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xii
Resumo

O presente estudo tem o objetivo de demonstrar os resultados iniciais da utilizacdo do
dendrimero de poliglicerol (PGLD) como sistema transportador de clorofila a (Chl-a) para
utilizacdo como agente fotossensibilizador na terapia fotodindmica (TFD) do céncer
epidermdide de cabega e pescoco. O cancer na cavidade oral foi escolhido, uma vez que as
estatisticas apontam que essa € considerada hoje um problema de satde publica a nivel
mundial, requerendo urgentemente o desenvolvimento de novas tecnologias para sua terapia
clinica. O dendrimero PGLD foi sintetizado a partir da sintese de Williamsom e a Chl-a foi
imobilizada na periferia do PGLD utilizando o método de Steglich em reagédo de esterificacao
catalisada por N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-Dimethylaminopyridine (DMAP).O
sistema PGLD-Chl-a foi caracterizado por técnicas espectroscOpicas (espectroscopia no
infravermelho por transformadas de Fourier-FTIR, e espectroscopia ultravioleta-visivel-
UV/Vis), térmicas (andlise termogravimétrica-TG, calorimetria exploratéria diferencial-DSC)
e cromatograficas (cromatografia de camada delgada-CCD). O estudo da citotoxicidade e
atividade fotodinamica do conjugado PGLD-Chl-a foi efetuado utilizando linhagem celular
derivada de carcinoma epiderméide oral SCC9 em ensaios in vivo. Os métodos fisico-
quimicos de andlise indicaram que o acoplamento quimico entre a clorofila e o PGLD foi
atingido com sucesso em um nivel bom de rendimento e parece ndo alterar significativamente
as caracteristicas Oticas de Chl-a, mantendo a absorcio em aproximadamente 660nm,
considerado adequado para a “janela fototerapéutica” da TFD. Os resultados das andlises
térmicas indicaram que a estabilidade térmica e temperatura de transi¢do vitrea do sistema
PGLD-Chl-a sdo adequadas para utilizagdo na TFD. Os resultados preliminares da quimica
quantica computacional indicam que o PGLD-Chl-a € uma molécula hidrofilica, ideal para o
direcionamento do conjugado para o tecido alvo. O ensaio-TUNEL sugere que o sistema
PGLD-Chl-a pode atuar como um eficiente fotossensibilizador na TFD de carcinomas
epidermoide de cabeca e pescoco (SCC9), causando a morte celular por apoptose. Entretanto,
estudos futuros sdo necessdrios com o objetivo de se avaliar a nivel molecular a atuagido do

PGLD-Chl-a na reducdo/eliminag¢éo do tumor.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica; Dendrimero de Poliglicerol; Clorofila a; Cancer da

Cavidade Oral.



xiii
Abstract

The aim of this present study is to show the initial results of the use of polyglycerol
dendrimer (PGLD) as the transporter system of chlorophyll a (Chl-a) for using as a
photosensitizing agent in photodynamic therapy (PDT) type of epidermoid cancer on the head
and neck . Cancer on the oral cavity was chosen, since statistics show that this kind of cancer
is now considered a public health problem worldwide, urgently requiring the development of
new technologies for clinical therapy. The PGLD dendrimer was synthesized by Williamson’s
synthesis and Chl-a was immobilized on the PGLD board using the Steglich method on
catalyzed esterification reaction of N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and 4-
dimethylaminopyridine (DMAP). The PGLD-Chl-a system was characterized by
spectroscopic techniques (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR and visible
ultraviolet spectroscopy - UV/Vis), thermal (thermogravimetric analysis - TG, differential
scanning calorimetry - DSC) and chromatographic (thin layer chromatography - TLC). The
study of cytotoxicity and photodynamic activity of conjugate PGLD-Chl-a was performed
using cells derived from oral epidermoid carcinoma SCC9 in vivo assays. The physical-
chemistry methods of analysis indicated that chemical coupling between chlorophyll and
PGLD successfully reached a good level of income and does not seem to significantly alter
the optical characteristics of Chl-a, keeping the absorption at approximately 660nm,

