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Resumo

Neste trabalho investigou-se a atividade fotodindmica de
octaetilporfirina (OEP) e meso-tetramesitilporfirina (m-TMP). Foi avaliada,
também, a influéncia do grupoe vanadil (V=0) na atividade de OEP, utilizande-se,
para isso, a vanadil octaetilporfirina (VOOEP). Foram analisados os pardmetros
fotofisicos destas porfirinas; os valores da constante de velocidade de foto-
oxidagdo (k) de biomoléculas (triptofano -Trp e albumina bovina - BSA) e a
porcentagem de foto-destruicdo de eritrécitos. O mecanismo envolvide nos
processos de foto-oxidagdo e foto-destruicdo foi, também, investigado,
empregando-se supressores de oxigénio singlete (azida de sédio e L-histidina)
e dgua deuterada (substdncia que aumenta o tempo de vida do oxigénio
singlete). Posteriormente, realizou-se o encapsulamento destas porfirinas em
vesiculas  lipossomais  constituidas de  fosfolipidios  do tipo
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). Os valores dos pardmetros fotofisicos como
rendimento quantico de oxigénio singlete (®,) e tempo de vida no estado
triplete (tr) indicaram que OEP (®,= 0,64 = 0,02, 1= 0,91 + 0,02 ps) é mais
eficiente do que VOOEP (®4= 0,26 + 0,02, 11= 0,22 + 0,03 us). Os pardmetros
fotofisicos da m-TMP ndo puderam ser obtidos, devido a sua rdpida foto-
degradagdo na presenca de laser do tipo Nd:YaG. Os valores de k¢/10* s para
Trp e BSA demonstraram que OEP (Trp= 2,80 + 0,05 e BSA= 2,50 + 0,1) é mais
eficiente do que /m-TMP (Trp= 1,62 + 0,07 e BSA= 1,53 + 0,06) e VOOEP (Trp=
081 + 0,08 e BSA= 0,62 = 0,04). A porcentagem de foto-destruicdo de
eritrécitos revelou que a atividade fotodindmica de OEP é mais pronunciada do
que a de m-TMP e VOOEP. Verificou-se, também, que os valores de k; e da

porcentagem de foto-destruicdo foram reduzidos na presenca de supressores
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de oxigénio singlete (‘0:) e aumentados, na presenca de dgua deuterada. Isto
indica que o 'O, ¢ o principal responsdvel pela atividade fotodindmica destas
porfirinas. Adicionalmente foi demonstrado que a eficiéncia de OEP, m-TMP e
VOOEP foi aumentada pela incorporagdo destas porfirinas em lipossomas. Esta
incorporacdo diminuiu a agregagdo das porfirinas. Os resultados deste trabalho
demonstram que as diferengas observadas, na atividade fotodindmica, podem
ser associadas com as diferencas na estrutura molecular das porfirinas. O
grupo V=0, por ser paramagnético, interfere na atividade de OEP provocando

uma redugdo considerdvel na sua eficiéncia.
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Abstract

In this work there was investigated the photodynamic efficiency of
octaethylporphyrin (OEP), vanadyl octaethylporphyrin (VOOEP), and meso-
tetramesitylporphyrin (m-TMP). This study was performed by evaluation of
photophysical parameters of these porphyrins, the photoxidation rate
constants (k¢) of the biomolecules (tryptophan -Trp and bovine albumin -BSA)
and the erythrocytes photodestruction percentage. The mechanism involved in
the photoxidation of biomolecules and erythrocytes photodestruction was also
studied by way of sodium azide, L-histidine (singlet oxygen scavengers) and
deuterium oxide. In addiction, there was investigated the infiuence of
liposome in the photodynamic activity of OEP, VOOEP, and #mTMP. The values
of photophysical parameters such as singlet oxygen quantum vyield (®,) and
triplet state lifetime (1) indicated that OEP (®,= 0.64 +0.02, 11= 0.91 + 0.02
ps) is more efficient than VOOEP (®,= 0.26 +0.02, 1r= 0.22 + 0.03 ps). The
values of ki/10™ s for Trp and BSA photoxidation demonstrated that OEP
(Trp= 2.80 + 0.05 and BSA= 2.50 + 0.1) is more efficient than m-TMP (Trp=
1.62 + 0.07 and BSA= 153 + 0.06) and VOOEP (Trp= 0.81 + 0.08 and BSA=
0.62 + 0.04). The photodestruction percentage of erythrocytes revealed that
the photodynamic activity of OEP is more pronounced than that of m-TMP and
VOOEP. The values of ks and the photodestruction percentage were reduced
by the presence of singlet oxygen ('O:) scavengers and increased by
deuterium oxide indicating that 'O; is responsible by OEP, VOOEP, and m-TMP
photoactivity. Additionally it was demonstrated that the photodynamic
efficiency of OEP, VOOEP, and m-TMP was increased by liposome-
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incorporation. This incorporation diminished the aggregation of these
porphyrins, increasing the photodestruction percentage of erythrocytes.
These results indicated that differences observed in the photodynamic
activity between porphyrins could be associated with differences in their
molecular structures. The photophysical parameters, photooxidation of
biomolecules, and photodestruction of erythrocytes clearly indicate that the
vanadyl group (V=0) interferes in the photodynamic activity of OEP causing a

considerable reduction in its efficiency.
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num meio contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20® 0,1% (m/v) e solvente
orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de
etila para m-TMP) e caminho ético de 05 cm e a 28°C. Os valores
apresentados representam a média de trés medidas + desvio padrdo
BMOSTIAL ..ot sestss st ssm e e eenert s eesmeseeess e eees
Figura 30. Efeito de diferentes concentracdes de manitol na de foto-
destruicdo de eritrécitos ocasionada por OEP (a), VOOEP (b) e m-TMP
(c). Este experimento foi realizado num meio contendo tampéo PBS pH
74. Tween 20® 01% (m/v) e solvente orgdnico 0,25% (v/v)
(tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e
caminho ético de 0.5 cm e a 28°C. Os valores apresentados representam
a média de trés medidas + desvio padrdo amostral. ..o,
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Figura 31. Efeito de D,0 na porcentagem de foto-destruicdo de
eritrécitos ocasionada por OEP(a), VOOEP (b) ¢ m-TMP (c). Este
experimento foi realizade num meio contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween
20° 0,1% (m/v) e solvente orgénico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para
OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e caminho ético 0.5 cm a
28°C. Os valores apresentados representam a média de trés medidas +
desvio padrao GMOSTTGL.......coov.ecneerieees e se e s eee oo
Figura 32. Efeito de diferentes concentragdes de NaN; na porcentagem
de foto-destruicdo de eritrécitos ocasionada por OEP (a), VOOEP (b) e
m-TMP (c). Este experimento foi realizado num meio contendo tampdo
PBS pH 7,4. Tween 20° 0,1% (m/v) e solvente orgénico 0,25% (v/v)
(tefrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e
caminho ético de 0,5 cm a 28°C. Os valores apresentados representam a
média de trés medidas = desvio padrdo amostral.............ooo.oooovovoo
Figura 33. Efeito de diferentes concentracdes de L-histidinga na
porcentagem de foto-destruicdo de eritrécitos ocasionada por QEP (a),
VOOEP (b), m-TMP (c). Este experimento foi realizado num meio
contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween 20® 0,1% (m/v) e solvente organico
0.25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para
m-TMP) e caminho ético de 05 cm a 28°C. Os valores apresentados
representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral..................
Figura 34. Fluorescéncia de OEP em 620 nm (a), VOOEP em 623 nm (c) e
m-TMP em 650 nm (b) em funcdo da concentracdo de lipossoma. Este
experimento foi realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7.4 e
solvente orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e
acetato de etila para m-TMP) mantido @ 45°C.........cocooemovommoeoeoeeeoeeeeeeeo.
Figura 35. (a) Aumento da absorbéncia de m-TMP em funcdo de sua
concentragdo em octanol e (b) equagdo da reta determinada para m-TMP..
Figura 36. Espectros de absorbdncia de moléculas de OEP (a), VOOEP
(b) e m-TMP (c) que ndo foram incorporadas em lipossomas e migraram
para octanol no sistema bifdsico composto de solugdo aquosa de lipossoma
€ OCTANOL........ooroeiee ettt et ses et e ee e
Figura 37. Supressdo da fluorescéncia de OEP, por iodeto, na auséncia
(a) e presenga (b) de lipossoma. Experimento realizade num meio
contendo Tampdo PBS PH 7 4.
Figura 38. Supressdo da fluorescéncia de mTMP, por iodeto, na
auséncia (a) e presenca (b) de lipossoma. Experimento realizado num meio
contendo $ampao PBS PH 7, 4. eeeeee e eere e eeeeee e
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Figura 39. Espectros de fluorescéncia de 10uM de VOOEP na auséncia
(a) e presenca de lipossoma (b). Na auséncia de lipossoma o meio utilizado
continha tampdo PBS pH 7 4. Tween 20® 0,6% (m/v) e solvente organico
2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-
TMP). Na presenca de lipossoma utilizou-se um meio tamponado com PBS

Figura 40. Foto-destruigdo de células de eritrécitos na presenca e
auséncia de lipossoma e de OEP (a), VOOEP (b) e m-TMP (c). Experimento
realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7.4 ........coomvvveommoreeeoeoere
Figura 41. Estabilidade das formulagdes (porfirina/lipossoma) na
presenca e auséncia de colesterol. Estabilidade verificada através da
absorbdncia de OEP medida em 398 nm (a), de VOOEP medida em 408 nm
(b) e de m-TMP medida em 418 nm (c) em fungdio do tempo. No nono dia
foi realizada a sonicagdo para restabelecer a absorbdncia. Este
experimento foi realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7 4..............
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1. Introdugdo
1.1, O cancer

Nenhuma .doenga incita tanto medo quanto o cdncer. Jd ndo é apenas um
problema médicol O medo coletive da doenga, ao longo deste século, tomou a
forma de um sentimento irracional, equivalente ao temor que os povos antigos
tinham diante de suas divindades malévolas e vingativas. Numa frase perfeita,
o bidlogo molecular inglés Mel Greaves, do Instituto de Pesquisa do Cdncer, em
Londres, definiu a doenga como um "“predador obsceno e demoniaco, um cagador
sombrio e quase invencivel”. Peyton Rous, que recebeu o prémio Nobel por seu
trabalho pioneiro sobre oncologia viral (cdncer provocado por certos tipos de
virus), escreveu que “os tumores destroem o homem de maneira peculiar e
apavorante, jé que a carne de sua prépria carne de alguma forma se torna
proliferativa, agressiva, predatéria e ingoverndvel” !,

O céncer ¢ mais antigo do que a prépria humanidade. Na verdade, se
este distirbio acomete qualquer organismo multicelular, deve existir a pelo
menos 500 milhdes de anos. No ano 400 a.C, 0 médico grego Hipdcrates
comparou as veias que irradiam a partir de alguns tumores de mama as pernas
de um caranguejo. Ele deu a moléstia o nome de karkinoma (carcinoma), que em
grego significa caranguejo. Embora isso mostre que a doenga jd era conhecida
desde a antiguidade, apenas nas ultimas décadas, mais de dois milénios depois,
os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de tumores comecaram a ser
compreendidos. Sabe-se agora, que esta patologia se caracteriza por uma

proliferagdo descontrolada das células (Fig. 1), levando a tecidos de aspecto
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desorganizado (os tumores). As células de um tumor descendem de uma sé
célula que, em determinado momento, em fungdo de alteragdes (mutagdes) em
seu material genético (DNA), passa a se reproduzir de modo descontrolado,

transmitindo essas modificacSes as suas descendentes®.

Figura 1. Como surge o tumor: ao sofrer uma mutagdo letal, uma célula passa a
se reproduzir de modo descontrolado (B): uma nova mutacdo cria células
diferenciadas, ou seja, anormais (C). em seguida, outras mutaces tornam o
tumor ainda mais agressivo, mas ainda contido nos limites entre tecidos (D);
finalmente, o Tfumor lanca células no sangue (metdstase) (E), podendo gerar
novos tumores em outros locais do organismo (fonte: referéncia 2).

Um grande grupo de agentes quimicos, bioldgicos e fisicos pode causar
cincer direta ou indiretamente. Muitos desses agentes, que lesam o DNA,
incluem substdncias quimicas - como benzopireno, benzeno, aflotoxina e
nitrosaminas. Além disso, os agentes fisicos como radiagdo ionizante ou luz
ultravioleta também podem ocasionar tumores. Alguns virus como o da leucemia
de células T humanas, o do papiloma e o de Epstein-Barr, foram implicados
como causa de cdnceres humanos, assim como fatores dietéticos, como as
gorduras saturadas e auséncia de fibras na dieta™**.

Além dos fatores ambientais, a susceptibilidade do hospedeiro tem

sido considerada um determinante critico do processo carcinogénico. Isto é

parcialmente explicado por diferencas genéticas na capacidade de metabolizar

2
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um precursor até o carcinogénio, por diferencas no meio hormonal, na
resisténcia imunoldgica e por mutacdo ou delecdo herdada ou adquirida de
genes especificos, como o supressor do retinoblastoma, que protege contra o
cdncer {os chamados genes supressores tumorais). A grande incidéncia de
clncer em certas familias é tida como resultado da heranca de mutacdes em
genes que protegem as células normais contra estimulos de crescimento e
proliferacdo’”. Um destes genes é o que codifica a proteina p53. Este gene é
considerado o mestre no reparo do DNA da célule. Quando o DNA estd
danificado, a proteina p53 torna-se ativa. Esta protefna estimula a transcrigdo
do gene que codifica a proteina p21 e esta por sua vez inibe o complexo Cdk
que é responsdvel pelo estimulo da divisdo celular. Assim, a célula com o DNA
danificado fica impedida de originar outras células antes de ter seu DNA
reparado, evitando assim a proliferagdo de células defeituosas e o
aparecimento de tumores. Caso a lesdo do DNA ndo possa ser reparada, a
proteina p53 induz a célula ao suicidio, através de um mecanismo de morte
celular programada conhecido como apoptose. Este evento impede que células
com potencial cancerigeno se proliferem no organismo. Portanto, uma mutacdo
neste gene seria fatal. De fato, qualquer mutacdo, que lese irreversivelmente
um dos genes envolvidos na apoptose, poderd gerar um tumor, uma vez, que o
organismo perde o controle sobre a proliferacdo celular®.

