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RESUMO

A terapia fotodindmica consiste em uma nova e promissora técnica de tratamento de
cancer. O tratamento se baseia na administracdo topica ou sistémica de um
fotossensibilizador, que se acumula seletivamente em tecido tumoral. Na presenca de luz e
oxigénio o fotossensibilizador produz espécies toxicas levando as células a morte.

Neste trabalho foi determinada a eficiéncia fotodindmica dos corantes fenotiazinicos
(Azul de Metileno e Azul de Toluidina O) e xantenos (Rose Bengal, Eritrosina B, Eosina Y e
Fluoresceina) através da comparacao dos valores de concentracdo inibitoria media (ICsp)
em células tumorais HEp-2; atividade fotodindmica utilizando o &cido Urico como dosimetro
quimico; interacdo com proteina através da constante de ligacdo (Ka) com BSA e
coeficiente de particdo em octanol-agua (logP). Os resultados foram relacionados com as
propriedades moleculares destes corantes afim de se obter uma melhor compreensao de
suas estruturas e fornecer subsidios para o planejamento de novos e melhores compostos
para serem utilizados como fotossensibilizadores em PDT.

Os experimentos mostraram que os fenotiazinicos sdo mais citotoxicos nesta
linhagem celular do que os xantenos, sendo que o Azul de Toluidina O possui 0 menor
valor de ICsp. Dentre os xantenos, o Rose Bengal foi o fotossensibilizador mais eficiente
em causar fotoxidacdo do &cido Urico e o Azul de Toluidina O dentre os fenotiazinicos.
Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos nos experimentos citotoxicos,
em que Rose Bengal e Azul de Toluidina O apresentam os menores valores de ICsy, em
suas respectivas familias. Os xantenos possuem maior interacdo com BSA do que o0s

fenotiazinicos. Os corantes fenotiazinicos sdo mais hidrofébicos do que os xantenos (com
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excecdo do Rose Bengal), o que corrobora com os valores de ICsp, pois também sao os
mais citotoxicos.

Relacionando algumas propriedades moleculares dos corantes obtidos no estudo
tedrico com os dados experimentais observou-se que; i) quanto menor os valores das
energias dos orbitais HOMO e LUMO maior foi os valores obtidos de ICsp; ii) 0s
corantes fenotiazinicos sdo moléculas menores que os corantes xantenos, facilitando
sua difusdo pela membrana plasmatica e a localizagdo nas organelas; iii) nos corantes
xantenos a substituicdo por um atomo de numero atbmico maior provoca aumento no
valor da atividade fotodindmica e iv) os xantenos apresentam momentos de dipolo
maiores do que os fenotiazinicos, explicando assim a maior hidrofilicidade dos
xantenos.

Os resultados obtidos mostraram que os corantes fenotiazinicos possuem uma
eficiéncia fotodindmica superior aos dos corantes xantenos, sendo que o Azul de
Toluidina O € o mais eficiente e deve ser considerado como agente potencial para

aplicacdo em PDT.

Vii



ABSTRACT

The photodynamic therapy consists in a new technique for cancer treatment. The
treatment is based on topic or systemic administration of a photosensitizer, which is
selectively retained in tumor tissue. In the presence of light and oxygen, it produces
toxic species to cells leading to their death.

In this work it was determinated the photodynamic efficiency of phenothiazinium
(Methylene Blue and Toluidine Blue O) and xanthene dyes (Rose Bengal, Erythrosin B,
Eosin Y and Fluorescein) by comparing the values of medium inibitory concentration
(ICs0) in HEp-2; photodynamic activity using the uric acid as a chemical dosimeter;
interaction with protein through the binding constant (Ka) with BSA and the octanol-
water partition coefficient (logP). The results were related with the molecular properties
of these dyes, in order to obtain a better understanding of their structures and provide
insights for the design of new and better compounds to be used as photosensitizers in
PDT.

The experiments showed that the phenothiazine dyes are more cytotoxic in this
cell line than the xanthenes, being Toluidine Blue the one that has the lower ICs.
Among the xanthenes, Rose Bengal was the most efficient photosensitizer in causing
photoxidation of uric acid and the Toluidine Blue O among the phenothiazines. These
results are consistent with the ones obtained in the cytotoxicity experiments, once the
Rose Bengal and Toluidine Blue O have the lower ICso values, when compared with the
other dyes studied in the same family. The xathenes have higher interaction with BSA

than the phenothiazines. The phenothiazine dyes are more hydrophobic than the
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xanthenes (with the exception of Rose Bengal), which corroborate with the 1Cso values,
once they are also the most cytotoxic.

Relating some molecular properties of the dyes obtained in the theoretical studies
with the experimental data, it could be observed that; i) the lower is the values of HOMO
and LUMO energy, the high is the ICsy; ii) the phenothiazine dyes are smaller molecules
than the xanthenes, which facilitate their diffusion across the plasmatic membrane and
the localization in organelles; iii) in xanthenes dyes the substitution for an atom with
higher atomic number increases the photodynamic activity, and iv) the xanthenes dyes
have the higher dipole moment than the phenothiazines, explaining the higher
hydrophilicity of the xanthenes.

The obtained results showed that the phenothiazine dyes have higher
photodynamic efficiency than the xanthenes dyes, being Toluidine Blue the most
efficient of these dyes and it should be considered as a potential agent for photodynamic

therapy.



1. INTRODUCAO

1.1. Terapia Fotodinamica

O céancer é uma das principais causas de morte e sua incidéncia vem
aumentando cada vez mais. Terapias tradicionais contra o cancer tais como cirurgia,
destruicdo das ceélulas cancerigenas por substancias toxicas (quimioterapia) ou por
radiacdo (radioterapia) freqientemente sdo inadequadas por apresentar varios efeitos
colaterais causados pela perda de funcdo da célula normal devido a falta de
seletividade destas terapias, além de ndo oferecer a recuperacdo total do paciente.
Portanto, ha necessidade de melhores métodos de tratamento da doenca, que sejam
mais eficazes e seletivos, obtendo-se deste modo menores efeitos colaterais™?.

A Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés, Photodynamic Therapy) € um
tratamento promissor que envolve a administracdo local ou sistémica de um
fotossensibilizador (FS) seguida de irradiacdo com luz visivel de comprimento de onda
compativel com a absor¢do do FS ap6s um periodo de tempo no qual este se acumula
preferencialmente nas células tumorais®>®. Assim, FS e luz na presenca de oxigénio
molecular gera espécies citotoxicas letais que sdo capazes de danificar componentes
celulares como membranas’, proteinas® e acidos nucléicos®, provocando a destruicéo
irreversivel da célula tumoral e possibilitando grande seletividade, pois somente as
células que sdo expostas simultaneamente ao FS e luz sofrerdo o efeito citotéxico®.

A PDT é um tratamento interessante para o cancer devido a seletividade dupla
obtida pelo acumulo preferencial do FS na célula tumoral e pela habilidade de confinar

a ativacdo do FS a estas células através da restricdo da iluminacdo aquela regido
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especifica®>. Portanto, comparado com os métodos atuais de tratamento, PDT possui a
vantagem de ser um método mais efetivo e seletivo de destruicdo das células tumorais
sem destruir as células vizinhas normais®®. Além disso, PDT também possui aplicacdes
nao-oncolégicas, sendo utilizada para tratamentos dermatolégicos ** e na inativacéo de
microrganismos, técnica conhecida como inativacdo fotodinamica ***’.

Outra vantagem é que PDT € uma modalidade de tratamento minimamente
invasiva, podendo ser aplicada repetidamente no mesmo local e ser usada no
tratamento de varios tipos de céncer, incluindo aqueles que s&o resistentes as outras
terapias. E importante observar que o uso da quimioterapia, radioterapia ou cirurgia nao

impedem a aplicacdo da PDT, estas podem ser usadas antes ou apds o paciente ter

sido submetido a PDT e vice-versa**,

1.2.  Mecanismos de fotossensibilizacédo

Apés a absorcdo de um foton, o FS é excitado do estado fundamental para o
primeiro estado excitado singlete (spins opostos), este pode retornar ao estado
fundamental através de transicdes radiativas (fluorescéncia) ou nao-radiativas
(conversdo interna) entre estados de mesma multiplicidade, pode também ser
convertido através do cruzamento intersistema ao estado excitado tripleto sofrendo
inversdo de spin. O estado tripleto possui tempo de vida longo o suficiente para permitir
gue o FS excitado interaja com as moléculas vizinhas de duas maneiras, definidas
como mecanismos tipo | e tipo 1179,

O mecanismo tipo | envolve a transferéncia de elétron ou abstragdo de um atomo

de hidrogénio entre o FS excitado e um substrato, gerando radicais livres. Estes
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radicais podem reagir com oxigénio para formar espécies reativas tais como anions
superoxidos e radicais hidroxilas, estas espécies causam danos oxidativos produzindo
les6es nas células®®??. No mecanismo tipo Il o FS transfere sua energia diretamente
para o oxigénio molecular no estado fundamental triplete, gerando oxigénio excitado
singlete?®. A figura 1 ilustra graficamente o processo de absorcdo de luz pelo FS e

transferéncia de energia.

Estado excitado singlete do FS superdxidos

@@

: F
g E " E’ 10:* Estado excitado
3 - oxigénio singlete
E' gz E ry
- S. a
=g 0,
Foton Luz Calor g Oxigénio no estado
\/\/\/—" E’ fundamental t['lPhtE
SI
F5 no estado Luz
fundamenial single e

Figura 1. llustracdo grafica dos mecanismos fotoquimicos e fotofisicos em PDT®.

O oxigénio singlete reage eficientemente com diferentes substratos biol6gicos
com consequente dano oxidativo que pode causar a morte celular?®?°. Devido a sua
natureza altamente reativa, o oxigénio singlete possui raio de acdo estimado em cerca
de 0.01-0.02 um, correspondendo ao tempo de vida de 0.01-0.04 pseg em sistemas
bioldgicos, isto significa que o dano fotodinAmico causado por sua formacdo ocorre

proximo a localizagdo da molécula do FS durante a irradiacdo. Sendo assim, a



localizacdo subcelular do FS é extremamente importante, pois determina a localizacao
inicial do dano e seu impacto para a célula®?’.

Embora seja aceito que o mecanismo tipo Il € o que ocorre predominantemente
durante a PDT e que o oxigénio singlete € o principal agente responsavel pelos danos

causados nas células tumorais®?#2>2°

, as reacOes do tipo | se tornam importantes em
baixas concentracdes de oxigénio, sendo que os dois mecanismos produzem danos
oxidativos causando a consequente destruicdo do tumor®.

