubacdo de 2-24 h e estdo

apresentados na Figura 43.
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Figura 43 — IC5o do PZ em fung¢ado do tempo de incubacgao, para células HEp-2, irradiada por 4 min,
LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™, D= 4,3 J cm™. Cada ponto corresponde a média de 3 ensaios
realizados em sextuplicata.

Pode-se observar da figura acima que o decréscimo nos valores de IC5 €
mais lento com o aumento no tempo de incubacgéo, resultado semelhante ao obtido
para a acumulagdo desse FS, pois apds cerca de 15 h de incubagdo n&o ha mais

acumulagao significativa e portanto ndo ha mais alteragéo no ICsp.

Os resultados de acumulagao do Photogem nas células HEp-2 em fungéo do

tempo de incubacéo estdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44 - Acumulagédo de PG em células HEp-2 normalizada pela concentragdo de proteina em
fungdo do tempo de incubacdo. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em
triplicata.

O tempo necessario para saturar a acumulagéo de PG nas células parece ser
em torno de 10 h onde a curva parece chegar a saturagdo. Outra informagéo
relevante é a diferenga de concentragdo de PG que se acumula quando comparada
a do PZ e da Hipericina. A partir desses resultados pode-se estimar que PZ
acumula-se cerca de 15 vezes mais que PG e que HY acumula-se 20 vezes mais
que Photogem.

Um dos requisitos para selecionar um FS é a sua capacidade de se acumular
na célula, portanto HY, dentre os FSs estudados é o que se acumula em maior
guantidade dentro das células.

A Figura 45 apresenta os valores de ICsy (ug mL™") para o PZ em células

HEp-2 irradiadas com LED apéds incubagao com esse FS por 2-24 h.
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Figura 45 — IC5, do PG em fungdo do tempo de incubagédo, para células HEp-2, irradiada por 4 min,
LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™, D= 4,3 J cm™. Cada ponto corresponde a média de 3 ensaios
realizados em sextuplicata.

Na Figura 45 observa-se um decaimento mais rapido do ICsy do que para o
PZ. Os valores encontrados de ICsy do PG foram os mais altos dentre os obtidos
para os trés FSs estudados, indicando a HY como o FS com a melhor atividade
fototdxica.

A Figura 46 evidencia a diferenca de acumulagdo da Hipericna,

Photodithazine e Photogem em células HEp-2 em fungado do tempo de acumulacéo.
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Figura 46 — Concentragao da Hipericina, Photodithazine e Photogem acumulada em células HEp-2
normalizada pela proteina em fung¢éo do tempo de incubacao.

E evidente a drastica diferenca de acumulacg&o intracelular entre HY, PZ e PG
na linhagem HEp-2. Apés 2 h de incubacéo é cerca de 20 vezes maior o potencial
de acumulagédo da HY e em 4 h cerca de 12 vezes, se comparado ao do PG. Esse
fato pode ser explicado pela alta lipofilicidade da HY, muito maior que do PG (ver
tabela 1ll). Observa-se uma clara correlacdo entre a capacidade da Hipericina se
ligar fortemente a membrana celular e organelas sendo esses os principais alvos de
fotoativacéo da Hipericina. Dessa forma é possivel correlacionar esse resultado com

a eficiéncia fotodinamica da HY comparada a do PZ e Photogem.

Ensaios semelhantes aos realizados com a linhagem HEp-2 foram feitos com

a linhagem Vero. A Figura 47 apresenta os resultados de acumulagédo de HY
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normalizada pela concentracéo de proteina das células Vero em fung¢do do tempo

de incubagao.
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Figura 47 - Acumulagcdo de HY em células Vero normalizada pela concentragdo de proteina em
fungdo do tempo de incubacdo. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em
triplicata.

Observou-se um aumento da incorporagdo da HY em fungéo do tempo de
incubacéo até cerca de 13 h. Apds esse tempo a acumulagcédo tende a uma
saturagdo. A concentracdo de HY maxima encontrada apds extragcdo em células
Vero foi inferior a obtida nas células HEp-2. Estudos da literatura relatam diferencas
na acumulagdo da HY em células com caracteristicas distintas. Kiesslich et al "’

relataram acumulacdo especifica da HY em células p388, cerca de duas vezes

maior, com um tecido peritumoral. Sendo a linhagem Vero originada de tecido nao
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tumoral, era esperado uma maior acumulagdo na linhagem HEp-2 constituida de
células tumorais.
Os valores de ICsy (ug mL™") para a HY incubada em 2, 4, 8, 14 e 24 h com

HY em células Vero e irradiadas em LED 630 nm est&o apresentados na Figura 48.
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Figura 48 — IC5o da HY em fungéo do tempo de incubagao, para células Vero, irradiada por 4 min,
LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™, D= 4,3 J cm™. Cada ponto corresponde a média de trés ensaios
realizados em sextuplicata.