Todos 0s anos cerca de 7 milhdes de pessoas morrem de céncer no
mundo. No Brasil, s6 o cdncer de pulmdo fez 12.750 vitimas em 1999. Em 2002
o nimero de brasileiros, portadores desta patologia chegbu a 400.000 e,
destes, 130.000 perderam suas vidas®. Mas, apesar destes dados alarmantes, a

visdo assombrada da doenca parece estar perdendo seu contraponto na
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realidade. O avango das pesquisas, que buscam entender e desenvolver
Tratamentos para a cura desta patologia aponta pare um cendrio que
desautoriza grandemente o velho conceito de que o cdncer é um mal incurdvel,
uma moléstia sem cura nem explicagdo.

No Brasil, como em vdrias outras partes do mundo, alguns tratamentos
tém sido adotados com relativo sucesso. Os trés classicamente utilizados sdo:
a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia. Estes tratamentos sdo eficazes
contra vdrios tipos de tumores e em muitos casos proporcionam um
considerdvel aumento no tempo de vida do paciente. No entanto, estas
terapias apresentam efeitos colaterais bastante dolorosos. Dentre estes
efeitos destacam-se: a desfiguragdio do paciente, com prejuizos a sua auto-
estima (cirurgia), queda de cabelo, nduseas, vomitos, diarréia, além de cansaco
exagerado (quimioterapia e radioterapia), etc. Em virtude destes problemas,
alguns outros tratamentos té€m sido adotados, dentre os quais se destaca a

Terapia Fotodindmica (TFD)'.

1.2. A Terapia Fotodindamica

Diversos compostos quimicos absorvem luz e transformam esta energia
luminosa em energia quimica. Este tipo de processo é comum na natureza,
estando envolvido, por exemplo, na fotossintese realizada pelas plantas,
através da qual a luz do sol € convertida em energia quimica®. Este mesmo
principio de absorcdo de energia luminosa, e da sua conversdo em energia
quimica, é utilizado na TFDE,

A TFD € um tfratamento clinico, que emprega a combinacio de luz,
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oxigénio e um composto fotossensibilizador (FTS), para o tratamento de uma
variedade de tumores®. Esta técnica se baseia na administragdo do FTS no
paciente e, apds algumas horas, irradiagdo do tecido tumoral com luz visivel. O
FTS, excitado pela luz, transfere energia e/ou elétrons para o oxigénio,
gerando espécies reativas de oxigénio (EROs). Tais espécies geram um
estresse oxidativo, no tecido tumoral, ocasionande a morte, das células

cancerigenas, por apoptose e/ou necrose (Fig. 2)%13,

introdugao de fibra dptica via oral
e irradiagao com luz visivel

regressao do tumor

Pt

- tumor no esdfago

ap-licagéo do FTS

Figura 2. Esquema de tratamento de um tumor com TFD.

A gerago de EROs pode ocorrer através de dois mecanismos
conhecidos como tipo I e tipo II. Nos dois mecanismos o FTS é excitado pela luz
passando do estado singlete fundamental (So) para o estado singlete excitado
(S1). A partir deste estado o FTS pode retornar ao estado fundamental S por
fluorescéncia ou, através do cruzamento intersistema, ir para o estado triplete
excitado (T1). A partir deste estado intermedidrio, o FTS pode liberar energia
por fosforescéncia ou transferir elétrons (mecanismo tipo I) e/ou energia
(mecanismo tipo IT} para o oxigénio no estado fundamental (*0;) gerando
radical superéxido (O.") (mecanismo tipo I) e/ou oxigénio singlete (‘O»)

(mecanismo tipo II)" (Fig. 3).
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Bunucléculas vxidadas
Bromolérlas

FZE G,

 Py—

Tipo O

{;I"“’E —hY . Fotosenshilizador FTS) Bicmeleculas oxidadas

Tipol 5

Figura 3. Mecanismos (tipo I e 11} de geracdo de EROs pela combinacdo de luz,
fotossensibilizador (FTS) e oxigénio no estado fundamental (°0;). ©
fotossensibilizador no estado singlete fundamental (Sp) é irradiado com luz
gerando fotossensibilizador no estado singlete excitado (S:). O S pode decair
para o estado triplete excitade (T:) gerando radical superéxido (30;™)
(mecanismo tipo I} e/ou oxigénio singlete (10,) (mecanismo tipo II), Estas EROs
podem causar danos em biomoléculas (dcidos nucléicos, lipidios e proteinas) das
células tumorais.

O mecanismo de transferéncia de energia (tipo IT) aparenta ser mais
eficiente (constantes de velocidade por volta de 2x10'° M?s?) quando
comparado com as constantes de velocidade das reagoes de transferéncia de
elétrons (tipo I), usualmente abaixo de 107 M's?. Esta transferéncia de
energia do estado excitado T; do fotossensibilizador para o oxigénio é muito
rdpida’>'®Y, o que explica a predominncia do mecanismo tipo II em
tratamentos com TFD®. O oxigénio singlete produzido neste processo pode

reagir com lipideos insaturados, proteinas e aminodcidos. Estas biomoléculas

sdo as principais constituintes das membranas bioldgicas, sendo alvos celulares
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destruidos na TFD. Portanto, estas reacdes ocasionam alteracdes da
permeabilidade celular, provocando a lise destas células e conseqlientemente a

morte do tecido tumoral®.

1.2.1. A indugdo da morte de células tumorais pela TFD

A apoptose é um tipo de morte celular comum nos organismos
multicelulares. Esse tipo de morte se baseia no suicidio de uma célula quando a
mesma j& ndo é mais necessdria ao organismo. Isto é muito importante, pois
controla o nimero de células de um individuo, impedindo um crescimento celular
descontrolado (céncer)®,

Antes de uma célula se dividir para dar origem a outra, ocorre a
checagem do seu material genético (DNA), para se ter certeza que provdveis
mutagdes ndo sejam passadas adiante. Nesse processo de checagem, o gene
p53 tem um papel crucial. Tal gene comanda um mecanismo que repara o DNA
danificado da célula mde e a libera para que ocorra a divisdo. No entanto, se os
erros ou mutacGes no material genético sdo muito expressivos e o sistema de
reparo € incapaz de repard-los, o gene p53 ird acionar um outro mecanismo que
induz a célula mde ao suicidio (apoptose). Isto impede a geragdo de mais células
mutagénicas, o que evita o aparecimento de tumores. Logo, conclui-se que um
defeito nesse mecanismo de apoptose pode ser catastréfico para um organismo
multicelular®.

Em muitos tratamentos com TFD tem se observado gue os agentes
fotossensibilizadores, depois de excitados pela luz, estimulam a apoptose em

células cancerigenas. Muitos desses fotossensibilizadores atuam na
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mitocdndria’®. Isto é muito importante, jé que essa organela tem um papel
fundamental no processo apoptético?®?!, As EROs produzidas na TFD provocam
um estresse oxidativo na mitocondria, fazendo com que a mesma libere, no
citosol, proteinas pré-apoptéticas, como o citocromo ¢ e a proteina Smac
Diablo. Tais proteinas ativam um grupo de outras proteinas conhecidas como
caspases, que por sua vez induzem a fragmentacio do DNA da célula
cancerigena, provocando sua morte®?? Além disto, as espécies reativas de
oxigénio, oriundas da TFD, podem inativar proteinas como a Bcl-2, que
protegem as células cancerigenas da apoptose®®. Relatos destes e outros
eventos, provando a ativagdo da apoptose por tratamentos com TFD, t&m sido

bem descritos na literatura®®3’
1.2.2. Fotossensibilizadores

Porfirinas, clorinas e bacterioclorinas (Fig. 4) estdo entre os
fotossensibilizadores mais estudados para uso em TFD. Entretanto, outras
classes de fotossensibilizadores porfirindides como ftalocianinas e texapirinas
também tém sido avaliados. As porfirinas, clorinas e bacterioclorinas possuem
absor¢éio mdxima na regido do vermelho do espectro eletromagnético e sdo
eficientes geradores de '0,. A absorcdo mdxima na regido do vermelho permite

que a luz penetre mais profundamente no tecido®.
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(a) (b) (c)

porfirinas clorinas bacterioclorinas

Figura 4. Anéis porfirinicos com 22 (a), 20 (b) e 18 (c) elétrons =
respectivamente.

Os compostos porfirinicos sdo, geralmente, moléculas aromdticas
planares compostas por quatro unidades pirrélicas arranjadas simetricamente.
Embora texapirinas possuam 3 unidades pirrélicas e ftalocianinas sejam ligadas
por pontes azonas, ambas as moléculas sdo planares e aromdticas e possuem
propriedades fotofisicas semelhantes a porfirinas. Por causa do seu extenso
sistema aromdtico, estas moléculas absorvem luz na regido do espectro
visivel®,

Porfirinas possuem uma grande banda de absor¢do em torno de 400 nm,
conhecida como banda de Soret (Figura 5). Esta banda ndo pode ser
aproveitada em TFD, uma vez que a iuz com este comprimento de onda néo
penetra profundamente no tecido. Ao invés disso, utilizam-se bandas de 600 a
800 nm. Tais bandas sdo chamadas de bandas-Q e as porfirinas exibem uma
banda deste tipo em tforno de 630 nm enquanto que em clorinas e

bacterioclorinas elas aparecem em 650 e 710 nm respectivamente®=®.
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Figura 5. Espectro de absorbéncia de octaetilporfirina (OEP) apresentando
uma banda de grande intensidade (banda de Soret em 399 nm) e quatro bandas
menores (bandas Q em 500, 534, 570 e 625 nm).

Os diferentes espectros de absorcdo entre porfirinas, clorinas e
bacterioclorinas podem ser explicados pelo nimero de elétrons =

deslocalizados no anel aromdtico que se comportam como particulas numa caixa

(Fig. 6).

-
-

Figura 6. Diagrama descrevendo um elétron em uma regido L delimitada por
barreiras de energia potencial (U) infinita (particula na caixa).

10
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A equagdo 1 apresenta os niveis de energia na caixa, calculados a partir
de solugdes da equagdio de Schrodinger. Nesta equacdo h é a constante de
Planck, n € o estado de energia do elétron, m é a massa do elétron e L é a
regido delimitada da caixa. O termo E(n,N) trata da perturbacdo ocasionada,
nos niveis de energia, decorrente das interacdes elétron-elétron. Por fim N

representa o ndmero de particulas (elétrons) na caixa’.

E. = h2 (n+1)* + E(n,N) (1)
8mL*
n=0123...
N=123......

O termo de perturbagto E(n,N) é igual a zero se hd somente um elétron
na caixa, no entanto ele aumenta quando tal nimero sobe. A equacdo 1 é uma
grande simplificaclo, mas mesmo assim, ela pode ser utilizada para ilustrar
este principio. O diagrama apresentado na Figura 7 demonstra que os estados
de energia acessiveis para elétrons de valéncia mudam na presenca de outros
elétrons. Nota-se que a energia requerida para excitar um elétron de um
estado de menor energia (n=0) para um de maior energia (n=9) aumenta, quando
o nimero de elétrons no anel porfirinico cresce. Levando ~se em consideracdo
que a energia ¢ proporcional a freqiiéncia e inversamente proporcional ao
comprimento de onda pode-se entdo explicar por que os comprimentos de
ondas utilizados para excitar porfirinas (com 22 elétrons n) sdo menores do
que os utilizados para excitar clorinas (com 20 elétrons 1) e bacterioclorinas

(com 18 elétrons ) respectivamente’.

11
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n:

n=( n=0

N=0 N>0
Figura 7. Um diagrama de energia descrevendo a forma como o aumento do
ndmero de elétrons « em uma porfirina interfere na energia de transicdo.

As porfirinas e seus derivados sdo conhecidos por serem eficientes
geradores de oxigénio singlete. A eficiéncia na produgdo deste tipo de oxigénio
pode ser empiricamente determinada pelo cdlculo do rendimento quéntico (®).
Este pardmetro descreve o nimero de moléculas de oxigénio singlete que séo

formadas por féton absorvido pela molécula da porfiring’.

1.2.3. Fotossensibilizadores ideais

Um bom FTS tem que ser clinicamente adequado. Para isso deve
apresentar baixa toxicidade no escuro, uma certa solubilidade e ser seletivo
para o tecido doente, evitando aclimulo em tecidos sadios®®. Além disso, deve
ser capaz de penetrar na célula e se acumular em organelas estratégicas como
mitocdndria, reticulo endoplasmdtico, lisossomos e complexo de golgi. Estas
organelas, principalmente a mitocéndria, possuem papel fundamental na morte
celular programada'*!

Outro pré-requisito importante é que o FTS possua um longo tempo de
vida no estado triplete. Assim, q geracdo de EROs serd suficiente para que o

12
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tratamento renda bons resultados™. No entanto, eventos como, formacdo de
agregados (Fig. 8) entre as moléculas do préprioc FTS podem prejudicar o
processo de geragdo de EROs, uma vez que ocorrerdo decaimentos ndo

radioativos por processos de converséo interna, dificultando a transferéncia

30239,42,43'

de energia para o

Figura 8. Estrutura de agregados de porfirinas com conformacdo face a face
(a) e inferagdo entre dimeros para formacdo de oligbmeros (b). (Fonte:
referéncia 45).