A eficiéncia da PDT depende da natureza quimica do FS, da sua concentracdo e
localizacdo no momento da irradiacdo, da dose de luz total utilizada, do tempo entre a

administracdo do fotossensibilizador e a irradiacao, do tipo do tumor e do seu nivel de

oxigenacao™**°.

1.3. Fotossensibilizadores

Como foi visto anteriormente o FS na presenca de luz e oxigénio molecular
produz espécies citotoxicas capazes de destruir a célula tumoral. No entanto, um
composto deve possuir algumas propriedades especificas para que possa ser utilizado
como fotossensibilizador® 283
» Caracteristicas fotofisicas favoraveis;

» Ser quimicamente puro e ter composi¢cao constante e conhecida, pois compostos
puros simplificam a interpretacéo da relagdo dose-resposta,

e Ter minima toxicidade no escuro, ndo ser mutagénico nem carcinogénico e

apresentar toxidez somente na presenca de luz;



e Acumulo preferencial na célula tumoral (seletividade), evitando assim efeitos
colaterais;

» Ser rapidamente eliminado do organismo induzindo assim uma baixa toxicidade
sistémica (farmacocinética favoravel);

» Ser soluvel em agua ou em solvente inofensivo e ndo apresentar agregacao em
meio bioldgico, pois isto reduz a eficiéncia fotodinamica;

* Nao provocar dor durante e ap0s o tratamento, j& que PDT geralmente ndo
requer anestesia ou sedacéo pesada;

* Facilidade de obtencdo em escala industrial com boa reprodutividade e custos
reduzidos.

As caracteristicas fotofisicas favoraveis associadas a fotosensibilizacdo
envolvem a excitacdo do FS do estado fundamental para o estado excitado singlete
através da absorcdo de luz na regido de 600-800 nm (conhecida como “janela
terapéutica”) e o cruzamento intersistema do estado excitado singlete ao estado

excitado triplete®®?°

. Quanto maior o comprimento de onda da luz incidente maior € a
penetracdo no tecido e o efeito terapéutico obtido*®?®3!. Radiaces de comprimento de
onda menor sofrem maior espalhamento e sdo absorvidas por croméforos endbégenos,
principalmente a hemoglobina, diminuindo a penetragcdo de luz no tecido e as bandas
de absor¢do em comprimentos de onda maiores que 800 nm além de serem absorvidas
pela 4gua ndo possuem energia suficiente para produzir oxigénio singlete®?93132,

As interacdes do estado excitado triplete do FS com oxigénio enddgeno nas

células alvo ou com substratos biolégicos produzem os efeitos citotoxicos desejados.

Sendo assim, €& extremamente importante que um FS possua alta reatividade



fotoquimica, com alto rendimento do estado excitado triplete com tempo de vida longo o
suficiente para que possa produzir eficientemente oxigénio singlete (alto rendimento
quantico de formagéo de oxigénio singlete, ®A) bem como outras especies reativas de
oxigénio®?%%°

O Photofrin®, uma mistura complexa de mondémeros, dimeros e oligbmeros de
porfirina, foi 0 primeiro composto a obter aprovacao pela Food and Drug Administration
(FDA) para ser usado em PDT para o tratamento de varios tipos de cancer. Apesar de
seu sucesso clinico, este composto apresentou alguns efeitos colaterais como
prolongada fotossensibilidade da pele e fraca absor¢gdo acima de 600 nm, limitando seu
uso em tumores mais profundos devido & fraca penetracdo da luz no tecido®?32°33 A
busca por fotossensibilizadores quimicamente puros, com absorcdo de luz em
comprimento de onda maiores e com a reducdo da fotossensibilidade da pele em
comparagdo ao Photofrin® levou ao desenvolvimento e estudo de varias classes de
compostos, como as clorinas, as bacterioclorinas e as ftalocianinas™®.

Os corantes fenotiazinicos sdo moléculas catidnicas com estrutura fundamental
composta por um sistema de anel aromatico triciclico planar, que constitui um sistema
altamente conjugado, funcionando como o cromoforo destes compostos. Estas
caracteristicas estruturais conferem aos fenotiazinicos propriedades adequadas para
uso em PDT, como intensa absor¢do na regido de 620-660 nm, regido do espectro util
em PDT por estar dentro da janela terapéutica requerida para a eficiente penetracao da
luz no tecido bem como consideravel rendimento quantico de oxigénio singlete®* . As
pesquisas envolvendo o0 uso dos corantes fenotiazinicos em PDT tem sido

predominantemente concentradas no Azul de Metileno e no Azul de Toluidina O (figura

2), que sdo compostos com estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas similares,
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possuindo um atomo de nitrogénio no anel central capaz de aceitar protons e dois
atomos de nitrogénio que contribuem para a deslocalizacdo da carga no cromaoforo,

estabilizando o cation®¢°,

_N N CHs
Hg'ﬂxNQED\NfCHS HSC‘HNQS;@NMH
I | l |
CH; CHa CH; H

Azl de metileno Azul de Toluidina O

Figura 2 . Estrutura quimica dos corantes Azul de Metileno e Azul de Toluidina O%.

O Azul de Metileno é capaz de induzir efeito fototoxico em uma variedade de
células tumorais in vitro, incluindo células HeLa (adenocarcinoma cervical humano),
adenocarcinoma mamario, sarcoma 180, carcinoma de bexiga de rato, carcinoma de
bexiga humana, célula-T humana e linfoma de células B***°. O Azul de Toluidina O
também exibe fototoxicidade em células de carcinoma epidermoide das glandulas
submaxilares humanas e em células HelLa*.

O Azul de Metileno também possui atividade fotodindmica in vivo, mostrando-se
muito eficiente quando administrado diretamente no tumor, sendo utilizado em cancer
superficial de bexiga e cancer de esdfago inoperavel®*“?. No entanto, a aplicacdo
clinica do Azul de Metileno tem sido limitada devido a auséncia de eficiéncia in vivo

guando sua administragdo é feita por via intravenosa. Em meio biolégico, os

fenotiazinicos possuem a tendéncia de serem reduzidos por enzimas celulares, NADH e



FADH,, a forma reduzida ou Leuco Azul de Metileno é incolor e absorve luz somente na
regido ultra-violeta, sendo portanto de pouca utilidade para a aplicacdo em PDT* 434>,
Além de serem utilizados no tratamento contra o cancer, o Azul de Metileno e o

Azul de Toluidina O também séo fotossensibilizadores eficientes na inativacdo de

16,34,35,46,47

organismos patogénicos, incluindo virus**“®, bactérias e fungos**®. O Azul

43,46,49

de Metileno tem sido utilizado na descontaminacdo de plasma sanglineo e

29,50

também no tratamento de metemoglobinemia®>*° e psoriase®®*“*°. O Azul de Toluidina O

tem sido utilizado na inativagdo de patdégenos da cavidade oral, tais como fungos e
baCtériaSlG-l7,44, 51-53-

Os corantes xantenos sdo compostos anibnicos ciclicos com trés anéis
aromaticos em arranjo linear com um atomo de oxigénio no anel central. Alguns
exemplos de xantenos sédo: Rose Bengal, Eosina Y, Eritrosina B e Fluoresceina (figura
3). Estes corantes também possuem algumas propriedades satisfatérias para a PDT,
como consideravel rendimento quantico de oxigénio singlete, baixo custo e intensa
absorcéo de luz na regido visivel (500-570 nm), no entanto, por ndo absorverem em
comprimento de onda adequado para maxima penetracdo de luz nos tecidos estes

corantes s&o mais indicados para o tratamento de lesées superficiais®°.
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Figura 3. Estrutura quimica dos corantes Eritrosina B, Eosina Y, Rose Bengal e Fluoresceina™®.

Rose Bengal € o corante xanteno mais utilizado, possui alto rendimento quantico
de oxigénio singlete®®; sendo capaz de causar danos in vitro em células epiteliais de
cérnea de coelho®® e células epiteliais do pigmento da retina®. No entanto, a aplicacdo
clinica do Rose Bengal também tem sido limitada, pois ao ser administrado de maneira
sistétmica € rapidamente acumulado no figado e excretado antes que possa se
acumular no tecido tumoral®’°®®*, Este corante também tem sido utilizado topicamente
em oftalmologia para diagnéstico e na inativacéo fotodinamica de bactérias*®"°%2,

Devido a baixa toxidez e alta fluorescéncia, a Fluoresceina é utilizada como um
agente de visualizacdo para doencas oftalmolégicas®®. A Eritrosina B e Eosina Y

16,17,55

possuem atividade fotodindmica em bactérias e fungos , sendo que a Eosina Y

também foi extensivamente aplicada na quantificacéo e coloracéo de proteinas®.



Em relacdo ao uso terapéutico, estes corantes xantenos apresentados ainda
necessitam de algumas mudancas estruturais que facam com que seu comprimento de
absorcdo maximo se encontre dentro da janela terapéutica de 600-800 nm necesséria

para o tratamento em seres humanos>>.

1.4. Transporte e localizagao dos fotossensibilizad  ores

A estrutura quimica do FS determina seu modo de interacdo com as vizinhancgas,
tanto in vitro quanto in vivo. A hidrofobicidade e carga do FS influenciam seu
comportamento em solugéo in vitro, isto €, se permanecera na forma agregada ou
monomeérica. J& in vivo a hidrofobicidade, natureza quimica das cadeias laterais e carga
do FS determinard a extenséo das interacbes com as proteinas do plasma, com o pH
do tecido tumoral e sua localizacdo no mesmo®.

Ja foi mencionado que devido ao pequeno raio de acéo e curto tempo de vida do
oxigénio singlete, a estrutura celular na qual o FS estiver ligado ou que estiver proxima
do FS serad preferencialmente danificada no processo de iluminagdo. De fato, a
localizacdo do FS em diferentes organelas ou em outras subestruturas celulares é
relacionada com sua fototoxicidade total e com os mecanismos de morte celular®*®. A
membrana plasmética, lisossomos, mitocondria e citoplasma sdo componentes

celulares onde o FS pode se localizar®3361%4,

BN

In vivo, os fotossensibilizadores podem se ligar tanto a albumina quanto as

64,66

lipoproteinas do plasma®™°, onde o principal mecanismo de transporte do FS até o

tecido tumoral é realizado através das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)®*%>®’. A

LDL é a principal lipoproteina carregadora de colesterol no plasma humano, contendo
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cerca de 2/3 do colesterol total do plasma, cada molécula de LDL contém
aproximadamente 1500 moléculas de colesterol esterificado (éster colesteril) rodeada
por uma monocamada fosfolipidica, colesterol livre e apoproteina-B (figura 4), sendo
gue as celulas podem suprir suas necessidades por colesterol através da endocitose de

LDL por meio de receptores encontrados em sua superficie®®,

Colesterol

Monocamada

fosfolipidica Apoproteina B

Colesterol
esterficado

Figura 4. Esquema resumido de uma lipoproteina de baixa densidade®®.

