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RESUMO

A terapia fotodindmica é uma terapia clinica emergente para o tratamento de cancer.
Este trabalho trata do desenvolvimento de novos fotossensibilisadores para a terapia
fotodindmica, os quais podem ser otimizados através de um conjunto Unico de caracteristicas
fisico-quimicas, necessério para um agente clinico ideal. Atualmente ja existem aguns relatos
de novos agentes e alguns agentes fotosensibilizadores comerciais. Esses entretanto possuem
inimeras limitagdes, tal como a baixa solubilidade, biocompatibilidade e fotoestabilidade.

O presente estudo teve como objetivo especifico analisar as propriedades fisico-
guimicas e biolégicas do dendrimero de poliglicerol (PGLD) como sistema transportador de
rodamina B (RhB). PGLD de geracdes (G) O, 2 e 4 foi sintetizado pelo método divergente
utilizando-se arota sintética de Williamson onde uma sequéncia catalitica repetitivade ailacéo
e di-hidroxilacdo foi adotada. O PGLD foi oxidado utilizando-se TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperiding). Apds ativacdo do PGLD oxidado com N-hidroxi-succinamida (NHS)/(1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) (EDC) RhB foi imobilizada covalentemente na
macromolécula dendritica. O sistema PGLD-g-RhB foi caracterizado por técnicas
espectroscopicas (espectroscopia no infravermelho por transformadas de Fourier-FTIR, e
espectroscopia  ultravioleta-visivel-UV/Vis), térmicas (andlise termogravimétrica-TG,
caorimetria exploratéria diferencia-DSC), cromatograficas (cromatografia de camada
delgada-CCD). Os processos de absor¢do multifoténica (absorgdo de dois fétons) no PGLD-g-
RhB foi estudado utilizando a técnica de Varredura-Z com pulsos ultracurtos. Os espectros de
emissao de fluorescéncia do PGLD/-g-RhB utilizando pireno como sonda molecular indicaram
um aumento na hidrofobicidade do PGLD-g-RhB com o aumento do nimero de geracfes. As
propriedades biocompativeis do PGLD-g-RhB foram avaliadas quanto as suas citotoxicidade e
hemocompatibilidade. O estudo da citotoxicidade e atividade fotodinamica do PGLD-g-RhB
foi efetuado utilizando linhagem celular derivada de carcinoma epidermdide ora SCC9 em
ensaios in vitro. As técnicas fisico-quimicas de andlise indicaram gue o acoplamento quimico
entre a RhB e o PGLD foi atingido com sucesso. As avaliagbes citotoxicas e de
hemocompatibilidade indicaram que o PGLD-g-RhB possui propriedades adequadas para
utilizagdo in vivo. O ensaio de TUNEL sugere que o sistema PGLD-g-RhB parece atuar como
um eficiente fotossensibilizador na TFD de carcinomas epidermoide de cabeca e pescoco
(SCC9), causando a morte celular por apoptose.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica; Dendrimero de poliglicerol, Rodamina, Carcinomade
cabeca e pescoco.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) isan emerging clinical treatment canceroustherapy. This
has brought about the development of new photosensitizers (PS) agents for PDT that can be
optimized for the unique set of photophysical characteristics that are required for a successful
clinical agent. There are many reported or commercially available photosensitizers (PS), but
most have limitations, such as low solubility, photostability and biocompatible properties. In
this study, we have introduced the polyglycerol dendrimer (PGLD) as a carrier system for
rhodamine B (RhB). PGLD in generations (G) 0, 2 and 4 was synthesized by divergent method
using Williamson synthesis, where a repetitive sequence of allylation and catalytic
dihydroxylation was adopted. The PGLD was oxidized by using TEMPO (N-oxyl-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine). After activation, the PGLD oxidized with N-hydroxy-succinimidyl
(NHS) /(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride) (EDC) RhB was
covaently immobilized on dendritic macromolecule. The conjugate PGLD-g-RhB system was
characterized by spectroscopy (Fourier transform infrared spectroscopy - FTIR and ultraviol et-
visible spectroscopy - UV/Vis), thermal analysis (thermogravimetric analysis - TG, differential
scanning calorimetry - DSC) and chromatography (thin-layer cromatography CCD). The
multiphoton absorption process (two photon absorption) of PGLD- g -RhB was studied using
the open apperture Z - scan technique. The fluorescence emission spectraof PGLD -g- RhB by
using pyrene as molecular probe suggested an increase in the hydrophobicity of the conjugate
according to the increase in generation number. The biocompatible properties of PGLD- g -
RhB were evaluated using cytotoxicity and hemocompatibility assays. PGLD-g-RhB
cytotoxicity and photodynamic activity assays were conducted using oral squamous cell
carcinoma SCC9 (OSCC9) cell lines. The cytotoxicity and hemocompatibility assays indicated
that PGLD-g-RhB shows appropriate properties for in vivo use. The TUNEL assay suggests
that PGLD-g-RhB system acts as an efficient photosensitizer in PDT of OSCC9 carcinoma
cells, causing cell death by apoptosis.

Keywords: Photodynamic therapy, Polyglycerol dendrimer, Rhodamine, head and neck

carcinoma.
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PREFACIO

Esta dissertacdo aborda a utilizagdo do dendrimero de poliglicerol (PGLD) como sistema
transportador da RhB para utilizagdo na terapia fotodindmica. Seu conteido esta dividido em
oito capitulos.

No Capitulo 1 sdo apresentados os contelidos da dissertacdo e o Estado da Arte quanto
a aplicacdo dos dendrimeros, também chamadas de macromoléculas arborescentes, na
biomedicina. Uma especial énfase foi dada ao dendrimero de poliglicerol (PGLD), principal
tema desse trabalho. Devido as interacbes moleculares aditivas e cooperativas entre as
macromoléculas arborescentes e os sistemas biolégicos, uma breve discusséo a respeito da
quimica supramolecular dos dendrimeros é apresentada nesse capitulo.

O Capitulo 2 discute os conceitos fundamentais sobre a terapia fotodindmica e as
principais caracteristicas da RhB (RhB), o agente fotossensiblizador selecionado para esse
trabalho em associagdo com o PGLD.

O Capitulo 3 apresenta os conceitos fundamentais do cancer, bem como suaincidéncia.

Os objetivos e as justificativas para a elaboracdo dos estudos relativos a esse trabalho
s80 apresentados no Capitulo 4.

Uma descricéo detalhada da metodologia experimental, tais como sintese do PGLD,
associacdo com a RhB bem como caracterizagdes fisico-quimicas e ensaios bioguimicos séo
apresentados no Capitulo 5.

No Capitulo 6 sdo apresentados os resultados obtidos e sua discussdo e, no Capitulo 7
as conclusoes desta dissertagéo sdo el aboradas com base nos resultados encontrados.

Nos Capitulos 8 e 9 sdo apresentadas as perspectivas futuras e as referéncias

bibliogréficas, respectivamente.



CAPITULO 1

1.1 EstadodaArtequantoaaplicacdo dosdendrimerosna
medicina

A terapia fotodindmica (TFD) € atualmente o tratamento mais moderno utilizado no
combate ao cancer de pele (Carcinoma Basocelular superficial, Carcinoma Espinocelular
e Queratoses actinicas multiplas) e mucosas em estado inicial (PENROSE, 2011).
Recentemente, a técnica TFD tem sido estudada também para o tratamento de cancer em
Orgdos internos, onde o tratamento clinico é feito utilizando-se de umafibra ética (VOGL,
2004; BOWN, 2002).

A explosdo de conhecimentos gerados através da nanotecnologia tem beneficiado
especialmente a TFD uma vez que técnicas de encapsulamento de fotossensibilizadores e
aproducdo de nanoparticul as tem fortal ecido o desenvol vimento de procedimentos clinicos
promissores para o tratamento de lesdes pré-cancerosas € para 0 cancer de pele néo-
melanoma, como 0 carcinoma espinocelular, agressivo e potenciamente metastético
(WANG, 2004).

A medicinaé atual mente uma areainterdisciplinar onde as ciéncias exatas e biologicas,
convergem paraananomedicina. O objetivo final € o desenvolvimento de tratamentos mais
modernos onde a sintese de novos materiai s se torna umanecessi dade crescente e constante
para aplicagéo das novas técnicas que sdo desenvolvidas. Sob este aspecto a medicina
contemporanea € marcada por um crescimento em escala logaritmica na criacdo de
materiais com propriedades que suportem as novas tecnol ogias desenvol vidas namedicina,
tanto clinica como diagndstica.

E fato reconhecido pela literatura especializada que macromoléculas sintéticas
denominadas polimeros revol ucionaram a medicina. Umaampla classe de macromol éculas
sintéticas tém sido utilizadas para a fabricagéo de biomaterias, visando a interacdo com
tecidos ou 6rgéos biologicos ou até mesmo a sua substituicdo. Uma grande parte dos
materiais utilizados na medicina sdo polimeros (LOSCO, 2000), macromoléculas de

origem sintética ou natural que apresentam um grande nUumero de sSistemas



supramoleculares, ou segja, possuem a capacidade de especificar o grupo avo para a
interacdo da macromolécula.

Dentre os polimeros utilizados no projeto de biomateriais 0s sistemas
macromol ecul ares arborescentes tem atraido a atencéo de pesquisadores da nanomedicina
pelo fato de possuirem dimensdes da ordem de 1-100 nm, estrutura tridimensional (3-D)
similar a de proteinas globulares e elevada funcionalidade de grupos quimicos em sua
periferia (TOMALIA, 2005). Ao mesmo tempo, as macromoléculas com estrutura
dendritica podem ser projetadas de forma a possuirem cavidades espacialmente definidas
possuindo assim, dominios hidrofilicos ou hidrofobicos, ligantes ou sitios de coordenacdo
do tipo é&cido-base que podem contribuir no transporte de moléculas bioativas e
nanoparticul as vetorizadas que se constituem atualmente em uma poderosa terapia para o
tratamento do cancer (ASTHANA, ET AL, 2005; KANG, ET AL, 2010; REN, 2010;
KARMAKAR, 2007).

Similarmente as proteinas, os dendrimeros sdo formados através de ligagcBes
covaentes entre unidades méricas denominadas de dendrons. A maioria das ligacOes
covaentes nos dendrimeros permite as rotacfes entre os aomos que elas conectam
permitindo em principio que o dendrimero assuma diversas conformagdes possiveis
(GORMAN, 2000; SERGEY, 2008). Entretanto, as ligagOes ndo covaentes tais como as
ligacOes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e interacOes el etrostaticas restringem
0 nimero de conformagdes das macromoléculas arborescentes (MAITI, 2005; BANYAI,
2013; PASUPATHY, 2008).

As propriedades fisico-quimicas dos dendrimeros resultam das propriedades fisi co-
guimicas dos dendrons e dos grupos funcionais em sua periferia. Essas propriedades séo
inerentes as elevadas complexidades estruturais dessas macromoléculas. A estrutura
tridimensional dos dendrimeros € constituida de varias cavidades, apresentando uma
grande variagdo em suas propriedades espaciais e fisico-quimicas, conferidas pelo caréter
volumétrico e eletrostético associados a0 numero de geracbes da macromolécula
arborescente (LOSCO, 2000).

A diversidade topoldgica dos dendrimeros quanto a presenca de cavidades e
interacOes inter/intramol ecul ares permite suainteracéo no nivel de formacéo de compostos
de coordenacdo com os mais diversos tipos de compostos de interesse da medicina de
maneira atamente especifica. A interacéo entre um dendrimero e seus ligantes especificos

é fortemente dependente das propriedades topol 6gicas de ambos, hospedeiro (dendrimero)



edo ligante, sendo necessario um el evado grau de complementari dade para que aformacéo
de compostos de coordenacdo possa ocorrer (LEWIS, 2013; WATKINS, 1997).

Os dendrimeros possuem uma quimica de coordenagdo rica pela versatilidade de
modos de coordenacdo gque podem apresentar, podendo atuar como ligantes neutros,
anidnicos ou catiénicos (LEWIS, 2013; WATKINS, 1997). A diversidade topoldgica dos
dendrimeros tem propiciado novos elementos de estudo para o desenvolvimento de
sistemas transportadores de quimioterapicos ou agentes de imagem ao nivel da quimica
supramolecular (ZENG, 1997; ZIMMERMAN, 2001). As interag0es entre as estruturas
arborescentes e seus ligantes resultam de interages moleculares aditivas e cooperativas
(SCHNEIDER, 2011) e apresentam el evada significancia para o desenvol vimento de novos

procedimentos paraa TFD.

1.1.1 Quimica supramolecular e suas aplicagdes na medicina
A quimica supramolecular surge na década de 60 com os trabal hos de Pedersen e Cram,

ela foi inicidmente desenvolvida por Jean-Marie Lehn no século XVIII e estendeu seus
estudos nessa area para o entendimento sobre a base molecular de "reconhecimento” das
moléculas e amaneirapelaqua uma moléculareceptorareconhece e se liga seletivamente
aum substrato (LEHN, 1987). Os estudos de Lehn permitiram o desenvolvimento de um
novo campo da quimica, hoje conhecido como quimica supramolecular (LOSCO, 2000).

Atuamente, observam-se varios estudos sobre a quimica supramolecular
(DALGARNO, 2010), matéria que pode ser descrita como a quimica que vai dém da
molécula(LEHN, 1987). A quimicasupramolecular relaciona as diferentes subunidades de
grupos moleculares, unindo diferentes sistemas através das ligagcdes intermoleculares e
suasinteragcBes em sistemas mais complexos, tais como sistemas biol 6gicos. Esses sistemas
resultam na associagdo de duas ou mais espécies quimicas, as quais sdo mantidas unidas
por ligagbes secundérias ndo covalentes, como a ligacdes de hidrogénio, interacOes
coulombianas e de van der walls. Os niveis de organizacéo estrutural em supramoléculas
vao da mol écula como estrutura primaria até o empacotamento cristalino, que € aestrutura
tercidria(BALZANI, 1996; LEHN, 1995).

A esséncia da quimica supramolecular é a capacidade de reconhecimento entre
substrato e receptor, devido a respostas a sinais quimicos (ARAKI, 2007). Na prética, a

distinc&o entre as mol écul as grandes e espéci es supramol ecul ares podem basear-se no grau



deinteracdo entre os subsistemas el etroni cos das unidades componentes. Quando aenergia
de interagdo entre as subunidades é peguena em comparagd0 com outros parametros
relevantes de energia, 0 sistema pode ser definido como uma espécie supramolecular
(AIDA, 2012).

O processo de sinadlizagdo celular na superficie de materiais sintéticos
biocompativeis, ou 0 reconhecimento de sinais celulares por estas estruturas, proporciona
hoj e inimeras oportunidades paraauxiliar no tratamento de doencas e melhorar aqualidade
de vida para a sociedade (FAN, 2012; BRUNSEN, 2012). Quando estas estruturas
artificiais tem afinalidade de serem col ocadas no corpo humano, eles devem cumprir com
suafunc&o no meio biol6gico e, em seguida, se biodegradar em nutrientes ou ser excretados
de forma segura.

Ao nivel supramolecular, um dendrimero poderia ser considerado como um
conjunto moléculas unidas covalentemente e ab mesmo tempo exibindo sinais multiplos
de receptores celulares altamente direcionados e ainda assim ser composto por unidades
meéricas (dendrons) sollveis em &gua (AIDA, 2012). Além disso, o dendrimero também
poderia ser reconstruido pela célula para se gjustar a geometria exigida pelo organismo
biol6gico por ruptura e reformacéo in situ de suas ligagcbes ndo covalentes (TOMALIA,
1999).

A capacidade de reconhecimento das supramoléculas faz com que estas sgjam
consideradasinteligentes, pois possuem uma sel etividade por seus receptores apresentando
funcionalidade (ARAKI, 2007). Devido a esta funcionalidade as supramoléculas
representam um grande avanco para amedicinag, ja que existe a possibilidade de sintetizar-
se novas moléculas que intergiam com células e tecidos de maneira especifica (LEHN
1995; LEHN 1993). Ta especificidade da molécula por seu alvo possibilita um aumento
na eficacia do tratamento clinico, ja que se poderia produzir moléculas especificas para o
tipo de células a serem tratadas, sem que os demais tecidos do organismo fossem atingidos.
Estas moléculas sintéticas podem ser usadas de forma & transportar farmacos para sua
liberac&o apenas em seu grupo avo especifico, ou apenas acumular-se no tecido tumoral.
Nesse sentido inimeras macromol écul as sintéticas tém sido utilizadas para afabricacéo de
biomateriais, visando a interagdo com tecidos ou 6rgaos bioldgicos ou até mesmo a sua
substituicio (BARTH, 1994).

Atuamente, grande parte dos materiais utilizados ao nivel supramolecular sdo

ftalocianinas, moléculas inorgéanicas ou polimeros (MA, 2012). Este ultimo pode ser



utilizado em suas diversas configuracfes, tais como micelas (ECKELMANN, 2012)
(Figural.1-A), dendrimeros(GOSHEN, 2013) (Figura 1.1-B) elipossomas (Figura 1.1-C).
Quanto aos dendrimeros, a literatura tem destacado sua aplicagdo na obtencdo de
imunoconjugados (MA, 2012), contrastes radioldgicos (CARMO, 2007), tratamento do
cancer (WIENER, 1994) e liberacdo controlada de farmacos (ECKELMANN, 2012)
(GOSHEN, 2013) (OLIVEIRA, 2011) (CARMO, 2007) (WIENER, 1994).

A

Figura 1.1 Representacdo das diferentes estruturas poliméricas que podem atuar como supramoléculas.
Micelas (A), Dendrimeros (B) e Lipossomas (C) (Adaptado de NANOMEDICINA, 2012)

Ao longo dos anos, alguns sistemas se consolidaram como supramoléculas bastante
interessantes para utilizacdo na biomedicina destacando-se os dendrimeros, sistemas
micelares (NAGALI, 2006) e as lipossomas (SHAW, 1992).

As micelas sdo construidas através de mol écul as que possuem uma cabega polar e uma
cauda apolar, os chamados surfactantes (Figura 1.2). Quando em solucéo os surfactantes
possuem diferentes maneiras de se agrupar, de modo a diminuirem a entropia do sistema.
Dentre os modos de agrupamento dos surfactantes, as micelas séo bastante conhecidas e



podem configurar-se como micelas esféricas ou inversas, de acordo com a polaridade do

solvente e com as proporgdes cabegal/cauda.
W{""v’ Ja cabeca
polar

Figura 1.2 Representacdo geral de um surfactante (THOMPSON, 2012).

Em solventes polares, tal como agua, e consequentemente o sangue formam-se
micelas circulares onde a cabega polar ficaamostra e as caudas voltadas para dentro, como
mostraaFigura 1.3 (). Em solventes apolares formam-se as chamadas micelas invertidas,

onde a cauda apolar volta-se parafora, como mostrado nafigura 1.3 (b). (NAGAI, 2006)

Figura 1.3 Representacdes estruturais do corte da secdo transversal das micelas circular (a) ereversa (b).
(TEMPLETON, 2013)

A utilizacdo das micelas na biomedicina € bastante explorada para o
encapsulamento e transporte de farmacos, no encapsulamento de DNA paraterapia génica
e no transporte de corantes para a utilizacdo em ressonancia magnética ou de moléculas
fotossensiveis paraa TFD.

Aslipossomas (Figura 1.1 - C) assemelham-se as micel as em sua estrutura, pois sdo
estruturas coloidais, vesiculas esféricas compostas por bicamadas lipidicas e um nicleo
aquoso. Devido a sua composi¢ao, estas sdo muito estudadas como model o de membranas

celulares, ja que estas sdo formadas por membranas fosfolipidicas (JAMISON, 2007).