Outra caracteristica importante de um bom FTS é que o mesmo ndo
sofra foto-degradagdo (foto-branqueamento) durante o tratamento clinico. O
foto-branqueamento é um processo ocasionado pela reacéio do FTS com o
'0,*** (Fig. 9). Ele pode ser medido pelo decaimento na intensidade de
fluorescéncia do FTS em presenca de luz e oxigénio*. Tal evento compromete
a produgcdo de EROs fazendo com que doses elevadas do fotossensibilizador
tenham que ser administradas para compensar a perda pelo foto-
branqueamento. Mas se a velocidade deste foto-branqueamento for lenta e ndo

prejudicar o tratamento, ele passa a ser interessante, uma vez que serve para
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eliminar o FTS apés a terapia. Isto é importante, jd que diminui o tempo que o
paciente tem que ficar ao abrigo da luz solar para evitar fotossensibilidade da
pele. Foi demonstrado que uma baixa iluminagdo, ou iluminagdo controlada pode,

de fato, eliminar os efeitos da fotossensibilidade, pos TFD, ocasionada por

actimulo de Photofrin® na pele®.

Figura 9. Foto-branqueamento de um composto porfirinico na presenca de
oxigénio singlete. (Fonte: referéncia 45).

Para melhorar o efeito fotodindmico de um FTS, minimizando os
problemas de agregacdo, pouca ou nenhuma solubilidade, foto-branqueamento
exagerado, falta de penetracdo na célula e baixa seletividade, uma das
alternativas é promover o encapsulamento destas substdncias em sistemas
como: ciclodextrinas®, dendrimeros*’, lipossomas, micro e nanoparticulas.
Além disso, o encapsulamento protegeria o FTS da biotransformacdo que o

mesmo poderia sofrer durante seu trajeto até o tecido alvo®®.
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1.2.4. Encapsulamento de fotossensibilizadores em lipossomas

Os lipossomas podem ser definidos como associacdes coloidais de
lipidios anfipdticos, que se organizam espontaneamente em estruturas
fechadas do tipo concha esférica. Eles podem ser preparades a partir de
misturas lipidicas naturais extraidas e purificadas, ou a partir de lipideos
sintéticos, disponiveis comercialmente. Este tipo de micela pode ser
classificado em termos de tamanho, nimero de lamelas, constitui¢do lipidica,
estabilidade e modo de preparo®. Destas, a classificacdo baseada em nimero e
tamanho de bicamadas lipidicas, é a mais usada®™. Assim, podemos ter
lipossomas com vdrias camadas lipidicas (MLV), unilamelares grandes (LUV) e
unilamelares pequenas (SUV), além de outras. Tais tipos de estruturas podem
ser obtidos inserindo-se um filme lipidico seco em solucdo aquosa para
promover sua hidratagdo. A posterior agitacdo leva & formacdo de estruturas
MLV. A extrusdo destas estruturas resulta em LUV. Jd a sonificacdo e
homogeinizacdo ocasionam a formagdo de pequenas vesiculas do tipo SUV™

(Fig. 10).
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Figura 10. Representagdo de preparacdo de lipossomas MLV, SUV e LUV,
(Fonte: referéncia. 52).

Além do nimero e tamanho das lamelas, um outro fator essencial na
caracterizacdo de lipossomas € a constituicdo de suas bicamadas lipidicas. A
composicdo fosfolipidica, a presenca de esterdis, a proporcdo destes
componentes e a inser¢do de outras moléculas nas bicamadas, como por
exemplo colesterol, vdo condicionar vdrios pardmetros da membrana e do
proprio lipossoma como: carga, estabilidade, curvatura das bicamadas entre
outras®.

O primeiro grande passo no estudo de lipossomas veio do trabalho Alec
Bangham e colaboradores®™. Em 1965, eles caracterizaram um sistema de
vesiculas fosfolipidicas ao qual, trés anos mais tarde, seria dado o nome de
lipossomas®. Apés este trabalho, os lipossomas impuseram-se como um sistema
modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas. Em 1971, Gregory

Gregoriadis® propés pela primeira vez a utilizacdo de lipossomas como sistema
g pos p ¢
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fransportador de fdrmacos. Na década de 70 e inicio de 80, houve uma
verdadeira euforia pelo potencial de aplicagdo destas micelas nas indistrias
médicas, farmacéuticas e de cosméticos. Atualmente, os lipossomas ainda sdo
largamente utilizados®".

Os lipossomas sdo excelentes transportadores de fotossensibilizadores
e outros tipos de fdrmacos. Eles aumentam o potencial terapéutico de um
composto, impedindo que este se perca no seu trajeto para um alvo especifico,
evitando simultaneamente a ocorréncia de efeitos secunddrios nocivos em
outras partes do organismo. Alguns trabalhos tém demonstrado que este tipo
de encapsulador ¢ ideal para uso em TFD*. Seu emprego tem proporcionado
excelentes resultados no que diz respeito & melhora da eficiéncia fotodindmica
de um FTS. Problemas como agregagdo, foto-branqueamento exagerado e baixa
seletividade podem ser minimizados, quando se utiliza um lipossoma como

agente encapsulador®-®!

1.2.5. A busca por novos fotossensibilizadores

Um dos agentes fototerapéuticos mais empregados para uso clinico é o
Photofrin®. Este medicamento, cuja constituicdo é baseada numa mistura de
hematoporfirinas, € largamente utilizado no tratamento de uma variedade de
tumores tanto nos Estados Unidos quanto na Europa e Japdo®23%4 No Brasil o
andlogo russo do Photofrin®, conhecido como Photogen®, vem sendo utilizado
pela equipe do Dr. Guilherme Cestari Filho, médico do Hospital Amaral de
Carvalho em Jad-SP que foi pioneiro na implantacdo da terapia fotodindmica no

pais, e pela equipe da Profa. Dra. Cacilda da Silva Souza, médica do Hospital
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das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-SP.

Mesmo sendo um medicamento eficiente, o Photofrin® apresenta alguns
inconvenientes: primeiramente ele requer altas dosagens para a obtencdo de
uma resposta terapéutica satisfatéria o que provoca efeitos colaterais como,
por exemplo, aumento da freqiiéncia urindria e espasmos da bexiga’. Além
disso, possui uma baixa seletividade para tecidos tumorais, acumulando-se,
também, em tecidos sadios. O seu longo tempo de permanéncia na regido
cut@nea, apés o tratamento, faz com que o paciente tenha que ficar ao abrigo
da luz natural por um longo perfodo®*®. Estes problemas tém estimulado a
busca por novos fotossensibilizadores para uso em TFD.

Dentre os compostos mais pesquisades, encontram-se as
bacterioclorinas, clorinas, purpurinas e ftalocianinas. Estas substéncias
apresenfam a mesma estrutura principal das porfirinas, as quais sdo
caracterizadas pelos quatro anéis pirrélicos*® (Fig. 11).

As ftalocianinas, por exemplo, possuem a alta afinidade para tecidos
tumorais. Vdrios complexos de ftalocianinas com elementos de ndo transicdo
(ex: Zn, Al, Si) t€m apresentade boa atividade anti-tumoral. Além das
ftalocianinas, o Foscan®, uma substdncia da familia das meso
tetrahidroxifenilporfirinas, também apresenta boa atividade anti tumoral. Esta
substancia pode ser empregada no combate a diferentes tipos de cdncer como
esofdgico, pulmonar, laringeo, tordcico e de pele!®. Uma outra substéncia,
também conhecida, é a monoaspartil clorina (Npeé). Seu potencial de combate
a tumores tem sido investigado contra adenocarcinoma de seios, carcinoma de
células basais e escamosas®”. A Purliting, por sua vez, ¢ uma clorina, que possui

absorgdo mdxima em 650 nm e tem sido avaliada no tratamento de céncer de
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seio recorrente®® e neovascularizagdo da cérnea®®. O metotrexato, que é um
medicamento usado na quimioterapia de vdrios tumores, tem sido,

recentemente, estudado para ser usado também em TFD°.

07
OJ\ OH ‘%\OH

CO,CH,CH;
protoporfirina I1X etiopurpurina benzoporfirina
(Purlytin) (Verteporfin}

m-tetrahidroxifenilporfirina meso-tetrafenilporfirina .
ftalocianina

{foscan)

Figura 11. Estrutura de alguns fotossensibilizadores que tém sido avaliados
para uso em TFD.

Além das substéncias citadas, compostos naturais e extratos de
plantas também tém sido estudados para serem usados em TFD”'. A clorofila e
bacterioclorofila sdo exemplos de compostos naturais que tem sido
investigados como possiveis candidatos a fotossensibilizadores. No entanto

estas substdncias sdo muito instdveis, sendo necessdrias modi ficagdes em suas
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estruturas, a fim de tornd-las mais adequadas para uso em TFD. A clorofila,
por exemplo, pode ser empregada na sintese de clorinas que possuem
moderada atividade /7 vivo'®72,

Extratos de plantas também tém sido estudados como fonte de
substdncias com potencial fotossensibilizador. Extratos de Hypericum
perforatum, por exemplo, t€m apresentado alta atividade fototéxica’®. A
mesma atividade tem sido verificada em pigmento verde isolado de Psychotria
acuminata, uma planta origindria de Belize, América Central, que demonstra um
promissor potencial fototerapéutico’™. Mais recentemente, foi verificado,
também, que extrato etandlico, de bambu, pode induzir, rapidamente, a morte
celular programada (apoptose) de células leucémicas, na presenca de luz e
oxigénio. Esta propriedade fototéxica foi atribuida a duas substéncias,

presentes no bambu, conhecidas como hidroxipurpurinas”.

2. Objetivos

Este trabalho tem os seguintes objetives: 1) avaliar a atividade
fotodindmica de octaetilporfirina (OEP) e meso-tetramesitilporfirina (m-TMP)
(Fig. 12) através das medidas de pardmetros fotofisicos, foto-oxidacdo de
biomoléculas e foto-destruicdo de células de eritrécitos, 2) determinar qual o
tipo de mecanismo (I ou II) é o predominante nestas reacdes, 3) promover o
encapsulamento das porfirinas em lipossomas objetivando o preparo de
formulagdes para futuras aplicagdes /n vivo, 4) comparar a atividade
fotodindmica das porfirinas encapsuladas com as porfirinas livres e 5) avaliar a

influéncia do grupo vanadil (V=0) na atividade fotodindmica de OEP (Fig. 12).
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Figura 12. Estruturas de OEP (a), VOOEP (b) e mTMP (c).

3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

As porfirinas m-TMP, OEP e VOOEP foram obtidas da Porphyrin
Product, Inc. (Logan Utah, USA). A proteina albumina bovina (BSA), o
aminodcido triptofano (Trp), o surfactante polioxietilenosorbitan monolaurato
(Tween 20°), a L-histidina, o colesterol e os fosfolipidios do tipo
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) foram obtidos da Sigma Chemical Company
(St. Louis, USA). O NaCl, NaHzPO4 NazHPO, e a azida de sédio (NaN3) foram
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obtidos da Merck (Darmstald, Alemanha). Os solventes acetato de etila,
cloroférmio e tetrahidrofurano (THF) foram obtidos da Synth (Diadema,
Brasil). A dgua deuterada (D20) foi obtida da Aldrich Chemical Company, Inc
(Milwaukee, USA). O sangue humano foi doado pelo Hemocentro do Hospital
das Clinicas da UNICAMP. Com exceclio das medidas de pardmetros
fotofisicos, realizadas na USP de Ribeirdo Preto-SP, as demais medidas foram
realizadas, utilizando-se os seguintes equipamentos: lémpada de mercirio
Philips HPLN 80W com filtro para blogueic das emissdes abaixo de 400 nm e
acima de 600 nm, espectrofotdmetre UV/Vis Hewlett Packard modelo 8453,
espectrofluorimetro da marca Perkin Elmer modelo LS55, balan¢a analitica
Mettler AE200, microbalanca Perkin Elmer AD-6, banho de ultra-som modelo
8B90R-MT Cole-Parmer (Vernon Hills, USA), centrifugas NT-811 (Nova

Técnica) e Revan 14000D (Revan Instrumentos Cientificos).

3.2. Métodos

3.2.1. Medidas de parémetros fotofisicos

As medidas de pardmetros fotofisicos foram realizadas no Laboratério
de Fotoquimica e Fotobiologia do Departamento de Quimica da USP de Ribeirdo
Preto-SP.

Os espectros de absorbdncia e fluorescéncia foram obtidos de
amestras contendo 10uM de OEP, VOOEP ou mTMP dissolvidos em
cloroférmio. As medidas de absorbéncia foram realizadas no intervalo entre

300-800 nm utilizando-se um espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 20. Os
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espectros de fluorescéncia foram obtidos no intervalo entre 500-600 nm
excitando-se OEP, VOOEP e m-TMP em 398, 408 e 418 nm respectivamente.
Para isso utilizou-se um espectrofluorimetro Ivon Jobin Fluorolog 3.

Para medida do tempo de vida de fluorescéncia foi utilizada uma
técnica conhecida como contagem simples de fétons correlacionada com o
tempo ou “Time-correlated single-photon counting” (TCSPC)’®. O instrumento
para este tipo de medida é compreendido por um laser Nd:YAG (Antares
coherent 764) de duplo feixe que ¢é direcionade para dentro de uma cavidade
contendo a porfirina e rodoamina. Este instrumento produz pulsos de 3,8 MHz
com uma forca média de 1040 mW na escala de 500-800 nm. A emissdo de
fluorescéncia foi coletada em 90 segundos e o melhor comprimento de onda, de
emissdo, foi selecionado por um monocromador. Uma placa microcanal
(Hamamatsu 1564-UO1) foi usada para detectar a emissdo de fluorescéncia,
Junto com discriminadores do padrdo, conversor de tempo em amplitude e um
analisador multi-canal (Canberra 35). Os decaimentos foram medidos na
intensidade mdxima, com um minimo de 20000 contagens na canaleta’®.

As medidas dos transientes e tempos de vida do estado triplete foram
realizadas utilizando-se um espectrofotémetro de laser flash photolysis, que
permitiu a captagdo simultdnea do espectro de absorg¢do do transiente (200-
800 nm) e da cinética do transiente em um dnico comprimento de onda”’. Este
sistema utiliza o terceiro harménico (355 nm) de um laser Nd-YAG. O
comprimento do puiso foi de 8ns, o didmetro do feixe incidente foide 6 mmea
taxa de repeticdo foi de 10 Hertz. A energia do pulso foi de 30 mJ por puilso,
medida por um medidor de forgca de L-30V. Foi usada uma ldmpada de

tungsténio-halogénio de 400 W como prova. Um feixe de ldmpada colimado
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(1 mm de didmetro) passou através da amostra presente em uma cubeta de
lem de tamanho. A cinética de decaimento foi medida em um dnico
comprimento de onda usando um monocromador (Bentham M300) em um
fotomultiplicador (Hamamatsu, R928P). A queda do transiente foi medida com
um ociloscdpio digital Tetronix TDS 340A. A andlise dos resultados foi feita
num software fornecido pela empresa Edimburg Instruments.