As moléculas de LDL também podem agir como transportadores naturais de FS,
pois as células tumorais possuem elevado niamero de receptores LDL em comparacao
com as células normais devido ao aumento na velocidade de proliferacdo, necessitando
de uma maior quantidade de colesterol®®’®"*. O transporte e acimulo de FS também
podem ocorrer através de ligagcbes com lipoproteinas de alta densidade (HDL) e
albumina em processos que ndo envolvem receptores celulares®* ™. O transporte e
acumulo do FS através de lipoproteinas é governado principalmente pelo carater

hidrofilico ou lipofilico dos fotossensibilizadores, sendo que fotossensibilizadores
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relativamente hidrofilicos sédo transportados pela albumina e globulinas e os mais
hidrofébicos ligam-se preferencialmente as lipoproteinas. No entanto, outros fatores
além da hidrofobicidade podem favorecer a interacéo entre o FS e a LDL, tais como a
distribuico assimétrica de cargas®® ",

O pH de tecidos tumorais geralmente € menor em comparacdo ao de tecidos
normais. O pH de um tecido muscular humano normal € em torno de 7,10 a 8,06,
enquanto que em tecido tumoral humano varia de 5,85 até 7,68. Esta caracteristica
pode favorecer o acumulo preferencial de fotossensibilizadores que sdo aniénicos em
pH fisioldgico, pois sdo neutralizados eletronicamente tornando-se, portanto, mais

lipofilicos e difundindo através da membrana plasmaética da célula tumoral®>°®7%72,

1.5. Avaliacdo da eficiéncia dos fotossensibilizado  res

No processo de planejamento e sintese de fotossensibilizadores mais eficazes
ou na otimizacdo dos ja existentes, alguns fatores devem ser levados em consideracgao,
tais como a interagdo do FS com proteinas do plasma, rendimento quantico de oxigénio
singlete e lipofilicidade de sua estrutura molecular.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo humano, muitos
compostos, incluindo FS, ligam-se reversivelmente e com alta afinidade a albumina’ 3.
Esta ligacdo reversivel prolonga o tempo de vida do FS no plasma, mas também
diminui a concentracdo de FS livre para a acao fisioldgica, sendo esta ligacao

importante principalmente para compostos que sdo insollveis no plasma. Por outro

lado, se a ligacao for muito forte e a liberacdo do composto for muito lenta, a acao do
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FS ser& seriamente limitada, por esta razdo € muito importante conhecer a afinidade de
qualquer FS pela albumina’.

A albumina de soro bovino (BSA) tem sido utilizada para estudos de interacao,
pois j4 foi extensivamente caracterizada e possui fungcdo no transporte e
armazenamento de compostos nos vertebrados®’*. A proteina BSA contém 582
residuos de aminoacidos, possui dois triptofanos nas posi¢bes 134 e 212 bem como
tirosina e fenilalanina®®. Este composto também possui fluorescéncia intrinseca devido
principalmente aos residuos de triptofano, o qual pode emitir luz em cerca de 340 nm
guando excitado por luz de comprimento de onda no ultravioleta por volta de 280 nm.
Visto que a fluorescéncia intrinseca da proteina geralmente é suprimida pela ligacdo
com os fotossensibilizadores, este comportamento espectroscépico prové uma maneira
de se estudar as interacdes entre estes compostos com a albumina®®’*"’,

Como foi mencionado acima, na otimizacdo de fotossensibilizadores alguns
fatores devem ser levados em consideracdo, entre eles o rendimento quéantico de
oxigénio singlete (®A), pois sua producdo esta intimamente relacionada com a
eficiéncia do mecanismo Tipo Il. Uma maneira de se avaliar o ®A é através da
eficiéncia da fotoxidacdo do acido arico (AU) pelo FS. O &acido arico é um conhecido

supressor de oxigénio singlete’®"®

, podendo ser utilizado como um dosimetro quimico
para a determinacdo da atividade fotodinAmica (AF) para os diferentes tipos de
fotossensibilizadores utilizados em PDT. Em um método proposto por Fischer et.al. a
atividade fotodinamica é calculada levando-se em conta o decréscimo na absorbancia
caracteristica do Acido Grico em 292 nm na presenca de um FS ativado pela luz’®""%8!,
A resposta biolégica produzida por compostos bioativos (neste caso um FS) esta

diretamente relacionada com os mecanismos de absorcao, distribuicdo e atividade
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intrinseca®. Os processos de absorcdo e distribuicdo sdo regulados pelo carater
lipofilico/hidrofilico do composto uma vez que € necessaria a capacidade de interacdo
com dois meios diferentes, lipofilico (membranas celulares) e hidrofilico (citoplasma),
para que seja alcancado o alvo desejado**"*>#2® Um modelo aceito para a primeira
etapa da acdo de um farmaco (transporte até o sitio de acdo) é a habilidade do
composto de se particionar entre 1-octanol, que simula uma membrana celular, e agua,
gue simula o citoplasma. O solvente 1-octanol possui uma longa cadeia alquila saturada
e um grupo hidroxila que faz ligacbes hidrogénio e embora seja imiscivel em agua,
possui a capacidade de dissolver até 2.3 M de agua sob condi¢des de equilibrio. Esta
combinacdo de cadeia lipofilica, grupo hidrofilico e moléculas de agua conferem ao 1-
octanol propriedades muito parecidas com as das membranas celulares®*®. O
coeficiente de particdo determinado em 1-octanol/dgua reflete apenas as interacdes
hidrofébicas, sendo, portanto um método rapido, simples e eficaz na avaliagdo da
hidrofobicidade dos fotossensibilizadores utilizados.

76,77

NOsso grupo tem proposto a combinacao destes métodos como uma maneira

de investigar a eficiéncia fotodindmica de fotossensibilizadores.

1.6. Estudo tedrico de fotossensibilizadores basead 0 em métodos de Quimica

Quantica

Em mecéanica quantica, uma espécie quimica € considerada como sendo um
conjunto de nucleos e elétrons que é caracterizado por funcbes de onda, y;
(autofuncdes) e por suas respectivas energias, E. Os métodos utilizados sdao

basicamente trés: ab initio, teoria do funcional de densidade (DFT) e semi-empiricos. O

14



método ab initio ndo faz uso dos parametros experimentais, embora forneca
informacdes mais precisas sobre o comportamento quimico. Em termos operacionais é
mais lento e mais caro. Este fator estimulou o surgimento de métodos semi-empiricos,
gue se baseiam em algumas suposicOes que servem para simplificar os calculos
fazendo uso de alguns parametros obtidos experimentalmente®. Os métodos baseados
no DFT podem ser considerados como sendo métodos intermediarios aos ab initio e
semi-empiricos em relagcdo ao tempo computacional e ao tamanho de sistema que pode
ser tratado: embora néo se utilize de parametros experimentais, ao invés de tratar todos
os elétrons, baseia-se na densidade eletrbnica, o que simplifica as equacdes a serem
resolvidas.

O ponto de partida de todo trabalho de mecéanica quéantica € a equacao de

Schréndinger, escrita da seguinte forma®®:

HY = EWY (Equagdo 1)

O termo H, operador hamiltoniano, é um operador que permite obter informacdes
sobre a energia do sistema. Esta equagcdo apresenta solugcdo exata somente para o
atomo de hidrogénio. Para resolvé-la para atomos multieletrdicos e moléculas, recorre-
se a aproximagOes. Dentre elas, pode-se citar a aproximacédo de Born-Oppenheimer
gue considera 0s nucleos como sendo “congelados”, ou seja, como 0s nucleos sao
mais pesados que os elétrons, pode-se dizer que estao fixos, entdo é possivel resolver
a equacao de Schrodinger para uma funcdo de onda dependente apenas da posicao
dos elétrons®. No entanto, esta aproximacdo s6 pode ser aplicada a sistemas

monoeletronicos. Sendo assim, Hartree e Fock (HF) propuseram considerar o
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movimento dos elétrons isoladamente. Entretanto, os métodos baseados na
aproximacao HF envolvem um elevado nimero de integrais e, consequentemente, um
elevado tempo computacional e restricbes ao tamanho dos sistemas que podem ser
tratados®’.

Para diminuir os inconvenientes deste método pode-se desprezar um determinado
numero de integrais, ou utilizar um potencial interno ou ainda substituir uma grande parte
das integrais por parametros empiricos e utilizar expressdes aproximadas que incluem
esses parametros para avaliar o restante das integrais. Estes sdo os métodos semi-
empiricos®.

Em contraste com os métodos semi-empiricos, o hamiltoniano na DFT é bem
definido e suas caracteristicas ndo sdo obscurecidas por freqientes e injustificaveis
aproximacdes no procedimento computacional. Nas derivacdes das equacdes do DFT,
nenhum parametro em principio necessita ser ajustado ou determinado empiricamente,
podendo ser considerado, sob este aspecto, como uma teoria de natureza ab initio. A
grande vantagem da metodologia da DFT sobre os métodos ab initio padrdes esta no
ganho em velocidade computacional e espaco em memoéria. Sendo assim, este método é
particularmente util no estudo de grandes sistemas moleculares, descrevendo-se
realisticamente diversos tipos de sistemas quimicos, principalmente aqueles fora do
alcance de métodos de natureza ab initio padrdes®.

Na literatura, sdo encontrados estudos teéricos baseados em quimica quantica
para diversos corantes. Nos Ultimos anos, os métodos semi-empiricos CNDO/S e
ZINDO tém sido empregados para prever o comportamento espectral de diversos
corantes®®®. Além disso, o método baseado na teoria do funcional de densidade

dependente do tempo (TD-DFT) também vem sendo utilizado para calcular as energias
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de excitacdo de alguns corantes® 2. No caso especifico do azul de metileno, alguns
estudos foram realizados utilizando diferentes métodos: MNDO, AM1, PM3, PPP e DFT,
buscando analisar variagdes na geometria e no calor de formacéo em relacdo a outros
corantes®®, explicar a interacéo com surfactantes aniénicos® e com outras moléculas de

corante (formacéo de dimeros)®.

17



2. OBJETIVOS

Visando investigar a relagdo entre as caracteristicas moleculares de uma série
de fotossensibilizadores com uso potencial em Terapia Fotodindmica e sua adequacao
a técnica, os parametros experimentais dos fotossensibilizadores relativos a eficiéncia
fotodindmica foram obtidos e analisados a luz das propriedades eletrénicas, estéricas,
hidrofobicas e topoldgicas calculadas para seis corantes através de meétodos de
Quimica Quantica em colaboracdo com a Prof. Dr. Paula Homem de Mello da
Universidade Federal do ABC e com o Prof. Dr. Albérico B.F. da Silva do Grupo de
Quimica Teoria do IQSC-USP.