Nas lipossomas, os componentes das camadas fosfolipidicas podem ser variados de
acordo com anecessidade deinteracéo, o que lhes confere umagrande versatilidade. Além
disso, essas supramoléculas possuem a capacidade de incorporar tanto estruturas
hidrofilicas quanto hidrofobicas. Estas caracteristicas conferem as lipossomas boas
propriedades como sistemas transportadores de farmacos para liberagdo controlada ou
DNA (BATISTA, 2007). O transporte de DNA (acido desoxirribonucleico) possui um
interesse particular para a terapia génica, com a finalidade de promover o transporte de
genes i solados para sitios especificos, atuando como vetores de transferénciagénica. Além
da capacidade de especificar o local onde o0 gene sera liberado, os lipossomas garantem a
integridade do DNA durante o transporte, através dos diferentes tecidos bioldgicos
(GILLIES, 2005). Alguns exemplos de doengas para as quais ja se estuda o tratamento
através dareposicdo de genes séo o cancer e algumas doencgas infecciosastaiscomo o HIV.
(SILVA, 2004) (NANCE, 2002)

Apesar das semelhancas estruturais e em algumas propriedades fisico-quimicas, as
lipossomas diferem das micelas pela presenca de uma bicamada lipidica, que forma uma
camada polar no interior da lipossoma gerando um nlcleo composto por agua (PATIL,
2005). A Figura 1.4 mostra a bicamada fosfolipidica (A), bem como a representacéo

estrutural (B), onde pode-se notar a camada polar no interior dos lipossomas.

Figura 1.4 Representacao estrutural da bicamada fosfolipidica (A) pelaqual as lipossomas sdo compostas e
do corte transversal de uma lipossoma(B), onde pode-se observar uma camada apolar em seu interior.
(ANTUNES, 2007)

Atuamente a quimica supramolecular de dendrimeros ja € bem conhecida. Véarios
estudos tem voltado sua atencéo para o entendimento dessas estruturas com 0s sistemas
biologicos (MAMMEN, 1998; KLAJINERT, 2003; GIEHM, 2008; HEEGAARD, 2007).



O termo dendrimero, que vem das palavras gregas dendron e mero, que significam
respectivamente arvore e fragdo, descreve a arquitetura de uma classe de polimeros que séo
formadas por um ndcleo, a qual se ligam os “ramos” do dendrimero (Figura 1.1-D). Com
sua estrutura globular e atamente ramificada, os dendrimeros lembram a copa de uma
arvore e seus galhos e por este motivo sdo chamadas a de moléculas arborescentes (LIMA,
2012). Estas moléculas além de altamente ramificadas sGo quase totalmente simétricas,
apresentando, portanto, um mesmo tipo de interacdo em praticamente todos os angulos
(BOAS, 2004) (isomolecularidade). Além disso, eles sGo capazes da biomimetizacao,
caracterizada pela capacidade de “imitar” estruturas biologicas, a exemplo das proteinas.
Apesar de serem altamente ramificados, estes apresentam cavidades internas, capazes de
carregar moléculas “hospedeiras” consigo e por este motivo sdo tdo interessantes no
transporte de farmacos e outras moléculas.

Outra propriedade importante dos dendrimeros € a possi bilidade de reconfiguracéo
de sua estrutura externa, através do acoplamento de novas moléculas & sua ultima camada.
Por esta importante propriedade essas moléculas sdo conhecidas como os blocos
fundamentais da quimica (TOMALIA, 2003).

Entre os dendrimeros (Figura 1.1-B) o PAMAM (Poliamidoamina) (ESFAND,
2001) - (Figura 1.5) foi o primeiro a se destacar como supramolécula com fins medicinais,
tendo a capacidade de biomimetizacdo com diferentes organel as celulares, dependendo de
seu numero de geracdo. Atualmente, novas familias de dendrimeros tem se destacado por
suas aplicacdes na biomedicina, a exemplo dos dendrimeros de poliglicerol (MOURA,
2011; SILVA, 2008).
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Figura 1.5 Estrutura do PAMAM de geragdo 2 (G2), ilustrando a progressao do nimero de geracdes do
interior (nGcleo) paraa periferia (SUPATTAPONE, 1999).

Em todas as modalidades de tratamento clinico, as moléculas a serem entregues a
0rgdos ou tecidos especificos sdo encapsuladas nas cavidades ou ligadas aos dendrimeros
através deforcas do tipo ligagéo de hidrogénio, van der Waals ou eletrostaticas. A liberacéo
da molécula bioativa pode ocorrer atraves de estimulos fisicos, (luz, ultrassom, mecanico,
variacdo de temperatura ou pressao), quimicos (variacéo do pH ou forca iénica do meio)
ou biolégicos (na presenca de enzimas). Estes estimulos sdo capazes de promover certas
mudancgas estruturais, como por exemplo, a desestabilizagdo de uma micela através da
mudanca de pH ou a forca ibnica do microambiente. No caso das supramoléculas
carregarem molécul as fotossensiveis a aplicacéo de luz no local de acumulo do carreador
€ capaz de promover a liberacdo de energia, através de transicdes eletronicas
potencializando assim a TFD (GUPTA, 2002; GRAINNER, 2010).

O dendrimero de poliglicerol (PGLD) de geragbes 0-4 (GO-G4), apresenta boas
propriedades hemocompative's, caracteristicas atraentes para sua utilizagdo como sistema
carreador de quimioterapicos para o tratamento do cancer (SILVA, 2008; LEITE, 2008).
As propriedades hioldgicas, peculiares ao PGLD, sdo explicadas pelos grupos OH
terminais e grupos OH secundarios no interior da macromolécula, abrem grande leque de
aplicacOes, que vao desde ssimples veiculo até a exploracéo farmacoldgica no projeto de
reservatérios moleculares para o transporte de quimiotergpicos (MOURA, 2011). Além
disso, corroborao fato do PGLD ser um material obtido principalmente de um subproduto

da producéo do biodiesel, a glicerina, atualmente abundante em nosso pais e que tem na
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producdo de dendrimeros dafamiliado PGLD, sua reciclagem com viabilidade econdmica
e ecol bgica.

Recentemente, estudos demonstraram 0 bom desempenho do PGLD como sistemas
transportadores de agentes fotossensi bilizantes para utilizacdo na TFD (MILITAO, 2013).
Nesses sistemas, as moléculas bioativas ha forma ndo dissociada presentes nas cavidades
do dendrimero apresentam-se como espécies que podem ser capazes de se difundir e
atravessar as barreiras lipofilicas da pele, o que pode ser muito interessante para sua

aplicacdo naTFD parao tratamento do cancer de pele, aneoplasiamaisfrequente no Brasil.

1.2 Dendrimero PGL D: um poliéter como supramolécula

A funcdo éter se caracteriza pela presenca de um aomo de oxigénio ligado a dois,
diferentes &omos de carbono. Assim os poliéteres séo formados a partir de mondmeros
gue se unem através daligacdo éter. Normamente o acoplamento entre os mondmeros de
um poliéter se da exatamente no local onde se encontra o oxigénio (normamente sob a
forma de uma hidroxila) (ENCICLOPEDIA BRITANICA, 2013). Sendo um dendrimero
um polimero atamente ramificado, a densidade de pontos de juncdo aumenta
consideravelmente, quando comparado a seu homélogo linear.

Um poliéter arborescente é um dendrimero que apresenta uma alta densidade de
grupamentos éer em sua estrutura, bem como a presenca de hidroxilas em suas
extremidades terminais. A geracdo do poliéter arborescente é definida pelo nimero de
camadas de mondmeros que o compdem. A geracdo zero (GO) € composta apenas pelo
nucleo oligomérico de poliglicerol. A geragdo um (G1) apesenta aém do nucleo, uma
camada do mondmero e assim a geracdo do dendrimero aumenta de acordo com que o
numero de camadas aumenta. Ao incluir uma nova camada de mondmeros cada
ramificacdo recebe duas novas ramificacOes. Dessa maneira, a cada geracdo o nimero de
ramificagdes terminas dobra, de modo que a cada geracéo o dendrimero se torna cada vez
mais ramificado (BOAS, 2004). A Figura 1.6 ilustra este crescimento controlado dos
dendrimeros a cada geracdo. Devido a este alto nimero de ramificagbes terminais, que
aumentam a cada geracdo, os dendrimeros de poliéteres apresentam também uma ata
densidade de hidroxilas terminais, que permitem uma reconfiguragdo das caracteristicas
fisico-quimicas da periferia do dendrimero através do acoplamento de novas moléculas.
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Figura 1.6 Crescimento de dendrimeros de acordo com seu nimero de geracdo. Nucleo oligomérico em GO,

primeira geracdo (G1) com apenas uma nova camada de mondmeros, segunda geragdo (G2) com duas
camadas de monémeros, terceira geracdo, (G3) com 3 camadas e quarta geracdo, (G4) com quatro camadas
de mondmeros acopladas. Adaptado de (SVENSON, 2012)

Com o0 aumento do nuimero de geracdo o didmetro das macromoléculas
arborescentes tende aaumentar deformalinear e acada geragdo suaformatende aser mais
globular, caracteristica que favorece a biomimetizacdo das proteinas globulares.
Normalmente, a partir da quarta geracdo os dendrimeros séo molécul as esféricas bastante
densas, 0 que confere aos mesmos a capaci dade de polidisperséo, isomolecularidade e alta
solubilidade, devido a sua periferia atamente polar (KAJANERT, 2011).

Quando comparado com polimeros lineares, os dendrimeros apresentam a
vantagem de possuir uma viscosidade intrinseca menor, que aumenta geralmente até a
quarta geracdo, enquanto que em polimeros lineares esta propriedade fisica aumenta de
acordo com o aumento da massa molecular da molécula (KLAJNERT, 2001). Por seu
tamanho e forma, os dendrimeros possuem grande capacidade de biomimetizacdo com
enzimas e alguma organelas celulares. A principio, pode-se dizer que como uma grande
vantagem para o tratamento clinico, os dendrimeros apresentam uma grande capacidade de
selecionar as céulas tumorais como um alvo preferencia para sua acumulagdo. Esta
selecdo é possivel devido ao aumento da permeabilidade dos vasos do tumor ao dendrimero
e dalimitacdo da drenagem linfética (MAEDA, 1989). Combinados, esses fatores levam a
acumulagdo seletiva da macromol écula arborescente no tecido tumoral. Essa propriedade
Gnica dos dendrimeros, quando comparado com polimeros lineares, torna as
macromol écul as arborescentes muito interessantes para o desenvolvimento de sistemas de
entrega vetorizada de farmacos para o tratamento do cancer. (AIDA, 2012; WIERNWR,
1994).
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A sintese de dendrimeros de poliglicerol tem apenas cerca de uma década e foi
descoberta por Haag e colaboradores, na universidade de Berlin. Apesar disso, estas
estruturas arborescentes vém se mostrando amplamente Gteis na medicina (HAAG, 2000).

O dendrimero de poliglicerol (Figura 1.7) € um poliéter de estrutura arborescente,
soltvel em agua que se caracteriza pelo grande volume de hidroxilas terminais, presentes
em sua superficie, pois cada uma das suas ramificagdes termina em uma hidroxila. Estas
caracteristicas o tornam particularmente interessante para 0 acoplamento de compostos
bioativos e marcadores celulares, através de uma nova etapa sintética, favorecidas pela
presenca das hidroxilas nas terminagdes do dendrimero. Outro fator que tornao dendrimero
de poliglicerol altamente atraente para a producdo de compostos de utilizacdo biomédica é
a baixa toxicidade do poliglicerol, o que levou & utilizacdo deste polimero como
emulsificante e substituinte de gorduras na industria farmacéutica e alimenticia. (FDA,
2013).

|
;S i D;_C:l; LﬁDH
HD/‘Y\D/\{”‘ _>’
HO OH /j 0
OH H?_\EI

HO II
H OH

Figura 01.7 Estrutura do PGLD de segunda geracdo (RODRIGUES,2001)

O PGLD tem seu esquel eto semelhante ao PEG, possuindo indmeras aplicactes na
medicina, podendo ser citadas suas propriedades anti-inflamatorias antitrombdti cas de seus
derivados sulfatados (FRENETTE, 1996) e as propriedades anti-inflamatérias e
antitumorais dos dendrimeros sdicilados (MOURA, 2011). Outra aplicacdo dos

bioconjugados de poliglicerol na medicina é a fixacdo da enzima glucose oxidase em sua
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superficie para a montagem de biossensores para a quantificagdo dos niveis de glicose no
sangue (FERNANDES, 2009).

Recentemente 0 grupo de biomateriais da Universidade federal de Itgjuba
comprovou gue estas macromol éculas tém a capacidade de se acumular preferencialmente
em células tumorais, aumentando ainda mais a importancia de tal molécula para 0 uso
medicinal (MOURA, 2011).

1.2.1 Sintese de Dendrimeros

A sintese de dendrimeros surge a partir de uma evolugdo da sintese de polimeros
conhecida até o século X1X. Antes deste periodo, a sintese radicalar era de dificil controle
levando a obtenc&o de polimeros muito polidispersos e de natureza estatistica. Durante o
seculo XX, surgem os processos de protecdo e desprotecéo de Merrifield, as reacbes em
cadeia via polimerase e a polimerizagio ibnica (FRECHET, 2000). Estas descobertas
tornaram possivel o desenvolvimento de processos racionais de sintese de polimeros
permitindo a obtencéo de macromol écul as arborescentes com elevadaisomolecularidade e
um alto controle do processo de sintese (TWYMAN,1999; ESFAND,1996; FRECHET,
2000; TOMALIA, 2003).

Considerando a sintese de dendrimeros dois tipos de rotas s80 mais comumente
utilizados, adivergente (Figural.8 A) eaconvergente (Figural.8 B) (KLAJNERT, 2001).
A primeira rota, utilizada inicialmente, tem o crescimento do dendrimero propagando-se
do nucleo para a superficie. Este nlcleo deve ser um bloco multifuncional onde uma nova
unidade de ramificacdo se ligara a cada um de seus grupos reativos. Assim, a cada etapa,
as novas unidades funcionais se acoplam a unidades funcionais da camada anterior,
construindo uma estrutura arborescente com crescimento exponencial, conforme o
esguema de sintese, ilustrado na Figura 1.6. Este tipo de abordagem sintética, entretanto,
envolve um grande nimero de reagdes, pois para que 0 crescimento ocorra dessa maneira
€ Necessario um Novo passo para o0 acoplamento de cada geracdo, além da ativacdo das
unidades funcionais da camada anterior. Este grande niUmero de reacdes de acoplamento e
a ativacdo das unidades funcionais acarreta 0 uso de um grande nimero de etapas de
purificacdo o que leva a um rendimento muito pegueno e inviavel industrialmente. Outro

problema encontrado sdo os defeitos na estrutura arborescente, causados pelo crescimento
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exponencial, onde a completa funcionalizacdo de cada camada néo pode ser assegurada
com precisdo (MONTANARI,1998; HAHN, 2000 ). Apesar destes problemas, o processo
divergente de sintese permite aobtencdo de dendrimeros com elevado nliimero de geracéo
e, consequentemente, alta massamolecular (TWYMAN, 1999).

Mais tarde, como uma nova aternativa de rota sintética, Craig Hawker, Athena
Phillipides, e Jean Frechet propuseram a sintese convergente, na qual o dendrimero é
construido do que sera sua periferia, para o nicleo (FRECHET, 2001). O principio bésico
para a sintese convergente é a formag&o das ramificagdes dos dendrimeros, os chamados
dendrons, através de reagdes com um menor nimero de sitios reativos (HOWKER, 1990).
Estes dendrons sdo posteriormente ligados a um nicleo polifuncional, que os conecta,
formando a estrutura arborescente, conforme ilustrado na Figura 1.8. Com este tipo de
sintese € possivel se alcancar um ato grau de monodispersdo, minimizando a0 mesmo
tempo a formagdo de defeitos na estrutura, devido ao maior controle e menor nimero de

sitios reativos em cada passo durante a construgdo dos dendron. (LIMA, 2012).

A.
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Figura01.8 Representacéo dos métodos da sintese de dendriimeros: (A) método divergente, (B) Método
convergente. (KLAJIJNERT, 2001).

Nesse trabal ho, optou-se pelo método de sintese divergente do dendrimero PGLD.
A escolha dessa rota deve-se em parte pela fonte disponivel do reagente para formacéo do
nucleo oligomeérico inicial, a glicerina (propanotriol 1,2,3). A utilizagdo da glicerina
permite o desenvolvimento de sistemas macromol eculares arborescente de elevado valor
agregado, utilizando matéria prima de fonte renovavel, oriunda da produgdo do biodiesel
no Brasil. O biodiesel é obtido através da reacdo de transesterificagdo de Oleos vegetais

com alcodis, gerando ésteres metilicos ou etilicos e glicerina. A glicerina gerada como
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subproduto é atualmente o principal obstaculo para a viabilizagdo comercial do biodiesel
uma vez gque ndo ha mercado para absorver todo o volume de glicerina a ser gerada
(FAIRBANKS, 2009).



16

CAPITULO 2- A TERAPIA FOTODINAMICA

2.1 INTRODUCAO

Apesar de ser uma técnica relativamente nova para a medicina ocidental, a TFD
vem sendo bastante estudada com aternativa para o tratamento diferentes de diferentes
doencas e traumas. E fato conhecido que esse tipo de terapia € muito (itil na recuperacéo
de pacientes que sofreram um trauma fisico, no estimulo de crescimento de tecidos e
atualmente tem se mostrado de grande utilidade no tratamento de tumores malignos
(WIENER, 1994; NAGAI, 2006; SHAW,1992).

Os primeiros estudos da TFD foram rel atados por Raab no ano de 1900. (GILLIES,
2005) Com seus experimentos, Raab descobriu que culturas celulares ndo eram capazes de
sobreviver quando expostas corantes de acridina e posteriormente aluz, mas sobreviviam
guando expostas aos mesmos corantes e mantidas no escuro. Provando assim a
fototoxicidade deste corante e dando inicio aos estudos do que mais tarde veio a ser
chamado de TFD (DANIELL, 1991).

Em 1903 Tappenier e Jesionek foram pioneiros na utilizagdo desta técnica para o
tratamento do cancer em humanos, estudo no qual eliminaram totalmente um tumor facia
de um humano, ainda sem saber explicar o motivo detal cura (TAPPENIER, 1903). Foi s6
em 1976 que o0 oxigénio singleto, gerado através da transferéncia de energia entre o agente
fotossensibilizador (PS) no estado excitado e o oxigénio molecular, foi responsabilizado
pelatoxicidade da TFD em meio celular.

Atuamente a TFD é uma técnica amplamente estudada no tratamento do cancer, ja
que setratade umaterapialocal, ndo invasivae que dispensacirurgias, deixando o paciente
menos debilitado e dando a0 mesmo uma melhor capacidade de recuperacéo da doenca
(BOIlY, 2011; KURWA, 1999). Quando comparado aos tratamentos de primeira escolha
para a cura do cancer, tal como a radioterapia, a quimioterapia e as cirurgias de remogao
de tumor, a TFD apresenta como principais vantagens a diminuicéo dos efeitos colaterais
pOs-tratamento, a regeneracdo do tecido sadio lesado apds um curto periodo de tempo e
auséncia de efeito toxico cumulativo. A auséncia de cicatrizes e a falta da necessidade da

internacdo do paciente por um longo periodo de tempo, séo algumas das vantagens da TFD
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quando comparada aos tratamentos comuns, tais como quimioterapia, radioterapia e as
técnicas cirargicas (CHATTERJEE, 2008).

2.2 Fundamentos da terapia fotodinamica

A TFD é um tratamento ndo invasivo, que atualmente tem se mostrado eficiente no
tratamento de tumores malignos devido as inlmeras vantagens e a relagdo positiva
entre custo e beneficio envolvida no tratamento (MACHADO, 2000). Neste tipo de
tratamento, aplica-se um agente fotossensibilizador, no local a ser tratado, ou por via
sistémica e apos algum tempo faz-se a aplicacdo de umaluz, geralmente um laser de
comprimentos de ondaem entre 500 e 800 nm no local daexisténciado tumor (Figura
2.1).

Aplica-se o agente O PS se acumula nas
fotossenssibilizador | |células doentes

LIGHT

[ Faz-se a aplicacdo As celulas doentes
1 "da luz (laser) - ' 530 dertruidas.

Figura 2.1. Esquema do tratamento de tumores através da TFD (Adaptado de PHOTODYNAMIC
THERAPY).

A TFD necessita de trés agentes igualmente importantes: A fonte de luz, o agente
fotossensibilizador (PS) e 0 oxigénio molecular tecidual. A combinagdo desses trés fatores
leva a emisséo de fotons pelo agente fotossensibilizador, estes fétons em contato com o
oxigénio molecular geram espécies reativas de oxigénio (EROS), que sdo toxicas ao tecido
celular, levando-as a morte (CHATERJEE, 2008).
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2.2.1 Caracteristicas do agente fotossensibilizador

Os PS sdo compostos sensiveis aluz, que ao serem irradiados com um feixe de luz
monocromatico de comprimento de onda adequado, sdo excitados a um nivel energético
mais alto e desencadeiam um processo que resultara namorte celular (PASZKO, 2011).