As medidas de rendimento qudntico de oxigénio singlete foram
realizadas baseando-se na determinagdo direta pela medida de luminescéncia
do oxigénio singlete em 1200 nm. O instrumento usado neste procedimento fo
o mesmo descrito para medidas de estado triplete, com pequenas mudangas. O
laser de excitagdo foi o mesmo. Entretanto, um detector que opera em um
sistema refrigerado com nitrogénio substituiu o fotomultiplicador. O sinal foi
transferido ao mesmo ociloscépio digital e a andlise foi realizada no software
fornecido pela Edimburg Instruments. Um filtro de silicone foi usado para
evitar que o sinal de fluorescéncia interferisse na luminescéncia do oxigénio

singlete.

3.2.2. Foto-oxidagdo de biomoléculas

SolugGes aquosas contendo 50 pM do aminodeido triptofano (Trp) ou
10uM da proteina albumina bovina (BSA), foram preparadas em tampdo fosfato
salino (PBS: 0,15 M de NaCl, 1,9 mM NaH:PO,, 8,1 mM NaHPQ,, pH 7.4) além
de surfactante Tween 20° 0,6% (m/v) e solvente orgénico 2% (v/v)
(tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP). Estas

solugdes foram saturadas com oxigénio e irradiadas com ldmpada de mercirio
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(filtro de 400-600nm) a 5 c¢m de disténcia durante 60 minutos. As
fluorescéncias de Trp e BSA foram obtidas através da excitacdo destas
biomoléculas em 280 nm. Esta fluorescéncia foi monitorada em intervalos de 10
minutos para se determinar a constante de velocidade de foto-oxidacdo (k¢) de
Trp e BSA, na presenca de oxigénio, luz e porfirinas. A equagdo utilizada para

se determinar k¢ foi:

In (F/Fo)= -ket (2)

onde Fo= fluorescéncia inicial de Trp em 360nm e BSA em 330 nm,
F= fluorescéncia de Trp e BSA no tempo t, ki= constante de velocidade de

foto-oxidagdo de Trp e BSA.

3.2.3. Avdliagdo da foto-degradagdo

Solugdes aquosas contendo 10 uM de OEP, VOOEP ou m-TMP, foram
preparadas em tampdo PBS pH 7,4 contendo Tween 20® 0,6% (m/v) e solvente
orgdnico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila
para m-TMP). Estas solugbes foram saturadas com oxigénio e irradiadas com
lampada de mercdrio (filtro de 400-600 nm) a 5cm de disténcia durante 60
minutos. Os espectros de fluorescéncia de QOEP, VOOEP e m-TMP foram
obtidos através da excitagdo destas porfirinas em 398, 408 e 418 nm
respectivamente. Estas fluorescéncias foram monitoradas durante 60 minutos
com leitura em intervalos de 10 minutos. Este procedimento foi realizado com o

objetivo de se verificar a possivel ocorréncia de foto-degradagdo, das
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porfirinas, durante o experimento de foto-oxidacéio de biomoléculas e foto-
destruicdo celular. Para verificar a ocorréncia de foto-degradacdo num periodo
mais longo, as porfirinas foram exposta & luz natural e temperatura ambiente
durante 10 dias e seus espectros de fluorescéncia foram obtidos em intervalos

de um dia.
3.2.4. Determinagdo da constante de dimerizacdo

Foram medidas as fluorescéncias de diferentes concentracdes de OEP
e m-TMP presentes em solugdes aquosas contendo tampdo PBS pH 7.4, Tween
20° 0,6% (m/v) e solvente orgdnico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e
acetato de etila para m-TMP). A finalidade deste procedimento foi verificar se
as porfirinas tinham tendéncia a formar agregados, devido ao aumento de suas
concentracoes.

Considerando-se que os agregados sdo dimeros das porfirinas, pode-se
determinar a constante de equilibrio de dimerizacdio (kp), utilizando-se o
modelo de Mar‘gali'r78. Neste modelo, duas consideragdes precisam ser feitas
para se obter kp: 1) em baixas concentragdes, a dimerizagdo é o processo de
agregacdo dominante; 2) entre mondmeros e dimeros, presentes em solucdo,
somente os mondmeros fluorescem. Dessa forma, pode-se representar o

processo de dimerizagdo como:
2M =D kp = [DV/[MF 3)

[T]=[M]+2.[D] 4)
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onde [M] é a concentraglo da porfirina na forma de monémero, [D] é a
concentragdo da porfirina na forma de dimero, ky € a constante de equilibrio
de dimerizagdo e [T] € a concentracdo total da porfirina.

A partir da equagdo (3) e (4), obtém-se a seguinte expressdo:

[T1/[M]=2ks.[M]+1 (5}

Como [M] € proporcional & fluorescéncia medida, isto é: F = o.[M], onde
o € uma constante de proporcionalidade e F ¢ a fluorescéncia, substituindo [M]

na equagdo (5), pode-se chegar a seguinte expressdo:

[T]/F=2ky.oF+a! (6)

Assim, através da inclinagdo e da intersecdo do grdfico [T1/F contra F, pode-se

obter o valor de Kp.

3.2.5. Determinagdo do mecanismo de foto-oxidacdo de biomoléculas

Solugdes aquosas contendo 10 uM de OEP, VOOEP ou m-TMP e 50 uM
de Trp foram preparadas em tampdo PBS pH 7,4 contendo o surfactante
Tween 20® 0,6% (m/v) e solvente orgénico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para
OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP). Estas solucdes foram saturadas
com oxigénio e irradiadas com ldmpada de mercdrio (filtro de 400-600 nm) a

Scm de distancia durante 60 minutos na presenga de diferentes concentracdes
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de NaN; e porcentagens de D.Q. Este procedimento teve como finalidade,
verificar a influncia de NaN; e D,O nos valores de ki e, através disso,
determinar qual mecanismo (I ou 1I) estd envolvido na foto-oxidacdo de

biomoléculas.

3.2.6. Influéncia de Tween 20® e solvente orgdnico na hemdlise de
eritrécitos

Para verificar a influéncia do surfactante Tween 20° e dos solventes
orgdnicos na destruigdo (hemdlise) de células vermelhas de sangue humano
(eritrécitos), foram preparadas amostras contendo 0,5% de eritrécitos (v/v),
tampdo PBS pH 7,4, diferentes porcentagens de Tween 20° (m/v) ou acetato
de etila (v/v) ou tetrahidrofurano (v/v). Tais amostras foram saturadas com
*0; e irradiadas com ldmpada de merctrio (filtro de 400-600 nm) a 5 cm de
dist@ncia durante 60 minutos. A quantificacdo da hemélise foi realizada a cada
10 minutos, através da leitura de absorbancia (em 542 nm) da oxihemoglobina
liberada, por células hemolisadas, no meio de reacdo. Para o cdlculo da

porcentagem de hemélise das células, foi utilizada a seguinte equacdo:

AHeméIise. 542nm = AAmos‘rrc, 542nm ™ ABr-anco, 542nm (7)

onde Apemsiise € a absorbéncia da oxihemoglobina, Aamesira € a absorbéncia total
da amostra e Agranco € @ absorbéncia do branco. O branco continha todos os
componentes da amostra, com excecdo do surfactante e dos solventes
orgdnicos.

A concentragdo de eritrdcitos hemolisados foi obtida através da Lei de
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Lambert-Beer’”:

AHemélise, 542nm = £.0.C (8)

onde: ¢ = coeficiente de hemdlise [(em%)7], b = caminho ético (0.5 cm) e ¢ =
concentragdo de eritrdcitos hemolisados [% (v/v)].

O coeficiente de hemdlise foi obtido utilizando-se a equacdo 8,
medindo-se a absorbdncia da oxihemoglobina de uma solucdo contendo 0 5%
(v/v} de eritrécitos em PBS pH 7,4, Tween® 20 ou solvente orgdnico. Esta
solugdo foi previamente submetida a um banho de ultra-som durante 10
minutos com o objetivo de se obter 100% de hemdlise dos eritrécitos.

Conhecendo-se a concentracdo de 100% de eritrécitos hemolisados foi
possivel determinar a porcentagem de eritrécitos hemolisados, nas amostras,

conforme equacdo 9:

% hemélise = (¢ x100)/0,5 (9)

onde ¢ = concentragdo de eritrécitos hemolisados, nas amostras, dada em % e

0,5 = concentragdo inicial de eritrécitos ndo hemolisados, em % (v/v).
3.2.7. Foto-destruicdo de eritrécitos

Para verificar a foto-destruicdo ou hemélise de eritrécitos, devido a
presenca das porfirinas, foram preparadas amostras contendo 0,5% (v/v) de

eritrécitos, tampdo PBS pH 7.4, Tween 20° 0,1% (m/v), solvente orgénico
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0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de eftila para /m-
TMP) e diferentes concentracdes das porfirinas. Tais amostras foram
saturadas com 0, e irradiadas com ldmpada de mercdrio (filtro de 400-
600 nm) a 5 cm de distdncia durante 60 minutos. A quantificagdo da hemdlise
foi realizada como no item 3.2.6. No entanto, na equagdo 7 foi adicionado o
termo que trata da absorbdncia das porfirinas (Aperfirins, 542nm), Obtendo-se

entdo a seguinte equacdo:

AHzmélise, 542nm = AAmosTr'a, 542nm = ABr‘anco, 542nm Apor‘fir‘inq, 542nm (10)

onde Apenmslise € a absorbancia da oxihemoglobina, Aamesira € a absorbéncia total
da amostra e Agran € a absorbdncia do branco. Este branco continha todos os
componentes da amostra, com exceg¢dio das porfirinas. A solucdo onde se
obteve a absorbdncia de OEP, VOOEP ou mTMP (Aorfirina) continha todos os
componentes da amostra, com excecdo dos eritrécitos.

Foi realizado, também, um ensaio toxicoldgico, para verificar se as

porfirinas induziriam hemdlise na auséncia de luz.

3.2.8. Determinagiio do mecanismo de foto-destruicdo de eritrécitos

Para verificar qual foi o mecanismo predominante, na foto-destruicdo
de eritrécitos, foram preparadas amostras contendo 0,5% (v/v) de eritrécitos,
tampdo PBS pH 7,4, Tween 20® 0,1% (m/v), solvente orgdnico 0,25% (v/v)
(tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP), 10 uM
de m-TMP ou OEP ou VOOEP, além de diferentes porcentagens de D;0
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(substdncia que aumenta o tempo de vida de oxigénio singlete) e diferentes
concentragdes de manitol (supressor de radical hidroxila), NaNz e L-histidina
(supressores de oxigénio singlete). As amostras foram saturadas com oxigénio
e irradiadas com ldmpada de mercdrio (usando um filtro de 400-600 nm) a 5em
de distancia durante 60 minutos. A quantificacdo da foto-destruicdo foi

realizada como no item 3.2.7.

3.2.9. Fluorescéncia das porfirinas em fungdo da concentracio de
lipossomas

Para preparo das vesiculas lipossomais vazias (sem porfirinas), 15 mg de
fosfolipidios do tipo dimeristoil fosfatidilcolina (DMPC) foram solubilizados em
5 mL de cloroférmio. Esta solu¢do foi transferida para um balde de fundo
redondo. O solvente foi evaporado neste mesmo baldo, fixado num
rotaevaporador (Buchi, modelo 461), & 45°C, em rotagdo bastante lenta, por
2 h. Com este procedimento obteve-se um filme seco de lipidios. Em seguida,
este filme foi hidratado com uma solugdo de tampdo PBS pH 7,4 sob agitacdo
vigorosa @ 45°C por 6 h. A solugdo foi transferida para um baldo volumétrico e
completou-se o volume para 5mlL com tampdo PBS pH 7,4. A suspensdo foi
entdo transferida para um pequeno frasco de vidro e colocada no banho de
ultra-som por 40 minutos para diminuir o tamanho das vesiculas. Para
uniformizar este tamanho foi realizada uma extrusdo numa extrusora Avanti
Polar Lipids, Inc. com membranas contende poros de 50 nm. Em seguida
preparou-se uma solugdo aquosa contendo, acetato de etila ou
tetrahidrofurano 0,25% (v/v), 10 uM de OEP ou VOOEP ou m-TMP, além de

tampdo PBS pH 7,4. A estas solugSes, colocadas em banho-maria a 45°C,
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adicionaram-se diferentes concentracdes das vesiculas lipossomais. Em seguida
obteve-se os espectros de fluorescéncia das porfirinas excitando-as em seus
comprimentos de onda de absor¢do mdxima. Este procedimento teve como
finalidade verificar se os espectros de fluorescéncia de OEP, VOOEP e m-TMP
aumentavam de intensidade na presenca de concentracdes crescentes de
lipossoma, o que indicaria a interagdc das porfirinas com as vesiculas

lipossomais.