Foram utilizados como modelo os corantes xantenos: Rose Bengal, Eosina Y,
Fluoresceina e Eritrosina B e os corantes fenotiazinicos: Azul de Metileno e Azul de

Toluidina O. O trabalho consistiu de trés fases:

1. Determinacdo da eficiéncia fotodinAmica dos corantes através da obtengcédo dos
seguintes parametros: concentracado inibitéria media (ICso) em células tumorais;
atividade fotodindmica (AF) utilizando o acido urico (AU) como dosimetro
guimico; coeficiente de particdo em octanol-agua (logP) para obter informacdes
sobre a hidrofobicidade dos fotossensibilizadores, e interagdo com proteina
através da determinacdo da constante de ligacdo (Ka) com BSA usada como

modelo.

2. Partindo das estruturas otimizadas dos compostos, foram calculadas as

propriedades eletronicas, estéricas, hidrofobicas (logP) e topologicas para
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determinar teoricamente quais as caracteristicas que discriminam os compostos

com maior ou menor eficiéncia fotodinamica.

Relacdo entre os resultados obtidos nos estudos tedricos com os resultados

experimentais de determinacdo dos quatro parametros (ICso, AF, log P e Kp).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e Equipamentos

Os corantes Rose Bengal (RB), Eosina Y (EY), Eritrosina B (ER), Fluoresceina
(FL), Azul de Metileno (AM) e Azul de Toluidina O (ATO) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®. As solucdes estoque destes compostos foram preparadas em solucédo salina
tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e mantidas a 4°C e ao abrigo de luz. Para os
ensaios citotoxicos estas solucdes foram diluidas em meio de cultura ISCOV’S (Sigma-
Aldrich®) com 10 % de soro fetal bovino e antibiéticos penicilina 10.000 UI/mL e
estreptomicina 10 mg/mL. As solucbes foram esterilizadas por filtragdo em membrana
de 0,22 ym (Millex GV-Millipore) imediatamente antes do uso.

As medidas de absorgéo o6tica foram realizadas no espectrofotbmetro HITACHI
U-2800, utilizando-se cubeta de quartzo Hellma com as quatro faces polidas e 1,0 cm
de caminho 6tico. Os espectros de absor¢cédo 6tica foram monitorados na faixa de 200-
700 nm.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no espectrofluorimetro HITACHI F-
4500, utilizando-se cubeta de quartzo Hellma com as quatro faces polidas e 1,0 cm de
caminho Gtico. Os espectros de fluorescéncia foram monitorados na faixa de 200-550
nm.

Para a realizacao das irradiacOes foram utilizados diodos emissores de luz (LED)
emitindo em comprimento de onda de 532 nm (verde) e 628 nm (vermelho) com
intensidade de 19 e 11 mW/cm?, respectivamente, refrigerados & agua, desenvolvidos

pelo Grupo de Optica do Instituto de Fisica de S&o Carlos/USP.
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3.2. Cultura celular

A linhagem de células tumorais de laringe humana (HEp-2, ATCC-CCL-23) foi
utilizada nos ensaios de fototoxicidade. Esta linhagem cresce em monocamada, aderida
ao substrato solido (garrafa de polipropileno - Corning), sendo cultivada em meio de
cultura ISCOV’S com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos *. As células sdo mantidas
em estufa (Forma Scientific), a 37°C, 95% de ar e 5% de CO,. Todo o0 manuseio com as
células é feito com material estérii e sob fluxo laminar (Veco) para evitar a
contaminacédo da cultura celular.

O subcultivo celular é feito através da adicdo de enzimas proteoliticas, neste
caso a tripsina, para digerir as proteinas da matriz extracelular, desagregando as
células do substrato sélido®. A tripsina pode ser prejudicial as células, portanto meio de
cultura € adicionado logo a seguir e a suspensao € centrifugada (Excelsa Il — Forma) a
1000 rpm por 1 min para que as células se precipitem e o sobrenadante seja
descartado. Em seguida as células sdo solubilizadas em cerca de 2 mL de meio de
cultura®.

Para quantificar a proporcdo de células vivas, é feito um teste de exclusdo do
corante, que é baseado no rompimento da integridade da membrana determinado pela
captacdo de um corante para o qual a membrana da célula normalmente é impermeavel
(no caso o “trypan blue” 0.4%). Para isso é retirada uma aliquota de 100 pL da solucéo
contendo as células e mistura-se com 400 puL de meio de cultura e 500 pL de solugdo
de “trypan blue” para contagem de células utilizando-se uma camara de Newbauer sob

microscopio (CH2-Olympus). As células mortas tornam-se coloridas e as células vivas
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permancecem incolores, a razdo entre o numero de células vivas e mortas fornece a
viabilidade celular®”,
A suspenséo de células é entdo distribuida nas garrafas de polipropileno com

adicdo de meio de cultura e levadas novamente a estufa para o cultivo.

3.3. Ensaios citotéxicos

Para 0s ensaios citotéxicos utilizou-se uma concentracdo de 1x10° células/mL
em meio de cultura ISCOV'S com 10% de soro fetal bovino e antibidticos para o
plagueamento em placas de 96 pocos (Corning). Estas placas foram mantidas em
estufa a 37°C por 24 h. As células foram entédo incubadas com diferentes faixas de
concentracao de cada corante por diferentes intervalos de tempo. ApGs esse periodo o
meio de cultura contendo o corante foi removido, as células foram lavadas com cerca
de 150 uL de PBS pH 7,4 e adicionou-se meio de cultura. Para medir a fototoxicidade,
as placas foram irradiadas no comprimento de onda adequado para cada FS.
Experimentos controle foram realizados para verificar a dependéncia da citotoxicidade
dos fotossensibilizadores néo irradiados em funcdo do tempo de incubagcdo com as
células tumorais. Em seguida, as células foram incubadas em estufa por mais 48h.
Esse intervalo é considerado ideal para o encerramento de ensaios de sobrevivéncia
apos tratamento fotodindmico, ja que tempos de incubacdo menores podem ser
insuficientes para que as células se recuperem totalmente do tratamento a que foram
submetidas e intervalos maiores podem acarretar um aumento muito grande no nimero

de células, dificultando a contagem®.
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Para avaliar a viabilidade celular e entdo calcular a porcentagem de toxicidade,
foi realizado o ensaio com 3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazoélio
(MTT) obtido da Sigma-Aldrich®. Este é um método colorimétrico rapido que envolve a
reducdo de MTT, que é amarelo, a um produto azul de formazam que absorve em 570
nm. A reducdo é feita pelas dehidrogenases mitocondriais das células vivas e ocorre se
as células tém um nivel significativo de metabolismo oxidativo®. Apés a adicéo de MTT,
as ceélulas foram incubadas por 3h na estufa. Apés esse periodo o meio de cultura com
MTT foi removido, tendo cuidado para ndo danificar os cristais de formazam formados.
Adicionou-se entdo 50uL de etanol puro e 150 yL de uma solugédo 1:1 de PBS e
isopropanol, para solubilizar os cristais. A absorbancia é entdo lida no leitor de células
Benchmark-BIO-RAD e o0s resultados apresentados por meio de gréficos de
sobrevivéncia celular (%) em funcdo da concentracéo do fotossensibilizador. Utilizou-se

o programa CalcuSyn para a obtencéo dos valores de 1Cs*®.

3.4. Fotoxidacdo do acido urico

1.8 o &cido udrico (Sigma-Aldrich®) é

Neste método proposto por Fischer et a
usado como um dosimetro quimico. Quando uma mistura de AU e FS ¢é irradiada, a
banda de absorcao caracteristica do AU em 292 nm decresce e fornece assim uma
rapida avaliacdo da atividade fotodindmica do FS. Neste experimento foi investigado o

decréscimo da banda de absor¢cdo do AU na presenca dos corantes xantenos e

fenotiazinicos, a fim de se obter a atividade fotodinamica de cada um.
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Uma amostra contendo 10 pg/mL de AU e 5 pg/mL de FS foi irradiada com LED
verde de intensidade 190 W/m? para os corantes xantenos e vermelho de intensidade
110 W/ m? para os fenotiazinicos, durante 360 s, sob agitacdo suave. Antes e apés a
irradiacdo foram obtidos espectros de absorcdo da amostra, determinando-se desta
forma a diferenca na intensidade de absor¢édo do acido Urico em 292 nm em ambos 0s
espectros. As analises foram realizadas em triplicata.

Uma vez que existe uma correlacéo linear entre esse decréscimo na banda de
absorcdo do AU e sua supresséo pelo 'O, é possivel obter o coeficiente de atividade

fotodindmica (AF) para cada FS através da seguinte equacao:

AA,, x10°
E0 Xt X AFS(Airr)

AF = (Equacéo 2)

Onde:

AF = atividade fotodinamica (m*Ws = m?/J)

A Ay = decréscimo da absorbancia do acido urico em 292 nm antes e apés a
irradiacéo

Eo = intensidade de luz (W/m?)

t = tempo de irradiacéo (s)

Aespim = absorbancia do fotossensibilizador na solu¢do no comprimento de onda

de irradiagcédo (532 nm, LED verde e 628 nm, LED vermelho).
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3.5. Interagéo dos fotossensibilizadores com albumi na de soro bovino

A interacdo do FS com BSA foi avaliada através da supresséo da fluorescéncia
do triptofano presente no BSA, na presenca de um FS. Supresséao de fluorescéncia se
refere a qualquer processo que diminua a fluorescéncia intrinseca de uma amostra,
sendo uma ferramenta importante na analise da interagcdo entre proteina e um
supressor, sendo que este processo pode ocorrer de duas maneiras: estatica e
dindmica. No processo de supressao estatica ocorre a formacao de um novo complexo
fluoréforo-FS e geralmente é afetado pela temperatura, cujo aumento induz ao
decréscimo da extensdo da supressdo da fluorescéncia e a formagdo do novo
complexo geralmente provoca mudancas no espectro de absorcdo. No processo de
supressao dinamica ocorre a interacdo do FS com a molécula no estado excitado do
fluordforo, o aumento da temperatura resulta no aumento da velocidade de difusdo da
molécula e consequentemente na constante de velocidade de supressdo. Estes dois
tipos de supressédo podem ser distinguidos através da comparagcado dos valores de Ksy
(constante de Stern-Vomer) em diferentes temperaturas e dos espectros de absorcéo
na presenca e na auséncia do FS®*’°. Os valores de Ksy para a interagédo do BSA com

os FS foram obtidos através da equacdo de Stern-Vomer abaixo °.