Visando um tratamento fotodinamico eficiente, alguns fatores importantes devem
ser considerados naescolhado PS, pois, além das célulastumoraisa TFD tem a capacidade
delevar as células sadias A morte. Além disso, os PS absorvem aluz visivel, portanto aluz
solar é capaz de excita-los desencadeando o processo daterapia. Assim caso aexcrecdo do
agente sgja demorada, este precisaria ficar por um longo tempo ao abrigo da luz. Tendo
estas consideragdes em vista, o agente PS escolhido deve atender a algumas caracteristicas
fisico-quimicas (MOAN, 1990):

(@ O tempo de retencdo pelo organismo, apds o tratamento, deve ser curto;

(b) Deve hever uma acumulacdo preferencial no tecido doente, quando comparado ao
sadio;

(c) Ter baixa citotoxicidade quando no escuro;

(d) Absorver radiacdo eletromagnética na faixa visivel (entre 500 e 700 nm
preferencialmente), gerando grande quantidade de espécies reativas (SIMPLICIO, 2002).

Conceitualmente, os PS sdo divididos em primeira, segunda e terceira geragdo. O
PS de primeira geracdo caracterizou-se por ser uma mistura de hematoporfirinas
oligomériacas, onde o principal representante desta classe e 0 primeiro a ser aprovado para
a TFD foi o Photofrin® (Figura 2.2). Este PS de primeira geragdo, entretanto possui uma
absorcéo em menor comprimento de onda do que a desgjavel, prejudicando a eficacia do
tratamento, exigindo que altas doses do PS sgjam administradas para que se tenha o efeito
desgjado.

Um problema comumente encontrado na TFD é a demora da excre¢éo do OS de
primeira geracao pelo organismo, dessa maneira o paciente necessita ficar ao abrigo daluz
solar durante um longo periodo. Além disso, o photofrin® possui umamisturade diferentes
compostos, afetando a reprodutibilidade do tratamento e a seletividade do farmaco pelas
células tumorais (LONGO, 2011). Tendo em vidta tais adversidades a busca de novas
aternativas levou ao desenvolvimento dos PS de segunda geracdo, compostos
quimicamente puros, de boa absorcdo na faixa do visivel e ato indice de geracéo de

espécies reativas. Apesar desses agentes fotossensibilizadores representarem um grande
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avango nas pesquisas sobre a TFD o tratamento de tumores malignos, eles apresentam
como desvantagem a falta de seletividade pelas células tumorais quando comparadas as
células sadias, 0 que instigou os pesquisadores a buscar os Chamados PS de terceira
geracdo (CASTANO, 2006).

Além do Photofrin®, ja existem outros agentes fotossensibilizadores comerciais e
usados em TFD, a exemplo do photosan (MILLER, 1991). Estes sdo agentes de segunda
geracao e se mostram mais eficientes que os de primeira geracéo, entretanto apresentam
ainda uma baixa seletividade pelas células tumorais, confirmando, portanto a necessidade
da busca por PS mais seletivos (MATHIAS, 2012; ALLISON, 2004).

!
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Figura 2.2. Estrutura do Photofrin®, agente fotossensibilizador de primeira geracéo e comercializado para o

tratamento de pacientes com cancer. (MACHADO, 2000)

2.2.2 Caracteristicasdafontedeluz

A fonte de luz paraa TFD é um laser de baixa poténcia. A luz laser caracteriza-se
por ser uma luz monocromatica e possui um feixe direcional. A palavra laser € uma
abreviagdo paralight amplification by stimulated emission of radiation, (amplificagdo de
luz através emissdo estimulada de radiacdo) nome que deve ao seu funcionamento. O
funcionamento de um laser da-se por trés elementos essenciais: 0 meio, que é o material
onde ocorre a emissdo de fétons, a fonte de excitacdo que emite o primeiro féton no
comprimento de onda adequado e dois espelhos que refletem a energia luminosa de volta
ao meio, afim deiniciar umanova excitagdo dos elétrons deste (RENICH, 1996).

O comprimento de onda no qual um laser emite depende do material com o qual o

meio é feito, existem inimeros meios solidos, liquidos ou gasosos. Como meios solidos
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podemos citar YAG (Ytrium-aluminium-garnet) e o rubi, como meios liquidos temos
alguns corantes que emitem energia luminosa e como meios gasosos He-Ne e CO», séo 0s
mais utilizados (ALMEIDA-LOPES, 1999).

A geracdo daluz laser baseia-se ha emissao de radiacdo naformade fotons. Quando
a fonte de excitagdo emite um primeiro foton de comprimento de onda adequado ao
material aser estimulado (meio), um primeiro el étron deste meio se elevaaum maior nivel
de energia e ao voltar para seu estado fundamental emite um f6ton na mesma frequéncia
em gue fora estimulado, como um efeito cascata este féton pode excitar um novo elétron,
e novo foton é emitido e assim cria-se uma cadeia, onde varios fotons de luz séo emitidos.
Este fato é chamado de emissdo estimulada (ALMEIDA-LOPES,1999; BAGNATO,
2001).

Os feixes de luz laser sGo coerentes, ou sgja, toda a energia emitida possui um
mesmo comprimento de onda. Por este motivo, a luz emitida € monocromatica. Outra
caracteristica importante do laser, que nd € encontrada na luz comum é a
unidirecionalidade de seus fotons, que vigiam sempre na mesma direcdo, permitindo que
hagja uma grande quantidade de energia incidida em um pegqueno espaco de matéria
(BAGNATO, 2001).

Levando em consideracdo a quantidade de energia incidida em um mesmo espago,
podem-se caracterizar os lasers como de alta ou baixa poténcia (HALLY DAY ,2007).
Ambos os lasers podem ser usados na medicina moderna. Os lasers de ata poténcia
incidem uma energia suficientemente alta para causar vaporizacdo, necrose do tecido
biol 6gico e coagulac&o e por estes motivos sdo também conhecidos como lasers cirlrgicos,
utilizados com a finalidade de produzir cortes ou coagular e cauterizar tecidos, durante
algumas cirurgias, tais como oculares, (AHMED,2013) oncoldgicas (GONZALEZ, 2012)
e odontoldgicas (KILINIC,2001).

Por suavez, o laser de baixa poténcia ou laser terapéutico, € capaz de incidir uma
poténcia entre 30 e 100 mW e, sendo assim, ndo possui capacidade de agquecimento e ndo
€ capaz de vaporizar ou necrosar o tecido bioldgico, entretanto, € hoje um dos mais
estudados para diversas terapias, como o estimulo de musculos apés lesdes, (FRATEZI,
2011) o estimulo do crescimento de tecidos (WIERNER, 1994) e mais recentemente este
grupo de laser tem sido associado & moléculas fotossensiveis, com a findidade de
investigar a possibilidade do tratamento de cancer, através da TFD (LINS, 2011; CHEM,
2005; DAVILA, 2011).
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2.3 O oxigénio molecular e a geracao das espéciesreativas

de oxigénio

A TFD parte do principio de que a interacdo de luz de comprimento de onda
adeguado com o PS e oxigénio tecidual resultam em espécies reativas capazes de induzir a
inviabilizacdo das células neoplésicas. Ao iniciar-se a aplicagdo do laser, o agente PS em
seu estado fundamental (So), absorve um féton proveniente da fonte de luz. Ao absorver
energia o PS passa de seu estado So a0 seu estado excitado singlete (S1). Este estado €,
entretanto, energeticamente menos favoravel (possui maior energia) do que o estado So,
assim ha um répido decaimento ao estado fundamental, com aemissdo de energianaforma
de luz (fluorescéncia) ou calor (HIKARU, 2010).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas através de dois tipos de reagcdo, Tipo
| e Tipo II. Asreacbes de Tipo | consistem na foto-oxidacdo por radicais, onde o PS em
seu estado triplete excitado (T1) reage com outro substrato, transferindo elétrons e gerando
radicaislivres (R ou R™). Estesradicaislivres, por ndo estarem em sua conformagao mais
estavel, sdo altamente reativas e interagem rapidamente com o oxigénio molecular gerando
as especies reativas do oxigénio (EROS) tais como anions superdxidos ou radicais
hidroxilas.

Nas reagOes de Tipo |1 0 PS em seu estado triplete transfere energia naformade um
foton para o oxigénio molecular a sua volta, formando o oxigénio singlete, outra espécie
reativa do oxigénio (HIKARU, 2010).

Em TFD areacdo Tipo Il é a predominante e sendo o oxigénio singleto altamente
reativo, ele é capaz de reagir com os componentes moleculares a suavolta, sendo, portanto,
altamente citotoxico. Devido a essa dta reatividade, o tempo de meia vida do oxigénio
singlete € muito curto, (da ordem de 10° s) e sua mobilidade ¢ muito restrita
(RONSEIN,2006). Dessa maneira essas espéci es reativas de oxigénio vao afetar os tecidos
mais proximos ao local onde sdo gerados e por este motivo o agente PS deve se acumular
preferencialmente nas células tumorais, ou o tratamento ndo surtira o efeito desegjado, que
€ a morte das células doentes, afetando 0 menor nimero possivel de células sadias.
(PERUSSI, 2007) As reacOes tipo | e ll, da geragdo de radicais estdo ilustradas na segdo
2.4, paraum melhor entendimento desses mecanismos.
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2.4 Transicoes eletronicas e propriedades fotossensibilizador as

de moléculas na terapia fotodinamica

A fim de se entender as propriedades fotossensibilizadoras das moléculas na TFD,
€ necessaria a compreensdo da dindmica envolvida nas transi ¢oes el etronicas responsaveis
pelaformacao das espécies reativas de oxigénio.

De acordo com a mecanica quantica, as moléculas sdo formadas atraves da
combinacdo linear de orbitais atémicos (CLOA) que cercam os nucleos constituintes da
molécula. Nesse caso, CLOA refere-se a soma ponderada dos orbitais atbmicos
participantes e pode ser obtida se fazendo a adicdo ou a subtracdo das funcdes de onda (W)

correspondentes aos orbitais atdmicos que se superpdem (ATKINS, 2006):
Y = Caha + Cglir (2.1

Sendo ¢ a base fixa, isto &, os orbitais atdmicos dos quais o orbital molecular (OM)
é formado e consiste de duas orbitais atdbmicas, um do &omo A e o outro do &omo B, C &
um coeficiente que na combinagdo linear mostra a extensdo da contribui¢éo de cada orbital
atdmico para o orbital molecular (OM). Os coeficientes C podem ser iguais ou diferentes,
positivos ou negativos, dependendo dos orbitais e suas energias. A medida que os &omos
se aproximam, seus orbitais se sobrepdem, como resultado, os OM s&o formados.

Quanto a distribuicéo de energia, a formagdo de moléculas deve seguir o principio
da exclusio de Pauli e a regra de Hund. Dessa maneira, o orbital molecular ocupado de
mais ata energia (HOMO) é o orbital molecular que, de acordo com o principio de
construcéo do diagrama de niveis de energiaparaa molécula, € o ultimo a ser ocupado. Por
sua vez, o orbital molecular vazio de mais baixa energia (LUMO) é o préximo orbital
molecular de maior energia (ATKINS, 2006).

Quando uma molécula absorve energia, um elétron é promovido de um orbital
ocupado para um orbital desocupado de mais ata energia. Nesse caso, a transicdo mais
provavel é do orbital HOMO parao LUMO (Figura 2.3).
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Figura2.3. Transi¢do eletronica entre os estados HOMO-LUMO.

O processo de excitagdo € quantizado, ou sga, a energia da radiagdo
eletromagnética absorvida € exatamente igual a diferenca de energia entre os 2 estados
(GILBERT, 1991). Na maioria das moléculas a energia envolvida na transi¢cao el etronica,
AE, varia entre 125 e 650 kJmol. Embora nem todas as transi¢cbes possiveis sgjam
observadas (regras de selecdon), algumas transicdes proibidas (n— m*) podem ser
observadas. A Figura 2.4 resume as principais transi¢oes eletronicas em fungdo do grupo

funcional presente na molécula.
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Figura 2.4. Transi¢Oes eletronicas entre os estados HOMO-LUMO em funcdo da funcionalidade presente na

molécula.
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A energiados orbitais de fronteira pode ser definida por:

2
BE = ErLymo — Enomo = B2 nfumo - Nhomo  (Eq.2.1)

No estado fundamental, uma molécula com N & elétrons podera possuir N/2 niveis
LUMO (n;ymo) € 0s niveis HOMO vazios.

A energia necess&ria para a transicdo eletrénica pode ser calculada através da
relacéo de Planck:

E,- E;=Bn = (Eq.22)

Sendo Ez — E1 = ELymo — Enomo; h € a constante de Planck = 6,62. 10 3 Js; v é a
frequéncia da radiacéo el etromagnética e ¢ € avel ocidade daluz no vécuo.

Dessa forma, para que ocorra a transicdo eletrénica |[HOMO-LUMOQO| o elétron
precisareceber exatamente este pacote de energia (ATKINS, 2006). Quando isso acontece,
a molécula, iniciamente em seu estado fundamental singlete (So) passa a um estado
singlete excitado (S1, $...S), de maior energia e menos estavel. A tendéncia para esta
molécula é voltar ao seu estado fundamental, processo conhecido como relaxamento, que
pode ocorrer de diferentes maneiras (TACELOSKY, 2012). Podem ocorrer transicoes
radiativas, tais como a fluorescéncia e a fosforescéncia ou ndo radiativas, como o
decaimento e o cruzamento intersistema, que ocorre com a geragao de um estado triplete
(T1). O diagramade Jablonski (Figura2.5) mostra os tipos de excitagdo e rel axagdo durante
0 decaimento dos elétrons (GILBERT, 1991).

A fluorescéncia é o processo no qual ha uma transicdo proibida S; > So. Neste
processo a energia € emitida na forma de radiagdo luminosa, ou sgja, um foton. Nota-se
gue neste processo 0 elétron parte de um orbital excitado de mesma multiplicidade,
promovendo uma transi¢do rapida.

A fosforescéncia ocorre quando ha um decaimento T1 > So, este €, assim como a
fluorescéncia, um decaimento radiativo, onde ha a emissdo de um féton de maneira mais
lenta do que no primeiro processo, justamente por se tratar de uma transferéncia entre
estado de multiplicidade diferente (GUILLET, 1985).
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Os relaxamentos ndo radiativos, ou sgja, sem a emissao de fétons ocorrem com
maior frequéncia. O decaimento n&o radiativo, pode aparecer tanto numa transicao S
- So, quanto numatransicdo T1 - So. No caso da primeira, ha apenas o decaimento rapido
entre os dois estados, com a emissdo da energia (hv). No segundo ha uma transi¢céo de
menor energia € mais lenta, para um novo estado excitado (T1), dessa maneira ha
rapidamente umanovatransi¢do, sejapelo processo de fosforescénciaou pelatransferéncia
de energia, processo chamado de cruzamento intersistema (HIKARU, 2010).

Para a TFD o processo de relaxacdo por transferéncia de energia € 0 mais
importante, pois dele partem os principais mecanismos de formac&o de espécies EROS, o
mecanismo tipo | e principamente o tipo I1. (PERUSSI, 2007)

A energia daluz de um comprimento de onda especifico é absorvido pelo PS, que
excita a molécula a partir de um estado singleto fundamental (So) para um estado de
singleto excitado (S1), mais energético. Uma vez neste estado excitado, a molécula tende
retornar a um estado fundamental através de fluorescéncia ou decaimento ndo radioativo,
ou pode aindafazer um cruzamento intersistemas, que introduz um estado excitado triplete
(T1). Oxigénio molecular existe em um estado fundamental triplete, e assim uma
transferéncia de energia pode ocorrer entre o estado triplete do fotossensibilizador e 0
oxigénio molecular. Esta transferéncia de energia resulta na geragdo de oxigénio singleto
(TACELOSKY, 2012).
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P = Singlet Oxygen

T — = Molecular Oxygen
Photosensitizer (ICG) Oxygen

Figura2.5. Diagrama de Jablonski descrevendo as mudancas nos estados €l etronicos molecul ares associados
comaTFD (TACELOSKY, 2012).

As reagOes do tipo |, como discutido anteriormente, sd0 caracterizadas pela
formacéo de radicais livres (*OH e OH") através da transferéncia de elétron entre o PS no
estado triplete excitado e o oxigénio molecular, fomando o anion-radical superoxido (¢O2~
). O mecanismo envolvido nessa reacéo ocorre de acordo com o mecanismo ilustrado a
seguir (PERUSSI, 2007):

Ox+e€ -0z
*0y +2H"+ € - H20
H202 + € - OH™ + «OH

As reagdes do tipo Il, sdo as mais frequentes na TFD, onde ha a transferéncia da
energia do PS, que volta a0 seu estado fundamental, para 0 oxigénio molecular,
promovendo-o & um estado singlete (*O,), altamente reativo e capaz de interagir com
inmeros componentes celulares, sendo portanto, atamente citotoxicos. A reagdo de
formagdo do oxigénio no estado singleto € dada por (PERUSSI, 2007):

hv ISC
'S —=3ls" — 3%
31 +3%0; - 1S9+ 102
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2.5 A interacdo daluz com o tecido bioldgico

Toda luz que é incidida em um material pode interagir com o mesmo de quatro
maneiras distintas. Reflexdo, refragdo, dispersdo e absorcdo (HALLIDAY, 2007;
RENICH, 2006).

A incidéncia do laser obre os tecidos biol6gicos leva a um processo de interacéo
gue envolve a soma dos fendmenos reflexdo, refracdo e absorcdo. Parte da energia é
absorvida, entretanto, parte dela se prede sendo refletida ou espalhada. A Figura 2.6 ilustra
este processo de interagdo (RENISCH, 2006).

Feixe icidente

Luz refletida Reflexdo difusa

| o i T S Reflexdo/ Refracdo
| /\ /’\ .""/ \
i / ’—T \ i g2 | Espalhamento

| /\/ \/\ 4 + Absurgo

Transmissdo difusa

Transmissdo direta

Figura2.6. Interacdo daluz laser com ostecidos biol gicos: Reflexao, refragéo e absor¢do. (RENICH, 2006)

E fato conhecido que a coeréncia é umadas principais propriedades do | aser, porém
ao penetrar no tecido biol6gico essa propriedade se perde nos primeiros extratos da pele.
Isso ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que compdem o tecido
biologico. O fato de o tecido bioldgico ser heterogéneo quanto a sua composiGao,
possuindo variabilidade nos indices refrativos; pode desencadear reflexdes internas a
medida que a luz € absorvida e dispersada. Provocando alargamento espacial do feixe e
perda de coeréncia, o que diminui o efeito daradiacdo. Apesar disso, aluz é absorvidaem
tecidos superficiais e profundos podendo gerar alteracbes metabdlicas a nivel celular
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(KARU, 1995; OSHIRO, 1991). Ao mesmo tempo, mol écul as com capaci dade de absorcdo
de luz presentes no tecido bioldgico podem amplificar a interacdo com o laser. Os
cromoforos, moléculas fotorreativas com capacidade de absor¢do de luz, tais como a
hemoglobina e a melanina absorvem luz na faixa visivel do espectro. Os aminoacidos
presentes na estrutura primaria das proteinas absorvem naregido do espectro ultravioleta.
Por outro lado, os é&cidos nucléicos apresentam absor¢do na regido do espectro
infravermelho (THOMAS, 1999; SCHMID,2001; BAXTER, 1997).

De modo geral, quando o laser incide no tecido bioldgico, tem-se uma perda na
intensidade da luz a medida que o 6rgdo a ser tratado se distancia da superficie do corpo.
Neste sentido, ha um significativo volume de trabalhos que estudam a fibra Gtica como
meio de viabilizar o tratamento com a TFD em érgdos internos, garantindo que a poténcia
incidida sgja a mesma que o laser irradia, e consequentemente certificando a eficacia do
tratamento (ZAMADAR, 2011).

2.6 RodaminaB: caracteristicas eletr bnicas

A RhB ou Cloreto(o-carboxifenil)-6-(dietilammino)-3H-xanteno-3-ilideno é um
composto dafamilia dos xantenos (Figura 2.9). De modo geral, as rodaminas s&o corantes
muito utilizados nafabricacdo delaser de corante (Iaser dye) onde em muitos casos atingem
50% de eficiéncia na conversdo de energia (MAHASIN,2011; SRINIVAS, 2003;).