considered suitable for "phototherapeutic window" of PDT. The results of thermal analyzes
indicated that thermal stability and glass transition temperature of the PGLD-Chl-a system are
suitable for use in PDT. Preliminary results of computational quantum chemistry indicate that
PGLD-Chl-a is a hydrophilic molecule, ideal for the direction of conjugate to the target tissue.
The TUNEL assay suggests that the PGLD-Chl-a system can act as an efficient
photosensitizer in PDT for epidermoid carcinomas cells of the head and neck (SCC9), causing

cell death by apoptosis. However, future studies are necessities in order to evaluate the role of

PGLD-Chl-a reduction/elimination tumor at the molecular level.

Keywords: Photodynamic Therapy; Polyglycerol Dendrimer; Chlorophyll a; Oral Cavity

Cancer.
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Capitulo 1. A natureza desse trabalho

1. Introducao

A estimativa mundial mais recente para o cincer na cavidade oral é do ano de 2008 e
apontou cerca de 264 mil novos casos e 128 mil 6bitos, para esse ano [1]. No Brasil para o
ano de 2012 estimou-se cerca 9.900 novos casos em homens e 4.180 em mulheres [1]. Os
principais fatores de risco para o cancer na cavidade oral sdo o tabagismo, alcoolismo e
infec¢gdes pelo HPV. O fumo € o responsavel por 42% dos ébitos e o alcoolismo corresponde
a 16% [1]. As taxas de incidéncia para o cancer na cavidade oral aumentam entre adultos
jovens em ambos os sexos. Ja4 as taxas de mortalidade na populacio masculina tem
apresentado declinio na maioria dos paises, 0 que nao se pode observar para a populacdo do

sexo feminino [1].

Os resultados clinicos apontam que a terapia fotodindmica (TFD) é um promissor
tratamento para o cancer e outras doengas ndo oncoldgicas [2-5] baseando-se no principio de
que uma substincia fotoativa denominada de fotossensibilizador (PS - photosensitizer), se
acumula preferencialmente em células tumorais. A irradiacdo local, com radiacdo
eletromagnética de um comprimento de onda adequado, conduz a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). As ROS séo espécies de vida curta que desencadeiam uma série

de eventos oxidativos que causam a morte das células tumorais [6,7].

A terapia fotodindmica é um procedimento minimamente invasivo de modo que,
dentre suas grandes vantagens em comparacdo com os métodos tradicionais estdo a
seletividade e a baixa toxicidade dos farmacos administradas [8], podendo ser reaplicado caso
seja necessdrio, além da possibilidade de se tratar vérias lesdes simultaneamente. No geral os

procedimentos da TFD sdo ambulatoriais dispensando a internag¢@o do paciente [9].

O tratamento através da TFD pode atingir um elevado nivel de cura, em particular para
tumores em sua fase inicial, podendo prolongar a sobrevivéncia de pacientes com cincer
inoperavel e melhorar significativamente sua qualidade de vida [6]. Caracteristicas da TFD
como a minima toxicidade a tecidos normais e os insignificantes efeitos sistémicos, reduzida
morbidade a longo prazo, a falta de mecanismos de resisténcia intrinseco ou adquirido, a
preservacdo dos 6rgaos sadios e da estética, fazem da TFD uma opcao terapéutica valida para

tratamentos combinados com a radioterapia ou quimioterapia [6].
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Em contraste com a quimioterapia, a TFD parece ndo ter efeitos colaterais
significativos. Entretanto, apds o tratamento por TFD os pacientes tém de ficar em luz difusa

por um determinado periodo e devem evitar exposicdo a luz solar por alguns dias [10,11].