A curva acima mostra o decréscimo nos valores de ICsy até cerca de
13 h, tempo semelhante ao obtido para as células HEp-2. Os valores de ICsy séo
maiores que os encontrados para HY incubada com células HEp-2, o que se
justifica, uma vez que a raz&o de acumulagdo € menor na linhagem Vero, portanto
os valores de IC5y s&o maiores, ou seja, € preciso uma concentragdo maior desse

fotossensibilizador para matar 50% da populagao celular.
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A Figura 49 apresenta os resultados de acumulagé&o do PZ normalizada pela

concentragéo de proteina das células Vero em fungéo do tempo de incubacgao.
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Figura 49 - Acumulagdo do PZ em células Vero normalizada pela concentragdo de proteina em

fungdo do tempo de incubacgdo. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em
triplicata.

Observou-se na figura um aumento da incorporagédo do PZ em funcao do
tempo de incubacéo até o maior tempo estudado. Até 24 h a acumulagdo parece
nao ter chegado a saturacédo. A acumulacao desse FS em células Vero também foi
menor que para células HEp-2. O resultado corrobora com o obtido para a HY,
mostrando claramente a maior acumulagéo em células tumorais.

Esses resultados s&o muito interessantes uma vez que em células tumorais a

incorporagdo maxima ocorre apos cerca de 15 h e em células normais a
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incorporagao parece ser mais lenta. Esses resultados fundamentam as observagbes
clinicas da grande seletividade do PZ para matar células malignas *.

Os experimentos para se determinar os ICsp do PZ em Vero obtidos apos
diferentes tempos de incubacdo e irradiagdo com dose de 4,3 J cm? estdo

apresentados na Figura 50.
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Figura 50 — IC5o, do PZ em fung¢do do tempo de incubagdo, para células Vero, irradiada por 4 min,
LED A= 630 nm, I= 18 mW cm™, D= 4,3 J cm™. Cada ponto corresponde a média de 3 ensaios
realizados em sextuplicata.

O aumento do tempo de incubagado causou a diminui¢gdo continua nos valores
de ICsp, sem apresentar uma tendéncia de se estabilizar.

Também para o PZ os valores de |C5y sdo maiores que os encontrados para
HY incubada com células HEp-2, o que pode ser explicado, uma vez que a razéo de

acumulagao € menor na Vero, portanto os valores de ICsy sdo maiores.
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A acumulagdo em maiores quantidades na HEp-2 é um fator importante para
um FS. Em geral, a seletividade do FS para se acumular mais em células tumorais &
aumentada pelo carater hidrofilico do FS ou ainda pelas propriedades anfifilicas da
molécula de FS.

A Figura 51 apresenta os resultados de acumulagéo de PG normalizada pela

concentragéo de proteina das células Vero em fungéo do tempo de incubacgao.
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Figura 51 — Acumulagédo do PG em células Vero normalizada pela concentragcdo de proteina em
fungcdo do tempo de incubagdo. Cada ponto representa a média de cinco medidas realizadas em
triplicata.

Os resultados sugerem que apos cerca de 15 h a incorporagao de PG tende
a um valor constante. As concentragbes de PG foram as menores encontradas nos
ensaios de acumulagéo, o que refor¢a os resultados dos demais ensaios realizados
nesse trabalho, indicando o Photogem como o menos efetivo dentre os trés

fotossensibilizadores estudados.
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A variagdo nos valores de ICsp para o PG em células Vero estédo

apresentados na Figura 52.
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Figura 52 — IC5y do PG em funcdo do tempo de incubacgéo, para células Vero, irradiada por 4 min,
LED A= 630 nm, I= 18 mW cm?, D= 4,3 J cm™®. Cada ponto corresponde a média de 3 ensaios
realizados em sextuplicata.

Os valores de ICsp obtidos para o PG para células Vero foram os maiores
entre todos os FSs estudados, o que esta de acordo principalmente com sua baixa
lipofilicidade e menor acumulagdo na mebrana plasmatica assim como com sua
atividade fotodinamica determinada neste estudo. Apds aproximadamente 15 h a
concentragdo necessaria para matar 50% da populacédo celular tende a ficar
constante.

Os resultados encontrados para a linhagem Vero também indicam a HY

como o fotossensibilizador mais fototoxico.