3.2.10. Determinagdo da concentracdo de porfirina encapsulada pelos
lipossomas

Para encapsulamento dos fotossensibilizadores os lipossomas foram
preparados como descrito no item 3.2.9. No entanto, desta vez, o cloroférmio,
utilizado para solubilizar os fosfolipidios, continha 10 uM de uma das porfirinas
(OEP ou VOOEP ou mTMP). Para se determinar a porcentagem de
fotossensibilizador, incorporade em lipossoma, utilizou-se de um sistema
bifdsico composto de 1 mL da solugdo aquosa (contendo porfirina e vesiculas
lipossomais) e 1 mL de octanol. Este sistema foi agitado manualmente com o
objetivo de se fazer com que a porfirina ndo incorporada migrasse para o
octanol. Apds deixar o sistema em repouso por 10 minutos, obteve-se a
absorbdncia da porfirina presente no octanol. Através de uma curva padrdo, de
absorbdncia da porfirina em fungdo de sua concentracdo no octanol, foi
possivel conhecer a concentra¢do da porfirina, ndo incorporada nas vesiculas
lipossomais. Assim, diminuindo-se esta concentracdo da concentragdo total de
porfirina utilizada no processo de encapsulamento, foi possivel descobrir qual a

porcentagem de porfirina incorporada nas vesiculas lipossomais.
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3.2.11. Determinagdo da constante de supressdo de fluorescéncia

Geralmente compostos hidrofébicos, quando encapsulados em
lipossomas, tendem a se localizarem na regido hidrofébica das cadeias dos
fosfolipidios, ou seja, evitando o meio exterior e o interior da cavidade, do
lipossoma, que sdo polares. Para verificar se isso ocorreu, ou seja, se OEP,
VOOEP e m-TMP fixaram-se entre as cadeias apolares dos fosfolipidios, os
mesmos foram encapsulados em lipossomas, como descrito no item 3.2.10. Em
seguida, nas solugdes contendo porfirina e vesiculas lipossomais, foi adicionado
iodeto de potdssio em concentragdes que variaram de 0 a 0,20 mol/L. O iodeto
suprime a fluorescéncia da porfirina que ndo foi encapsulada pelo lipossoma, ou
seja, que estiver presente meio aquoso externo. Os espectros de emissdo, das

porfirinas, foram tratados com a equagdo de Stern-Volmer:

Fo/F = 1+ ke [T'] (1)

onde Fo = fluorescéncia, do fotossensibilizador, na auséncia do supressor
iodeto, F= fluorescéncia, do fotossensibilizador, na presenca de concentracdes
crescentes de I', ks= constante de supressdo e [I')= concentracdo do
supressor. Quanto maior for o valor de k;, maior serd a concentracdo de

moléculas porfirinicas ndo incorporadas pelas vesiculas lipossomais.

3.2.12. Foto-destruicdo de eritrécitos na presenga e auséncia de
lipossomas

Neste procedimento, o encapsulamento das porfirinas e a determinacéo

de suas concentracdes, nas vesiculas lipossomais, foram realizados como
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descrito no item 3.2.10. Posteriormente saturou-se a formulagdo com oxigénio.
A estas formula¢Ses foi adicionado 0,5% de eritrécitos sob leve agitacéo
manual. Em seguida esta solugdo foi deixada em repouso por 20 minutos &
temperatura ambiente e posteriormente irradiada com Iémpada de mercirio
(filtro de 400- 600 nm) durante 60 minutos. A quantificacdo da hemdlise foi
realizada como no item 3.2.7. Para efeito de comparagdo, foram irradiadas
solugées contendo 0,5% de eritrécitos (v/v), tampdo PBS pH 7.4, Tween 20°
0,1% (m/v), solvente orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e
VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e 10uM de OEP, VOOEP ou mTMP na
forma ndo encapsulada. O cdlculo da % de hemdlise foi realizado como no item

3.2.7.

3.2.13. Determinagdo da constante de dimerizacdo na presenca de
lipossoma

Este procedimento teve como objetivo, verificar se a presenca de
vesiculas lipossomais provocou a diminuido da formacdo de agregados por
parte das porfirinas. Para isso prepararam-se solugdes contendo ImM de
vesiculas lipossomais, na auséncia de porfirinas, como descrito no item 3.2.9.
Em seguida estas solugdes foram colocadas em banho-maria & 45°C e
adicionaram-se, as mesmas, diferentes concentracdes de OEP, VOOEP ou nr+
TMP, presentes numa solugde aquosa contendo tampdo PBS pH 7,4 e solvente
orgdnico 0,25% (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para
m-TMP). As solugdes contendo vesiculas lipossomais e porfirinas permaneceram
no banho-maria por 1h. Posteriormente obtiveram-se os espectros de

fluorescéncia das porfirinas presentes nestas solucdes. A constante de

34



Tese de Doutorado Joselito Nardy Ribeiro

dimeriza¢do das porfirinas foi obtida como descrito no item 3.2.4.

3.2.14. Verificagdo da estabilidade das vesiculas lipossomais na presenca
e auséncia de colesterol

O objetivo deste procedimento foi verificar se, na presenca de
colesterol, a formulagdio contendo porfirina encapsulada em lipossoma,
apresentava  uma  maior  estabilidade. Para  encapsulamento  dos
fotossensibilizadores os lipossomas foram preparados como descrito no item
3.2.9. No entanto, desta vez, o cloroférmio, utilizado para solubilizar os
fosfolipidios, continha 10 uM de uma das porfirinas (OEP ou VOOEP ou m-TMP)
aiém de 5% de colesterol. Preparou-se, também, uma formulacdo sem a
presenca de colesterol. Em seguida, as formulacdes foram acondicionadas a
4°C na auséncia de luz. Para verificacdo da estabilidade destas formulagdes, as
absorbéncias das porfirinas encapsuladas foram obtidas a cada 24 horas

durante um periodo de 10 dias.

4. Resultados e discussdo

4.1. Medidas de pardmetros fotofisicos

As Figuras 13 e 14 apresentam, respectivamente, os espectros de

absorbdncia e fluorescéncia das trés porfirinas.
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Figura 13. Espectros de absorbdncia de 10 uM de OEP (a), VOOEP (b) e m-
TMP (c) em cloroférmio com caminho ético 05 cm e a 28°C.
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Figura 14. Espectros de fluorescéncia de 10 pM de OEP (a), VOOEP (b) e m-
TMP (c) em cloroférmio com ético 0,5 cm a 28°C.

A obtencdo destes espectros foi necessdria para a realizacdo de
importantes estudos como foto-degradagdo e agregacde das porfirinas. Os
espectros de absor¢do (Fig. 13) mostram a presenca cldssica de uma banda de
grande intensidade denominada banda de Soret (entre 350 e 450 nm). Esta
banda é decorrente da existéncia de um grupo de dez transicdes eletrdnicas
com diferentes spins e momentos dipolos variados®®. Pode-se observar,

também, a presenga de outras bandas, de intensidades menores, denominadas
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bandas Q. OEP e 7 TMP, em contraste com VOOEP, apresentam quatro bandas
Q, a0 passo que VOOEP apresenta apenas duas. Estas bandas Q sdo referentes
aos niveis vibracionais do primeiro e segundo estado eletronicamente
excitado®™. As porfirinas ndo metaladas, ao contrdrio das metaladas,
apresentam distorgdes na sua estrutura principal, ou seja, no conjunto dos
anéis pirrélicos, ocasionando uma diferenca de 25 a 29 KJ.mol™ entre os niveis
de energiq, e conseqiientemente, 0 aumento do ndmero de bandas Q.

As porfirinas com metais ou grupos paramagnéticos, como é o caso do
V=0, podem exibir, além das bandas de Soret e Q, uma outra banda em torno
de 320 nm®. No caso de VOOEP, nota-se uma banda desta natureza, em
325 nm (Fig. 13).

As bandas de Soret foram utilizadas para se excitar as porfirinas, com
a finalidade de se produzir espécies reativas de oxigénio, nos ensaios de foto-
oxidac@o de biomoléculas e foto-destruicio de células de eritrécitos
realizados /n vitro. No entanto, deve-se ressaltar que existe uma certa
dificuldade em se utilizar esta banda em /n vivo. Isto se deve & presenca de
certas substdncias no organismo como, por exemplo, a hemoglobina, que
absorvem na mesma regido da banda de Soret, criando uma competigdo entre
as porfirinas e a hemoglobina. Isto dificulta a absorcdo de luz pelas primeiras
e reduz a eficdcia da TFD. As bandas Q melhor localizadas na regido do
vermelho, na chamada "janela fototerapéutica” (entre 600 a 800 nm), podem
ser melhor aproveitadas em TFD. A vantagem de utilizacdo destas bandas, para
se excitar a porfirina, reside no fato de que a competicdo entre a porfirina e a
hemoglobina pode ser reduzida, o que resulta num aumento da eficdcia do

tratamento®. No caso das substncias aqui estudadas, pode-se notar que OEP
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e mTMP possuem uma banda Q na janela fototerapéutica (620 nm para OEP e
650 nm para m-TMP). Estas bandas podem parecer irrelevantes devido a baixa
intensidade, no entanto, deve-se ressaltar que o Photofrin® também possui uma
banda de baixa intensidade em 630 nm, que é a principal banda explorada em
TFD®. VOOEP, por sua vez, ndo possui bandas de absorcdo na regido da janela
fototerapéutica.

Os espectros de fluorescéncia de OEP, VOOEP e m-TMP sdo mostrados
na Figura 14. Pode-se notar que a emissdo mdxima ocorre em 622, 623 e
650 nm para OEP, VOOEP e m-TMP respectivamente. Tais espectros foram
utilizados para estudos de agregacdo, foto-degradagéio e encapsulamento de
OEP, VOOEP e m-TMP.

Os dados relativos a tempo de vida de fluorescéncia, tempo de vida no
estado triplete, rendimento qudntico de oxigénio singlete, bem como outros

pardmetros fotofisicos, estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros fotofisicos de OEP, VOOEP e m-TMP. I = fluorescéncia
mdxima tr = Yempo de vida no estado triplete excitado, 1; = tempo de vida de
fluorescéncia ®, = rendimento qudntico de oxigénio singlete. Os valores
apresentados representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral

Porfirinas  Bandas de I/nm 1+/us 1/ ns Dy
absorgdo/nm

OEP 398,498,532, 622e 091+002 102+10 064+002
566 e 620 688

VOOEP 408,532e572 623e 022+003 @ -—--- 0,26 £ 0,02
688

m-TMP 418,514,548, 650e  -----  cccee oo
591 e 650 715
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O tempo de vida de fluorescéncia de VOOEP ndo péde ser detectado,
uma vez que a intensidade de sua fluorescéncia é muito pequena (Fig. 14). Na
verdade € esperado que porfirinas que possuem metais ou grupos
paramagnéticos como o V=O, em sua estrutura, exibam pouca fluorescéncia,

Isto porque os elétrons dos anéis pirrélicos da porfirina, ao serem excitados
- r - ~ * -
para niveis de maior energia (transi¢do -7 ), podem ser transferidos para os

orbitais d incompletos do ligante paramagnético. Esta transferéncia reduz a
transiglo dos elétrons do estado singlete excitado para o estado singlete
fundamental, consegiientemente reduzinde a fluorescéncia®.

No caso de OEP, o tempo de vida de fluorescéncia foi de 10,2 ns. Este
dado juntamente com o espectro de emissdo, apresentado na Figura 14,
completa a andlise do estado singlete excitado de OEP. Pode-se concluir entdo
que, quando excitado pela luz, OEP retorna, do estado singlete excitado para o
estado fundamental, por vias também radioativas (emissdo de fluorescéncia).
Este resultado € interessante em termos de aplicagdo clinica, jd que sugere
que OEP poderia ser empregado em fotodiagndstico de tumores. Neste
procedimento, a fluorescéncia de OEP poderia indicar a localizacdo do tecido
tumoral. Isto ndo seria possivel com VOOEP uma vez que esta molécula
apresenta baixa intensidade de emissdo, levando a concluir que a presenca do
grupo vanadil (V=0) provoca um decréscimo considerdvel na intensidade de
fluorescéncia de OEP.

O decaimento do estado triplete excitade de OEP foi estudade no seu
comprimento de onda de absorcdo mdxima (407 nm) apresentado pelo seu
transiente (Fig. 15). Verifica-se que OEP tem um tempo de vida no estado

triplete (1= 0,91 us) 4.3 vezes maior do que VOOEP (1+= 0,22 ps) (Tab. 1).
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Estes dados demonstram que o grupo V=0 diminui consideravelmente o tempo
de vida de OEP no estado triplete. Por causa de seu longo tempo de vida neste
estado, OEP tem uma maior possibilidade de interagir com o oxigénio, no
estado fundamental, para gerar espécies reativas de oxigénio em tratamentos

com TFD.
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Figura 15. Espectro de absorbdncia do transiente de VOOEP (¥) e OEP (o)
obtido em cloroférmio.

O valor de rendimento qudntico de oxigénio singlete encontrado para
OEP (9, = 0,64) € 2,5 vezes maior do que o observado para VOOEP (¢, = 0,26)
(Tab. 1). Estes dados concordam com os encontrados para o tempo de vida no
estado triplete e mostram que o grupo vanadil reduz a capacidade de OEP de
produzir espécies reativas de oxigénio. Isto ocorre, porque a transferéncia de
elétrons dos anéis pirrélicos da porfirina, para os orbitais d incompletos do
V=0, reduz, ndo somente a fluorescéncia, mas também a ocorréncia de
cruzamento intersistema na porfirina. Tal evento diminui a populagdo de

porfirinas no estado triplete excitado, o que causa uma reducio considerdvel
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do rendimento qudntico de oxigénio singlete®. Tal observactio pdde ser
comprovada através dos resuttados obtidos nos estudos de foto-oxidagdo de
biomoléculas e foto-destruigdo de eritrécitos, que serdo descritos nas
préximas segdes.

Quanto aos pardmetros fotofisicos de m-TMP, a maioria ndo pdde ser
medida, uma vez que, na presenga do laser Nd-YAG, esta porfirina sofre uma
rdpida foto-degradag¢do. Isto impede que pardmetros como tempo de vida de
fluorescéncia e estado triplete, além de rendimento qudntico de oxigénio
singlete sejam medidos. O espectro de fluorescéncia apresentado por esta
substdncia, na Figura 14, demonstra que mTMP, assim como OEP, reforna ao
seu estado fundamental, também por emissdo de fluorescéncia e ndo somente

por vias ndo radiativas (processos rotacionais, vibracionais e colisionais).