Neste trabalho a clorofila a (Chl-a) foi escolhida como fotossensibilizador por
apresentar caracteristicas que s@o ideais para a terapia fotodindmica a saber: absorcdo de luz
num comprimento de onda dentro da janela fototerap€utica (660nm); capacidade de transferir
energia de excitacdo de uma molécula de clorofila para outra com 90% de eficiéncia; bom
rendimento quéntico de fluorescéncia e estado tripleto de longa duracdo que aumenta a

eficiéncia de producdo de espécies reativas de oxigénio [12-14].

Para melhorar o sistema de vetorizacdo da Chl-a para a regido tumoral, o poliglicerol
dendritico (PGLD) foi escolhido como macromolécula transportadora. O PGLD ¢
caracterizado pela presenga de grupos hidroxilas e ligacdes éter além de apresentar
comportamento hidrofilico quando possui baixa massa molecular (ou nimero de geracdes)

[15].

Atualmente, a utilizacdo de macromoléculas altamente ramificadas a exemplo dos
dendrimeros no transporte de compostos com atividade farmacoldgica estd amplamente
difundido na literatura devido especialmente ao fato de possuirem estrutura similar a de
proteinas globulares a exemplo da albumina, sendo por esse motivo; conhecidas como

“proteinas artificiais™ [15,16].

Ao mesmo tempo; as propriedades bioquimicas, no que diz respeito a
biocompatibilidade tais como hemocompatibilidade e ndo citotoxicidade a células de
mamiferos torna o PGLD adequado para utilizagdo in-vivo, podendo atuar como sistema
transportador de fairmacos ou agentes fotossensibilizantes diretamente na corrente sanguinea

ou tecido bioldgico [17].

Os pigmentos fotossintéticos clorofila (a,b) e B-caroteno localizados nos cloroplastos
absorvem a energia luminosa, responsavel pela fotossintese das plantas. As clorofilas a (maior

quantidade) e b (pigmento acessério) t€ém o maximo de absor¢do de fétons (A _ ) na regido de

max

428 e 660 nm (clorofila a) e na regidao de 452 e 641,8 nm (clorofila b) [18,19]. Os valores de

A os quais variam com o tipo de solvente utilizado, correspondem a regido do azul e

‘max’
vermelho do espectro eletromagnético, respectivamente [18,19]. Os valores de A, indicam

que a luz verde nao é absorvida mas refletida e transmitida, o que evidencia a colorag@o verde
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destes pigmentos e portanto, a coloracdo verde das folhas. Ambas as clorofilas sdo
componentes das membranas dos cloroplastos e ocorrem na razdo clorofila a/clorofila b de
aproximadamente 3 para 1 [18,19]. Plantas expostas a grande incidéncia de luz (elevados
fluxos de fotons fotossintéticos) apresentam razdes clorofila a/b em torno de 3,2 a 4,0 e
plantas crescendo em ambientes com reduzida incidéncia de luz possuem razdes a/b em torno

de 2,5 22,9 [20].

As moléculas de clorofila absorvem f6tons e alteram temporariamente as suas
configuragdes eletronicas, passando do estado fundamental para o estado excitado (nivel de

energia mais alto), denominado de singleto 1. Este estado excitado é muito instdvel e de vida

-8
muito curta (=10 s). Desta maneira, estes pigmentos fotossintéticos, apds receberem a
energia dos fotons, dissipam esta energia proveniente da luz através de dissipacdo

fotoquimica, fluorescéncia ou dissipag@o de calor na forma de radiagdo infravermelha [21].

Devido a sensibilidade das moléculas de clorofila a luz, é na dissipacdo fotoquimica
que a energia luminosa é convertida em energia quimica, havendo a doacdo do elétron
proveniente da molécula de d4gua para um aceptor denominado NADP (Nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato). Esta energia dissipada é usada para a formag@o do poder redutor e da
molécula de ATP (Trifosfato de adenosina), os quais serdo utilizados na fase bioquimica do
processo fotossintético. Na temperatura ambiente (25 °C), a fluorescéncia exibe um ponto
maximo de emissdo na faixa de 682 nm e outro ponto menos pronunciado em 740 nm [22].
Entretanto, os trés processos de dissipacdo da energia luminosa pelas moléculas de clorofila
sdo competitivos, ou seja, alteracdes nas taxas fotossintéticas e na dissipacdo de calor causard

alteracdes complementares na emissdo da fluorescéncia.