I:o

=1 K, ZolFS|=1+ K, [FS] (Equaco 3)
Onde:

Fo = intensidade de fluorescéncia em 340 nm do BSA na auséncia do FS
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F = intensidade de fluorescéncia em 340 nm do BSA na presenca do FS

Kq = constante de velocidade de supresséo bimolecular

To = tempo de vida médio do fluoréforo na auséncia do FS e seu valor é 10%s %2,
[FS] = concentracéo do FS

Ksy = constante de supressao dinamica de Stern-Volmer, relacionada com o

processo de colisdo bimolecular

Para a determinacdo da constante de ligacdo e do nimero de sitios de ligagéo,

foi utilizada a equacéo abaixo, valida se a supressao for um processo estatico ':

Iog( FO; F } =nlogK, + nIog[[FSt] -n[BsA] FOF_ Fj

(Equacio 4)
Onde:
Fo e F = intensidades de fluorescéncia do BSA em 340 nm, na auséncia e na
presenca de FS, respectivamente
n = nimero de sitios de ligacao
Ka = constante de ligacéo

[FS{] e [BSA{] = concentracdes totais do FS e BSA na solugéo, respectivamente

Foram preparadas solucdes contendo FS em treze diferentes concentragdes e
BSA na concentracdo fixa de 2 pM. Estas solu¢cbes foram agitadas e deixadas em

repouso no escuro durante 20 min para promover a formac¢do do complexo fluoréforo-
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BSA. Os espectros de fluorescéncia e absorcdo foram obtidos e utlizados na
determinacédo das constantes mencionadas acima. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas com comprimento de onda de excitacdo em 280 nm, com fenda de excitacao

e emissdo de 2.5 nm. As medidas foram feitas em triplicata para cada corante.

3.6. Determinacéo do coeficiente de particdo dos fo  tossensibilizadores

O logaritmo do coeficiente de particdo foi utilizado como uma medida do carater
lipofilico dos corantes, calculado de acordo com o método proposto por Pooler e
Valenzeno'®. PBS e 1-octanol foram utilizados como solventes imisciveis, cada um pré-
saturado com o outro. Foram preparadas solu¢des contendo 3 pg/mL dos corantes em
PBS, transferiu-se 10 mL de cada uma dessas solu¢des individualmente para um tubo
com a adicdo de igual volume de 1-octanol. As solugbes foram agitadas durante 1lh
para permitir a particdo dos corantes entre a fase aquosa e a organica e deixada em
repouso durante 24h para separacao das duas fases. As concentracfes dos corantes
em PBS antes e ap0s a particio foram medidas espectroscopicamente nos
comprimentos de onda do maximo da banda de absor¢cdo de cada FS. As medidas
foram realizadas cinco vezes para cada FS. O logaritmo do coeficiente de particdo, log

P, foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

(Abs, ) Viso
logP =| 1AL _q |x M ;
og |:(AbSD) XVOCT (Equacéo 5)

Onde:
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log P = logaritmo do coeficiente de particdo

Abs A = absorc¢do 6tica da solucdo antes da particao
Abs p = absorcao otica da solucéo depois da particdo
Vpgs = volume de PBS

VocT = volume de octanol.

3.7. Métodos utilizados no estudo tedérico

Inicialmente, as geometrias dos compostos estudados (AM, ATO, ER, EY, FL e
RB) foram otimizadas. Para garantir que a geometria obtida se trata de um minimo na
superficie potencial, foram calculadas as freqiiéncias, ou seja, no caso de obtencdo de
frequéncias imaginarias, nova otimizacdo de geometria foi realizada. Todos esses
calculos foram realizados em termos da implementacdo de Kohn-Sham da Teoria do
DFT, com o funcional B3LYP!** 1% a base DGDZVP e o solvente (4gua) simulado com
0 método continuo Integral Equation Formalism of Polarizable Continuum Model
(IEFPCM)*"1%  conforme implementados no programa Gaussian 03'°, uma vez que
essa metodologia ja se mostrou muito eficiente em estudos com corantes
semelhantes'***2,

Uma vez obtidas as estruturas de menor energia, foram calculadas as seguintes
propriedades:

* energia total e entalpia de formacgéo: para comparacdo da estabilidade relativa
dos corantes;

* energia e representacdo grafica do HOMO (ultimo orbital molecular ocupado) e

do LUMO (primeiro orbital molecular desocupado). As energias do HOMO e do
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LUMO fornecem indicios sobre a capacidade de uma molécula doar ou aceitar
elétrons™*?;

* momento de dipolo e cargas atbmicas derivadas do potencial eletrostatico
(CHELPG): indicam como as moléculas podem interagir com 0 meio e/ou
substrato eletrostaticamente. O meétodo das cargas derivadas do potencial
eletrostético é considerado melhor que o método de Mulliken para descrever
interacées intermoleculares™*.

Todas essas propriedades foram calculadas utilizando a mesma metodologia que
a utilizada para a otimizacdo de geometria, ou seja, B3LYP/DGDZVP/IEFPCM. Além
disso, foi calculado também o espectro de absorcdo utilizando a DFT dependente do
tempo (TD-DFT), também no esquema B3LYP/DGDZVP/IEFPCM. Embora o método
ZINDO tenha se mostrado o melhor método para descrever o AM****2 nao foi possivel
utilizad-lo neste trabalho uma vez que, no programa Gaussian 03, ele nao é
parametrizado para o atomo de lodo (presente tanto em ER quanto em RB) e para o
Bromo (presente em EY). Entretanto, como demonstrado nas referéncias 111 e 112,
TD-DFT também apresenta bons resultados que podem ser utilizados para
comparacfes entre os corantes estudados na escolha de um bom FS. Foram
calculadas, ainda, com o programa HyperChem™ as seguintes propriedades: area e

volume para cada molécula estudada.

3.8. Calculo da média amostral e do desvio padréo

Nas analises que fizeram uso da média amostral e do desvio padrédo os calculos
foram realizados segundo as equacdes 6 e 7*'°:
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Onde:
Xi = média amostral
X; = i-ésima observagao

n = nimero total de observacdes

S; = estimativa do desvio padrao

(Equacgéo 6)

(Equagéo 7)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Experimentos de citoxicidade

Foram realizados experimentos de citotoxicidade com a linhagem HEp-2 em que
as células foram irradiadas com duas doses diferentes de luz para os corantes
fenotiazinicos e uma dose de luz para os corantes xantenos com diferentes tempos de
incubacdo dos fotossensibilizadores. Foram também realizados ensaios citotoxicos na
auséncia de irradiacdo a fim de se verificar a toxicidade intrinseca dos
fotossensibilizadores nas células, ou seja, a citotoxicidade no escuro. Os valores de
ICso obtidos estdo apresentados na Tabela 1 (para os corantes fenotiazinicos) e na
Tabela 2 (para os corantes xantenos). Deve-se mencionar que esse parametro €
inversamente proporcional a citotoxicidade, ou seja, quanto maior o valor de ICs,
menor é a citotoxicidade.

A partir dos valores da Tabela 1 observa-se que o tempo de incubagéo do FS
nas células afetou sua citotoxicidade, pois seu aumento causou uma diminuicdo no
valor de ICsp, isso significa que quanto maior o tempo de incubacdo, menor a
concentracdo de FS necesséria para matar as células, tanto na auséncia (escuro)
guanto na presenca de luz (claro). Comparando-se 2h com 6h de incubacéo para o AM
e para o ATO, no escuro, houve uma diminui¢cdo do ICsy de 77% para o AM e 55% para
0 ATO, sendo estes resultados coerentes uma vez que existem controles cinéticos para
a incorporacdo do corante nas células®. No entanto, apenas 6% de decréscimo no

valor de ICsp ocorre quando o tempo de incubacdo passa de 2 para 4h de incubacao
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para o AM. J& para o ATO ndo ha mais diminuicdo do ICsp nO escuro com tempos

maiores que 4h, indicando que esse tempo de incubacao € ideal para esse corante.

Através da Tabela 1 é possivel observar também que o ATO é mais citotoxico do

gue o AM, tanto na presenca quanto na auséncia de irradiacdo, exceto na dose de 36

Jicm? e 6h de incubacdo, em que se obteve os mesmos valores de ICso para os dois

corantes. Essa observagao sugere claramente a importancia da dosimetria, ou seja, da

otimizacédo dos parametros de PDT para se obter a maxima eficiéncia.

Tabela 1: Citotoxicidade no claro e no escuro dos corantes fenotiazinicos na linhagem celular
HEp-2 em fungdo do tempo de irradiagcdo e da dose de luz. A intensidade do LED utilizado nas

irradiagdes foi de 11 mwW cm?, com n=7.

Corante Dose de luz Tempo de ICxq claro ICs, escuro
(Jlem?) incubacgéo (Hg/mL) (ng/mL)
(h)
2 16 +2 18+3
18 4 10+2 17 +2
6 1.4+0.1 42+0.1
Azul de Metil
Zul de Metiieno 2 9.0+0.1 18+3
36 4 0.75 + 0.05 17 +2
6 0.04 +£0.01 42+0.1
2 7+1 9+1
18 4 0.70 + 0.06 40+0.9
6 0.12 +0.01 4.0£0.9
Azul de Toluidina O
2 6.0+0.2 9+1
36 4 0.15 + 0.09 40+0.9
6 0.03+0.01 40+0.3
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No claro observa-se que aumentando o tempo de 2 para 4 e 6h, ocorre um
decréscimo no valor de ICsp, indicando que o tempo de incubacdo maior facilita a
sensibilizacdo das células e sua inativagdo na presenca de luz. Por outro lado, pode-se
observar a enorme potencializacdo da citotoxicidade causada pela luz, que é maior
guanto mais elevada for a dose de luz aplicada nas células na presenca do
fotossensibilizador.

E possivel observar através da Tabela 2, que para os corantes xantenos o tempo
de incubagcdo também afetou sua citotoxicidade, pois quanto maior o tempo de
incubacdo menor € o valor de ICsy, NnOo escuro, provavelmente devido a maior
incorporacdo do FS nas células, sendo este efeito maior para EY e FL que tiveram um

aumento de 2,6 e 2,7 em sua citotoxicidade, no escuro, respectivamente.

Tabela 2: Citotoxicidade no claro e no escuro dos corantes xantenos na linhagem celular HEp-2
em funcdo do tempo de incubagéo e da dose de luz de 18 Jicm?®. A intensidade do LED utilizado nas
irradiacdes foi de 19 mwW.cm™, com n=7.