131



Resultados e Discussées

A Figura 53 compara a acumulagéo de HY, PZ e PG em diferentes tempos de

incubag&o com a linhagem Vero.

14 -
| b
L HY [
= 197 - PZ I
S gl B PG
o
1
2,
o l
2 - I

0,5 1 2 4 6 8 10 12 14 24
Tempo (h)

Figura 53 — Relacdo de concentragcdo da Hipericina, Photodithazine e Photogem normalizada pela
proteina de células Vero em fungéo do tempo de incubagéo.

O resultado da comparacgao da quantidade de FS acumulada em células Vero
€ semelhante ao encontrado para a linhagem HEp-2. Evidencia-se a grande
diferenca na incorporacao da HY e do PZ frente ao PG que apresentou os menores
niveis de acumulagao. Esses resultados se refletem nos valores de 1Csp, que s&o os

maiores para o Photogem seguido pelo Photodithazine e menor para a Hipericina.
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411 Determinagao dos radicais livres por ressonancia paramagnética

eletronica

Devido a grande afinidade para reagir com radicais como O,” e "OH, o DMPO
foi utilizado nesses ensaios para a determinacdo dos radicais livres pelos FSs
estudados empregando-se a técnica de RPE.

Foram realizados experimentos controle com o DMPO sem FS apés
irradiacdo e DMPO com cada um dos FSs sem irradiagcdo para verificar o
aparecimento de sinal de RPE. Em ambos os ensaios ndo foram observados sinais
de formagéo de adutos.

O meio reacional apresenta papel fundamental nas rea¢des que ocorrem
apos irradiagdo com luz, podendo levar a formagéao de diferentes radicais. Todos os
ensaios foram realizados em condi¢bes idénticas, ou seja, nas mesmas
concentragbes de DMPO e de FS. Devido ao fato do Photogem ser uma mistura e
sua massa molar ndo ser conhecida, em todos os ensaios utilizou-se a relagéo de
massa por volume e ndo quantidade em mols.

A Figura 54 apresenta os espectros de RPE do aduto DMPO-OH formados
apos irradiacdo de 5 a 20 min da mistura de 200 pL de Hipericina 50 ug mL" e

200 pL de DMPO 0,5 mol L™' com LED 630 nm diretamente na cavidade do RPE.
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Figura 54 — Espectros de RPE do aduto DMPO-OH, formado ap6s irradiagdo, em diferentes tempos
da mistura HY 50 ug mL™" e DMPO 0,5 mol L™ em PBS (pH 7,4) com LED 630 nm, I= 10 mW cm™.

Apos a irradiacdo da solugdo de Hipericina (50 pg mL™) na presenca de
DMPO foi observado um observado um espectro de RPE decontendo quatro linhas,
podendo ser identificado apenas um aduto com constante de acoplamento hiperfina
igual a an= a’= 1,45 mT e razdo de intensidade de 1:2:2:1, correspondente ao
aduto DMPO-OH "%, Pode-se observar que a intensidade do sinal do aduto formado
aumenta em funcdo do tempo de irradiacdo. Nestes experimentos o tempo de
irradiagdo n&o ultrapassou 20 min, correspondendo ao tempo de irradiagdo dos
ensaios de fototoxicidade com as linhagens celulares HEp-2 e Vero.

Na Figura 55 esta apresentada uma reagédo de formagédo do aduto DMPO-

OH.
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Figura 55 — Reagdo do DMPO com radical O," formando o aduto DMPO-OH.

Primeiramente forma-se o aduto DMPO-O," que é muito instavel e tem tempo
de meia vida muito baixo (aproximadamente 60 s) que se decompde levando a
formacdo do DMPO-OH sendo este o aduto identificado por RPE 2,

Mothilal et al ' estudaram os radicais livres, por RPE, formados apos
fotossensibilizagdo de uma série de derivados de antraquinona, irradiadas com
ldmpada de xenénio acoplada a um filtro a fim de gerar uma janela espectral em
torno de 300 a 700 nm. Os adutos formados foram identificados como sendo
DMPO-OH, portanto um resultado semelhante ao apresentado acima para
Hipericina. Além da identificagdo desse radical o estudo acompanhou a formagé&o
dos radicais em fungdo do tempo de irradiagcdo (até 12 min) dos derivados de
antraquinona, verificando o aumento da intensidade do sinal de RPE para esse
aduto para todos os derivados, encontrando apenas diferengas na intensidade do
sinal para cada composto. Isso indica diferencas na geragdo da quantidade de
radicais livres entre esses compostos.