Até o presente momento ndo hé relatos sobre experimentos clinicos que envolvam o
sistema Chl-a/PGL e a TFD para o tratamento de cancer humano da cavidade oral (linhagem
OSCC-09). As caracteristicas hidrofébicas da Chl-a ¢ um limitador para sua aplicacdo nos
sistems bioldgicos. Por outro lado, as propriedades hidrofilicas e biocompativeis do PGLD
favorecem sua aplicagdo como macromolécula transportadoras de Chl-a. Frente ao exposto, é
de particular interesse o estudo do sistema PGLD-Chl-a quanto ao seu potencial para o
tratamento do cancer de cavidade oral uma vez que a TFD pode ser utilizada de forma

localizada e sem efeitos colaterais para o paciente.



4

Capitulo 2. Objetivos a serem atingidos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € investigar as propriedades fisico-quimicas do

conjugado PGLD-Chl-a com vistas a sua aplicagdo em terapia fotodinamica.

2.2 Objetivos especificos

Para atingir as realizacGes apontadas no objetivo geral, acima descrito; o trabalho

desenvolvido teve os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolver metodologia de acoplamento quimico entre PGLD e Chl-a.

2. Avaliar as propriedades espectroscépicas (eletronica e vibracional) do conjugado
PGLD/Chl-a.

3. Analisar a estabilidade térmica do conjugado PGLD/Chl-a.

4. Estudar a citotoxicidade contra células de mamifero do conjugado PGLD/Chl-a.

5. Investigar a estrutura do conjugado PGLD/Chl-a através de técnicas da quimica
quantica computacional.

6. Identificar a propriedade fisico-quimica coeficiente de particdo O6leo-dgua do
conjugado PGLD/Chl-a.

7. Avaliar a efetividade da TFD com o conjugado PGLD/Chl-a em células da linhagem

celular derivada de carcinoma epidermdide oral (OSCC-09).



Capitulo 3. Fundamentais tedricos que

norteiam esse trabalho

3.1. Propagacao de uma epidemia: o cancer

J4 é um fato observével clinicamente que o crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e 6rgdos denomina-se de cincer [23]. Essas células dividem-se muito
rapidamente e devido a sua falta de especializacdo metabdlica podem ser bastante agressivas
ao organismo humano levando a formacdo de tumores denominados de malignos. Tais
tumores possuem uma elevada capacidade de difusdo, podendo espalhar-se rapidamente para

outras regides do corpo em um processo conhecido como metastase [23].

Existem no Brasil oito tipos de céncer na lista das doencas que mais matam, sendo
elas, em ordem decrescente: cancer de pulmio, estbmago, mama, prdstata, célon, figado,
esofago e pancreas [24]. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) a estimativa para
2012-2013 aponta que haverd 518.510 novos casos de céncer, incluindo os casos de cancer de
pele ndo melanoma. Esses dados alertam para o fato de que, no Brasil, o cincer ja é um

problema de satde publica [1].

No total estima-se 257.870 casos novos para o sexo masculino e 260.640 para o sexo
feminino. O céncer de pele ndo melanoma € o que se espera maior incidéncia na populacio
brasileira (134 mil novos casos). A Tabela 3.1 traz a distribuicdo proporcional dos dez tipos

de cancer mais incidentes em homens e mulheres para 2012.

Tabela 3.1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cdncer mais comum estimados para 2012 [1].