4.2. Foto-oxidagdo de biomoléculas

As espécies reativas de oxigénio, produzidas em tratamentos com TFD,
podem danificar seriamente as biomoléculas de uma célula. O 'O, por exemplo,
pode danificar lipideos insaturados, dcidos nucléicos e residuos de aminodcidos,
especiaimente triptofano (Fig. 16). Lipideos insaturados e proteinas sdo
constituintes essencigis de membranas bioldgicas. Portanto, o '02, pode
danificar e provocar o rompimento das membranas de células cancerigenas
levando-as & morte'®. Além disso, o '0: pode gerar, internamente na célula
cancerigena, uma cascata de eventos oxidativos que culminam na morte do
tumor por apoptose. Este tipo de morte celular fem como personagem principal

a mitocdndria, que pode ser seriamente afetada pelas EROs produzidas em
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Figura 16. Reacdo de oxigénio singlete com o aminodcido triptofano.

Ensaios /n vitro de foto-oxidagdo de biomoléculas, podem ser utilizados
como forma de avaliar o potencial fotossensibilizador de muitas substdncias.
Se uma substéncia é capaz de foto-oxidar um aminodcido ou uma proteina
isolada, € provdvel que seja capaz de foto-oxidar biomoléculas que constituem
as células tumorais. Além disso, estes ensaios possuem um custo relativamente
baixo, sendo capazes de permitir a sele¢do de substdncias com potencial
fotossensibilizador promissor, para a realizagdo de estudos mais avancados e
de custos mais elevados®®,

Pode-se observar nas Figuras 17 e 18 que OEP, VOOEP e mTMP foram
capazes foto-oxidar as biomoléculas Trp (Fig. 17) e BSA (Fig. 18). Esta foto-
oxidacdo foi observada através do monitoramento da fluorescéncia destas
biomoléculas durante 60 minutos com leitura a cada 10 minutos. Os espectros
de fluorescéncia tanto de Trp quanto de BSA apresentaram decaimento
durante o tratamento. No entanto, na auséncia de luz ou das porfirinas este

decaimento ndo ocorreu (resultados ndo apresentados).
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Figura 17. Decaimento na intensidade dos espectros de fluorescéncia de Trp
na presenca de OEP (a), VOOEP (b), m-TMP (c), luz e oxigénio. Estes espectros
foram obtidos num meio contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween 20® 0,6% (m/v),
solvente org@nico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de
etila para m-TMP), caminho ético de 0,5 cm e a 28°C.
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Figura 18. Decaimento na intensidade dos espectros de fluorescéncia de BSA
na presenca de OEP (a), VOOEP (b), m-TMP (c), luz e oxigénio. Estes espectros
foram obtidos num meio contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20% 0,6% (m/v),
solvente orgdnico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de
etila para m-TMP) e caminho ético de 0,5 cma 28°C.

A Figura 19 apresenta exemplos de cdlculos das constantes de
velocidade de foto-oxidagdo de biomoléculas, na presenca de OEP. Estas
constantes, apresentadas na Tabela 2, revelam que OEP é mais eficiente do

que m-TMP e consideravelmente mais eficiente do que VOOEP. Esta dltima

observacdo concorda com os dados obtidos nas medidas de pardmetros
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fotofisicos (Tab.1) que indicam uma maior eficiéncia de OEP em relacdo a

VOOEP.
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Figura 19. Exemplo de cdlculo da constante de velocidade de foto-oxidacdo
para Trp (a) e BSA (b) na presenca de OEP.

Tabela 2. Valores das constantes de velocidade de foto-oxidagdo (ki) de Trp e
BSA na presenca de OEP, VOOEP, mTMP, luz e oxigénio. Os valores
representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral

Porfirinas k¢ para Trp / 10%s™ ki para BSA /107%s™
OEP 2,80 0,05 250+0,1
VOOEP 0,81+0,08 0,62+0,04
m-TMP 1,62 +0,07 153 +0,06

A foto-oxidagdo de proteinas na presenca de fotossensibilizadores
geralmente envolve o ataque de 'O; a residuos de histidina®. No caso de BSA,
esta foto-oxidacdo pode ocorrer no aminodcido cisteina na posicdo 34 (Cys-
34), levando a formagdo de radical (RS"), e em Trp nas posicdes 134 e 214,
ocasionando a destruigdo do anel indol deste aminodcido (Fig. 16)*. Isto pode

explicar a semelhanga entre os valores das constantes de foto-oxidacéio de Trp
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e BSA apresentadas na Tabela 2.

Nesta etapa do projeto foi investigada, também, a influéncia da
concentragdo das porfirinas nos valores de k¢ (Fig. 20). Foi constatado que o
aumento, na concentragdo destas porfirinas, acarreta num aumento nos valores
de k. Péde-se constatar também que OEP é mais eficiente do que m-TMP e
ambos sdo mais ativos do que VOOEP. Embora ks aumente com a concentragdo
das porfirinas, este aumento ndo ocorre de maneira linear. Tal comportamento
sugere que, & medida que se aumenta a concentragdo do fotossensibilizador a
producdo de EROs tende a declinar. Este acontecimento pode ser atribuido a
ocorréncia de foto-degradagdo e/ou agregagdo das porfirinas®. Os resultados

das avaliagdes destes dois pardmetros estdo descritos nas proximas segdes.

| —®+—OQEP
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§ 1.04 '/. / i
0.5+ i/}/é%l_‘ +
oo{ #
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Figura 20. Valores de ki em fungdo das concentragdes das porfirinas. Os
valores representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral.

4_3. Avaliagdo da foto-degradagdo

A foto-degradacdo de uma porfirina é a modificacdo da sua estrutura

ocasionada, em geral, pela reacdo da mesma com EROs (principalmente '0;)
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geradas durante o tratamento com TFD. Tal modificagdo reduz a quantidade
de porfirinas intactas, no meio de reagdo, provocando uma diminuicdo na
producdo de EROs. Este evento reduz a eficiéncia do tratamento, tornando a
destruigdo do tumor incompleta®.

Uma maneira de medir a foto-degradagdo de uma porfirina é irradid-la
com luz visivel, num meio saturado com oxigénio, e monitorar o comportamento
de seu espectro de fluorescéncia durante um determinade periodo. Caso
ocorra foto-degradagdo, a mesma serd detectada através da queda na
intensidade da fluorescéncia da porfirina®. No caso das porfirinas, aqui
avaliadas, pode-se notar, através da Figura 21, que durante 60 minutos de
irradiacdo elas ndo apresentaram queda significativa nas suas intensidades de
fluorescéncia. Isto demonstra que as estruturas de m-TMP, OEP e VOOEP ndo
sdo fotodegradadas nestas condi¢des experimentais. Tal resultado &
importante, pois a auséncia de foto-degradagdo, demonstra que estas
porfirinas ndo tiveram suas capacidades de produgde de EROs afetadas por
este fator, durante a foto-oxidagdo de biomoléculas. No entanto, é importante
ressaltar que, na presenca de laser do tipo Nd-YAG, m-TMP sofreu uma rdpida
foto-degradagdo. Este foi o motive pelo qual os pardmetros fotofisicos desta
porfirina ndio puderam ser medidos. Isto é uma desvantagem, uma vez que o

laser ¢ a fonte luminosa mais empregada em tratamentos com TFD888%
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Figura 21. Intensidade de fluorescéncia de OEP em 620 nm (a), VOOEP em
623 nm (b) e m-TMP em 650 nm (c), na presenga de luz e oxigénio. Este
experimento foi realizado durante 60 minutos num meio contendo tampdo PBS
pH 7.4 Tween 20® 0,6% {m/v), sclvente orgdnico 2% (v/v) (tetrahidrofurano
para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e caminho 6ticode 0,5 cme

a 28°C. Os valores representam a média de trés medidas + desvio padrdo
amostral.

Apesar da importdncia da auséncia de foto-degradagdo, durante o
tratamento, vale a pena ressaltar que a ocorréncia desta foto-degradagdo

gradual é extremamente importante como forma de se eliminar o
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fotossensibilizador do organismo. Evidéncias sugerem que baixo nivel de
iluminacdo ou iluminagdo controlada, de pacientes pds-terapia, pode
efetivamente fotodegradar Photofrin® e remove-lo da pele diminuindo os
riscos de exposigdo ao sol ao que o paciente € submetido apds aplicagdes desta
droga®®®!. A Figura 22 revela que na presenca de luz ambiente e num periodo

mais longo de 10 dias, apenas m-TMP apresentou foto-degradagdo.
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Figura 22. Fluorescéncia de OEP em 620 nm (a), VOOEP em 623 nm (b) e m+
TMP em 650 nm (c). Meio contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween 20® 0,6% (m/v),
solvente orgdnico 2% (v/v), caminho ético de 0,5 cm e a 28°C.
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A ndo ocorréncia de foto-degradacdo gradual em OEP e VOOEP ndo
chega a ser um empecilho em tratamentos clinicos, pois o préprio organismo
dispde de meios que facilita a eliminagdo de substdncias hidrofébicas como
OEP e VOOEP. O complexo do citocromo p450, por exemplo, favorece a

eliminagdo destas substdncias, tornando-as relativamente soliveis®2.

4.4. Determinagdo da constante de dimerizagdo

A formagdo de agregados ocasiona mudancas nas propriedades
fotofisicas de fotossensibilizadores®“**°. A agregagéo pode diminuir o tempo
de vida de um FTS no estado triplete excitado ocasionando um decréscimo na
produgdo de EROs. Prova disso sdo os estudos que demonstram que
fotossensibilizadores agregados, /n vivo, sdo menos eficientes dos que os ndo
agregados®®!,

Geralmente, as estruturas agregadas tendem se formar & medida que
se aumenta a concentraglio do FTS. Estas estruturas agregadas suprimem a
fluorescéncia do FTS, o que explica porque fotossensibilizadores, que tendem
a se agregar, ndo apresentam aumento na intensidade de fluorescéncia
proporcional ao aumento da concentracdo®®. No caso deste projeto, a avaliagdo
da agregagdo sugere que tanto OEP quanto mTMP sdo fotossensibilizadores
que tendem a formar agregados, uma vez que o aumento de suas intensidades
de fluorescéncia ndo foi proporcional ao aumento de suas concentracdes. Isto
foi mais evidente a partir da concentragéo de 2pM para OEP e 3uM para m-
TMP (Fig. 23).
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Figura 23. Intensidade de fluorescéncia de OEP medida 620 nm (a) e m-TMP
em 650 nm (b) em funcdo de suas concentracdes. Este experimento foi
realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween 20° 0,6% (m/v),
solvente orgdnico 2% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de
etila para m-TMP) e caminho dtico de 0,5 cm e @ 28°C.

Deve-se ressaltar, também, que apesar dos grdficos, da Figura 23,
apresentarem faixas lineares, isto ndo significa que nestas regides existam
somente mondmeros. Para se verificar a agregacdo dos fotossensibilizadores,
nestas faixas lineares, calculou-se os valores de Ko. Quanto maiores estes
valores, maior serd a tendéncia do FTS em formar agregados®®.

A Tabela 3 demonstra valores de Ky para OEP e m-TMP. Tais valores
estdo de acordo com os apresentados por outras porfirinas hidrofdbicas®®.
Pode-se notar, também, que os valores de Kp para OEP e m-TMP sdo bastante
semelhantes entre si, indicando que a tendéncia de formar agregados, por
parte de OEP, é semelhante a m-TMP. Estes dados demonstram, também, a
ocorréncia de agregagdo mesmo na faixa linear dos grdficos da Figura 23. Além
disso, pode-se sugerir que a agregacdo seria o fator responsdvel pelo aumento

ndo linear dos valores de ks na foto-oxidagdo de biomoléculas (Fig. 20).
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Tabela 3. Valores de Ky para OEP e mTMP. Estes valores representam a
média de trés medidas * desvio padrdo amostral

Porfirinas Valores de ky/10°
OEP 401+0,08
m-TMP 391+0,05

Infelizmente ndo foi possivel caicular Ky para VOOEP uma vez que esta
substdncia, em meio aquoso, parece estar em estado de agrega¢do mesmo em
baixissimas concentragdes. A incorporagdo de VOOEP em lipossoma pode ser
uma maneira de se tentar obter um espectro de fluorescéncia mais definido, o
que indicaria, possivelmente, diminuicdo na forma¢dc de agregados desta

porfirina. Os resultados desta avaliagdo serdo descritos adiante.

4.5. Determinagdo do mecanismo de foto-oxidagdo de biomoléculas

Sabe-se que D20 aumenta o tempo de vida de 0, *7°% Portanto, a
presenca de D.O deve aumentar o valor da constante de velocidade de foto-
oxidagdo de biomoléculas caso o mecanismo preponderante seja do tipo IT.

O NaN; é um eficiente supressor de !0, *®*%°. Ele interage com '0;
através de uma reacdo irreversivel na qual transfere elétrons para 'O
regenerando o oxigénio no estado fundamental e reduzindo, assim, o fempo de
vida do 0, ", Portanto, a presenca de NaN3 deve diminuir o valor da constante
de velocidade de foto-oxidagdo caso o mecanismo preponderante seja do
tipo IT.

Neste trabalho observou-se que a presenca de NaN; diminuiu (Fig. 24)
e a presenca de D20 aumentou (Fig. 25) os valores de ks para Trp. Tais efeitos

foram observados tanto na presenca de m-TMP gquanto de OEP e VOOEP.
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Sendo assim, pode-se concluir que possivelmente o mecanismo preponderante

na foto-oxidacdo de biomoléculas, mediada por OEP, VOOEP e mTMP, é do

tipo IT.
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Figura 24. Influéncia de NaNz na foto-oxidagdo de Trp mediada OEP (a)
VOOEP (b), m-TMP (c), luz e oxigénio. Este experimento foi realizado num meio
contendo tampdo PBS pH 7.4; Tween 20° 0,6% (m/v), solvente orgénico 2%
(v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e
caminho Stico de 0.5 cm e a 28°C. Os valores apresentados representam a
média de trés medidas + desvio padrdo amostral.
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Figura 25. Influéncia de D20 na foto-oxidacdo de Trp mediada OEP (a)
VOOEP (b), mTMP (c), luz e oxigénio. Este experimento foi realizado num meio
contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20® 0,6% (m/v), solvente orgénico 2%
(v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e
caminho dtico de 0,5 cm e a 28°C. Os valores apresentados representam a
média de trés medidas + desvio padrdo amostral.