A Figura 56 apresenta a intensidade do sinal do aduto DMPO-OH em funcgéo

do tempo de irradiagdo da mistura HY e DMPO em 630 nm.
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Figura 56 — Intensidade de formagdo de DMPO-OH, formado apdés irradiagdo com LED 630 nm,
I= 10 mW cm™ de uma mistura de HY 50 Mg mL™" e DMPO 0,5 mol L em PBS (pH 7,4), em funcéo
do tempo de irradiagéo.

Observa-se na Figura 57 que a intensidade do sinal do aduto DMPO-OH
aumenta até 15 min de irradiagdo da mistura HY-DMPO, sendo que apds esse
tempo a intensidade do pico de RPE se estabiliza, o que pode indicar o
esgotamento de geragao de radicais livres pela HY. A detec¢éo do aduto DMPO-OH
evidencia que a fotossensibilizagdo da HY ocorre também via mecanismo tipo |,
além do tipo Il como foi confirmado através do ensaio de oxidagc&o do acido urico
pelo oxigénio singlete.

A Figura 57 mostra espectros de RPE do DMPO-OH, obtidos apoés irradiagéo
com LED 630 nm da mistura contendo PZ 50 pyg mL™" (200 uL) e DMPO 0,5 mol L™

(200 pL), em fungéo do tempo de irradiagéo.
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Figura 57 — Espectro de RPE do DMPO-OH, formado apés irradiagdo com LED A= 630 nm,
I=10 mW cm™ contendo PZ 50 ug mL™" e DMPO 0,5 mol L™ e PBS (pH 7,4), em fungéo do tempo.

Apbés irradiacdo da solugdo de Photodithazine (50 ug mL'1) na presenga de
DMPO também foi observado um espectro de RPE de quatro linhas, podendo ser
identificado apenas um aduto com constante de acoplamento hiperfina igual a aN=
ar’= 1,45 mT e razdo de intensidade de 1:2:2:1, correspondente ao aduto DMPO-
OH '®. Observa-se que a intensidade do sinal do aduto formado diminui em funco
do tempo de irradiacdo. A Figura 58 apresenta o decréscimo da intensidade do

aduto DMPO-OH em fungéo do tempo de irradiagédo da mistura PZ com DMPO.
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Figura 58 — Intensidade de formagdo de DMPO-OH, formado apoés irradiagdo com LED 630 nm,
I=10 mW cm™ de uma mistura de PZ 50 Mg mL™" e DMPO 0,5 mol L' em PBS (pH 7,4), em fungéo do
tempo de irradiacéo.

Pode-se observar que no intervalo de irradiagdo de 2 a 4 min a intensidade
do pico RPE aumentou e ap6s esse tempo ocorreu um decréscimo bastante
acentuado na intensidade, o aduto formado é estavel até 4 min.

Para o Photogem espectros idénticos ao da HY e do PZ foram obtidos com
quatro linhas, podendo ser identificado apenas um aduto com constante de
acoplamento hiperfina igual a ay= ap= 1,45 mT e razdo de intensidade de 1:2:2:1,
correspondente ao aduto DMPO-OH '?° (Figura 59).

Nesse caso, a detecgdo da intensidade do sinal ocorreu apos 2 min de
irradiacao, na detecg¢do seguinte apdés 3 min de irradiacéo, sofreu um decréscimo. A
Figura 59 apresenta o decréscimo da intensidade do aduto DMPO-OH em fun¢éo do

tempo de irradiagao da mistura PG e DMPO.

138



Resultados e Discussées

2min 5min
—— 10min 15min

st A A s sty
e T Ty

Intensidade (u.a.)

—rtr r . rr - 1 r r r r 1
3360 3400 3440
Campo magnético (Gauss)

Figura 59 — Espectro de RPE do DMPO-OH, formado apés irradiaggdo com LED 630 nm,
I=10 mW cm™ contendo PG 50 pg mL™" e DMPO 0,5 mol L™ em PBS (pH 7,4), em func&o do tempo.

Haseloff e Ebert. '*® relataram a geracdo de radicais livres apds irradiacdo de
hematopofirina na presenca de DMPO com uma lampada de mercurio com dose
10 mW cm™? s na cavidade do RPE. Foi identificada a geragao de radicais livres de
superéxido que ap6s 3 min de irradiagdo apresentou um rapido decréscimo da
intensidade do sinal do aduto. O Photogem é um derivado de hematoporfirina e
apresentou comportamento semelhante ao descrito apesar de existirem varias
diferengcas entre os ensaios, como solvente utilizado, concentragcdo do FS,
saturagdo com oxigénio ou com atmosfera inerte que podem influenciar na geracéo

do tipo de radicais.
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Figura 60 — Intensidade de formagdo de DMPO-OH, formado apés irradiagdo com LED 630 nm,
I= 10 mW cm™ de uma mistura de PG 50 Mg mL™" e DMPO 0,5 mol L em PBS (pH 7,4), em fungéo
do tempo de irradiagéo.