Figura2.7. Estrutura molecular da RhB.
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(Adaptado de PASHA ,2007)

Em solugdo, aRhB pode existir em suaformaprotonada, zwitterionicaou naforma
incolor da lactona (Figura 2.10). O pKa de equilibrio entre a forma zwitterionica e
cationicadaRhB é aproximadamente 3.2 (ARBELOA, 1981). As conformaces cationicas
existem em solucBes é&cidas, as zwitteridnicas em solucdes basicas e a conformacéo
lactbnica existe somente em solventes ndo polares ou polares apréticos Ambas as formas,
cationicas e zwitteridnicas podem existir em solventes polares (SETIAWAN, 2010;
KARPIUK; 1994).
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Figura 2.8. Estrutura da RhB: cation, (a) RhB* ; (b) zwitterion RhB* (b)

(Adaptado de ARBELOA, 1981).

Os espectros de absorcédo e emissdo da RhB sdo mostrados na Figura 2.11. O
espectro eletronico mostra que a RhB  possui uma larga banda de absor¢éo na regido do
visivel, tendo um pico bem definido em 557 nm, correspondente as transi¢cdes n—n* do
orbital ligante HOMO para o orbital antiligante LUMO ao longo da maior dimens&o do
sistema conjugado. O ombro observado em aproximadamente 514 nm corresponde a
estrutura dimérica da RhB (CAl, 2001).
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As bandas de absorcéo abaixo de 450 nm representam as transi¢oes das estruturas
mesomeéricas com unidades de conjugacdo mais curtas e se originam de transi ¢oes de n—r*
do orbital molecular HOMO parao LUMO (ALIG, 2007).
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Figura 2.9. Espectros de absorcéo (A) e emissdo (B) da RhB em etanol na concentragdo 10-4 M. Excitac&o
foi efetuadaa 510 nm. O espectro de absor¢éo foi realizado em equipamento UV -VisdaVarian, modelo Cary
50. As medidas de fluorescénciaforam realizadas em espectrofluorimetro Hitachi F -4500. As medidas foram

realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

Os corantes baseados em rodaminas sdo compostos organicos de grande interesse
biotecnol égico, devido a suas possiveis aplicagdes em diversos setores da biomedicina (
BEIJA, 2009; HIROTATSU, 2001; CAI,2001; SILVA, 2009). No caso particular do
corante RhB, sua caracteristica de absorver e emitir luz esta associada a cadeia de &omos
com ligagBes simples e duplas aternadas, a qual é chamada de grupo cromdéforo. Nesse
caso, a RhB exibe bandas de absor¢éo e fluorescéncia largas de modo que a fluorescéncia
€ desl ocada para comprimentos de onda maiores em rel agcéo a banda de absor¢do, formando
uma espécie de imagem especular da banda de absorcdo devido ao principio de Franck-
Condon (PENZKOFE, 1987).

Embora a gumas rodaminas apresentem toxicidade e mutagenicidade significativas
devido principamente devido a presenca de cargas positivas em sua estrutura
(NESTMANN, 1979), a RhB no potencia hidrogenionico fisiolégico (pH 7,0) esta na sua
forma zwitteridnica (carga liquida neutra) (NESTMANN, 1979; ZHAN, 2008).

Atualmente sabe-se que as membranas de células tumorais geralmente possuem

carga negativa, devido a elevada expressdo de moléculas anidnicas a exemplo da
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fosfatidilserina. Por outro lado, as células normais exibem principalmente fosfolipideos
zwitterionicos neutros (BERKOVIC, 2002; ZWAAL, 2007). Sob esse aspecto, a estrutura

zwitteridnica da RhB no pH fisiolégico podera contribuir para a toxicidade seletiva do
conjugado PGLD-RhB as células neopléasicas.
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CAPITULO 3- CONCEITOSFUNDAMENTAIS
SOBRE O CANCER

3.1 Introducao

Segundo o Instituto Nacional do Céancer, essa enfermidade é vista hoje como um
dos principais problemas de salilde mundial, ja que este nome pode ser usado para cercade
100 doencas diferentes, que se caracterizam pelo crescimento desordenado das células de
tecidos e 6rgdos (MOURA, 2011; CANCER, 2007). Este crescimento celular andmalo
formatumores malignos que podem se alojar em diferentes partes vitais do corpo humano,
tais como boca, nariz, Gtero, esdfago, intestino e estdmago (CANCER, 2007).

Segundo 0 INCA, em 2012 estimava-se que surgissem cercade 520 mil novos casos
no Brasil, Os casos em referéncia podem se divididos de acordo com 0 sexo e sua
prevaléncia sendo que em 2012 os casos de cancer de mama, prostata e da cavidade oral
foram os de maior incidéncia, segundo este mesmo instituto (INCA - ESTIMATIVA
PARA O CANCER EM 2012, 2007).

Acredita-se que o cancer tem origem em um processo de mlltiplas etapas,
originados em uma Unica célula e dependendo do tipo de célula que da origem ao tumor,
pode ser classificado em sarcoma, carcinoma, linfoma, tumor de células germinativas ou
blastoma (SPENCER, 2003).

O termo neoplasia denomina esta alteragcéo no crescimento da célula que sofreu
mutac8o, e ira se reproduzir excessivamente, alterando os mecanismos homeostaticos
comuns nos tecidos, prejudicando a proliferacdo das células comuns e muitas vezes
resultando na morte das células sadias (SPENCER, 2003).

3.2 A proliferacao celular e o surgimento do cancer
A reproducéo celular pode se dar por mitose ou por meiose (ALBERTS, 2002). Na

primeira, sdo geradas células diploides, idénticas a original (célulamée) e na segunda; sdo

geradas células haploides, ou sgja, com a metade dos cromossomos da célula mae. Como



34

0 cancer tem origem durante a divisao mitotica apenas esse tipo de divisdo sera discutido
durante este trabal ho.

A primeira fase da replicagdo celular € a interfase, que € composta por trés
momentos. G1, S e G2 e esta € seguida pela mitose. A Figura 3.2 ilustra o ciclo de
reproducéo celular em A as fases da mitose em B (ALBERTS, 2002). G1 e G2, sdo
intervalos de tempo entre a mitose e a sintese, que permitem que a célula monitore as
condigdes internas e externas para que cada uma das fases possa ocorrer em condigoes

ideais.

Ciclo celular

'.((‘-J i

Q,\f" N

Figura 3.1. (A) ciclo completo da celular de reproducéo celular, representando a interfase em G1, Se G2 e
seguido da mitose. (B) representacdo das fases da mitose (préfase, metéfase, anéfase e tel6fase) e da

configurag@o na qual 0s cromossomos se encontram em cada uma delas (Adaptado de ALBERTS, 2002).

O monitoramento das condi¢des celulares em cada etapa do ciclo é feito por proteinas
reguladoras (cinases dependentes de ciclinas (Cdk) e ciclinas), que seréo descritas com
cadafase do ciclo de reproducdo celular (ALBERTS, 2002).

A fase G1 ou Gap 1, é afase entre amitose e asintese, neste momento acélulamonitora
se as condicdes intra e extracelulares sdo favoréveis a replicacéo, caso alguma condicéo
sejadesfavoravel acélulaentraem um estado chamado de GO, onde n&o hdamultiplicagéo.
Se as condigbes s80 as desgavels ocorre 0 ponto de restricdo, que marca o inicio da

replicagdo celular. O inicio da divisdo celular € marcado pela formagéo do complexo S-
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ciclina/Cdk, esse complexo, que dura por todafase S estimula a replicagdo cromossdmica
(JUNQUEIRA, 2005).

Por suavez, afase S, recebe este nome por ser a etapa onde ocorre a sintese do DNA,
gue compde os cromossomos. Nesta fase ha a duplicacdo dos cromossomos, onde cada um
deles recebe uma copiaidéntica. Paraque o ambiente nacélulafilhasgaigua ao dacéula
mae, todos os componentes celulares devem ser replicados, assim, ainda durante esta etapa
0S componentes proteicos e 0 centrossomo também sdo duplicados. A replicagdo do DNA
e iniciada pela S/Cdk, entretanto, é necessario que haja um controle para que a réplica do
DNA néo sgja feita mais de uma vez por ciclo. Assim a S/Cdk desencadeia também a
formacao de complexos de pré-replicativo (pré RC), ainda durante G1. Posteriormente, no
inicio dafase S forma-se 0 complexo de pré- iniciagdo, responsavel por desenrolar afita
de DNA (Figueiredo, 2004).

A fase G2 ou Gap 2 € onde a ocorre 0 aumento do volume celular, para que ocorra a
mitose. Nesta fase h4 a formagdo do complexo M-ciclina/Cdk (M-Cdk), que d& inicio a
mitose. A mitose divide-se em 4 Fases. Préofase, metéfase, Andfase e teldfase
(JUNQUEIRA, 2005).

A proéfase é afase onde ocorre o inicio da condensacéo dos cromossomos duplicados
na sintese, pois ao final desta, as longas cadeias de DNA (cromatdides irmas), encontram-
se aindaemaranhadas, el as comegam entdo a se separar e se condensar até formarem curtas
cadeias cilindricas. A fim de promover a separacéo das cromatéides irmas (paraque hgaa
divisdo celular) a M-Cdk induz a criacdo do fuso, um arranjo bipolar formado por
microtubulos, que serd responsavel por esta separacdo durante a anéfase. Estes fusos,
entretanto, se formam no citoplasma celular e séo separados das cromatéides irméas por
umabarreiraconstituida por duas membranas, chamadas de envel ope nuclear, que se desfaz
em peguenas vesiculas, marcando o final da profase (LEHNINGER, 2000).

E nametéfase onde as cromatoides se ligam ao fuso mitético na sua regidio equatorial.
O fuso é composto por microtubulos interpolares, cujos polos negativos ficam apontadas
para as extremidades polares, que terminam em cada um dos dois centrossomos presentes
no citoplasma. Os polos positivos se aproximam, na regido equatorial do fuso, formando
regides positivas nesta faixa (Figura 3.3) (ALBERTS, 2002). Outro tipo de microtubulos
presente no fuso sdo os microtubulos do cintecoro, que se ligam ao cintecoro (estrutura
protei caformadano centro do cromossomo), separando as cromatoides irmas e prendendo-

as naregido equatorial dacélula
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Na Anafase ocorre um encurtamento do fuso do cintecoro, separando as cromatéides e
formando dois cromossomos filhos idénticos. Nessa fase, as proteinas motoras exercem
umaforga e fazem que os fusos encurtem em diregdo ao aos pol os negativos, fazendo com
gue 0S Cromossomos se separem ocupando as extremidades opostas ha célula.

A fase fina da divisdo celular € atel6fase. Nesta etapa 0s cromossomos chegam aos
polos negativos e as cromatdides irmas se separam do fuso, que se desfaz. Ao final da
mitose as ciclinas sdo destruidas, o que inativa as Cdks, um novo ivolucro (nucleo filho) é
montado em volta de cada cromatGides irméa, separando-as completamente. Marcando o
final damitose (FIGUEIREDO, 2004).

Ao fina da mitose, a célulajafoi duplicada, os cromossomos ja foram devidamente
separados e novos nucleos construidos, restando apenas a separacdo de cada uma das
células filhas. Isso ocorre no evento chamado citocinese, que divide o citoplasma
(LEHNINGER, 2000; CAMPBELL, 2000; POLLOCK, 2006).

Polodofuso  Cromossomo

f replicado Cinetocoro

Centrossomo | (crom é{tide s-irmas) 7
o i .

| | . + ¥

Microtibulos astrais Microtibulos do cinetocore  Microtubulos interpolares

Figura 3.2. Representacdo dos centrossomos interligando microtubulos do fuso mitético, apresentando os
microtubul os astrais (verde), do cinetocoro (azul) e interpolares (vermelho) e suas polaridades, bem como as
cromatdides irmas ligadas pelo cinetocoro aregido equatorial do fuso do cintecoro (ALBERTS, 2002).

O processo de formagdo do tumor recebe o nome de carcinogénese e pode ser
dividido em 3 estagios. iniciacdo, promocao e progressdo. A iniciagdo é onde ocorre a
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mutacdo geneérica, que resulta nos oncogenes. A etapa de promocgdo € onde as células que
sofreram a iniciagcdo comegam a se transformar em neoplasticas, iniciando a proliferagdo
das células que passaram pelainiciagdo. A terceira e Ultima etapa é a progressao, onde ha
um crescimento da massa tumoral e a evolugdo do tumor até a metéstase (CAMPBELL,
2000; BOWMAN, POLLOCK, 2006).

Quando ocorre um erro genético e uma célula filha desenvolve uma mutagéo, todo
seu DNA serd copiado e suas células filhas receberdo o mesmo erro. No caso do cancer,
mutacdo desencadeia uma reproducdo celular anémala, que normalmente leva as
células a morte por apoptose.

As proteinas reguladoras do ciclo de reproducéo celular tem a funcdo de garantir
gue a célula ndo se reproduza até que o erro sgja corrigido, entretanto, algumas vezes este
controle falha ou € inibido pelas células mutantes, causando a proliferacdo celular
desordenada (POLLOCK, 2006). Os genes responsaveis por produzir ou inibir a producéo
das proteinas que ativam cada fase do ciclo celular sGo chamadas proto-oncogenes e
oncogenes supressores, respectivamente (LOPES, 2002). Quando estes sofrem algum tipo
de mutacdo eles tornam-se oncogenes, levando & producdo exagerada das proteinas
iniciadoras do ciclo ou ainibicdo da producéo das proteinas supressoras, resultando em um
descontrole da replicacéo celular (POLLOCK,2006; BOWMAN, 2000).

Existem duas rotas diferentes pelas quais o cancer pode se desenvolver. Em um
primeiro momento, uma proteina reguladora que tem a funcéo de iniciar o ciclo de
reproducéo esta hiperativa e em uma segunda rota uma proteinainibidora estainativa. Em
ambos 0s casos 0 resultado seria o crescimento celular rapido e desordenado, que
caracteriza crescimento de tumores (RI1VOIRE, 2000).

Para que um tumor sgja considerado maligno, além de possuir um fator de
crescimento alto, as células tumorais devem ignorar as restricbes impostas pelo meio
externo, principamente pelas células vizinhas, que ndo sdo mutantes (INCA, s.d.). Dentre
os fatores que podem gerar tais mutagdes estdo a radiacdo, as mutagdes cromossomicas, 0S
agentes quimioterapicos e as infecgdes virais, sendo este ultimo fator o primeiro a ser
descoberto em 1909.

Dependendo da proteina reguladora e da parte do ciclo que é afetado, acélulaperde
diferentes fungdes tais como a programagao da morte celular (apoptose), o controle do
numero de vezes que a célulaji se dividiu, a capacidade da célula de avaliar as condicdes
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externas antes da replicacdo e o controle na replicacéo dos cromossomos (ALBERTS,
2002).

Atualmente a literatura aponta a proteina p53, uma proteina plasmatica de peso
molecular igual 53 kDa como o0 maisimportante gene TP53, um importante gene formador
do céncer, sendo denominado de “guardido do gene” humano (SIDRANSKY, 1996). O
gene p TP53 é considerado naliteratura um gene supressor de tumor, ou seja; quando sofre
mutagdes o TP53 exerce um efeito negativo dominante induzindo o cancer, atuando como
um oncogene (FINLAY, 1989).

A grandeimportanciaclinicado gene TP53 reside no fato de que um grande nimero
de publicacbes relatam seu papel no funcionamento celular norma e neoplésico
envolvendo praticamente todos os tipos de células. Sua alteracéo em véarios tipos de cancer
ja foi relatada na literatura destacando-se as leucemias, linfomas, tumores da mama,
carcinomas de pulmao, gastrointestinais, tumores 0sseos e de pele (JOHNSON, 1998;
BATES, 1999; MOORE, 1992; STOKLOSA, 2005; SARASIN, 2003; TORNALETTI,
1993).

3.3 Mecanismos de destruicado do tumor pela terapia

fotodinamica

Quando é feito o tratamento de um tumor com a TFD é induzido como resposta
uma mistura de morte celular por apoptose e necrose, 0 que é incomum para agentes
citotoxicos, que usualmente matam apenas por apoptose (SCHEFFER, 2003). Para maior
especificidade do tratamento a apoptose mostra-se mais interessante paraa TFD, pois néo
apresenta uma reposta inflamatéria e a0 mesmo tempo evita uma possivel inflamacdo de
células sadias adjacentes (CASTANO, 2005). Além destes dois mecanismos principais,
uma caracteristica importante da TFD € sua capacidade de ativacdo do sistema imune por
células tumorai s remanescentes (GUERRA, 2007).

Quando seinicia o tratamento e ha a geracdo de EROS, inicia-se a morte celular
por necrose ou apoptose, devido a reagdo das EROS com os componentes celulares, tais
como a membrana celular, enzimas, DNA e fosfolipidios (WEN; GARG, 2004). Com a

lesdo e posterior destruicdo do sistema de irrigacdo celular, a célula tumoral é privada
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também de nutrientes e oxigénio, contribuindo com o processo de morte celular

(CASTANO,2006). A Figura 3.4 ilustra os processos celulares desencadeados pela TFD.
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Figura 3.3. Mecanismos celulares ativados através ta TFD. Apoptose, necorese, destruicdo da

microvasculatura que irriga as células e reposta imune gerada através do processo de inflamagédo (Adaptado
de CASTANO, 2006).

A morte celular por necrose é um processo passivo e catabdlico de morte celular
patolbgica, que geralmente ocorre em resposta a fatores toxicos externos, tais como
inflamacdo, lesdo isquémicaou toxica (ALBERTS, 2002). Em contraste, a apoptose é uma
via de morte ativa, metabdlica, geneticamente codificada e selecionada evolutivamente. A
morte celular por apoptose ocorre, quer sob condi¢des fisiol dgicas ou patol dgicas (WU, M;
DING, HF; FISHER, DE, 2001). Na Figura 3.5, pode-se observar as caracteristicas

morfol 6gicas da célula durante o processo de necrose e apoptose.
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Figura 3.4. Caracteristicas morfol 6gicas da apoptose e da necrose (BERKLEY/, 2009).

3.3.1 Mortecdular por apoptose

Termo derivado do grego antigo significa “queda ou caida” e se refere a caida das
pétalas das flores ou das folhas das arvores durante o outono. Esta analogia salienta que a
morte da matéria viva é parte integrante e necessaria do ciclo da vida dos organismos
(LEIST, 2001). A palavrafoi descrita pela primeiravez por John Kerr em 1970 erefere-se
a caracteristica morfolgica de formagdo de "corpos apoptéticos' a partir de uma célula
(LAWEN, 2003).

A apoptose caracteriza-se pela morte celular programada e é um processo natural e
essencial no corpo humano, imprescindivel para a eliminacdo de células desnecessarias
e/lou defeituosas. Geneticamente programado, este processo abrange uma série de
alteracdes morfol 6gicas e bioquimicas no citoplasma, membrana plasmética e no nucleo,

sendo induzidos como resposta a estimul os intra e extracelulares (GRIVICICH, 2007).



41

Os processos apoptéticos sdo de importancia bioldgica generalizada, estando

envolvidos, por exemplo, no desenvolvimento, diferenciacéo, proliferagdo/homeostase,
regulacdo e funcéo do sistemaimunol gico e na eliminacéo de células prejudiciais.
A apoptose, também exerce um papel oposto a mitose na manutencdo de populacbes
celulares. Estima-se que diariamente, cerca de 1.000 células morrem em um ser humano
adulto para garantir a homeostase dos tecidos e estima-se que, dentro de um ano tipico, a
massa celular que uma pessoa perde por morte celular € quase equivalente a totalidade do
seu peso corporal (SCHEFFER, 2003). A morte celular por apoptose desempenhaum papel
importante nos processos dinamicos, tais como remodelacdo tecidual e respostas ao
estresse (WU, 2001).

A apoptose € também um mecanismo de protecdo. O excesso de morte celular pode
contribuir para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e sindromes de Parkinson e lesdes isquémicas tais
como enfarte do miocérdio. Entretanto a falta da mesma podem levar ao cancer, infeccdo
vira persistente, ou desordens autoimunes (WU, 2001).