Corante Tempo de incubacéo ICxq claro ICso escuro
(h) (Hg/mL) (Hg/mL)
Rose Bengal 4 67 2 81+2
6 11+1 58+2
Eritrosina B 4 124+ 8 186 +3
6 74+3 125+ 10
Eosina Y 4 213+13 3579
6 104 £ 7 135+ 8
Fluoresceina 4 1644 + 150 1709 + 200
6 370 £ 35 630 £ 60
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A acdo destes fotossensibilizadores também foi potencializada com a irradiacéo,
principalmente para o RB que teve uma diminuicdo de 84% no valor de ICsp, no claro,
de 4 para 6 h de incubacdo. Sendo assim, dentre os xantenos estudados, RB foi 0 mais
citotoxico na linhagem de células tumorais HEp-2. Observou-se também que 0s
corantes fenotiazinicos sdo mais citotoxicos nesta linhagem do que os xantenos, sendo

gue o ATO foi o mais citotdxico dentre todos os corantes estudados.

4.2. Experimento de fotoxidacdo do acido Urico

O AU é um eficiente captador de oxigénio singlete que pode ser usado como
dosimetro quimico para a determinacdo quantitativa da acdo fotodinamica de
fotossensibilizadores através de um método proposto por Fischer et.al.?*

A figura 5 apresenta o espectro de absorcéo 6tica do AU. Observa-se que o AU
possui duas bandas de absorcdo méxima na regido do espectro UV/Visivel em 235 e
292 nm e nao possui absorbancia nos comprimentos de onda de irradiacdo (532 verde
e 628 nm vermelho), garantindo que a luz s6 vai ser absorvida pelos
fotossensibilizadores nos experimentos de determinagdo da atividade fotodinamica.
Estudos realizados pelo grupo mostraram que a banda de absorcdo em 292 nm é mais

facilmente afetada pelo efeito fotodinamico durante a reacdo de fotoxidacado, por isso o

decréscimo da absorcéo foi verificado nesse comprimento de onda e ndo em 235 nm’®.
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Figura 5. Espectro de absorcdo 6tica de uma solugdo de acido Urico (10 pg/mL) em PBS, na
auséncia de corante.

Foram irradiadas amostras contendo FS (5 pg/mL) e AU (10 pg/mL) com LED de
comprimento de onda adequado por 360 s. O procedimento padréo estipulou um limite
de tempo de irradiacdo na faixa de 200 a 500s, a fim de garantir uma correlacao linear
entre a variacdo da absorbancia do AU e a concentracdao do FS, da mesma forma a
fluéncia do laser é considerada linear na faixa de 70-190 W/m? 8. Os espectros de
absorcédo do AU na presenca dos diversos fotossensibilizadores foram obtidos e estdo

apresentados na figura 6.
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Figura 6: Espectros de absorcdo Otica antes e depois de irradiacdo com LED de misturas
contendo &cido Urico (10 pg/mL) e corante (5 pg/mL), em PBS. Os espectros de absorgdo Gtica

evidenciam a diminui¢cdo da banda em 292 nm devido a fotoxidagdo do acido drico. A linha vermelha ( -)
indica o espectro obtido apds o tempo de irradiagédo e a linha preta ( - ) indica o espectro obtido antes da
irradiagéo.

E possivel observar que além da molécula de AU, o préprio FS também sofreu
dano devido ao efeito fotodindmico. Este fendbmeno é conhecido como fotodegradacéo
e tem sido objeto de vérios estudos por se tratar de uma caracteristica diretamente
relacionada com a dose terapéutica do FS’®. Além disso, pode-se também observar que
apos a irradiacdo com laser, ocorre o decaimento da banda de absor¢édo caracteristica
do AU em 292 nm como resultado de sua decomposicao pelo oxigénio singlete formado

pelos fotossensibilizadores excitados. Os valores da atividade fotodinamica (AF) foram

determinados pela equacéo 2.
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Tabela 3: Valores de atividade fotodinAmica obtidos para os corantes xantenos e fenotiazinicos,
sendo que os valores apresentados sdo as médias dos valores obtidos em quatro experimentos.

Corante Atividade Fotodinamica
(m*J)

Rose Bengal 6.0x£0.3
Eritrosina B 5.6 £0.5
Azul de Toluidina O 4.6+0.2
Eosina Y 4.2+0.6
Azul de Metileno 26+04
Fluoresceina 0.4+0.1

O RB foi o FS mais eficiente em causar a fotoxidacdo do AU, dentre todos os
corantes, além de ser o mais eficiente dentre os xantenos e o ATO dentre os
fenotiazinicos. Portanto os resultados obtidos no experimento de fotoxidacdo de AU
estdo de acordo com os resultados obtidos nos experimentos de citotoxicidade, onde
RB e ATO possuem os menores valores de ICso quando comparados com os demais
corantes estudados da mesma familia. Esta relacdo é possivel de se verificar, pois o

7

oxigénio singlete é considerado como sendo o principal agente responsavel pelos

danos causados nas células tumorais®?2232°

e fotossensibilizadores que ao serem
irradiados produzam maiores quantidades de oxigénio singlete possuirdo maiores
efeitos citotoxicos. Sendo assim, os resultados dos experimentos de fotoxidacdo do AU
e de determinacéo do ICsp convergem para a seguinte ordem de eficiéncia fotodinamica:

Rose Bengal > Eritrosina B > Eosina Y > Fluoresceina, para 0s corantes xantenos e

Azul de Toluidina O > Azul de Metileno, para os corantes fenotiazinicos.
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4.3. Interacdo dos fotossensibilizadores com BSA

A técnica de supressao de fluorescéncia pode revelar a natureza da ligagéo entre
0 FS e BSA através da analise dos dados de fluorescéncia obtidos no experimento
(figura 7). Como foi dito anteriormente, o processo de supresséo de fluorescéncia pode
ser estatico ou dindmico. A supressdo estatica se refere a formacdo de um novo
complexo fluoroforo-FS, esta formacdo geralmente induz mudancas no espectro de
absorcdo, oferecendo assim um método adicional para diferenciar o processo de
supressao. A supressao dinamica se refere a interacdo do supressor (neste caso o FS)
com a molécula excitada do fluoréforo e o aumento da temperatura resulta em um
aumento na velocidade de difusdo molecular e na constante de supressédo dinamica
(Ksv). Existem varias maneiras de se distinguir a supressdo estatica e a dinamica,
incluindo a determinacdo de valores de Kqg, a comparacdo dos valores de Ksv em
diferentes temperaturas e do espectro de absor¢cdo do BSA na presenca e na auséncia

do fotossensibilizador®® .
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Figura 7. Espectro de absor¢cdo do BSA na auséncia (0) e na presenga de FS (1-13), a 25°C.
Concentracgdo de FS: (1) 0.25 uM, (2) 0.5 pM, (3) 0.75 uM, (4) 1.00 pM, (5) 1.25 uM, (6) 1.50 uM, (7) 1.75
pUM, (8) 2.00 puM, (9) 2.25 uM, (10) 2.50 puM, (11) 2.75 puM, (12) 3.00 uM e (13) 3.25 pM, respectivamente.

Para todas as solugdes, concentragdo de BSA: 2.00 pM.

39



A figura 8 mostra a relacdo entre Fo/F e [FS] (equacdo 3) para diferentes
temperaturas, sendo que Fo e F s&o as intensidades de fluorescéncia do BSA em 340
nm, na auséncia e na presenca de FS, respectivamente e [FS] é concentracdo do

fotossensibilizador.
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A partir dos parametros obtidos, a constante de supressdo dinamica de Stern-

Volmer (Ksv) e a constante de velocidade de supressdo bimolecular (kq) foram

calculadas e estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de Ksv e Kq para a reacdo de BSA com cada um dos corantes em diferentes

temperaturas, sendo n=3.

Corante Temp. Ksv Kq

(°C) (10° M7 (102 M*s™

20 6.6 0.1 6.6£0.1

Eritrosina B 25 6.3+0.1 6.3+0.1

35 6.0+0.1 6.0+£0.1

20 41+01 41+01

Eosina Y 25 43+0.2 4.3+0.2

35 46+0.1 46+0.1

20 3.5+0.1 35+0.1

Rose Bengal 25 3.0+0.1 3.0+£0.1

35 27+0.1 27+0.1

20 0.5+0.1 05+0.1

Fluoresceina 25 0.5+0.1 0501

35 0.4+0.1 0401

20 04+0.1 04+0.1

Azul de Toluidina O 25 0.4+0.1 0401

35 0.3+0.1 0.3+0.1

20 0.4+0.1 0401

Azul de Metileno 25 0.3+0.1 0.3x0.1

35 0.3+0.1 0.3+0.1
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Através da Tabela 4, observa-se que os valores da constante de supressao
dindmica de Stern-Volmer (Ksv) ndo aumentaram com o0 aumento da temperatura,
permanecendo até constantes para FL e ATO em 20 e 25°C e para AM em 25 e 35°C,
constituindo-se em uma evidéncia para o processo de supressao estatica e embora os
valores de Ksv aumentem com o aumento da temperatura para a EY, a reacdo de
ligacdo entre BSA e EY é uma supressao estatica. Isso foi comprovado por Gao et.al.®®
em pH 2.6 e 9.23 mostrando que 0 aumento na temperatura ndo provoca aumento em
Ksv para EY. Verificou-se também que os valores de Kq e Ksv para o AM e ATO, séo
0S menores quando comparados aos demais corantes, enquanto que a ER possui 0s
maiores valores, além disso pode-se observar que a FL possui valores das constantes
semelhantes aos dos fenotiazinicos estudados.

De acordo com a literatura, a constante de velocidade de colisdo de difuséo
maxima obtida para varios supressores com o BSA é de 2.0 x 10 M* s, se Kq for
maior que este valor o processo de supressdo é estatico®® >’ Através da Tabela 4
pode-se observar que os valores de Kq calculados neste experimento sdo maiores do
que 2.0 x 10 M* s, indicando assim, que a supresséo de fluorescéncia do BSA na
presenca dos fotossensibilizadores € um processo de supressao estatica.

No processo de supressdo estatica, a formacdo do complexo fluoréforo-FS
influencia o espectro de absor¢do do BSA ou do FS, sendo assim, medidas de
absorcdo constitui-se em um método simples e efetivo de se observar a mudanca de
estrutura devida a formacédo do complexo. A figura 9 mostra os espectros de absorcao

do BSA-FS, BSA e FS a 25°C.
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Pode-se observar facilmente que a adicdo do FS a uma solugéo contendo BSA
induz a uma mudanca no espectro de absorcdo do FS, esta mudanca pode ser

atribuida a mudanca na estrutura do FS, indicando a formacédo de um complexo BSA-
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FS. Sendo assim, baseado na discussao acima, pode-se concluir que o processo de
supressao para a reacao de ligacdo do BSA com os corantes estudados € estatico ao
invés de dinadmico.