Homens Mulheres

Localizacio primaria Novos casos Localizacio primaria Novos casos
Prostata 60.180 Mama feminina 52.680
Traqueia, Bronquio e 17.210 Colo do Utero 17.540
Pulmao

Célon e Reto 14.180 Célon e Reto 15.960
Estomago 12.670 Glandula Tireoide 10.590
Cavidade Oral 9.990 Traqueia, Bronquio e 10.110

Pulmao

Esofago 7.770 Estomago 7.420
Bexiga 6.210 Ovério 6.190
Laringe 6.110 Corpo do Utero 4.520
Linfoma niao Hodgkin 5.190 Linfoma ndo Hodgkin 4.450
Pele ndo melanoma 62.680 Pele ndo melanoma 71.490

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10



3.1.1 O cancer da cavidade oral

A estimativa mundial mais recente para o cincer na cavidade oral é do ano de 2008 e
apontou cerca de 264 mil novos casos 128 mil dbitos, para esse ano. No Brasil para o ano de
2012 estimou-se cerca 9.900 novos casos em homens e 4.180 em mulheres, desconsiderando
o cancer de pele ndo melanoma, o cincer na cavidade oral em homens é o quarto mais
frequente na regido Nordeste, o quinto mais frequente nas regides Sudeste e Centro-Oeste, e

nas regides Sul e Norte € o sexto mais frequente [1].

Os principais fatores de risco para o cancer na cavidade oral sio o tabagismo,
alcoolismo e infec¢des pelo HPV. O fumo € o responsavel por 42% dos 6bitos e o alcoolismo
corresponde a 16%. O hébito de beber e fumar estabelece um sinergismo entre esses dois
fatores de risco, o que pode aumentar o risco de desenvolvimento desse tipo de cincer em 30
vezes. As taxas de incidéncia para o cancer na cavidade oral aumentam entre adultos jovens
em ambos o0s sexos, o que pode ser atribuido a mudancas no comportamento sexual. Ja as
taxas de mortalidade na populacdo masculina tem apresentado declinio na maioria dos paises,

0 que ndo se pode observar para a populacdo do sexo feminino.

Uma inspec¢do visual, feita pelo proprio individuo ou por dentistas e médicos, pode
levar a descobrir precocemente anormalidades pré-malignas do cancer da cavidade oral. Se
diagnosticado precocemente, esse tipo de cancer apresenta um bom progndstico, com

possibilidade de cura em 80% dos casos [25].

3.2. Terapia fotodinamica: uma nova tecnologia para tratamentos

oncolégicos.

Os trés tipos de tratamento clinico de canceres mais comumente utilizados sdo a
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O tratamento cirdrgico € utilizado para resseccdo da
massa tumoral e outros tecidos envolvidos, como linfonodos. As cirurgias podem ter
consequéncias como mutilacdo e alteragdes fisioldgicas severas como danos no sistema
digestivo, excretor, entre outros. A funcdo da radioterapia e quimioterapia é inibir o
crescimento de células que se dividem rapidamente, no entanto este tratamento ndo diferencia
células saudiveis das células neoplasticas [26]. Por essa razdo células como a da mucosa

bucal e medula 6ssea, que proliferam rapidamente, também sdo afetadas provocando varios

efeitos colaterais tais como a perda de cabelos, nduseas, vOomitos, diarreia, prostragdo fisica, e
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desnutricdo, que faz com que, durante o tratamento, os pacientes tenham uma qualidade de
vida muito abaixo do aceitdvel incentivando assim, a busca por novas tecnologias para o

tratamento clinico dessa enfermidade [27,28].

A TFD parece ser um promissor tratamento clinico para o cancer e outras doengas ndo
oncolégicas [2-5]. Esta técnica baseia-se no fato de que uma substancia fotoativa,
denominada de fotossensibilizador (PS), se acumula preferencialmente em células tumorais.
A irradiacdo local, com um comprimento de onda adequado, conduz a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). As ROS sdo espécies de vida curta que desencadeiam uma série

de eventos oxidativos que causam a morte das células tumorais [6,7].