A vantagem da ocorréncia do mecanismo tipo II é que o oxigénio
singlete é mais reativo do que as outras EROs, possuindo um poder de

destruigdo muito maior®’. Além disso, por ter um tempo de vida extremamente

55



Tese de Doutorado Joselito Nordy Ribeiro

curto, o raio de agdo do 'O; fica restrito a regido do tumor, o que reduz os
danos ao tecidos sadios vizinhos. Outra vantagem do mecanismo tipo II, é que
nos processos de transferéncia de energia, ao contrdrio do que ocorre nos
processos de transferéncia de carga, ndo hd modificacdo da estrutura do FTS.
Isto faz com que uma mesma molécula de FTS possa ser excitada vdrias vezes,

tornando, o processo de geragdo de 0., mais eficiente®.

4.6. Influéncia de Tween 20 e solvente orgdnico na hemélise de células
sanguineas

Antes da realizacdo dos ensaios de foto-destruicdo de células,
realizaram-se testes para se verificar qual a influéncia do surfactante e dos
solventes orgdnicos na hemdlise destas células. Os resultados (Fig. 26)
revelaram a necessidade de se diminuir as porcentagens tanto de Tween 20°
quanto de acetato de etila e tetrahidrofurano, uma vez que a quantidade
destes agentes, utilizada no estudo de foto-oxidacdo de biomoléculas, causou a
destruicdo de uma quantidade excessiva de células, podendo comprometer os
ensaios de foto-destruigdo celular por OEP, VOOEP e m-TMP. Além disso,
estes resultades demonstraram a importdncia de se adotar uma formulacdo
adequada (ex: lipossomas, nanoparticulas, ciclodextrinas, dendrimeros) para
possivel aplicagdo /n vivo, uma vez que o surfactante e o solvente orgdnico
mostram-se inadequados para este tipo de estudo. Em relagdo aos ensaios 7
vitro, com células de eritrécitos, optou-se pela utilizagdo de uma menor

porcentagem de Tween 20% (0,1% m/v) e solvente orgdnico (0,25% v/v).
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Figura 26. Influéncia de acetato de etila (a), tetrahidrofurano (b) e Tween
20% (¢) na hemdlise de células de eritrécitos. Este experimento foi realizado
num meio contendo tampdo PBS pH 7,4 com caminho ético de 0,5 cm e g 28°C.

4 7. Foto-destruicdo de eritrécitos

A capacidade de foto-oxidar biomoléculas, demonstrada pelas
porfirinas, estimulou a realizagdo de experimentos com estruturas mais
complexas. Para isso foram utilizados eritrécitos (como modelo de células) com

a finalidade de se avaliar a capacidade de /m-TMP, OEP e VOOEP em causar a
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foto-destruicdo (hemélise) destas células, na presenca de luz e 20;. Ensaios de
foto-destruigdo de eritrécitos podem ser utilizados como forma de se avaliar o
potencial fotossensibilizador de uma dada substéncia'%.

A irradiacdo de eritrdcitos com luz visivel, na presenca das porfirinas e
*0, provocou a hemélise destas células e mostrou que OEP é mais eficiente do

que VOOEP e m-TMP (Fig. 27).
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Figura 27. Porcentagem de hemdlise de eritrécitos na presenca de 10pM de
OEP, VOOEP ou m-TMP, luz e oxigénio. Este experimento foi realizado num
meio contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20® 0,1% (m/v) e solvente orgdnico
0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-
TMP) e caminho ético de 05 cm e a 28°C. Os valores apresentados
representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral.

Esta hemdlise foi verificada através da liberagdo de oxihemoglobina no
meio de reacdo. Tal evento pdde ser monitorado através do aumento de
intensidade no espectro de absorbdncia, em 542 nm, da oxihemoglobina em
fungdo do tempo de irradiagdo. Esta oxihemoglobina é liberada, devido ao
rompimento da membrana celular, ocorrido durante o tratamento. Este

rompimento ocorre como resultado da foto-oxidagdo de proteinas e
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fosfolipidios presentes na membrana do eritrécito. Esta foto-oxidagdo,
ocasionada, principalmente, por 'O;, resulta na formagdo de poros que sdo
conseqiiéncia de um aumento na mobilidade dos fosfolipidios, o que provoca a
ruptura da membrana e liberagdo de oxihemoglobina para o meio

extracelular!®1%,

Pode-se sugerir que a maior eficiencia de OEP, em relagdo a m-TMP,
tanto na foto-oxidacdo de biomoléculas quanto na foto-destruigdo de
eritrocitos pode ser explicada por diferengas entre as estruturas destas
porfirinas. Mesmo na auséncia de dados relativos aos parametros fotofisicos,
pode-se supor que a presenga de grupos fenilas no anel porfirinico de m-TMP,
favorece a perda de energia por processos rotacionais e vibracionais'®
prejudicando sua eficiéncia fotodindmica.

Ainda no experimento de foto-destrui¢do, foi observado também, que o
aumento na concentracdo de OEP, VOOEP e /m-TMP, acarretou num aumento da
porcentagem de hemdlise dos eritrdcitos (Fig. 28). No entanto, este aumento
ndo foi proporcional ac aumento da concentragdo das porfirinas, sugerindo que
a formagdo de agregados possa ser o fator responsdvel por- uma possivel
diminuigdo na produgdo de EROs. Esta agregagdo pode ter side resultado da
diminui¢do da porcentagem de surfactante e solvente orgdnico relatada no

item anterior.
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Figura 28. Influéncia da concentracdio de OEP (a), VOOEP (b) e m-TMP (c) na
foto-destruigdo de células de eritrdcitos. Este experimento foi realizado num
meio contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20° 0,1% (m/v) e solvente organico
0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-
TMP) e caminho ético de 05 cm e a 28°C. Os valores apresentados
representam a média de trés medidas + desvio padrdo amostral.

Deve-se ressaltar, também, que nenhuma das trés porfirinas causou a

hemélise de eritrécitos na auséncia de luz (Fig. 29). Isto é muito importante,

Jd que um dos pré-requisitos, para que uma substéncia possa ser utilizada em

TFD, é ndo apresentar toxicidade na auséncia de luz’.
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Figura 29. Hemdlise de eritrécitos na auséncia de luz e presenca de OEP (a),
VOOEP (b), m-TMP (c) e oxigénio. Este experimento foi realizade num meio
contendo tampdo PBS pH 7.4 Tween 20% 0,1% (m/v) e solvente orgdnico 0,25%
(v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) ¢
caminho dtico de 0,5 cm e a 28°C. Os valores apresentados representam a
média de trés medidas + desvio padrdo amostral.

4.8. Determinagdo do mecanismo de foto-destruicdo de eritrécitos

A Figura 30 mostra que a adicdo de manitol, no meio de reagdo,

provocou uma discreta queda na porcentagem de hemélise, de eritrdcitos,
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mediada pelas trés porfirinas.
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Figura 30. Efeito de diferentes concentragdes de manitol na de foto-
destruigdo de eritrécitos ocasionada por OEP (a), VOOEP (b) e mTMP (c).
Este experimento foi realizado num meio contende tampdo PBS pH 7,4, Tween
20® 0,1% (m/v) e solvente organico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e
VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e caminho dtico de 0,5 cm e a 28°C. Os
valores apresentados representam a média de trés medidas + desvio padrdo
amostral.

Sendo o manitol, um supressor de HO", pode-se deduzir que esta
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espécie favoreceu, discretamente, a hemélise dos eritrécitos. O aparecimento
de HO" pode ter sido resultade da reacdo entre H:0; e O;" ~ . Este dltimo
gerado, possivelmente, pelo mecanismo tipo 1. No entanto, deve-se ressaltar,
que o HO" pode, também, ser gerado no mecanismo tipo II, através, por
exemplo, da inibi¢éio da enzima catalase pelo 'O, '%*. Esta enzima, presente nas
células, é responsdvel pela conversdo de H20: em H:0 e Q.. Este processo
protege as células dos efeitos deletérios ocasionados pelo H.O; impedindo a
transformagdo desta espécie em HO". Logo, a inibigdo da catalase, favorece o
aparecimento do radical hidroxila'®,

Uma forte evidéncia da participagdo do 105, neste estudo, vem do fato
de que a adigdo de D20 provocou aumento na porcentagem de foto-destruigdo
celular, ocasionada pelas trés porfirinas (Fig. 31). O tempo de vida do oxigénio
singlete ¢ profundamente influenciado pela natureza do solvente. Em dgua
comum, por exemplo, é cerca de 4,0us, jd em dgua deuterada, este tempo de

vida situa-se em torno de 70us 7. Logo, ao aumentar o tempo de vida do 'O,

D-0 provoca um aumento na porcentagem de foto-destruigdo de eritracitos.
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Figura 31. Efeito de D20 na porcentagem de foto-destruicdo de eritrécitos
ocasionada por OEP(a), VOOEP (b) e m-TMP (c). Este experimento foi
realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7,4; Tween 20% 0,1% (m/v) e
solvente orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofuranc para OEP e VOOEP e acetato
de etila para m-TMP) e caminho 6tico 0,5 cm a 28°C. Os valores apresentados
representam a média de Trés medidas + desvio padrdo amostral.

Outro fato que reforgou a participagdo do 'O, foi a diminuicdo, da

foto-destruicdo, provocada por azida (Fig. 32) e L-histidina (Fig. 33) A azida

transfere elétrons para o 'O; regenerando o oxigénio no estado fundamental o
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que faz diminuir a quantidade de '02 no meio de reacéio. A L-histidina, por sua
vez, diminui a quantidade de 'O, reagindo com o mesmo para formar

endoperéxidos que se decompdem em uma mistura complexa de produtos'®®.
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Figura 32. Efeito de diferentes concentraces de NaN3 na porcentagem de
foto-destruigdo de eritrécitos ocasionada por OEP (a), VOOEP (b) e m-TMP
(c). Este experimento foi realizado num meio contendo tampde PBS pH 7 4;
Tween 20° 0,1% (m/v) e solvente orgénico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para
OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e caminho 6tico de 0.5 cm a
28°C. Os valores apresentados representam a média de trés medidas + desvio
padrdo amostral.
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Figura 33. Efeito de diferentes concentragdes de L-histidina na porcentagem
de foto-destruicdo de eritrdcitos ocasionada por OEP (a), VOOEP (b), m-TMP
(c). Este experimento foi realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7./4;
Tween 20® 0,1% (m/v) e solvente orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para
OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP) e caminho ético de 0.5 cm a
28°C. Os valores apresentados representam a média de trés medidas + desvio

padrdo amostral.

Os resultados obtidos sugerem a preponderdncia do mecanismo tipo II,

mas ndo se descarta a ocorréncia também do mecanismo tipo I.
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4.9. Incorporagdo das porfirinas em lipossomas

Alguns trabalhos t€m demonstrado aumentos considerdveis no potencial
fototerapéutico de alguns fotossensibilizadores, quando os mesmos sdo
encapsulados em lipossomas. Muito do deste sucesso deve-se, em parte, a uma
melhor penetracdo nas células tumorais e a uma diminuigdo na formacdo de
agregados do fotossensibilizador'” 1%, Sendo assim, optou-se pelo
encapsulamento de OEP, VOOEP e m-TMP em vesiculas lipossomais, com o
objetivo de melhorar a eficiéncia fotodindmica destas porfirinas. Os

resultados deste estudo serdo demonstrados a seguir.

4.10. Fluorescéncia das porfirinas em fungdo da concentragdo de
lipossomas

A Figura 34 mostra que a medida que se aumenta a concentragde do
lipossoma, ocorre um aumento considerdvel da intensidade de fluorescéncia das
trés porfirinas. No entanto, a partir de uma dada concentragdo do lipossoma, a
intensidade de fluorescéncia destas porfirinas tende a ser constante levando a
crer que uma grande parte do fotossensibilizador, presente no meio, interagiu
com as vesiculas lipossomais. Pode-se sugerir, entdo, que o aumento na
intensidade de fluorescéncia, das porfirinas, deve-se ao fato das mesmas
passarem da forma agregada, na fase aquosa, para a forma de mondmeros, na
fase lipidica'’. Isto foi observado também com uma outra porfirina conhecida
como bacterioclorina. De acordo com Damoiseau e seus colaboradores'”, a
fluorescéncia desta porfirina aumenta consideravelmente na presenca de

concentragoes crescentes de lipossoma do tipo DMPC, indicando a
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monomerizacdo da bacterioclorina.
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Figura 34. Fluorescéncia de OEP em 620 nm (a), VOOEP em 623 nm (c) e m-
TMP em 650 nm (b) em funglo da concenfracdo de lipossoma. Este
experimento foi realizado num meio contendo tampdo PBS pH 7,4 e solvente
orgdnico 0,25% (v/v) (tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila
para m-TMP) mantido a 45°C.
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4.11. Determinagdo da concentracdo de porfirina encapsulada pelos
lipossomas

A Figura 35 mostra um exemplo de curva padrdo (curva de m-TMP) das
absorbdncias das porfirinas em funcdo de suas concentragdes em octanol.

(a) (b)

i y=ax+b
*1 R=0,99929
w4 @=0,00184
b=0,10802

absorbancia

Absorbancia de m-TMP em 417nm

T T T T T

8 10 12

450 500 550 4 €
A(nm) [m-TMP)(M)

e

Figura 35. (a) Aumento da absorbancia de mTMP em funcdo de sua
concentracdo em octanol e (b) equagdo da reta determinada para m-TMP.