A constante de ligacdo (Ka) € 0 numero de sitios de ligacao (n) foram calculados
através da equacédo 4 usando os dados obtidos no experimento. O gréafico de log((Fo-
F)/F) em funcéo do log ([FS{-n[BSA{(Fo-F)/Fo), para cada corante esta representado na
figura 10, sendo uma reta com inclinacédo igual a n. Quando o numero do sitios de
ligacdo e o coeficiente linear (n log Ka) sdo conhecidos, os valores de Ka para cada
corante podem ser facilmente calculados®®"®.

Através da Tabela 5, pode-se observar, que Kn e n para as reac¢des dos
fotossensibilizadores com BSA possui valores diferentes para cada temperatura. Com o
aumento da temperatura, ocorre uma diminuicao nos valores de Kp, pois 0 aumento da
temperatura diminui a estabilidade do complexo BSA-FS formado, sendo caracteristico
da supressao estética. Verificou-se também que EY possui os maiores valores de Ka,
além disso, FL, AM e ATO também possuem valores semelhantes desta constante,
sendo que também possuem valores semelhantes de Ksv e Kq. As diferencas nos

valores das constantes de cada FS, deve-se as diferencas nas estruturas de cada um,

pois a interacdo do FS com BSA, depende da estrutura de ambos.
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A Tabela 5 apresenta os valores da constante de ligagdo do BSA com FS e os

valores dos nimeros de sitios de ligacéo.
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Tabela 5. Valores das constantes de ligacdo e dos nimeros de sitios de ligacdo para os

corantes com BSA nos diferentes valores de temperatura.

Corante Temp. Ka n
(°C) (10° M%)
20 22+2 1.0+0.1
Eosina Y 25 21+2 1.0x0.1
35 20+2 0901
20 19+2 1.5+0.1
Eritrosina B 25 12+2 14+01
35 9+1 1301
20 3.5+0.3 1.2+0.1
Rose Bengal 25 3.3+£0.2 1.2+0.1
35 26+0.2 1.1+0.1
20 0.2+0.1 1.0+£01
Azul de Metileno 25 0.2+0.1 1.0+0.1
35 0.2+0.1 0.9+0.1
20 0.2+0.1 0901
Fluoresceina 25 0.2+0.1 09+0.1
35 0.1+0.1 0901
20 0.2+0.1 0.9+0.1
Azul de Toluidina O 25 0.1+0.1 0.8+0.1
35 0.1+0.1 0.8+0.1

Pode-se observar na Tabela 5, que para valores elevados de Ka 0 erro

experimental obtido foi aproximadamente 10%, mas para valores baixos o erro obtido

foi muito elevado, dificultando uma analise mais aprofundada. Além disso, pode-se

observar que o numero de sitios € aproximadamente 1 para todos o0s corantes
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estudados em todas as temperaturas. O aumento da temperatura ndo deveria provocar
mudancas no numero de sitios de ligacdo, pois ndo provoca grandes mudancas na
conformacdo do BSA, a menos que 0 aumento seja excessivo, de modo que
provocasse uma mudanca na conformacdo que causasse um impedimento a exposi¢cao
dos aminoacidos, protegendo-os da ligacdo com os fotossensibilizadores, o que néo foi
0 caso.

E muito importante conhecer a afinidade dos fotossensibilizadores pela albumina,
sendo esta ligacdo importante especialmente para aqueles compostos pouco soluveis
no plasma. Por outro lado, se a ligacdo entre o FS e a albumina for muito forte, a agédo
do FS pode ser limitada, pois significa que uma menor concentracdo de FS estara
disponivel para a acdo fisioldgica®. Os corantes fenotiazinicos possuem menor
afinidade por BSA do que os xantenos (com excec¢ao da FL). Isso corrobora com o fato
destes corantes serem mais utilizados clinicamente do que 0s xantenos, pois por nao
se ligarem t&o fortemente a albumina ndo tem sua atividade biolégica limitada, por essa

razao.

4.4. Determinagao dos coeficientes de particdo dos fotossensibilizadores

No processo de planejamento e otimiza¢do de farmacos, € necessario conhecer
seu comportamento nos varios compartimentos farmacolégicos em que se encontrara,
isto se relaciona ao comportamento de particdo do composto entre a agua, que esta
presente em praticamente todo meio biolégico, e nos varios tipos de lipideos
encontrados, por exemplo, na membrana celular ou como parte da mistura complexa de

proteinas do sangue, isto €, do balanco hidrofilico/lipofilico do farmaco. Uma medida
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simples, in vitro, deste comportamento € o logaritmo do coeficiente de particdo do

[**. Os valores

composto entre dois solventes, que normalmente sdo agua e 1-octano
dos coeficientes de particdo para os fotossensibilizadores empregados neste estudo

foram obtidos e estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores dos logaritmos dos coeficientes de particdo para cada corante.

Corante Log P
Rose Bengal 0.66 +0.01
Azul de Metileno 0.41 £0.05
Azul de Toluidina O 0.23 +0.02
Eritrosina B -0.35+0.04
Fluoresceina -0.65 +0.07
Eosina Y -1.00 £0.02

Em termos quantitativos, o carater hidrofilico esta associado a pouca distribuicéo
do FS no octanol, com Log P < 0 para estes compostos. O carater lipofilico € atribuido
aos compostos com Log P> +1.5, sendo que, as substancias que possuem valores
intermediarios sdo consideradas anfifilicas. De um ponto de Vvista pratico,
fotosensibilizadores altamente lipofilicos podem n&o ser tdo vantajosos, pois ndo sao
soltveis em meio aquoso, dificultando a administracéo ao paciente®.

O balanco hidrofilico/lipofilico do FS desempenha um papel muito importante na
determinacdo da sua localizacdo na célula, e consequentemente, o seu sitio de

% ~8,3547, A

acao localizacdo do FS também depende da sua carga®*, sendo que

fotossensibilizadores lipofilicos e com carga positiva ou negativa menor que 2 podem
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difundir pela membrana plasmatica e se relocalizar em outras membranas intracelulares
e aqueles fotossensibilizadores hidrofilicos e com carga negativa maior que 2 tendem a
ser muito polares para difundir através da membrana plasmatica, tendo sua acéo
restrita & membrana plasmatica ou entdo sdo incorporados por endocitose®. Além
disso, fotossensibilizadores lipofilicos e com carga positiva tendem a se localizar na

mitocondria®®*

, a ativacdo de fotossensibilizadores localizados na mitocondria produz
apoptose®®*, por isso que este é considerado um importante alvo celular na PDT.

Através da Tabela 6, pode-se observar que RB, AM e ATO sao considerados
como sendo anfifilicos (0< Log P < 1.5) e ER, EY e FL sé&o hidrofilicos (Log P<0). Nota-
se que RB é o unico composto anfifilico dentre os corantes xantenos, sendo também o
mais hidrofébico em comparacdo aos demais corantes estudados, enquanto que EY € o
mais hidrofilico com Log P = -1.0. Verificou-se também que os fenotiazinico sao
anfifilicos, sendo que o ATO € menos hidrofobico do que o AM, resultado coerente com
a literatura®3"4347,

J& foi observado que os fenotiazinicos sdo mais citotoxicos do que os xantenos,
0 que corrobora com os valores de Log P, pois também s&o mais hidrofébicos, em
comparacado aos demais xantenos, com excecdo do RB. Além disso, a combinacdo de
carga positiva e moderada lipofilicidade os tornam capazes de difundir através da
membrana plasmatica e se localizar em organelas intracelulares, sendo que, estudos
mostram que ATO e AM se localizam primeiramente nos lissosomos e depois se
relocalizam no ntcleo celular®®*%*4%4%._ Qutro fato interessante é que apesar do AM ser
mais hidrofébico do que o ATO, mostrou ser menos eficiente em causar a morte celular

Y

da linhagem estudada, este fato pode ser explicado em relacdo a atividade
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fotodinamica (AF), pois ATO possui valores bem maiores de AF do que AM (AF =4.6 e
2.6 m?/J, respectivamente), sendo portanto, mais eficiente na geracdo de O,

Nota-se também que RB, apesar de ser um excelente gerador de *O, (AF = 6
m?/J) e o composto mais hidrofébico dentre os corantes estudados, ndo é o mais
citotoxico, este fato pode ser explicado em termos de sua localizacdo celular, pois
estudos mostram que o primeiro efeito biolégico do RB na PDT é através de

modificacbes na membrana celular®™®?

, provavelmente, sua carga negativa (-2)
promova a localizacdo nesta membrana. Danos na membrana celular ndo implica
necessariamente em morte celular, pois dependendo do tipo e da extensdo do dano a
célula pode se recuperar e sobreviver.

Os corantes ER, EY apesar de serem bons geradores de 'O, (AF = 5.6 e 4.2
m?/J, respectivamente) sdo os menos citotéxicos em celulas HEp-2, ou seja, possuem
0s maiores valores de ICsy. Este fato € coerente com os valores de Log P obtidos, pois
sao hidrofilicos e possuem carga negativa (-2), tendendo, de acordo com a literatura, a
se localizar na membrana plasmaética®. J& a FL além de ser hidrofilico e com carga

negativa, possui baixos valores de atividade fotodinamica (0.36 m?/J), explicando assim

o fato de ser o menos eficiente dentre os corantes estudados.

4. 5. Estudo tedrico dos fotossensibilizadores

A Figura 11 apresenta as estruturas otimizadas e os eixos cartesianos para 0s
seis corantes estudados.
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Figura 11. Estruturas otimizadas e os eixos cartesianos para as moléculas estudadas.

Os resultados tedricos mostraram que os corantes fenotiazinicos sdo moléculas

essencialmente planares em contraste com 0s xantenos, cujo anel fenilico encontra-se
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em posic¢ao perpendicular ao plano da molécula. A Tabela 7 apresenta as propriedades

calculadas para as seis moléculas estudadas, conforme descrito na metodologia.

Tabela 7. Propriedades obtidas por métodos teéricos para os corantes estudados.