Uma familia evolutivamente conservada de proteases de cisteina, chamado
caspases, € responsavel pela maioria das alteragcbes morfologicas observadas durante a
apoptose (ELLIS, 1991). Estaacdo sucede de formarelativamente rgpida, ocorrendo uma
retracdo da célula, causando a perda de aderéncia com as células vizinhas e a matriz
extracelular. As organelas celulares mantém a sua morfologia caracteristica, exceto pelas
mitocondrias, que podem apresentar, as vezes, uma ruptura da membrana externa. A
cromatina sofre condensagdo, agrupando-se junto a membrana nuclear, onde esta
permanece intacta. Logo apods, a membrana celular forma prolongamentos (blebls) e o
nucleo se reduz a fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da
membrana celular aumentam de nimero e tamanho e se rompem, originando estruturas
contendo o conteido celular. Estas porgdes celulares envoltas pela membrana celular sdo
denominadas corpos apoptoticos. Os corpos apoptdticos sdo rapi damente fagocitados por

macrofagos e removidos sem causar um processo inflamatério (ZIEGLER, 2004).

3.3.2 Mortecdular por necrose

O termo necrose foi usado pela primeiravez por morfol ogistas para se referir auma

série de alteragbes que acompanham a morte celular, principa mente resultando da acéo de
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enzimas de degradacdo em células letamente feridas (WILLERSON, 1977). Células
necroticas sdo incapazes de manter a integridade da membrana e seus contelldos muitas
vezes escapam do interior da célula, gerando um processo inflamatdrio, diferentemente da
apoptose.

Morfol ogicamente, a necrose € bastante diferente da apoptose "classica’. Durante a
necrose, iniciadlmente as células incham, em seguida as membranas plasméticas se
colapsam e as células sdo rapidamente lisadas. Caracteristicas bioguimicas da apoptose,
como a ativagdo de proteases especificas (caspases) e fragmentacdo de DNA
oligonucleosomal sdo geralmente ausente em céulas necroticas (PROSKURYAKQV,
2003).

Apesar daideiade que anecrose € umaformadescontroladade morte celular, vérios
estudos sugerem que esta afirmagdo pode ndo ser verdadeira. Pelo contrario, parece que a
morte celular por necrose pode ser um evento regulado que contribui para o
desenvolvimento e para a manutencdo da homeostase do organismo (ZONG, 2006).

Uma vantagem evolutiva conferida por necrose é que ela permite as cdlulas de
recrutar ativamente uma resposta defensiva ou reparativa a regides de organismos
multicelulares, que tenham sofrido danos ou invaséo (ZONG, 2006).

Pode-se afirmar que a morte celular necrética ndo é o resultado de uma cascata de
sinalizacdo bem descrita, mas sim, a consequéncia da extensa interligacdo entre varios
acontecimentos bioquimicos e moleculares, em diferentes niveis celulares (FESTJENS,
2006).

Finalmente, a Ultima etapa da destruicdo celular por necrose € a ativacdo de
proteases. Em diversos modelos de necrose, esta destruicdo € executado por caspases,
entretanto, em muitos casos a inibicdo destas caspases durante tensdes pode provocar
necrose ao invés de suprimir. (PROSKURYAKQV, 2003).
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CAPITULO 4- OBJETIVOS

A TFD tem demonstrado resultados promissores no combate as neoplasias malignas
€ Seu sucesso esta associado, entre outros fatores, a selecéo de um fotossensibilizador
adequado.

A utilizacdo da RhB como agente PS esta associado as suas propriedades
fotoquimicas quanto ao rendimento quantico na geracéo de espécies EROS e ao mesmo
tempo sua seletividade inerente para as células tumorais.

A ligacéo covaente da RhB ao dendrimero PGLD constitui uma técnica para
otimizar o tratamento do cancer através da vetorizacdo do agente PS visando melhorar sua
seletividade e acumulagdo no tecido tumoral.

O objetivo principal deste trabalho consiste na avaliagdo das propriedades fisico-
quimicas e bioguimicas do conjugado PGLD-g-RhB (g = enxerto ou ligacdo covalente).
Neste sentido, 0s seguintes objetivos especificos dessa dissertagdo foram definidos:

(@ Investigar a possibilidade de desenvolvimento de novos sistemas
macromol ecul ares para aplicacdo clinicada TFD, visando a obtencdo de novos
farmacos com propriedades biocompativeis.

(b) Desenvolver metodologia de acoplamento quimico entre PGLD e RhB com o
propdsito de se desenvolver macromoléculas arborescentes anfifilicas, cuja
polaridade possa ser alterada pela adicdo de cadeias | aterais.

(c) Avaliar as propriedades espectroscopicas (eletronica e vibracional) do sistema
PGLD-g-RhB.

(d) Efetuar a caracterizacao Optica via processo de absorc¢éo de 2 fétons do PGLD-
g-RhB.

(e) Analisar a estabilidade térmica do PGLD-g-RhB.

(f) Estudar em condicdes in-vitro a citotoxicidade contra células de mamifero do
PGLD-g-RhB.

(9) ldentificar a propriedade fisico-quimica coeficiente de particdo 6leo-agua do
sistema do PGLD-g-RhB.

(h) Avaliar a efetividade da TFD com o sistema PGLD-g-RhB em céulas da
linhagem celular derivada de carcinoma epidermdide oral (OSCC-09).



CAPITULO5- MATERIAISE METODOS

5.1 Sintese e caracterizacdo do PGLD

Para a sintese do PGLD foi utilizado um nucleo oligomérico de poliglicerol (PGL). O
nucleo oligomérico utilizado para a sintese foi preparado a partir da eterificagdo da
glicerinasob aguecimento (230°C), utilizando 0 Na,CO3(0,34% m/m) como catalizador em
aimosfera de nitrogénio sob pressdo de 50 mmHg e destilacdo azeotropica da agua
reacional obtendo-se 0 nucleo oligomeérico de decaglicerol ou poliglicerina (PGL-10). O
mecanismo da oligoeterificagdo segue um mecanismo de reacdo de Williamson onde o
glicerol sofre desprotonacéo em meio alcalino (WILLIANSON, 1850; GERMAIN,1949;
ASPINALL, 1997). O rendimento dareacao foi maximizado conduzindo areacdo em duas
fases, sendo a primeira rica em glicerol (contendo o catalisador alcalino) e a segunda
contendo olefina, formando poliéteres que podem ser facilmente separados (PAGLIARO,
2007; SILVA, 2008).

A purificag@o do PGL-10 obtido foi feita através da destilacgo azeotropica da glicerina
nado reagida, com tolueno sob pressdo de 10 mmHg (p.e. = 85°C). A reacdo de eterificacéo
do glicerol para obtencéo do PGL-10 estdilustrada na Figura 5.1.
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Decaglicerol (Poliglicerina-10)
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Figura 5.1. llustragdo no da reagdo de obtencdo nucleo oligomérico de PGL-10. O indice n representa o
nimero de moléculas de agua removidas durante a reacdo. Paran = 1,2,3,4,5, 6, 7, 8 e 9; os oligdbmeros
formados sdo: diglicerol, triglicerol, tetraglicerol, penta pentaglicerol, hexaglicerol, heptaglicerol,

octaglicerol, nonaglicerol e decaglicerol; respectivamente.
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O indice de hidroxila (Non) do PGL-10 foi determinado apos acetilagdo do
polimero (0,5-0,6 g) com 10 mL de uma solucéo de anidrido acético/piridina (1:9). Apos
refluxo por 30 minutos a solugdo resultante foi titulada com KOH 1,0 M utilizando-se
fenolftaleinacomo indicador. O Non foi cal culado de acordo com aEquagédo 5.1 (UNITED
STATE PHARMACORPEIA, 1985):

Vz - V‘l x56,1
+
m

Noy = Ny, (5.1)

sendo Now 0 indice de hidroxila (mgNaOH/g de polimero), V1 o volume de KOH utilizado
na titulagdo da prova “branca”, V2 o volume de KOH utilizado natitulagdo da amostra, m
a massa de PGL-10 empregada e 56,1 representa o equivalente-grama do KOH. Na
representa o nimero (ou indice) de acidez da amostra.

O Non pode ser utilizado paradeterminar o nivel de avanco do processo de eterificacdo
do glicerol, estando relacionado com sua massa molecular (MM) e funcionaidade (F)

através da Equacéo (5.2):

- X561 52)
"~ Ng+ Noy '

Sendo Na 0 nimero de acidez. Por sua vez, F representa 0 numero de hidroxilas por mol
de PGL-10.

A determinagdo de Na foi efetuadaapos atitulacdo de 0,2 g de PGL-10 previamente
dissolvido em mistura de agua/etanol (2:1) com solugdo padronizada de KOH 0,05 M,
utilizando-se fenolftaleina como indicador até aparecimento de coloragdo rosa. Todas as
medidas foram determinadas em triplicata e o calculo de Na foi efetuado através da
Equacéo 5.3 (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 1985 ):

_ VKOHXO,].X56,1

N
4 m

(5.3)
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Sendo Na [mg KOH/g PGL-10] o nimero de acidez, Vkon [L] € 0 volume de solucéo de
KOH utilizada na titulago, 0,1 é a normalidade da solugdo de KOH, 56,1 representa o
equivalente-grama do KOH e m a massa da amostra.

A relacdo entre a perda de égua e a evolugéo da massa molecular dos oligbmeros de
glicerol estarepresentada na Figura 5.2. A massa de agua removida durante o processo de
eterificag@o do glicerol foi determinada em separador Dean-Stark. Observa-se uma boa
relacdo linear entre a quantidade de &gua removida durante o processo de desidratacdo (n)
e a evolucdo da massa molecular do poliéter (MM), sendo observado um coeficiente de
correlacdo de Pearson igua a 0,999 (MM (Da)=75,51n + 90,18).

2000
800
_ /.
700] M A 4 1800
I // _ -
600 - /' 0
] \H E 41800 I
00+ m ..7l/ S
= 1 x B 4 1400 9
= 400 - b ~
= 4 j i l/ - O
- \E\/ {100 I
Wl AN B
i /- ‘\‘\m‘\' - 10[“] -
100 — =
0 : : . . i ' . ; , . 800
0 2 4 6 8 10

Figura 5.2, Relagdo entre massa molecular (MM) e o nimero de desidratagdes (n) envolvidas no processo de

oligomerizagao do gliceral.

A Figura 5.2 também apresenta os resultados de Non em fungéo de n. Foi observada
umareducdo de Now inerente ao processo de eterificacdo, sendo que parao PGL-10 o valor
de Non determinado foi igual a 895,1 mg(KOH)/g, equivalente a um ndmero hidroxilas
igual a12 e MM de 762,1 g/mal.

A Figura 5.3 ilustra o espectro de massa (EM) do PGL-10. Uma quantidade de

aproximadamente 10 mg de amostra foi solubilizada em 10 mL de solucéo agua:metanol
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(1:1) sendo adicionado 0,1% de hidroxido de ambnio. Os espectros de ESI-MS e ESI-
MS/MS foram adquiridos no modo negativo, num espectréometro de massa Q-TOF2
Micromass (Manchester, UK). Paraas andlises por, 2-5 uL de solucéo contendo o PGL-10
foi diluida em 200 uL de uma solucéo 50:50:0.1 (v/v/v) de agua:metanol:acido férmico.
As amostras foram introduzidas na fonte de ESI a um fluxo de 10 uL/min. Tanto nas
andlises por MS como nas andlises por MS/IMS a resolucéo do analisador de massa de
tempo de voo (TOF) foi estimada em aproximadamente 10.000. A voltagem do conefoi de
35V eavoltagem aplicadano capilar foi de 3kV. A temperatura dafonte foi gustada para
80 °C e a temperatura de dessolvatacdo foi de 150 °C. Os espectros de MS/IMS foram
obtidos utilizando argbnio como géas de colisdo, estando as energias de colisdo situadas
entre 0s 20 e 45 eV. Os resultados foram processados utilizando o software MassLynx.

A andlise do EM permite aidentificagéo dos ions de massa referente ao PGL-10, pois
a massa molar do glicerol € 92 u. Uma vez que a cada etapa de desidratacdo 1 mol de
glicerol (massamolar 92 u) é incorporado apos a perda de uma molécula de agua, seteraa
massa molecular de 166 Da para o diglicerol. O processo de eterificagéo paraformagéo do
PGL-10 leva a perda de 162 Da de &gua, o que fornece uma massa molar para o PGL-10
igual a 758 u. A andlise dos espectros de massa de ESI-M S revelou um valor de m/z igual
a757,3, correspondente ao [PGL-10 — HJ.
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Figura5.3. Espectro de ESI-M S obtido para o PGL-10.
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Os dendrimeros PGLD’s de geracbes (G) 0, 2 e 4 foram sintetizado pelo método
divergente seguindo-se uma sequéncia catalitica repetitiva de alilagdo e di-hidroxilagdo a
partir do nicleo de PGL-10, seguindo metodologia adaptada da literatura (HAAG, 2001,
MOURA, 2011; STUMBE, 2001; JAYARAMAN, 1998; SUNDER, 1998; SUNDER,
1999; SUNDER 2000). A Figura 5.4 ilustra o processo de obtencéo do PGLD a partir do
nucleo de PGL-10.
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Figura5.4. llustragéo do processo de sintese dos PGLD G =1, 2, 3 e 4 utilizando arota sintética adaptada de
Williamson. TBABr = Brometo de tetrabutil amdnio, NMO = N-6xido de N-metil morfolina, OsO, =
tetroxido de 6smio (solugdo aquosa), PC = purificag8o cromatogréfica.

A purezados PGLD’s (G =0, 2 e 4) foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foi observado o tempos de retencéo (tr) de 28,6 min. para o PGLD de
geracdo 3 (G =3,0) (Figura5.5-A). A dependénciadet; em funcéo de G estailustrado naFigura
5.5-B. Os valores do tempo de retencdo neste sistema de andlise (filtracdo em gel) estéo
diretamente relacionados com o tamanho molecular do composto que esta sendo analisado,
portanto, o PGLD de maior G apresentara a filtracdo mais lenta por ser a molécula maior. O
melhor gjuste na andlise da dependéncia de tr em fungéo de G indicou ser o exponencid (Fig.
5.5-B).
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Figura5.5. Perfil cromatografico CLAE do PGLD (G3) (A) e dependénciaentret; e o niimero de geracéo do

PGLD (B).

O rendimento do processo de sintese foi de 88% (G=3,0), tendo os PGLD"s obtidos

as seguintes caracteristicas espectroscopicas (0os espectros foram obtidos em
espectrofotometro Bruker ARX300 a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente): RMN-H
(Figura 5.6-A, 300 MHz, D-0), deslocamentos (8, ppm): 4,8 (OH); 4,04 (CH>-OH; CH-
OH; CH2-O-CHp; CHO-CH>); RMN-3C (Figura5.6-B, 75 MHz, D20), deslocamentos (3,
ppm): 64-64 (CH-CH2-O-CH>) 70-75 (CH-OH; O-CH,; CH2-OH) E 80(CHO-CH,). Os
sinais obtidos na espectroscopia de RMN estdo em boa concordancia com os valores da
literatura (HAAG, 2001, MOURA, 2011; STUMBE, 2001; JAYARAMAN, 1998;
SUNDER, 1998; SUNDER, 1999; SUNDER 2000).
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Figura 5.6. Espectro RMN-H! (A) e RMN-C® (B) do PGLD sintetizado nesse trabalho. Solvente D0,

temperatura: 25°C. Em (C) éilustrado o equipamento de RMN (ICTP/CSIC-Madri, Espanha) utilizado nesse
trabalho.

As massas moleculares das macromoléculas arborescentes foram determinadas por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Na andlise por GPC (Figura 5.7) utilizou-se
como eluente dimetilformamida (DMF) contendo 0,2% (m/m) de LiBr (flu xo de 1,0

mL/min, 550 psi). Como padrdes internos para preparo da curva de calibracdo foram
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utilizados poli(etileno glicol) (PEG) de massas moleculares de 194 Da, 960 Da, 4,2 kDa,
18,6 kDa e 450 kDa para construcdo da curva de calibragdo. O sistema analitico utilizado
consistiu de um cromatégrafo HPLC 510 da Waters equipado com detector de indice de
refraciio modelo 2414. Foram utilizadas colunas PLgel acopladaem série (10 kKA + 1 kA +
0,1 kA) com tamanho de particulas de 5 pm. O volume deinjecdo daamostrafoi de 20 pL.
A aquisicao e tratamento dos dados cromatograficos foram efetuados com software SW da
Waters Breeze 3.3. A Figura 5.8 ilustrao HPLC utilizado nesse trabalho.
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Figura5.7 Andlise por GPC dos dendrimeros PGLD. MM = massa molecular, IR = indice de refracéo,
TR = Tempo de retencéo.
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Figura 5.8 Equipamento para GPC da Waters, modelo 510, utilizado nesse trabalho. O equipamento pertence
a Petroquimica Uniao-SP/SP.

Nesse trabalho PGLD”s com massas molecul ares entre 579 Da e 3,8 kDa e baixo indice
de polidispersdo foram obtidos conforme a rota sintética anteriormente descrita. As
macromoléculas arborescentes foram obtidas com bons rendimentos (74-92%). As
propriedades dos PGLD"s obtidos estéo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1- Propriedades dos PGLD s de G = 1-4, sintetizados nesse trabal ho.

PGLD | MMiesica | MMwerc? | PDI | Rendimento | N°OH | Solubilidade
-G (Da) (Da) (%) Terminais | em PBS pH
7,4
1 394 579 1,02 92 06 Solavel
2 816 1224 1,09 92 12 Solavel
3 1689 2309 1,12 88 24 Solavel
4 3507 3764 1,17 74 438 Insollvel

aDeterminado por GPC. PDI = indice de polidispersio = Mw/Mn. °PBS = Solugo tampao
salina (0,9% m/m) fosfato 50 mM, pH 7,4.
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5.2 Sintese e caracterizacao do conjugado PGL D-g-RhB

Para a imobilizacdo da RhB, as hidroxilas terminais do PGLD (G = 3,0) foram
inicialmente oxidadas a grupos aldeidos utilizando-se o N-oxil-2,2,6,6-tetrametil pi peridina
(TEMPO) como agente oxidante. Inicialmente uma solucéo aguosa contendo 0,1 mmol de
TEMPO, 4,5 mmol NaBr e 5,5 mmol de NaClO foi preparada. O pH dasolugéo foi g ustado
para 10 com HCI 1 M. Em seguida, 3,0 g de PGLD foi adicionado a um bal&o de fundo
redondo de 10 mL de capacidade. A solugdo TEMPO foi adicionadae o sistemafoi agitado
magneticamente por 10 minutos atemperatura ambiente (25 °C). A rea¢éo de oxidacao foi
terminada por adi¢do de etanol. O dendrimero de PGLD carboxilado (PGLD-COOH) foi
diaisado utilizando uma grande quantidade de &gua destilada (1L) para remocdo do
excesso de reagente TEMPO e os subprodutos resultantes da reacdo, seguido de
liofilizag&o.

Para a reacdo de imobilizagdo da RhB, a macromolécula arborescente carboxilada
(PGLD-COOH) foi ativada utilizando-se EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida)/N-hidroxi-succinamida (NHS). O PGLD-COOH foi adicionado a uma
solucdo de EDC 0,2M/NHS 0,4 M (1:1) preparada em tampéao acetato de sodio 0,2 M, pH
4,8 por 30 minutos a4°C sob agitagdo magnética, seguido de didise e liofilizacgdo. Cerca
de 2,0 g de PGLD-COOH ativado por EDC/NHS foi adicionado & uma solugdo tampéo de
cabonato 0,1 M (pH 9,6) contendo RhB-NH2 (CsHz1N3Os, Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 0,1 mM e mantido sob agitacdo magnéticapor 24 h atemperaturaambiente
(25°C). A reacdo foi conduzidano escuro (os frascos foram cobertos com papel aluminio).
Aposdidlise com tampéo carbonato 0,1 M (pH 9,6) e &guadestilada para separagdo da RhB
ndo ligada e subprodutos da reacdo o PGLD-g-RhB foi liofilizado.

A quantidade de RhB imobilizadano PGLD foi quantificadapor CLAE utilizando uma
coluna de separacdo do tipo C18 e como fase mével uma mistura de acetonitrilaH20 na
proporgao 70:30 v/v navelocidade de fluxo de 1,2 mL/min. A Figura5.8 ilustra o processo
de sintese do PGLD-g-RhB.
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Figura 5.9 llustragdo do processo de sintese do PGLD utilizando a rota sintética de Williamson modificada e
acoplamento de RhB na periferia do dendrimero. Em (A) é observada a fluorescéncia do PGLD-g-RhB

guando submetido aluz ultra-violeta (365 nm).