Observa-se que a absorbdncia da porfirina aumenta linearmente com a
sua concentragdo. Este comportamento permite que esta curva seja usada para
determinar a concentragdo das porfirinas ndo incorporadas nos lipossomas e
que, no sistema bifdsico, migraram para o octanol. A Figura 36 mostra as
absorbdncias das porfirinas ndo incorporadas, que migraram para o octanol.
Diminuindo-se a concentragdo de porfirina ndo incorporada, da concentracdo
total de porfirina, utilizada no processo de encapsulamento, obteve-se as

porcentagens de encapsulamento das porfirinas nos lipossomas (Tabela 4).
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Figura 36. Espectros de absorbdncia de moléculas de OEP (a), VOOEP (b) e m-
TMP (¢} que ndo foram incorporadas em lipossomas e migraram para octanol no
sistema bifdsico composto de solugdo aquosa de lipossoma e octanol.

Tabela 4. Valores de porcentagem de incorporagdo das porfirinas em
lipcssomas. Qs valores representam a média de trés processos de
encapsulamento + desvio padrdo amostral

Porfirinas % de encapsulamento
OEP 79,7 £ 10,6
VOOEP 61,3+14,7
m-TMP 658+124
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4.12. Determina¢do da constante de supressdo de fluorescéncia

Em 1993 Chatterjee e seus colaboradores'® demonstraram que o
método de supressdo de fluorescéncia, utilizando-se um agente supressor,
pode ser empregado para se descobrir a localizagdo de um fotossensibilizador
num lipossoma. Sendo assim, utilizou-se o método de supressdo de
fluorescéncia, empregando-se o iodeto como agente supressor. Este método
teve como finalidade, verificar se houve a incorporagdo das porfirinas pelas
vesiculas lipossomais, especificamente entre as cadeias dos fosfolipidios. As
Figuras 37 e 38, mostram que, na auséncia de lipossoma, as fluorescéncias de
m-TMP e OEP, sdo eficientemente suprimidas pelo iodeto. No entanto, na

presenca de lipossoma isso ndo ocorre.
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Figura 37. Supressdo da fluorescéncia de OEP, por iodeto, na auséncia (a) e

presenca (b) de lipossoma. Experimento realizado num meio contendo tampdo
PBS pH 7 4.
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Figura 38. Supressdo da fluorescéncia de m-TMP, por iodeto , na auséncia (a)
e presenga (b) de lipossoma. Experimento realizado num meio contendo tampdo
PBS pH 7 4.

Sabe-se que o ion iodeto suprime a fluorescéncia de uma substéncia
somente quando a mesma estiver na regido hidrofilica, fora da vesicula
lipossomal™®. Sendo assim, pode-se concluir que, neste caso, as porfirinas OEP
e m-TMP foram incorporadas pelas vesiculas lipossomais. A Tabela 5 também
confirma este fato mostrando que os valores da constante de supressdo sdo

maiores na auséncia de lipossoma.

Tabela 5. Valores das constantes de supresséo de fluorescéncia de OEP e m-
TMP, por iodeto, na auséncia e presenga de lipossoma

Porfirinas ks na auséncia de ks na presenca de
lipossoma lipossoma
(L.mol™) (L.mol™)
OEP 15,21 0,50
m-TMP 25,18 1,83
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Para VOOEP ndo foi possivel tirar conclusdes, sobre a incorporagdo
desta porfirina, baseando-se em constante de supressdo, uma vez que em meio
aquoso esta substdncia ndo possui um espectro de fluorescéncia definido para
se fazer uma comparacdo com o espectro das moléculas de VOOEP
incorporadas nos lipossomas. No entanto temos uma evidéncia de que esta
porfirina pode ter sido incorporada pelos lipossomas, jd que, na presenca das
vesiculas lipossomais, o espectro de VOOEP possui uma melhor definigdo. A
Figura 39 mostra os espectros de VOOEP, em meio aquoso, na presenca e
auséncia de lipossoma. Pode-se concluir entdo que se VOOEP possui um
espectro bem definido somente em meio apolar, como acontece quando estd em
cloroférmio (Fig. 14), entdo é bem provdvel que tenha sido incorporado pelas
vesiculas lipossomais estando alojado entre as cadeias apolares dos

fosfolipidios.
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Figura 39. Espectros de fluorescéncia de 10uM de VOOEP na aus@ncia (a) e
presenca de lipossoma (b). Na auséncia de lipossoma o meio utilizado continha
tampdo PBS pH 7.4: Tween 20° 0,6% (m/v) e solvente orgdnico 2% (v/v)
(tetrahidrofurano para OEP e VOOEP e acetato de etila para m-TMP). Na
presenca de lipossoma utilizou-se um meio tamponado com PBS pH 7 4.
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4.13. Foto-destruigdo de células e determinagdo de constante de
dimerizacdo na presenga de lipossoma

A Figura 40 revela que na presenca de lipossoma as porfirinas sdo mais

eficientes na foto-destruicdo de células de eritrécitos.

de hem dlise

%o

[

o

w

[+

-

(a) (b)
0 1 20 -
~m- 0 EP =10pM °l-a-vOOEP =IuM
50/—®— OEP/lippssoma ] ‘.—VOOEP/IipossomaL
= 6.9uM /. o 154 =61uM /1
Q4 / ©
e °
o / c 101 /é
- ©
¢ 1 ./ = o
/j 5 4 +
e @ /
o4 '7"" © ____‘.4
/ iﬁ =
o] a* # o] e

T T T T T
0 10 20 30 40

tempo de irradiagdo (minutos)

de hem 6lise

%

-10 T

T T 1 T T T
50 60 7O "] 0 20

()

50
~8—m-TM P = i0uM
—8—m-TMP/lipopsso

=T7.1uM

*
v

.
A

40 -
30 -
20+

[

T T T T T T 1
¢ 10 20 30 40 50 60 7O
tempo de irfadiagd@o (minutos)

30 40 50 60 70

tempo de irradiagdao (minutos)

Figura 40. Foto-destruigdo de células de eritrécitos na presenga e auséncia de
lipossoma e de OEP (a), VOOEP (b) e mTMP (c). Experimento realizado num
meio contendo tampdo PBS pH 7 4.

E interessante ressaitar que, para este experimento, as concentragdes

de OEP, VOOEP e m-TMP, em lipossomas, foram determinadas como sendo 6,9;
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6.1 e 7,1uM respectivamente, sendo menores do que a concentragdo de 10pM
utilizada para as porfirinas ndo encapsuladas. Isto mostra que o
encapsulamento aumentou a eficiéncia fotodindmica das porfirinas, jd que as
mesmas apresentaram um melhor resultado mesmo em menores concentragdes.
Estes resultados sdo interessantes em termos de tratamento clinico, pois
menores dosagens acarretam menos efeitos colaterais e menor custo de
tratamento. A melhora na efici€ncia destas porfirinas pode ser devido ao fato
de que o processo de encapsulamento pode ter diminuindo a agregagdo das
mesmas. Sabe-se que mondmeros absorvem mais energia e possuem um tempo
de vida maior no estado triplete excitado tornando mais eficiente o processo
de transferéncia de energia e/ou elétrons para o oxigénio e assim, gerando
mais EROs. Neste estudo pode-se verificar, através dos valores da constante
de dimerizagdo na Tabela 6, que houve formagdo de menos agregados das
porfirinas, na presenca de lipossomas. As porfirinas encapsuladas
apresentaram valores de Ky menores do que as ndo encapsuladas. Esta menor
formagdo de dimeros pode ser decorrente da interagdo das moléculas das
porfirinas com a cadeia hidrofébica dos fosfolipidios, o que diminui a interagdo
entre as préprias moléculas das porfirinas'™. Além disso, o processo de
encapsulamento, ao isolar as moléculas de porfirinas uma das outras, evita a

perda de energia por processos colisionais e vibracionais''?.

Tabela 6. Valores de Ky para OEP e m-TMP, na auséncia e presenca de
lipossoma. Os valores representam a média de trés medidas + desvio padréoc
amostral

Porfirinas K»/10° na auséncia de Ko 710° na presenca de
lipossoma lipossoma
OEP 4,01+0,08 193+0,07
m-TMP 3,91+0,05 2,11+0,15
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4.14. Estabilidade das vesiculas lipossomais na presenca e auséncia de
colesterol

Um dos principais problemas em se utilizar formulacSes & base de
lipossomas, ¢ a estabilidade'®. A mobilidade dos fosfolipidios, que constituem a
membrana do lipossoma, permite a entrada de dgua para o interior da vesicula,
e perda do fdrmaco para o meio externo. Uma maneira de evitar este problema
é preparar a formulagdo na presenca de colesterol. Este ltimo fard parte da
bicamada fosfolipidica, se localizando na parte hidrofébica da mesma. Sua
presenca aumenta a interagdo hidrofdbica entre as cadeias, diminuindo a
mobilidade dos fosfolipidios. Isto proporciona maior uma rigidez na membrana
lipossomal, aumentando sua estabilidade!*,

Uma maneira de se verificar a estabilidade de lipossomas, contendo
fotossensibilizador, é medir a absorbdncia do FTS durante um dade periodo de
tempo. Uma queda significativa na absorbéncia do FTS pode indicar baixa
estabilidade da formulagdo. Isto ocorre provavelmente devido a dois fatores
principais. Primeiro, o inchamento da vesicula lipossomal leva a um aumento da
turbidez do meio. Tal evento provoca espalhamento da radiacdo e diminui a
absor¢do de luz por parte do FTS. Segundo, a mobilidade da camada
fosfolipidica permite que o FTS escape para o meio exterior aquoso e forme
agregados. Uma vez que os agregados absorvem menos radiagdo do que os
mondmeros, iste explicaria a diminui¢do da absorgdo de luz pelo FTS, & medida
que o lipossoma perde sua estabilidade.

A Figura 41 revela que quando o colesterol estd presente na
formulagdo, a queda na intensidade das absorbéncias de OEP, VOOEP e m-TMP

€ consideravelmente menor do que a que ocorre em formulacSes com auséncia
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de colesterol. Além disso, nota-se também, que apés um periodo de 10 dias,
uma nova sonicagdo, das formulagdes, faz com que as absorbdncias das

porfirinas aumentem a intensidade novamente.
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Figura 41. Estabilidade das formulagdes (porfirina/lipossoma) na presenca e
auséncia de colesterol. Estabilidade verificada através da absorbdncia de OEP
medida em 398 nm (a), de VOOEP medida em 408 nm (b) e de mTMP medida
em 418 nm (c) em fungdio do tempo. No nono dia foi realizada a sonicagdo para
restabelecer a absorbdncia. Este experimento foi realizado num meio contendo
tampdo PBS pH 7 4.
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Os resultados desta etapa indicam que, ao reduzir o tamanho das
vesiculas lipossomais, a sonicagdo diminui a turbidez do meio, reduzindo, assim,
o espalhamento de luz. No entanto, a sonicagdio ndo recupera totalmente a
absorbdncia que as porfirinas tinham no primeiro dia de "vida" da formulacéo.
Este evento sugere que houve perda de porfirinas para o meio exterior.

E inferessante ressaltar que as células do nosso corpo vivem a uma
temperatura de 37°C. Nesta temperatura, hd uma maior mobilidade das cadeias
dos fosfolipidios formadores da membrana celular. O fato € que a presenca de
colesterol nestas membranas, ajuda a diminuir a mobilidade dos fosfolipidios,
aumentando a estabilidade!>H¢17 1819 Tgto pode ser comparado ao que
ocorreu neste projeto. As vesiculas lipossomais utilizadas aqui, sdo do tipo
DMPC e possuem um ponte de fusdo proximo dos 25 °C. O que significa que,
acima desta temperatura, o lipossoma passa da fase cristal, para a fase gel,

onde os fosfolipidios possuem maior mobilidade!?

. Uma vez que a estabilidade
foi avaliada a temperatura ambiente, isto explicaria o porque da baixa
estabilidade das formulagdes sem colesterol. A exemplo do que ocorre nas
células do nosso corpo, a adiglo de colesterol ds formulacdes deu maior
estabilidade ds mesmas na femperatura ambiente.

Deve-se ressaltar, também, que o emprego de colesterol nas
formulagdes é bastante util em termos de aplicagdo clinica, pois as vesiculas
lipossomais estardo circulando pelo organismo que possui uma temperatura de

37 °C. Tal temperatura estd bem acima da temperatura de transicdo de fase

(fusdo) do fosfolipidio DMPC.
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5. Conclusdes

Os resultados obtidos indicam que tanto OEP, quanto VOOEP e m-TMP
sdo capazes de causar a foto-oxidagdio de biomoléculas e a foto-destruicéo de
eritrécitos via mecanismo tipo II, ou seja, com participagdo do oxigénio
singlete. Além disso, pode-se constatar que OEP é mais eficiente que m-TMP e
VOOEP. Estes resultados concordam com as medidas de pardmetros
fotofisicos que demonstram uma maior eficiéncia de OEP em relacdo a VOOEP.
E possivel notar que a presenga do grupo vanadil (V=0), no anel porfirinico de
OEP, diminui a seu fempo de vida no estado triplete e rendimento quéntico de
produgdo de oxigénio singlete, o que acarreta numa menor eficiéncia na foto-
oxidagdo de biomoléculas e na foto-destruicdo de eritrécitos. Este efeito
negativo pode estar relacionado com o paramagnetismo de V=0 .Em relagdo a
m-TMP, a sua rdpida foto-degradacdo, na presenca de laser, dificulta sua
aplicagdo clinica, uma vez que o laser é a fonte de radiagdo mais empregada em
TFD.

Um outro fato interessante é que as porfirinas ndo apresentaram
toxicidade no escuro. Isto é um pré-requisito muito importante para que uma
substdncia possa ser empregada em TFD. Foi observado, também, que é
possivel encapsular OEP, VOOEP e m-TMP, em vesiculas lipessomais e que a
estabilidade destas formulag8es é maior na presenca de colesterol. Este
resultado € bastante relevante, pois em tratamentos clinicos existe a
necessidade do encapsulamento do fdrmaco para evitar problemas como falta
de seletividade, baixa solubilidade, baixa penetragdio na célula e perda do

medicamento durante seu trajeto para o tecido alvo. Além disso, o

79



Tese de Doutorado Joselito Nardy Ribeiro

encapsulamento diminuiu a formagdo de agregados, o que resultou num aumento

da eficiéncia fotodindmica das porfirinas.
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