Os mecanismos pelos quais as ROS levam a morte das células tumorais sdo: indugio
da apoptose e/ou necrose, e ainda danos a vasculatura dos vasos do tumor (que resulta na
morte indireta por hipdxia ou inani¢do). A apoptose ¢ um fendmeno em que ocorre uma
retracdo da célula causando perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas.
Nesse processo as organelas mantém sua morfologia, apenas as mitocdndrias eventualmente
podem ter sua membrana externa rompida. A membrana celular permanece intacta e junto a
ela se concentra a cromatina que sofreu condensag¢do. Em seguida é formado prolongamentos
da membrana celular e o ndcleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana
nuclear. Entdo sdo formados corpos apoptéticos, que sdo estruturas que contém o contetido
celular originadas com o rompimento da membrana celular que foi aumentada em tamanho e
nimero. Os corpos apoptdticos ndo causam um processo inflamatério, rapidamente sdo
fagocitados por macréfagos e removidos [29,30]. A necrose acontece quando a célula recebe
algum estimulo causando o aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
desorganizacdo do citoplasma, perda de integridade da membrana e consequente ruptura
celular. Durante a necrose o contetido celular € liberado causando danos as células vizinhas e

uma reagdo inflamatéria no local [29,30].

A literatura indica que a TFD é um procedimento minimamente invasivo, podendo-se
destacar dentre suas grandes vantagens em comparacdo aos métodos tradicionais a
seletividade e a baixa toxicidade dos farmacos administradas [8]. Adicionalmente, pode ser
reaplicada caso seja necessdrio, sendo também possivel tratar varias lesdes simultaneamente
além dos procedimentos serem geralmente em escala ambulatorial dispensando assim a
internacdo do paciente, o que reduz significativamente os custos clinicos associados a essa

terapia [9].
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Ha varios fatores que influenciam a eficicia da TFD tais como o tipo de
fotossensibilizador, concentragdo do farmaco, localizagcdo intracelular, taxa de fluéncia e
disponibilidade de oxigénio sdo alguns desses fatores [31]. As células tumorais sdo destruidas
rapidamente e qualquer dano causado as células sauddveis vizinhas é curado em poucas

semanas [32].

Atualmente a TFD possui elevado indice de cura, em particular em tumores em fase
inicial [6], também pode prolongar a sobrevivéncia de pacientes com céancer inoperavel e
melhorar significativamente a qualidade de vida. A minima toxicidade a tecidos normais,
insignificantes efeitos sist€émicos, reduzida morbidade, falta de mecanismos de resisténcia
intrinseco ou adquirido, a preservacdo de 6rgdos e da estética, fazem da TFD uma opcao

terapéutica vdalida para tratamentos combinados com outras metodologias clinicas [6].

Quando a iluminagéo for superficial a TFD como tratamento primadrio € indicada para
tumores pequenos, enquanto que para tumores grandes a TFD pode ser utilizada em

combinac¢do com a remogao cirurgica.

As fibras 6ticas podem facilitar o transporte da luz no comprimento de onda e fluéncia
adequados, para qualquer parte do corpo. Como por exemplo, para o tratamento de cincer de
bexiga pode-se empregar um feixe fibras Otica com um difusor esférico montado na
extremidade, que faz com a distribuicdo de luz no seu interior da bexiga seja mais eficiente
[33]. Apesar da TFD causar severa ulceracdo na drea iluminada logo apds o tratamento, o
tecido bioldgico se recupera rapidamente e sem cicatrizes [34]. Uma vez determinado o tipo
de cancer a ser tratado é estabelecido um protocolo clinico para utilizacdo da TFD de modo

seguro e de forma a se atingir uma efici€ncia maxima [35].

Comparativamente a quimioterapia e radioterapia, a TFD parece ndo envolver grandes
efeitos colaterais. Entretanto, ap6s o tratamento o paciente deve ficar em luz difusa por um
determinado periodo e evitar exposicdo a luz solar alguns dias devido a fotossensibilidade
desenvolvido apds o tratamento. Contudo, para evitar o aumento da sensibilidade da pele e
minimizar outras possibilidades de efeitos colaterais a literatura aponta como necessidades
importantes para a eficiéncia do método uma dosimetria adequada da poténcia irradiada no

local e concentragdo adequada do agente fotossensibilizador [10,11].