A reacdo de acoplamento da RhB no PGLD foi acompanhada através da
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) e CLAE. Foram utilizadas
amostras de PGLD nas geracdes 0, 2 e 4, puras e acopladas a RhB, assim como a RhB pura.
As amostras foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) e a CCDC foi redlizada
utilizando como fase fixa cromatoplacas de silica gel GF254 (MERCK) e utilizou-se como
fase mével amisturaetanol/acetato de etilanaproporcao 8:2 (V/V). Osvalores de Rr foram
determinados em cubas de desenvolvimento a 25 °C. Apoés o desenvolvimento das placas,

estas foram secas e revel adas com iodo.

5.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de separacéo cléssica e
bastante simples, muito utilizada para identificar os componentes em uma mistura. Foram
utilizadas amostras de PGLD nas geragdes O, 2 e 4, PGLD-g-RhB e RhB. As amostras

foram solubilizadas em DM SO e a cromatografia foi feita em placa de silica (Merck),
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utilizando-se como fase mével a mistura etanol/acetato de etila na proporcéo 8:2. As
amostras foram colocadas a cercade 0.5 cm da base da placa cromatografica, que foi entéo
colocada no eluente (fase movel). A eluicdo do solvente, feita em cuba cromatogréfica, foi
até cercade 0.5 cm do final daplaca. Apésaeluicdo aplacafoi retirada da cubaerevelada
em iodo.

Para o calculo do fator de retencdo (Rr) foram medidas a distancia percorrida pelo
solvente (Dfm) e a distancia percorrida pelas amostras (Dam). O Rr pode ser calculado

utilizando a Equacéo 5.4.

Rf = Dam/Dfm (Eg5.4.)

5.2.2 Andlise por espectroscopia €letrénica (UV/Vis) e vibracional
(FTIR)

Os espectros eetronicos de amostras de PGLD nas geragoes (G) 1, 2, 4, PGLD-g-
RhB e RhB foram obtidos em espectrofotdbmetro UV-Vis Varian, modelo Cary 50. Os
resultados obtidos foram tratados pelo software Carry WinUV, apresentando como
resultado a curva caracteristica de cada amostra. As amostras foram diluidas em agua
destilada nas concentraces de 2 mg/mL para 0 PGLD e 2 ug/mL para as amostras de
PGLD-g-RhB. As andlises foram efetuadas a temperatura ambiente (25°C).

Os espectros naregido do infravermelho do conjugado PGLD-g-RhB foram obtidos
em regido de 4000 a 400 cm™, no Centro de Estudos e Inovacdo em Biomateriais
Biofuncionais Avancados da UNIFEI. Amostras de PGLD nas geragtes (G) 0,2, 4, PGLD-
g-RhB e RhB foram analisadas em um espectrofotdmetro modelo Spectrum™ 100, da
marca Perkin-Elmer. As amostras foram adicionadas diretamente no cristal de ZnSe do
aparelho sem anecessidade de preparo prévio daamostraem KBr. A atribui¢do das bandas
de absor¢do no IR foi efetuado através da utilizagdo do software Spectrum, em um
computador acoplado ao espectrofotdmetro com resolucdo de 2 cm. As andlises foram

feitas a temperatura ambiente (25°C).

5.2.3 Andlisetérmica (TG eDSC)
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A estabilidade térmica do conjugado PGLD-g-RhB foi avaliada através da andlise
termogravimétricaum equipamento Mettler TA 4000 equipado com umamicrobalancaM3
com capacidade méaxima para 150 mg e sensibilidade de 1mg €; forno TG50 capaz de
operar até 1.000 °C, controlado por um microprocessador TC-11. Utilizou-se arazéo
de aquecimento de 10° °C/min, atmosfera dindmica de nitrogénio de 150 mL.min* e
cadinho de a-alumina. A temperaturainicia do aguecimento foi de 25 °C e a temperatura
final foi de 500 °C. As massas utilizadas no experimento situou-se entre 20-30 mg.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) do conjugado PGLD-g-RhB foi avaiada
através da caorimetria exploratéria diferencial (DSC) utilizando um termoanalisador
Shimadzu DSC-60. Na andlise por DSC utilizou-se atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de
300mL/min. Utilizaram-se amostras de cerca de 2,8-3,0 mg sendo a temperatura inicial
igual a-130 °C e atemperaturafinal igual a 30 °C. Todas as amostras foram inicialmente
aquecidas e depois resfriadas na mesma velocidade (10 °C/min) para eiminar a histéria
térmica do material. Nesse caso, para interpretacdo da Tg considerou-se a 22 corrida

térmica.

5.2.4 Absorcéo de doisfotons

As propriedades n&o lineares do bioconjugado PGLD-g-RhB foram estudadas em
colaboragao com o Prof. Marcelo Gongalves Vivas no Laboratorio de Foténicado Instituto
de Fisica de Séo Carlos sob a coordenacéo do Prof. Dr. Cleber Renato Mendonca.

Com afinalidade de analisar as propriedades ¢ticas do sistema PGLD-RhB foram
estudados os espectros de absor¢do de dois fétons através da técnica de varredura-Z
(SHEIKBAHAE, 1990), além do estudo do tempo de duracéo de sua fluorescéncia.

As amostras de PGLD-g-RhB foram preparadas solu¢des em etanol na concentragéo
de 10 mg.mL*. As solugdes foram colocadas em cubetas de silica de caminho 6tico de 2
mm, proprias para medidas em Gtica ndo linear. As medidas Oticas foram estudadas
utilizando-se pulsos de laser de 120 fs em 775 nm liberados por um sistema amplificador
Otico paramétrico operando a uma velocidade de repeticdo de 1 kHz. As medicdes de
varredura-Z foram realizadas com intensidades variando de 50 a 100 GW/cm? (15 a 80
nJ/pulso), com intervalos de tamanho da cintura do feixe variando de 16 a 19 um
(OLIVEIRA, 2005).
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O mesmo sistema de laser foi utilizado para excitar a fluorescéncia de amostras, a
qual foi coletada perpendicularmente a excitacdo através de uma fibra Optica ligada a um
espectrofotometro Cary 17, que mediu a relagcéo de intensidade entre a fluorescéncia e a
intensidade de irradiacéo de luz em 700 nm. O tempo de duracéo da fluorescéncia foi
medido em um espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 utilizando o segundo harmdnico de
um laser de Nd:Y AG com 70 fs de duragdo de pulso. O segundo harmonico foi focado em
um cristal de B-Borato de Bério (BBO) para gerar 266 nm. O feixe de 266 nm foi focado
na amostra de PGLD-g-RhB com uma lente de comprimento focal, f = 12 cm. O sinal de
fluorescéncia foi coletado perpendicularmente ao feixe de excitacdo por uma fibra otica
posi cionada préximo ao spot fluorescente. A aquisicéo de sinal foi feitapor um fotodetector
de silicone com um tempo de rise de aproximadamente 0,5 ns e posteriormente analisado
com o auxilio de um osciloscopio digital (5 GS/s). O tempo de fluorescéncia foi
determinado por deconvolucdo das curvas de decaimento utilizando fungdes exponenciais.
O sistema 6tico utilizado permite medidas de tempo de decaimento de fluorescéncia da
ordem de 0,5 ns com precisdo de aproximadamente 0,2 ns (SNARE, 1982).

5.2.5 Variacao da hidrofobicidade

Para 0 estudo da variagdo da hidrofobicidade dos PGLD’s GO, G2 e G4 utilizou-se
pireno como sonda molecular. Para a andlise, foram adicionados 2,0 mL de solugdo
etanolica contendo pireno na concentracdo de 1,0 umol.L™ a 0,5 g de cada geracio de
dendrimero. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos usando o
comprimento de onda de excitagdo de 337 nm em espectrofluorimetro Hitachi, modelo F-
4500 (lampada de Xe, 150 W)

5.3 Ensaios Bioquimicos

Os ensaios bioguimicos (bioatividade FTD e citotoxicidade) do PGLD-g-RhB
contra carcinomas de cabega e pescogo (OSCC-09) foram realizados no laboratério do
Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o
Paulo sob a supervisdo do Prof. Dr. Décio dos Santos Pinto Junior com o apoio da aluna

de doutorado Renata Moura. Os seguintes materiais e equipamentos foram gentilmente



58

cedidos pelo departamento de Estomatologia. Os seguintes materiais e equipamentos

estiveram a disposi¢do durante os ensai os bioguimicos:

1. Linhagem cdular derivada de carcinoma epiderméide ora OSCC-09 (Oral
Sqguamous Cell Carcinoma)

2. Meio deculturado tipo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Soro fetal bovino

4. Soro PBS (Phosphate Buffer Solution — Solugéo de Tampéo Fosfato, pH 7,4 —
Sigma)

5. TripsinaEDTA (0,125% de tripsina e 0,02% de EDTA - Gibco, USA)
Azul Trypan (Sigma)

7. MTS (sa de tetrazolio - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H- tetrazolium) )

8. Fluxo laminar
Centrifuga Excelsall, Mod. 206 BL

10. Cémarade Neubauer (Newbauer Improved Brigth-Line, Optik Labor)

11. Laser (MMOptics®, Séo Carlos), de comprimento de onda 670 nm e energia
4,5J)/cm?, poténcia 25mwW

12. Placade culturade 96 pocos, na cor preta com fundo chato e transparente

13. Leitor de ELISA Biotek ELX 800

A seguir sdo descritas as técnicas desenvolvidas para as andlises biologicas
bioatividade FTD e citotoxidade.

5.3.1 Preparodalinhagem celular para cultura

A fim de avaiar atoxicidade de PGLD-g-RhB com TFD, frente a células tumorais
o tratamento in vitro foi feito em células tumorais de cabega e pescogo da linhagem OSCC
09. O tratamento foi feito em capela de fluxo laminar e seu procedimento esta descrito a
Seguir.

Para garantir que o tratamento sgja feito em células sadias, as células, que se
encontravam iniciamente congeladas sdo cultivadas nos dias anteriores ao tratamento.
Para tanto: O criotubo, contendo as células congeladas foi retirado do nitrogénio liquido e
colocado em banho-mariaa 37° C. O contetido do criotubo foi transferido paraum tubo de

centrifugacdo onde foram acrescentados 2 mL de meio de cultura DMEM, o tubo foi entéo
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levado a centrifuga a 1300 rpm, durante 5 minutos, a fim de precipitar as células. O
sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido até que ndo houvesse mais grumos
no fundo do tubo, o contetido ressuspendido foi transferido para garrafa de cultura onde o
meio de cultivo e soro fetal bovino foram acrescentados. A placafoi colocada na estufade
CO2a37° C, com ¥ devoltado frasco aberto. Apos 48 h de crescimento, a sub-confluéncia
foi atingida e as células entdo foram retiradas da garrafa adicionando-se tripsina para
provocar o destacamento das células do fundo da garrafa, acompanhando-se 0 processo
pelo microscopio acada 5 minutos. Quando todas as célul as se encontravam destacadas da
parede da garrafa, adicionou-se meio DEMEN e centrifugou-se por 5 minutos a 1300 rpm.

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com 1 mL, paradissolucéo total

dos grumos.

Com a finalidade de fazer a contagem das células, foram retirados 10 puL da
suspensdo, na qual acrescentou-se 80 pL de meio de cultivo, aém de 10 puL de azul de
Trypan. Apds a homogeneizacdo, transferiu-se para a cdmara de Newbauer para fazer a
contagem utilizando as seguintes formulas:

Para contagem de quadrantes externos

Xx10%x fator de diluicio
g = 230 - iz (5.5)

Para contagem do quadrante central

Xx10%x fator de diluicio
g = 230 - iz (5.6)

Sendo X é o nimero de células viaveis na placa e n o numero de células total em solucéo.
Apds o crescimento, as células foram utilizadas para 0s ensaios de citotoxicidade e
TUNEL, descritos nas sessdes 5.3.2 €5.3.3.

5.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade

Para a avaliacéo da citotoxicidade, foram retirados 10 pL da suspensdo celular
anteriormente preparada, adicionou-se 80uL de meio de cultura (DMEM adicionado de
10% de soro fetal bovino), e 10uL de azul de Trypan. Depois de homogeneizado, foi

aplicado a uma camara de Neubauer pararealizacdo da contagem de células. A suspensédo
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celular encontrada nesse processo foi de 6,25x10° células por mL, sendo adequado para
este ensaio. A suspensdo foi repicada para uma placa de cultura de 96 pocos, na cor preta
com fundo chato e transparente. Foram utilizados 12 pogos, para 4 grupos experimentais e
suas respectivas triplicatas. Esperou-se 24 h para adesdo das células ao fundo da placa e
em seguidainiciou-se airradiacdo com laser. O equipamento laser utilizado foi 0 modelo
Photon Laser |11 (DM C Equipamentos Ltda, S&o Carlos/SP). O laser utilizado possui como
meio ativo o Arseneto de Géalio e Aluminio (GaAlAs), comprimento de onda de 670 nm e
poténcia de (60 mW). A poténciafoi aferida antes de cada procedimento experimental. O

experimento foi dividido em grupos, descritos a seguir:

Grupo | = Controle (apenas as células OSCC 09).

Grupo Il = Células OSCC 09 em meio contendo PGLD G3

Grupo |11 = Células OSCC 09 em meio contendo o conjugado PGL D-g-RhB no escuro.
Grupo IV = Células OSCC 09 em meio contendo PGLD-g-RhB tratadas com |aser
(TFD).

Grupo V = Células OSCC 09 tratadas somente com laser.

A Figura 5.9 mostra a aplicacdo do laser na placa nos devidos grupos. Para que o
ensaio de citotoxicidade pelo método de MTS fosse iniciado, 0 MTS foi adicionado aos
pocos, e a placa levada em estufa a 37 °C. Apds 3h a placa foi levada para o
espectrofotdmetro leitor de ELISA Biotek ELX 800, onde a leitura da absorbancia foi

efetuada. Foram utilizados mais 3 pocos apenas com MTS para aleitura do branco.

Figura5.10 llustracéo do ensaio de citotoxicidade com a aplicacdo de laser nos grupos sel ecionados.
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5.3.3 Ensaio TUNEL

O protocolo de exposicdo das células OSCC-09 ao PGLD-RhB na TFD utilizando
o teste de TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling) foi semelhante ao anteriormente
descrito para os ensaios de citotoxicidade. As células foram inicialmente cultivadas em
meio DMEM “Dulbecco’s modified Eagle’s medium” associado ao meio F12 (ha proporcéo
1:1) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino. Depois de subcultivadas, ao ocuparem
70% do frasco de cultura (subconfluencia) aproximadamente 20x10* células foram
plagueadas em laminulas de 18 mm de didmetro acomodadas em placa de 12 pogos. Apos

24 horas do plaqueamento, foi realizado o tratamento simulténeo em 4 grupos:

)] Controle, sem qualquer aplicacéo de PGLD-g-RhB.

1)) Tratamento com PGLD-g-RhB no escuro.

[11)  Tratamento com PGLD-g-RhB com irradiacdo laser por 3 min.
IV)  Tratamento com PGLD-g-RhB com irradiacéo laser por 10 min.

Apoés a TFD as laminulas foram lavadas com PBS e procedeu-se a fixagdo com
formoldeido a 4% (v/v) por 25 minutos a 4°C. Depois da lavagem com PBS as laminulas
foram incubadas com 0,2% de Triton X por 5 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-
se em seguida a utilizacdo do DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System apoptosis
test (Promega, Madison, WI). O proximo passo depois de novalavagem foi aincubacdo
com 25 pL do Equilibration Buffer (componente do kit). As laminulas foram ent&o
incubadas com a enzima recombinante terminal Deoxynucleotidyl Transferase (rTdT)
utilizando-se o rTdT incubation Buffer que compde o kit. As laminulas foram mantidas a
37°C em camara umida na auséncia de luz por 1 hora. Ap0s esse periodo as laminulas
ficaram por 15 minutos em contato com a substancia SCC presente no kit diluida em agua
MiliQ (1:10). Apds a lavagem com PBS as laminulas entdo foram montadas com
Vectashield. As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss (Zeiss

Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
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5.34 Determinacéo da atividade hemoalitica

Os ensaios de hemdlise determinam o grau de lise das célul as vermel has do sangue
e a liberacdo da hemoglobina causada pelos artefatos, materiais e/ou seus extratos in
vitro. E um importante teste de tri agem da hemocompati bilidade de um material sintético
onde é refletida a fragilidade da membrana do eritrocito (célula vermelha) em contato
com o material (MALINAUSKAS, 1997; HENKELMAN, 2009).

O PGLD-g-RhB foi avaliado quanto a sua capacidade de hemdlise (destruicéo dos
eritrocitos com liberacdo de hemoglobina) por meio do método de contato direto.
Hemécias humanas foram coletadas previamente ao ensaio e diluidas em solucéo de
Alsever (glicose 100 mM, citrato de sodio 30 mM, NaCl 70 mM, pH 6,0) na propor¢éo
1:3 emantidasa4 °C. As heméacias foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4. O niUmero
de células foi determinado de modo indireto pela liberacdo da hemoglobina nalise em
agua destilada. Ap6s a Ultima lavagem, 100 puL do sedimento de hemécias foram
adicionados a 900 pL de PBS pH 7,4. Em seguida, 100 pL dessa nova suspensdo foram
adicionados a 1.400 pL de agua destilada para rompimento das células. As densidades
oticas foram lidas a 415 nm, 450 nm e 380 nm. O calculo da densidade 6tica (DO) foi
considerado como sendo igual a (2 x 415) — (450 + 380) (HARBOE, 1959). Uma curva
de calibracéo de densidade 6tica versus concentracdo de hemoglobinafoi obtida

A atividade hemoalitica do PGLD-g-RhB foi determinado apos incubacdo do
conjugado com solucgdo tampdo PBS, pH 7,4 em tubos contendo cerca de 3 x 10°
hemacias. Apos incubagdo por 30 minutos a 37 °C os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 500x para sedimentar as hemacias ndo rompidas. A hemoglobina liberada no
sobrenadante foi lida a 414 nm. Para os célculos de porcentagem de lise, a quantidade
total de hemoglobina liberada foi obtida provocando-se a lise da mesma quantidade de
hemécias com 10 pL de solucdo de Triton X-100 a 0,25 %. Foi utilizado um branco com
tubos que continham somente as hemacias e tampéo para o controle da lise esponténea,
subtraida dos resultados. A lise espontanea de todos os experimentos realizados se situou
em torno de 4,7%. Silicone grau médico adquirido no comércio local foi utilizado como

comparacao.
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CAPITULO 6- RESULTADOSE DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao do conjugado PGL D-g-RhB

6.1.1 Imobilizacdo da RhB no PGLD

A guantidade de RhB imobilizada no PGLD foi acompanhada por CLAE, sendo os
resultados obtidos mostrados na Figura 6.1. A quantidade de RhB incorporada ao PGLD
aumenta significativamente com a geracéo do dendrimero, saturando, entretanto para G =
3. Por outro lado, o rendimento da reacdo de acoplamento quimico da RhB ao PGLD
diminui a medida que G aumenta. A saturacdo observada no processo de incorporacéo da
RhB e adiminui¢do de G se deve provavelmente ao efeito de impedimento estérico devido
a elevada densidade de grupos funcionais (hidroxilas) na periferiado PGLD que aumenta

proporcionalmente a G.
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Figura6.1. Incorporacdo da RhB no PGLD em funcéo do nimero de geracbes do dendrimero (G).

6.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Com afinalidade de se avaliar a possivel existéncia de RhB ndo acoplada ao PGLD

apos o processo, foram feitas analises cromatogréficas por CCD. A técnica CCD é um
método de separacdo fisico-quimico, baseado na migracéo diferencial dos componentes de
uma mistura, que acontece devido as diferentes interagdes dos componentes entre duas

fases imisciveis; umafase mével e outra fase, estacionéria.