Semelhante ao resultado encontrado para o PZ, o PG apresentou decréscimo
na intensidade do RPE do aduto DMPO-OH (Figura 60). Apesar dos tempos de
deteccdo dos adutos n&o serem idénticos nos dois experimentos, estdo muito
préximos e os dois indicam diminuigdo do sinal desse aduto em pouco mais de 3
min de irradiagao.

Os resultados mostraram que além do mecanismo tipo Il, via oxigénio
singlete, ocorre o mecanismo tipo I, para os trés fotossensibilizadores. A Hipericina
aparece como gerador de radical livre mais estavel entre os trés FSs testados o que
pode favorecer a sua maior atividade fotodindmica encontrada em todos os

resultados apresentados nesse estudo.
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V. CONCLUSOES

Neste trabalho foram estudados trés FSs: Photogem®, um derivado de
hematoporfirina que esta sendo usado em TFD no Brasil; Photodithazine®, derivado
hidrossoluvel da clorina e6 e Hipericina, uma antraquinona fotossensivel que foi
sintetizada no Brasil.

Utilizando-se de uma série de parametros o presente estudo comparou esses
trés FSs. HY foi o FS que apresentou um valor positivo de log P, portanto é o FS de
maior lipofilicidade, j4 o PZ e o PG podem ser considerados hidrofilicos, pois
apresentaram log P menor que zero. Quanto maior a lipofilicidade mais rapida deve
ser a sua difusdo e mais FS se acumula nas células. A comparagao da incorporagao
dos FSs em células normais e tumorais de fato mostrou que HY acumula-se mais
rapidamente e em maior quantidade do que o PZ e o PG, um resultado que
corrobora com a determinagado da lipofilicidade. Nos estudos de determinacéo da
concentracéo inibitéria média (ICsp) na presenca e auséncia de luz em células
tumorais HEp-2 e B16-F10 e em células normais Vero e McCoy em diferentes doses
de luz a HY apresentou fototoxicidade muito superior aos demais FSs uma vez que
os valores de IC5p obtidos foram muito menores para todas as doses testadas, além
de ter a maior potencializagdo pela luz. Esse resultado é coerente com a alta
lipofilicidade e incorporacéo obtida para a HY.

A HY foi o FS que apresentou a maior eficiéncia em fotoxidar BSA, fato que
pode estar relacionado ao tempo de vida do FS no estado triplete excitado,
sugerindo que a HY tem maior probabilidade de interag&do com o oxigénio molecular,

levando a um rendimento quéntico de geragdo de oxigénio singlete maior do que o
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PZ e o PG o que resulta em uma maior eficiéncia fotodindmica. A fotoxidagédo do
acido urico foi acompanhada apo6s irradiagado dos FSs na presenga de acido urico a
fim de se avaliar de uma forma indireta o rendimento quantico de formacao de
oxigénio singlete (A®). Também nesse caso a HY apresentou o melhor
desempenho, seguida pelo PZ e PG, o que estd de acordo com os resultados
obtidos com BSA. Utilizando-se a rodamina B como padréo, encontrou-se que HY é
o FS com maior rendimento quéantico de fluorescéncia. Entretanto, quando esse
parametro é comparado com o ®;da rodamina para os trés FSs, estes valores sdo
extremamente pequenos, indicando que a emissao de fluorescéncia ndo é o
mecanismo principal de decaimento do estado singlete. Sendo assim, deve ocorrer
um cruzamento intersistema para o estado triplete, levando a formagéo de radicais
livres de oxigénio que sdo altamente citotdéxicos, o que é desejavel para um FS
efetivo na Terapia Fotodinamica.

Além disso, foi identificado por RPE que o radical livre hidroxila é formado
apos irradiagao dos FSs com LED vermelho. Esse tipo de radical é formado através
da transferéncia de energia do FS quando este se encontra no estado excitado apos
irradiagcdo, ou seja, pelo mecanismo tipo |. Dessa forma pode-se concluir que os
ambos 0s mecanismos, tipo | e tipo Il estdo envolvidos na formacdo de radicais
livres que sdo altamente reativos levando a fotoxidagdo dos componentes celulares
e causando o efeito citotdxico apos irradiacéo dos trés fotossensibilizadores.

Desse modo, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a Hipericina
tem grande potencial como fotossensibilizador para utilizacdo na Terapia

Fotodindmica.
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