Propriedade MB TBO FL ER EY RB
ET -1182.8 -1143.5 -1144.7 -28821.7 -11437.0 | -30659.9
(u.a.)
AH; -1182.5 -1143.2 -1144.4 -28821.5 -11436.8 | -30659.7
(u.a.)
Energia HOMO -0.222 -0.223 -0.184 -0.199 -0.199 -0.203
(u.a.)
Energia LUMO -0.132 -0.130 -0.075 -0.090 -0.090 -0.101
(u.a.)
GAP HOMO-LUMO 0.090 0.093 0.109 0.109 0.109 0.102
(u.a.)
GAP HOMO-LUMO 2.449 2.531 2.966 2.970 2.966 2.773
(eV)
Energia de 2.449 2.531 2.966 2.970 2.966 2.773
transicéo
(eV)
Area (A°) 510.17 482.73 510.11 660.1 626.39 732.72
Volume (A®) 847.76 799.97 859.05 1169.24 1090.42 1317.15
Carga total 1 1 -2 -2 -2 -2
Momento dipolo 2.89 4.34 15.87 13.72 13.69 12.90
(D)

Das propriedades calculadas para os corantes, podem ser destacadas as
seguintes conclusdes:
e Os valores de ET, AH;, area e volume para os corantes fenotiazinicos séo

menores do que para 0s corantes xantenos (com excecdo da FL). Estas
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propriedades sao consequéncia direta do tamanho da molécula e do tamanho
dos atomos que a compdem. Sendo assim, era de se esperar que esses valores
fossem maiores para 0s xantenos, pois possuem um anel fenilico a mais e
atomos mais pesados substituindo o hidrogénio (como bromo e iodo). A FL é
uma excecdo dos xantenos porque tem composicdo atbmica semelhante a dos
corantes fenotiazinicos;

Como mencionado anteriormente, os orbitais de fronteira HOMO e LUMO
indicam a capacidade mais elétron-doadora ou aceitadora de uma molécula. Os
corantes nao apresentam diferencas significativas quando comparados entre si
utilizando como parametro as energias do HOMO. No entanto, as energias do
LUMO indicam que os corantes fenotiazinicos recebem elétrons com maior
facilidade, concordando com a nocao de carga total (+1 para os fenotiazinicos e
—2 para os xantenos, indicando que os ultimos doariam elétrons mais facilmente);
Em relacdo ao espectro de absorcdo, a transicdo eletrbnica principal € uma
transicao entre HOMO e LUMO (note que o GAP HOMO-LUMO é igual a energia
de transicao).

A transicao eletrbnica principal destes corantes € uma transicio HOMO-LUMO,

portanto esta é a transicao eletrbnica que ocorre na absorcédo de luz destes compostos.

Foi

observado (Tabela 8) que as energias desses orbitais sdo inversamente

proporcionais a “foto-atividade” dos corantes, ou seja, quanto menor o valor dessas

energias, maior a atividade biologica
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Tabela 8: Comparagéo dos valores de ICsq no claro para 4h e 6h de incubagédo em células HEp-2,
dose de 18 J/cm? com os valores de energia dos orbitais de fronteira.

Corante ICs claro para ICs claro para HOMO LUMO

4h 6h
(ng/mL) (ng/mL) (u.a.) (u.a.)
Azul de Toluidina O 0.7 0.12 -0.223 -0.130
Azul de Metileno 10 1.4 -0.222 -0.132
Rose Bengal 67 11 -0.203 -0.101
Eritrosina B 124 74 -0.199 -0.09
Eosina Y 213 104 -0.199 -0.09
Fluoresceina 1644 370 -0.184 -0.075

A Figura 12 apresenta a representacao gréafica dos orbitais de fronteira (HOMO e
LUMO). Observando as representacOes graficas desses orbitais é possivel verificar
gue, no caso dos fenotiazinicos, 0o HOMO esta mais localizado nas extremidades do
“antraceno” (chamando de “antraceno” a estrutura de trés anéis fundidos) e o LUMO
nos atomos do centro do “antraceno” (e para os xantenos o LUMO também esta
localizado nos atomos do anel fenilico), assim quando as moléculas absorvem energia,
ocorre uma transferéncia de carga das extremidades para o centro de cada molécula.
Analisando os graficos da Figura 12 para os xantenos, verifica-se que os atomos de

halogénio ligados no “antraceno” contribuem grandemente ao HOMO.
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Figura 12. Representacdes graficas dos orbitais de fronteira para as moléculas estudadas.
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Entretanto, como pode ser observado na Tabela 8 e na Figura 12, os orbitais
HOMO e LUMO séo bem parecidos para o AM e ATO e para a RB, ER e EY e,
portanto, as propriedades relacionadas a eles ndo ofereceram explicacdo para as
diferencas nas atividades biologicas dentro das familias de corantes.

A substituicdo de um &tomo, em uma dada estrutura, por outro de maior nimero
atbmico leva a um aumento no rendimento quantico de 'O,. Em moléculas
eletronicamente excitadas, o0 acoplamento spin-6rbita facilta o cruzamento
intersistemas, permitindo assim mudancas, de outro modo, proibidas no spin eletrénico
(singlete-triplete). A constante de acoplamento spin-Orbita é proporcional a quarta
poténcia do nimero atbmico do elemento de interesse, sendo assim, a presenca de um
“atomo pesado” (iodo ou bromo) em uma molécula aumenta o grau de acoplamento
spin-6rbita®®**. Como o 'O, é uma espécie extremamente citotdxica, um aumento na
sua producao implica em maior atividade biolégica do composto substituido. Este fator
explica a diferenca na atividade biologica dentro da familia dos corantes xantenos e

pode melhor ser visualizada através da figura 13.
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Figura 13. Gréfico de atividade fotodinamica em funcao de ICs, no claro para 6 hrs de incubagéo
com células HEp-2, com corantes xantenos.

Como foi visto anteriormente, a AF esta relacionada com a producdo de 'O, e
através do grafico acima pode-se observar que quanto maior a AF maior o efeito
citotéxico do FS (valor menor de 1Csp). A FL que ndo possui henhum substituinte em
sua estrutura tem o menor valor de AF, sendo também o composto menos citotoxico. Ja
0 RB possui quatro atomos de iodo e quatro de cloro em sua estrutura; possuindo,
portanto, valores maiores de AF e sendo também o0 mais citotoxico em compara¢ao aos
demais.

A andlise de outros parametros, nominalmente o volume, a area e as cargas
atbmicas destas moléculas, pode ainda ser feita para explicar as diferencas nas
atividades biolégicas entre os corantes fenotiazinos e os xantenos. Os corantes
fenotiazinicos sdo moléculas pequenas em comparagdo com 0s xantenos, esta
caracteristica pode facilitar a difusdo dos fenotiazinicos através da membrana

plasmética e o acumulo nas organelas celulares, concordando com a literatura que
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mostra que a localizacdo do AM e ATO é nos lisossomos e no nicleo celular®®®4%4 ja

0S compostos mais volumosos podem oferecer algum impedimento estérico para a
difusdo através da membrana, também concordando com a literatura que diz que os

xantenos tendem a se localizar na membrana plasmatica®*®2

, onde o dano provocado
durante a PDT pode ser reversivel.
A Figura 14 apresenta as cargas atdomicas derivadas do potencial eletrostatico
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Figura 14. Cargas atdbmicas para as moléculas estudadas (atomos de hidrogénio omitidos).

O corante AM, por ser bastante simétrico, apresenta cargas distribuidas também
simetricamente. Por conta da assimetria dos ligantes dos anéis fundidos, o ATO
apresenta uma distribuicdo de carga assimétrica; portanto, era de se esperar que o
ATO fosse menos hidrofébico que o AM, pois além de ter momento de dipolo maior

apresenta um grupo NH; que pode fazer ligacdo de hidrogénio com a agua.
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Os xantenos apresentam momentos de dipolo maiores do que os fenotiazinicos,
pois possuem carga total maior (em maodulo), portanto os fenotiazinicos sdo menos
polares, explicando assim sua maior hidrofobicidade em relacdo aos xantenos. A
hidrofobicidade do RB em contraste com a hidroficilidade dos outros xantenos
estudados pode ser explicada pela presenca dos atomos de cloro no anel, pois apesar
de ser uma molécula bem polar, estes atomos provavelmente oferecem certo
impedimento estérico para a interacdo com a agua. Além disso, a substituicdo de
atomos de hidrogénio por halogénios nas moléculas que compdem essa familia faz com
que o momento de dipolo diminua. E interessante notar que essa substituicdo faz com

gue a posicdo dos atomos de oxigénio do acido carboxilico também seja alterada.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo foram empregados quatro meétodos para avaliar a eficiéncia
fotodindmica de seis corantes com potencial uso em PDT. A determinacdo da
concentracao inibitoria média (ICsp) na linhagem de células tumorais HEp-2 foi utilizada
para avaliar a citotoxicidade dos corantes. O experimento de fotoxidacdo do acido urico
para obter a atividade fotodinamica foi utilizado para se avaliar a producdo de oxigénio
singlete pelos corantes. Foi investigada também a interacdo dos fotossensibilizadores
com BSA como modelo de proteina. A determinacédo do coeficiente de particdo permitiu
obter-se, uma medida do carater lipofilico destes compostos. Os estudos tedricos foram
realizados com o objetivo de compreender melhor a estrutura dos corantes estudados.
Foram feitas relacdes, quando possivel, com os dados experimentais, fornecendo
subsidios para o planejamento de novos e melhores compostos para serem utilizados
como FS em PDT.

Os estudos tedricos mostraram que para o0 planejamento de novos
fotossensibilizadores, seria ideal procurar por moléculas pequenas e com carga
positiva, pois estas caracteristicas facilitam a difusdo pela membrana plasmatica e o
acumulo nas organelas celulares, com momento de dipolo ndo muito elevado,
contribuindo assim para a hidrofobicidade do composto e com substituintes com nimero
atbmico maior, para se obter maior producdo de oxigénio singlete. Obviamente nem
todas estas mudancas estruturais podem ser feitas em uma Unica molécula, cabendo
ao pesquisador analisar a propriedade mais desejada para o planejamento ou

otimizacdo de moléculas para serem utilizadas como fotossensibilizadores.
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Com base nos resultados obtidos e nas discussdes apresentadas, conclui-se que
os corantes fenotiazinicos sdo fotossensibilizadores mais eficientes que os corantes
xantenos, sendo que, algumas mudancas estruturais poderiam ser feitas no AM e ATO
a fim de melhorar sua atividade fotodindmica. No entanto, deve-se levar em
consideracdo que a aplicacdo in vivo de um FS envolve inlmeros parametros, tais
como: estruturas complexas, meios de aplicacdo, efeitos colaterais, administracao
tOpica ou sistémica do FS, etc., que devem ser cuidadosamente avaliados e podem ser
modificados até a obtencdo do melhor resultado. Sendo assim, 0s corantes
fenotiazinicos podem ser considerados como possiveis alvos de estudo visando a

aplicacédo em PDT.
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