64

As cromatoplacas foram desenvolvidas em cubas de vidro que continham como
eluente 0 acetato de etila e metanol, na proporcdo 2:8 (v/v), num percurso de
aproximadamente 5 cm, em um desenvolvimento unidimensional, ascendente simples. O
tempo de eluicdo ocorreu em torno de 5 minutos. A Figura 6.2 mostra as cromatoplacas ja
reveladas com iodo. Através delas foi possivel calcular o fator de retencdo (Rr) das
amostras de PGLD (G= 0,2,4), RhB e PGLD-g-RhB (para as geragdes 0,2,4). O Rr das
amostras esta representado na Figura 6.3.

Figura 6.2. Placas cromatograficas CCD parao PGLD (G= 0, 2 e4) (A) e PGLD-g-RhB (G =0,2,4) (B).

Para o clculo do fator de retencéo (Rr) foram medidas as distancias entre o local
de aplicacdo e o local onde afase mével parou de correr, além da distancia entre o ponto
de aplicacdo das amostras e o local onde elas pararam de correr. O R pode ser cal culado
utilizando a Equacéo 6.1.

D
B = 22 (Eq 6.1)
Dpm

Sendo Dam adisténciapercorrida pelaamostrae Drm adistanciapercorridapelafase movel
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A Figura 6.3 mostra que ndo houve uma alteracéo significativa no Rr do PGLD
antes e apds a imobilizagdo da RhB. Entretanto, observa-se uma diferenca significativa
entre 0 Rr do PGLD (aproximadamente 0,7) e o Rr da RhB (aproximadamente 0,89),
indicando a auséncia de RhB livre nas amostras, ja que pode-se notar que apenas uma

mancha foi gerada apds a corrida com mesmo Rf que o dendrimero puro.
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Figura6.3. Comparacéo de RF parao PGLD (G = 0,2 e 4), PGLD-g-RhB e RhB obtidos na analise por CCD.

6.1.3 Espectroscopia eletronica (UV-Vis)

Os espectros UV-Vis parao PGLD e, PGLD-g-RhB estéo representados na Figura
6.6. A andlise dos espectros eletronicos revela a absorcéo relativa aos grupos OH da
macromolécula arborescente, e ligagdes éter CH»-O-CH-CH2-. A luz UV provoca
excitagdo do elétron a partir do maior orbital ocupado (HOMO) para o menor orbital
desocupado (LUMO). A quantidade de energia necess&ria para excitar o elétron é a
diferenca de energia entre esses orbitais, quanto menor a energia necessaria para excitar o

elétron maior serd 0 comprimento de onda apresentado no espectro. O Amax Observado na
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Figura6.6 (A) pode ser associado as transi ¢oes el etronicas n—c* no poliéter arborescente

(n éo orbital HOMO e o* o orbital LUMO).
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Figura 6.4. Espectro eletronico (UV-Vis) do PGLD (A), PGLD-g-RhB (B) e RhB (C). Os espectros foram
obtidos na concentragdo de 20 mg de PGLD-g-RhB dissolvidos em 10 mL de &gua destilada.

A Figura 6.6 (B) mostra o espectro UV-Vis do conjugado PGLD-g-RhB. Observa-
Se um novo pico em cerca de 550 nm, atribuido aligagdo C=N" da RhB, que tem transi¢éo
eletrénican m*, sendo o orbital n o HOMO e o orbital m*o LUMO (MCMURRY/, 2005;
SILVERSTEIN 1979). A figura 6.5 (C) mostra o espectro caracteristico da RhB e sua
absorgéo caracteristica em Amax @ a@proximadamente 517 nm. O acoplamento da RhB na

macromol écula arborescente causa portanto um deslocamento No Amax.
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6.1.4 Andlisetermogravimétrica

O estudo cinético de decomposicdo térmica do PGLD através da andlise
termogravimétrica (TGA) pode ser umaferramenta Util paraa estimativa do tempo de meia
vida da macromolécula arborescente nas condi¢des da TFD, assim como avaliar os
parémetros cinéticos envolvidos em uma fotodegradagdo ou poténcia dissipada do laser.

As curvas TG/DTG do PGLD (G=0, 2 e 4) em atmosférica dindmica de N2 sdo
apresentadas na Figura 6.7. O PGLD apresenta ndo somente grupos OH na periferia da
macromolécula arborescente, mas também grupos OH secundarios no interior da
macromolécula cuja densidade aumenta proporcionamente ao nimero de geracdo do
PGLD, resultando em um maior o nimero de ligacfes de hidrogénio intramolecular o que
poderia conferir umamaior estabilidade térmica a estrutura dendritica.

A andlise da Figura 6.7 mostra que a estabilidade térmica do PGLD aumenta
significativamente em fungdo de G sendo observado a partir da curva DTGA (derivada de
TG) que o numero de etapas de decomposicdo aumenta com o numero de geracdes da
macromolécula arborescente. A curva TGA do PGLD G4 exibe uma massa residual de
cerca de 10%, provavelmente resultante da condensacdo intramolecular de grupos OH
secundérios durante o aquecimento da amostra e formagao de um composto mais estével.

O PGLD-g-RhB apresenta diferencas significativas em seu comportamento térmico
relativamente ao PGLD puro. A Figura 6.8 (C) mostra que a degradacéo do PGLD-g-RhB
(G=4) ocorre em trés eventos. O primeiro evento ocorre entre 25 °C e 200°C com uma
cinéticalenta e perda de massa de aproximadamente 20%. Esta etapa ocorre provavel mente
devido a perda de &gua pelo material. O segundo evento acontece gradual e maislento, na
faixadetemperatura entre 200 e 300°C, com perda de massaigual a20%. O terceiro evento
acontece no interval o de temperatura de aproximadamente 300 a400°C, com perdade 90%
de massa. Os dois Ultimos intervalos sdo atribuidos a formacéo e decomposicéo de
subprodutos formados durante a degradacdo do PGLD-g-RhB. Também € possivel
observar um teor de residuo de aproximadamente 5% referente a formacéo parcia de

carbono elementar durante a decomposi¢ao do material.
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Figura 6.5. Andlise termogravimétrica (TGA) dos dendrimeros PGLD GO (A), PGLD G2 (B) e PGLD G4 (C) em
atmosfera din@mica de N2 e velocidade de aquecimento de 10 °C/min. Em (D) estd ilustrado as sobreposicfes das

curvas TGA.
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(B) e PGLD G4 (C) em atmosfera dindmica de N e velocidade de aguecimento de 10 °C/min.

Para 0 estudo da cinética de decomposicdo térmica por TG foi aplicado neste
trabalho o método de Kissinger (KISSINGER, 1957). Nesse caso se considera que o fluxo
de calor consumido pela amostra € diretamente proporcional a massa da macromolécula
arborescente que é volatilizada, e que também pode ser detectado mais eficientemente pela
curvaDTGA, cujo pico indicaefetivamente a condi¢éo de méximataxa de volatilizacéo da
amostra. Durante o tratamento térmico do PGLD, considera-se que a taxa de sua
decomposi ¢do térmica é diretamente proporcional ao fluxo térmico recebido pelaamostra,
sendo o calor de decomposicéo funcdo da temperatura de operacéo. Admitindo-se que
durante o tratamento térmico dos dendrimeros PGLDs ocorra somente a volatilizago, a
taxade volatilizacéo sera diretamente proporcional ao fluxo térmico recebido pelaamostra,
sendo o calor de volatilizagéo funcdo da temperatura de operacéo.

Considerando o modelo de Kissinger (KISSINGER, 1957), a taxa de degradacgéo
térmicado PGLD pode ser descrita através da Equacéo (6.3):

0,0

o
tn

=]

EPEAASD BISWILY
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da' (_..E.)
i Ae' RT’'(1- a)® (Eq.6.2)

sendo n aordem dareagdo e a a fragdo méssica volatilizada.

Diferenciando-se a Equagdo (6.2), parauma dada taxa constante de aquecimento [3,
a degradacdo méxima se dard em uma correspondente temperatura Tm (KISSINGER,
1957):

_EB__ pn(1- )0 R Eq.6.3

sendo (1-x)m € a fracdo massica residual, B € uma constante de aquecimento, T a
temperatura absoluta, E € aenergia de ativacédo para areacdo de degradacéo térmica, R éa
constante dos gases, Tm € a temperatura referente a taxa méxima de perda de massa e
corresponde atemperaturado pico DTG, visto que nessatemperatura ocorre amaximataxa
de variagéo de massa do PGLD durante o aguecimento.

A linearizacéo da Eqg. (6.3) fornece:

[ £ 1 AR Eq.6.4
——5 = - + — 6.
" R g E (Eq.64)

y 1
Tn
A Eq. 6.4 representa uma equacdo de reta que expressa valores de Inp/(Tm)? em
funcdo de 1/Tm. Portanto, foram feitas curvas DTGA em trés taxas de aquecimento ([3)
distintas, 10, 15 e 20 °C/min, que forneceram as respectivas temperaturas relativas a taxa
de conversio maxima (Tm). Os valores foram plotados num gréfico de In(B/Tm)? versus
(UTm) e, com auxilio do software TA 72 determinou-se o coeficiente angular, que
propiciou o cdculo da energia de ativagdo (Ea) para a degradacéo térmica do PGLD de
diferentes geragoes.
Os resultados obtidos para o cdlculo de Ea para os dendrimeros PGLD s GO, G2 e
G4 sdo apresentados na Figura 6.9. Os resultados permitem concluir que, em ambiente
inerte, o dendrimero PGLD GO apresenta uma estabilidade térmica significativamente
maior que o PGLD-G2 e PGLD-G4. Umavez que o PGLD-G4 é mais volumoso, é de se

esperar que a mobilidade das ramificactes fique restrita devido ao impedimento estérico.
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Por sua vez, a incorporacdo de RhB a estrutura arborescente levam a um aumento de Ea
(Figura 6.9). O incremento na Ea com a incorporacdo de RhB na estrutura arborescente
pode ser devido a uma intensificacdo nas ligagbes de hidrogénio intramoleculares e

intermol eculares favorecidas pela estrutura protonada da RhB..

200

180

100

Geracio (G)

Figura 6.7. Energia de ativacaaoo para areacdo de degrada dos PGLD’s em funcdo do nimero de geracdes.
PGLD puro (A) e PGLD-g-RhB (B).

E importante sdientar que a Ea calculada representa uma energia de ativago
aparente, pois se considerou que a velocidade de decomposicéo por unidade de area de
interface é constante, o que ndo € rigorosamente verdadeiro (MEZINGER, 1969;
IONASHIRO, 2005). Os fatores termodindmicos relacionam-se com as condi¢des de
equilibrio a qualquer temperatura enquanto que nos fatores cinéticos a énfase € sobre a
velocidade de reacdo. Uma vez que no estudo de andlise térmica os dendrimeros
apresentam-se como um liguido de alta viscosidade, no fornecimento de calor ao sistema é
possivel que atransi¢ao ocorra parcialmente paraumafase gasosa. Destamaneiraaandise
da curva TG isotérmica fornece somente uma relacdo matemética e ndo identifica
necessariamente 0 modelo de Arrhenius. Para uma andlise mais precisa da energia de
ativacdo do sistema sera necessario investigar a influéncia na forma e tamanho da érea

interfacial nareacdo de decomposi¢éo térmica
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6.1.5 Andlise datemperaturadetransicéo vitrea (Ty)

A temperaturadetransi¢do vitrea(Tg) de um polimero é atemperaturaem que passa
a exigtir uma restricdo dos movimentos conformacionais da molécula, impedindo os
segmentos de cadeia de se movimentarem. Pode-se dizer, portanto que a mol écula esta em
um estado vitreo, onde as diferentes conformagdes das mol écul as estdo separadas por uma
barreira de potencial. A Ty e a conformagdo do polimero no estado viscoso e no estado
vitreo estéo ilustradas na Figura 6.10. Alguns fatores que influenciam a T4 séo aforca das
ligacOes intermol ecul ares nos polimeros, a possi bilidade dos grupos de moverem na cadeia
(rotacdo), o tamanho da cadeia polimérica e a pureza dos polimeros. A transicdo vitreaem
polimeros se caracteriza por uma variagdo endotérmica na curva de caorimetria
exploratériadiferencial (DSC), devido avariagéo da capacidade calorifica(Cp) do material
(TAGER,1972).

A
AH

Estado vitreo Estado maleavel

_—y

Fléxivel
A 4 >
Tg

Temperatura

Figura 6.8. Curva da temperatura em fungdo da energia (entalpia) de um polimero, ilustrando a transicéo
vitrea (Tg) e o comportamento do polimero nos estados vitreo e viscoso, ou sgja, antes e depois da Tg.
Adaptado de (LOPES, 2005)

Com a diminuigdo acentuada da temperatura de um sistema macromolecular o
movimento conformacional se restringe a0 maximo, impedindo o movimento dos
seguimentos de cadei a, tornando seus movimentos mais lentos até perderem aflexibilidade
num estado de “congelamento” (estado vitreo). Essa fronteira é chamada de temperatura

de transic¢éo vitrea (Tg) (Figura 6.10). Em temperaturas inferiores a T¢ ndo ha variagdo na
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frac8o dos espacos disponiveis, assim a fracdo de volume livre permanece a mesma. Em
geral atemperatura de transicdo vitrea aumenta com o peso molecular e 0 aumento da Tg
do dendrimero reflete a presenca de uma estruturamaisrigida (CALLISTER, 2002).

E de se esperar que em dendrimeros de PGLD o fornecimento inicial de calor leva
a0 enfraguecimento das ligagdes de hidrogénio, facilitando assm uma maior
movimentacao entre as cadei as poliméricas umas em relacdo as outras. Dessaforma quanto
mais volumoso for o dendrimero maior sera sua Tg, pois a mobilidade molecular ser&
significativamente reduzida.

Existem muitos fatores que influenciam a T4 tal como a razéo de resfriamento.
Assim, umarazdo menor levaaumatemperaturaTg maisbaixa. A Tq4também é dependente
da natureza dos grupos terminais, com o aumento da polaridade a Tg também aumenta.
Outros fatores que influenciam a Tg séo rigidez, tamanho das cadeias, e efeitos estéricos
dos grupos terminais (NIELSEN, 1994).

A T4 de um polimero € geramente associada a fenbmenos cooperativos de
relaxamento através de grandes movimentos segmentares e sua origem reolégica ou
termodinamica esta bem estabelecida. Para um polimero linear de alto peso molecular, as
extremidades das cadeias tem um papel menor natransicéo vitrea. Umavez que polimeros
hiper-ramificados e dendriticos ndo tem suas cadel as amplamente emaranhadas, atransi¢céo
vitrea pode ter origem a partir de um fendmeno diferente daquele de polimeros lineares,
nesse caso, a contribui¢do dos grupos terminaistorna-se significativa. Tem-se sugerido que
0 comportamento destes polimeros € baseado em alteragdes conformacionais e o grau de

associacao do polimero em diferentes tamanhos (geragoes) (VILLALOBOS, 1991).

Na tentativa de compreender o relaxamento térmico de dendrimeros, a teoria de
volume livre de terminagdo de cadeia modificada, com considerag&o do volume ocupado
por um grande nimero de pontas de cadeia foi proposto para explicar a Tg dependente do
peso molecular (VILLALOBOS, 1991).

Nesse trabalho, a analise DSC foi feita com o objetivo de encontrar a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) dos dendrimeros de poliglicerol. Todas as amostras foram
aquecidas e em seguida resfriadas, para eiminar a histéria térmica do materia sendo
considerado somente a segunda “corrida” térmica. Os resultados da Tq do PGLD séo

apresentados na Figura 6.11.
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Figura 6.9. Curva DSC normalizadas do segundo aguecimento do PGLD, com razdo de aquecimento de
10°C/min, sendo (A) PGLD GO; (B) PGLD G2; (C) PGLD G4. Em (D) é mostrado graficamente a relacéo
entreTgeG.

N& foram observados eventos endotérmicos ou exotérmicos associados a
fendmenos de cristalizacéo ou fusdo, indicando que o PGLD, independente do nimero de
geragoes é essenciamente amorfo (KIM, 1994). A temperatura de transi¢ao vitrea foi
encontrada utilizando o ponto médio da descontinuidade da curva que representa a
transicéo vitrea (K1M, 1994). A T4 encontrada para todas as geragfes de PGLD esta abaixo
da temperatura ambiente (25°C), o que indica que as diferentes geragoes do PGLD pode
ser utilizado como carreador de farmaco na temperatura fisiolégica (37°C) sem que
ocorram transi¢des de fase.

A Figura 6.12 mostra o comportamento da Tg ap0s a incorporacdo da RhB na
estrutura do PGLD (G=0,2,4). Pode-se notar que de acordo com o0 aumento de G ha um
aumento significativo na Tq. O aumento na Ty j& era esperado, umavez que o aumento de
G proporciona um aumento na entropia do PGLD.



ACp (mW)

ACp (mW)

=02 4
0.4 4
06 -

-0,8 4

(4A)

08
06
044
02

0,0

Temperatura (°C)

(C)

\"_"’)\\ )
el

U /__/ \/—'\

i

R

" T ¥ T T L Ll 4 1 ¥ T T T T
-140 120 100" 80 60 -0 -20 0 20

4 — T T T T
-140 -120 -100 -80 -60 -40 20 0

Temperatura (°C)

ACp (mW)

-0.8

(B)
LY
o
—
T T T T
-100 -80 60
Temperatura (°C)
75
60 D) ol
-85
-80 - e
./‘
'/
P
e W
400 B
108 | o
L s
110

75

PGLD-g-RhB (G)

Figura6.10. Curva DSC normalizadas do segundo aguecimento do PGL D-g-RhB, com razéo de aqueci mento
de 10°C/min, sendo (A) PGLD-g-RhB GO; (B) PGLD-g-RhB G2; (C) PGLD-g-RhB G4. Em (D) é mostrado
graficamente a relacdo entre Tg e G para os sistemas PGLD-g-RhB.

Com este aumento da entropia a energia de ativacdo para que haja a paralisacéo

compl etados movimentos da cadeiamol ecular aumenta, precisando-se assim de umamaior

energia térmica para possibilitar as mudangas conformacionais nas diferentes geracdes do

dendrimero. 1sso pode ser comprovado pela equacdo 6.5, onde comprovamos que a pressao

constante se aumentarmos a capaci dade cal orifica do dendrimero, com umamaior entropia,

atemperatura também deve aumentar. (ATKINS, 2006)

as
Cp = T(a)P

(Eq 6.5)
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sendo Cp a capacidade calorifica damolécula, T atemperatura do sistema, P a presséo do

as
aT

O aumento na entropia do sistema ocorre devido ao efeito estérico, que aumenta de

sistemae— é avariagado de entropia do sistemaem fungdo da temperatura.

acordo com 0 aumento da geracdo do dendrimero. O efeito estérico ocorre quando ha uma
proximidade fisica de grupamentos volumosos dentro da molécula, quando tais grupos se
aproximam ha uma repulsdo entre os mesmos, fazendo com que a molécula busque uma
nova conformacao que é energeticamente menos estavel do queainicial. Pode-se dizer que
hidroxilas sG0 grupamentos volumosos e a rodamina ainda mais volumosa do que a
primeira. Dessa maneira, quando se acopla novas camadas ao dendrimero, (aumento do
numero de geragéo) ha um aumento do impedimento estérico, mostrando que o aumento
do raio da molécula € menor do que 0 necessario para a estabilizacdo da mesma em sua
conformagdo energeticamente maisfavoravel. Estefato explicao aumento de Tg amedida
gue G aumenta.

6.1.6 Andlisedas propriedades hidrofébicasdo PGLD

E fato conhecido que os mecanismos de absorg3o, distribuicao e atividade intrinseca
de um farmaco estdo diretamente relacionados com a resposta biologica dos compostos
Bioativos (ROBERTS, 1996). A hidrofobicidade regula os processos de absorcéo e
distribuicdo dos compostos, tendo em vista a necessidade de que se dissolvam e atravessem
membranas bioldgicas que formam tecidos e sistemas multi-compartimentados dos seres
vivos, com a finalidade de atingir seus locais de acéo (SHELLOCK, 1999). A andlise da
hidrofobicidade molecular pode ser usada para avaliar as propriedades bioldgicas
relevantes paraaacdo de farmacos, tais como solubilidade lipidica, biodistribuicéo, ligagdo
a receptores, metabolismo e biodisponibilidade. Nesse trabalho, a hidrofobicidade do
PGLD e PGLD-g-RhB foi estudado utilizando-se como sonda molecular o pireno. A
fluorescéncia do pireno é fortemente influenciada pel a pol aridade do microambiente que o
cerca, sendo assim ele permite estudar a hidrofobicidade deste microambiente.

A variagdo daintensidade de fluorescénciado pireno € relativamente mais baixa na
bandaem 382 nm (Iy), gerada pelatransi ¢&o proibida S;¥~°—So"=2, do que na banda em 372
nm (Ia), gerada por uma transigdo S1"°—S"°, onde se observa uma grande variagdo na

suaintensidade. Logo, arelagdo entre as intensidades dessas bandas de fluorescéncia (14/1)
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pode nos fornecer a variagdo da polaridade do microambiente. A Figura 6.13 mostra o as
curvas geradas pela fluorescéncia do pireno com o sistema PGLD-g-RhB (G = 0,2,4) (A)
e arelagdo entre os picos em 372 e 382nm (lu/l) (B).
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Figura6.11. (A) Espectro de fluorescéncia do pireno na presenca de solucéo etandlicade diferentes geracdes
do sistema PGLD/Rhb (GO, G2 e G4), (B) Relacdo entre I1b/la para diferentes geragdes do sistema PGLD-g-
RhB.

A influéncia da polaridade sobre a banda em 372 nm pode ser explicada
considerando que no estado e etronico excitado, as interacbes do pireno com uma matriz
mais polar provoca uma reducéo da simetria local e consequentemente um aumento da
intensidade das transi¢oes proibidas por simetria.

Na Figura 6.13 (B) pode-se notar que a medida que a geracdo do dendrimero
aumenta a relacdo Iv/la aumenta, significando que a polaridade do sistema PGLD-g-RhB
diminui com o aumento do nimero de geragdo do dendrimero, mostrando portanto uma
hidrof obi cidade crescente de acordo com 0 aumento da geragéo do sistema.

6.1.7 Andlise das propriedades 6ticas nao-lineares do PGL D-g-

RhB
A €ficiéncia da TFD tem sido limitada pela natureza hidrofobica dos agentes PS,

que apresenta reduzidas penetracdo atraves de tumores e permeacdo nas camadas da pele
nos casos de aplicacdo topica, respectivamente. A RhB apresenta carater essencia mente
hidrofilico e por isso, parauma penetracdo adequadano tumor durante o tratamento através
da TFD torna-se necessario sua inclusdo em um sistema transportador parcialmente

hidrofébico a exemplo do PGLD G4. A principal vantagem desse sistema esta em sua
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capacidade de modificar consideravelmente a penetracéo intracelular da RhB no tecido
biol6gico umavez que tende a ser internalizado pelo nicleo celular (MOURA, 2011).

A Figura 6.14 mostra o espectro de absorcéo linear do PGLD G4 ( linhatracejada)
e do PGLD-g-RhB (G4) (linha continua) em soluc&o etandlica de concentragio 102 mM.
Pode-se notar que o PGLD é totalmente transparente em comprimetntos de onda maiores
do que 350 nm, enquanto o sistema conjugado PGL D-g-RhB, apresenta bandas de absorc¢éo
de mais baixa energia entre 470 nm e 570 nm correspondente a transicdo n-n* do estado
fundamental para o primeiro estado excitado (So—Si), caracteristico da RhB
(MCMURRY, 2005).

Também pode ser observado na Figura 6.14 o espectro de fotoluminescéncia do
PGLD-g-RhB, exibindo uma forte banda de emisséo entre 530 nm e 650 nm com uma

banda de maxima absorgédo a 563 nm.

PGLD/! rodamina B

—o = Espectro de fluorescéncia

ABSORBAMNCIA
(o) wdz

950 350 450 550 850 780 850
COMPERIMENTO DE ONDA I{I"II"I'I]I

Figura 6.12. Espectro de absorc¢éo linear do PGLD G4 ( linha tracgjada) e do PGLD-g-RhB (G4) (linha
continua) em solugdo etandlica de concentragdo 10-2 mM. A linha continua,0s quadrados e os circulos
mostram a absor¢do linear, a fluorescéncia e a absor¢do de 2 fétons do conjugado PGLD-g-RhB,

respectivamente. A linha tracejada mostra a absorcéo linear parao PGLD G4.

A Figura6.15 exibe o espectro de absorcéo de 2 fétons (2PA) do conjugado PGLD-
g-RhB, obtido pelatécnicade varredura-Z. O decaimento datransmitancianormalizada na
posicdo Z indica um processo de 2PA, visto que a excitagdo ocorre de maneira néo

ressonante.
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Figura 6.13. Curvas obtidas a partir da técnica de varredura-Z para 0 PGLD-g-RhB em etanol a 700 nm
(quadrados) e 750 nm (circulos).

A Figura6.16-(A) mostra a dependénciadaintensidade de fluorescéncia como uma
funcdo da excitacdo pelo laser a 700 nm. O resultado observado confirma a natureza de
dois-fétons de um processo Optico ndo linear. NaFigura 6.16 (B) observam-se 0s espectros

de fluorescéncia excitada via absor¢éo de dois fotons em 700 nm.

500}
400}

300}
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Figura 6.14. Sinal de fluorescéncia induzida por processo de dois-fétons em fungdo da poténcia do laser

(escalalog-log) para PGLD/RhB em 700 nm (B). E a regressdo linear, com uma inclinago igual a 2,1 em

(A).
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A medida do tempo de vida de fluorescéncia para RhB e PGLD-g-RhB esta
representado naFigura6.17. Foram utilizados pulsos delaser de 70 psem 532 nm. A Figura
6.17 mostrao decaimento do sinal de fluorescénciadeconvoluidos para RhB (representados
pelos quadrados) e PGLD-g-RhB (representados por circulos) bem como os tempos de
vida obtidas por gjuste dos dados com uma fungdo mono-exponencial. O tempo de vidade
fluorescéncia para RhB em etanol é cerca de 2,5 ns, enquanto que para o PGLD-RhB
obteve-se o tempo devidade 3,7 ns. O tempo de vida de fluorescénciaparaa RhB estaem
bom acordo com dados observados na literatura utilizando diferentes técnicas
experimentais de medida (CORREA, 2007). O tempo de vida de fluorescéncia da PGLD-
g-RhB é maior do que a observada para RhB, o que indica que de fato, existe umaligagdo
quimicaentre o PGLD e RhB no conjugado PGLD-g-RhB.

1.2
= B Rodamina B -25*02ns
= o © pGLD/RodaminaB- - 3.7x0.2ns
T .
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Figura 6.15. Dependéncia entre a intensidade de fluorescéncia e o tempo para RhB (quadrados) e PGLD-g-
RhB (circulos) obtidos utilizando laser com pulsos de 70 picossegundos e excitagdo em 532 nm. O tempo de

vida de fluorescéncia foi determinado através do método de deconvolugéo e uma fungdo exponencial.

6.2 Analisesbioquimicasdo conjugado PGL D-g-RhB

6.2.1 Andliseda citotoxicidade e fotoatividade
O MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazdlio) € um composto que é reduzido pela enzima desidrogenase mitocondrial, com a
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formacao de cristais de formazan, solUveis em &gua. Para a andlise da viabilidade celular,
pode-se utilizar o testedo M TS, onde seincuba as célul as a serem testadas com 0 composto
detetrazdlio analisando-se o nimero de célulasviaveis através dalei de Lambert-Beer uma
vez que o formazan apresenta maximo de absorcdo a 490 nm e, nesse caso; a absorbancia
sera proporcional ao nimero de células metabolicamente ativas.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado nos grupos de cdlulas denominados de
controle (apenas células OSCC-09) (), células OSCC-09 incubadas apenas com PGLD
(1), células OSCC-09 incubadas com PGLD-g-RhB no escuro (l11), células OSCC-09
incubadas com PGLD-g-RhB e a TFD (1V) e células OSCC-09 submetidas ao laser. As
placas de Elisa correspondente ao Grupo IV foram irradiadas nos interval os de tempo de 3
minutos e 10 minutos, de forma pontual com a abertura da ponteira laser situada 2 mm
acima do micropoco. A irradiacdo ocorreu no escuro e em camara de fluxo laminar. Apos
airradiacdo com laser, as células foram incubadas com o corante supravital (MTS). OMTS
é biorreduzido pelas células aum produto soltvel no meio de culturae, entéo foi reaizada
aandlise espectrofotométrica do corante incorporado. A quantidade de MTS é diretamente
proporciona ao numero de células vivas (CORY/, 1991).

Os resultados obtidos para a andlise da viabilidade celular estdo apresentados na
Figura 6.18.

100 | 1 T

80 | ——
60

40

Viabilidade Celular (%)

20 o

T
I

0 T T T T T T T
03CCY FGLD FPGLD-g-RhB PGLD-g-RhB*  Laser (*)

Figura 6.16. Viabilidade das células OSCC-09 avaliado pelo ensaio de MTS. O simbolo * e (*) representam
airradiacdo com laser durante 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Os resultados representam n = 4
eo PGLD éde G=4.
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Através da andlise da Figura 6.18 pode-se notar que a maior sobrevivéncia de
células estd nos grupos “controle (OSCC9)”, “PGLD”, “PGLD-g-RhB” e “laser”. No
entanto o grupo “PGLD-g-RhB* submetido a TFD revela uma grande quantidade de
células mortas, evidenciando um efeito significativo da TFD ap0s incubacéo das células
OSCC9 com PGLD-g-RhB.

Um segundo ensaio foi realizado com intuito de validar a influéncia da
concentracdo de PGLD-g-RhB na eficiéncia do tratamento de células OSCC9 por TFD. O
resultado deste ensaio esta ilustrado na Figura 6.19, onde também se pode diferenciar a

eficiénciado PGLD-g-RhB com e sem a aplicagdo do laser.
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Figura 6.17. Influéncia da concentragcdo do PGLD-g-RhB (G = 4) na viabilidade celular considerando-se o

tempo deirradiagdo com laser: 3 min (B) e 10 min (C). Em (A) representa-se o grupo controle (escuro).

Através daandlise da Figura 6.19 pode-se observar que quanto maior a concentragéo
do PGLD-g-RhB menor € a sobrevivéncia das células, mais uma vez indicando que a
eficiéncia do tratamento é diretamente proporciona a concentracéo de PGLD-g-RhB.
Também nota-se a diminui¢do da sobrevivéncia no grupo de células em que o laser foi
aplicado. Assim com apenas trés minutos de aplicacdo do laser ja acontece a reducdo das

células viavels em relacdo ao tratamento sem o laser, e uma reducdo ainda maior com dez



83

minutos de aplicacdo do laser, comprovando que a eficiéncia da terapia € dependente da

poténcia do laser dissipada no meio.

6.2.2 Ensaio de TUNEL

A apoptose é um mecanismo de morte celular presente nas neoplasias malignas e
tem sido frequentemente associada a progressao tumoral. Varios agentes quimioterapicos
sd0 desenvolvidos atualmente para induzir a morte celular por apoptose no tratamento do
cancer (GRIVICICH, 2007). E fato reconhecido pela literatura que a TFD pode induzir a
morte celular por apoptose ou necrose, ou uma combinacdo desses dois mecanisSmos
(SCHEFFER, 2003).

Com afinalidade especifica de se avaliar a presenca de células SCC9 em apoptose
foi utilizado o método TUNEL. Nessa técnica, a quebrado DNA presente no processo de
apoptose, origina fragmentos de DNA que podem ser identificados por marcagdo das
terminagdes 3 -OH livres, através de umareagdo enziméatica que catalisa aincorporacéo de
nucleotideos modificados (marcados com fluoresceina). Foram realizados trés réplicas do
ensaio de TUNEL. Em cada andlise, foram contabilizados os nucleos TUNEL -positivos,
num total de 90 células. A microscopia de fluorescéncia foi utilizada na andlise do teste
de TUNEL, uma vez que a marcagdo com DAPI permitiu relacionar quantitativamente a
morfologia nuclear com os sinais positivos de apoptose. A percentagem de células
apoptoticas foi calculada considerando-se a razéo entre o numero de células com nucleos
apoptoticos e o nimero de cdlulas totais. Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura
6.20.



Figura 6.18. Andlise de marcacdo TUNEL-positiva (fluorescéncia verde) de fragmentos nucleares
correspondentes a corpos apoptéticos no grupo controle: PGLD-g-RhB no escuro (A,B) e ap6s exposi¢ao ao

laser por 10 minutos (C,D). As células viaveis estdo em azul. Barra de escala=10pum

O aumento da percentagem de células apoptoticas com a dose de PGLD-RhB e o
tempo de exposicdo ao laser esta ilustrado na Figura 6.21. Pode ser observado que a
percentagem de sinais apoptéticos nas células apds irradiacdo com o laser foi

significativamente mais elevada do que no grupo controle.
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Figura 6.19. Relacdo entre a porcentagem de células apoptéticas e a concentracdo de PGLD-g-RhB
considerando airradiagdo com laser por 3 min (B) e 10 min (C). O grupo controle, células OSCC9 incubadas

com PGLD-g-RhB no escuro sdo representadas em (A).

6.2.3 Determinacéo da atividade hemolitica

As interagdes entre os biomateriais e 0 sangue podem induzir a lise dos eritrocitos
(ou glébulos vermelhos). Os eritrécitos sdo células desprovidas de nucleo e mitocondrias,
0 que indica baixa atividade metabdlica e, portanto, se comparada com outras células,
menor diversidade de biomoléculas em seu citoplasma, sendo seu constituinte principa a
hemoglobina (WU, 2010).
A hemoglobina é facilmente identificada e quantificada devido a presenca do grupo heme,
o qua confere & hemoglobina uma intensa absor¢do em torno de 540 nm. A membrana
plasmatica dos eritrécitos é constituida por uma alta concentragdo de écidos graxos poli-
insaturados (cerca de 50%) e proteinas (WU, 2010). Portanto, um ensaio importante para
avaliacdo da propriedade hemocompativel de um polimero é a determinacéo de sua
atividade hemolitica
Os resultados obtidos no ensaio para determinagédo da atividade hemolitica das superficies
polimeéricas estdo apresentados na Figura 6.22. Utilizou-se o vidro como controle positivo
(FENN, 1922)



86

O PGLD-g-RhB apresentou atividade hemolitica inferior a 3%, 0 que permite a
classificacdo do conjugado como ndo hemolitico (American Society of Testing and
Materials, 2000).
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Figura 6.20. Estudo dainducdo a hemdlise pelo PGLD-g-RhB. Utilizaram-se como controle positivo o vidro

e controle negativo o silicone de grau médico (Silicone GM).
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CAPITULO 7- CONCLUSOES

Nesse trabaho, foi sintetizado o conjugado PGL D-g-RhB de forma a se obter um
agente fotossensibilizador mais solUvel e biocompativel para utilizacdo na TFD. As
principais conclusdes obtidas sdo sintetizadas a seguir:

(1) O conjugado PGLD-g-RhB foi sintetizado e caracterizado com
sucesso por técnicas espectroscopicas (NMR, FTIR, UV-Vis, Varredura-Z) e
térmicas (TGA, DSC). Por intermédio dos resultados obtidos das andlise
espectroscopicas e térmicas comprovou-se a reacdo de acoplamento entre a RhB e
o PGLD.

(2)  As técnicas de andlise térmica (TGA, DSC) demonstraram gue o
conjugado PGLD-g-RhB possui estabilidade térmica satisfatéria para utilizagdo na
TFD.

(3 A utilizacdo do pireno como sonda hidrofébica indicou que a
hidrofobicidade do PGLD aumenta com o nimero de geragdes da macromolécula
arborescente.

(4) O conjugado apresentou caracteristicas ndo citotoxicas, portanto;
biocompativeis e adequadas para utilizac&o em processos clinicosda TFD.

(5) O ensaio com células OSCC9 indicou que o conjugado PGLD-g-
RhB apresenta resposta dependente da concentragcéo do conjugado apresentando
maior sensibilidade para o tempo de irradiagdo (com laser) de 10 min. Esse dado
comprova que a eficiéncia daterapia TFD utilizando o conjugado PGLD-g-RhB é
dependente da poténcia do laser dissipada no meio.

(6) O ensaio de TUNEL demonstrou que o PGLD-g-RhB atua sobre as
células OSCC9 causando morte celular por apoptose durante a TFD.

(7) O PGLD-g-RhB apresentou atividade hemolitica inferior a 3%, o
que permite a classificacdo do conjugado como ndo hemolitico.
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CAPITULO 8- PERSPECTIVASFUTURAS

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a utilizam do sistema PGLD-g-

RhB apresenta propriedades fisico-quimicas e biolégicas muito promissoras para sua

utilizagdo no tratamento de carcinomas da cavidade oral e pescogo através da TFD.

Entretanto, para que esse material possa ser utilizado com sucesso, estudos séo necessarios

de modo a aprofundar o conhecimento sobre a atuagéo do PGL D-g-RhB como agente PS.

Para tanto, as seguintes perspectivas podem ser apontadas:

1)

2)

3)

4)

A utilizagdo da TFD envolve necessariamente a padronizacdo de protocolos
clinicos e experimentais, estabelecendo condicdes ideais para a aplicacéo do
agente fotossensibilizador no paciente. Nesse caso, € necessario analisar o efeito
da concentragdo do PGLD-g-RhB, dose e taxa de dose de irradiacéo,
fracionamento e o intervalo de tempo entre a administracdo do agente
fotossensibilizador e o inicio dailuminag&o.

Apesar de ser umaterapéuticalocal, a TFD envolvendo o laser de baixa poténcia
pode gerar ateracdes sistémicas e promover variagoes significativas dos valores
das proteinas séricas. Portanto, € importante estudar a influéncia das proteinas
séricas na atividade fotodinamica do sistema PGLD-g-RhB.

Atualmente a relacdo entre a inflamag&o cronica e o aparecimento do cancer €
comprovado por varios trabalhos cientificos. Por sua vez, 0S processos
inflamatorios aumentam a permeabilidade capilar, causando a diminuicdo dos
niveis da albumina sérica, alterando a permeabilidade vascular. Sob esse aspecto,
€ importante o estudo da influéncia da abumina na eficiéncia da TFD com o
sistema PGLD-g-RhB.

Alguns trabalhos envolvendo a irradiacéo de pacientes portadores de artrite
reumatoi de com laser de baixa poténciasugerem aformacéo de complexosimunes
através da agregacdo plaguetéria. Torna-se necess&rio, portanto; o estudo da
influéncia da TFD utilizando o sistema PGLD-g-RhB sobre os niveis de
imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM) avaliando a possibilidade de modul agdo imune

do sistema bioldgico pela acdo de ambos, laser e PGLD-g-RhB.
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5) A resisténcia celular ap0ls o tratamento do cancer € um fator critico devido a

6)

7)

8)

9)

alteracbes genéticas especificas que surgem nas células neoplasicas apos o
tratamento da neoplasia. Varios estudos foram realizados com o objetivo de se
esclarecer 0s mecanismos celulares e genéticos envolvidos através das
caracteristicas citotoxicas induzidas pela TFD. Relatos sobre a utilizacdo da TFD
no tratamento de tumores de mama apontam que apds a terapia ocorreu um
aumento significativo da resisténcia celular acompanhado de um aumento do
volume celular, aumento de fibroblasto, diferencas na adesdo celular e na
capacidade da célula de sofrer metastase. Uma vez que a TFD induz altos niveis
de citotoxicidade, é esperado que essa terapia apresente um impacto significativo
no padréo daexpressao génica. Ao mesmo tempo, € pouco conhecida a atividade
génica global em tumores, particularmente quando o stress oxidativo torna-se
excessivo, como no caso da TFD. Sob esse aspecto, € importante se desenvolver
estudos futuros a respeito de alteraces na expressdo de genes/proteinas criticas
pertencentes a vias metabdlicas especificas nos tecidos submetidos a TFD com
PGLD-g-RhB no intuito de descobrir possiveis marcadores relacionados com
recidivatumoral.

Compreender o comportamento do sistema PGLD-g-RhB no organismo em

condigBes in-vivo, realizando medidas de fluorescéncia no tecido biolégico e

fluidos metabdlicos (sangue e urina).

Investigar 0s processos de morte celular por meio de ferramentas

imunoi stoquimicas como TUNEL e Caspase 3.

Estudar as possiveis alteragcdes dos mecani smos imunol 0gicos apds a reaizacao da

TFD com o PGLD-g-RhB e verificar a sua possivel influéncia nos resultados

clinicos do tratamento.

Andisar a biodistribuicdo do PGLD-g-RhB em condi¢les in vivo utilizando a

tomografia por emissao de pésitrons (PET).
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