3.2.1 O agente fotossensibilizador

As caracteristicas clinicamente relevantes dos agentes fotossensibilizadores que devem
ser analisadas quanto a sua viabilidade para utilizacdo na TFD s@o a toxicidade,
mutagenicidade/carcinogenicidade, eliminagdo, seletividade, ativagdo, fotossensibilizacio
pela luz solar, administracdo, indicagc@o, confiabilidade, facilidade de uso ambulatorial,

disponibilidade, custo, seguranca e janela 6tica [35].

Um fotossensibilizador (PS) ideal ndo deve ser t6xico sem que ocorra a incidéncia de
luz. Nem a fotodegradacdo nem a metabolizagdo celular do PS devem gerar produtos de
degradac@o toxicos para o paciente [14]. Ao mesmo tempo, também é muito importante que o

PS nao cause efeitos mutagénicos, independentemente de ser irradiado ou nao [36].

E altamente desejivel que o agente PS seja eliminado apés o tratamento por
fotodegradacdo, metabolizagdo ou excre¢do o mais rapido possivel para minimizar o periodo
de fotossensibilidade geral do paciente [9]. Contudo, em alguns casos, como em multiplos
tratamentos fotodindmicos, a retencdo do PS em tecidos alvo pode ser necessaria para evitar a

readministracio do farmaco [31,37].

Uma importante caracteristica de um PS € sua seletividade, ou seja, a capacidade de
acumular no tecido alvo e ndo em células saudaveis, restringindo assim o dano fotoinduzido
ao tecido circundante [37]. A localizacao do PS na célula vai determinar o mecanismo de
acdo. Alvos intracelulares tais como membranas mitocondriais leva a morte intracelular por
apoptose, um processo rapido e que ndo gera inflamacdo, desejavel clinicamente. Por outro

lado, a morte celular via membrana celular ou extracelular podera levar a necrose [30].

Quanto a ativacdo e confiabilidade; o PS s6 deve ser ativado com a incidéncia de luz
num comprimento de onda adequado, evitando-se assim a destruicdo de células sauddveis
localizadas em outras areas do tecido bioldgico [35]. A literatura aponta que maioria dos
PSs acabam por se alojar na pele, o que leva o paciente a se proteger da exposicdo a luz solar
por algum periodo apds o tratamento pela TFD. Entretanto, o ideal seria que a pele ndo ficasse
fotossensivel por semanas ou meses, 0 que contribuiria para a qualidade de vida do paciente

[16,18].

Normalmente a administracdo do agente PS pode ser tdpica, por ingestao, inalagido ou
intravenosa, dependendo da situag@o clinica. Para qualquer um dos casos, a facilidade na

administracio € uma caracteristica bastante importante [35]. Quando o PS € sistemicamente
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injetado é necessdrio um cuidado com a biodistribuicdo do agente fototerapéutico, a nivel

celular ou dos tecidos envolvidos [39].

Atualmente uma grande énfase € dada ao desenvolvimento de agentes PS que ndo
causem dor e sejam adequados para a terapia ambulatorial. Relatos sobre dores durante a
irradiacdo, tem sido observado quando usado o fotossensitizador 4cido 5-aminolevulinico
(ALA) [14]. Caso o PS cause dor durante e/ou apds o procedimento serd necessario o uso de
sedativos, o que impede o tratamento ambulatorial. Um procedimento ambulatorial através da
TFD, por ndo incluir internagcdo nem necessitar de todo o aparato cirdrgico e salas totalmente

esterilizadas, torna-se menos dispendiosa relativamente a hospitalizacao [35].

O fenomeno de seletividade do agente PS pode se dar por: 1) permeabilidade vascular
elevada do PS em tumores; 2) pH baixo no compartimento extracelular do tumor; 3) reduzida
drenagem linfatica no tumor ou entdo 4) um grande nimero de macréfagos associados a
tumores que exercem a fagocitose e monomerizacdo do PS agregado [40]. O acoplamento de
PS a anticorpos ou outros portadores especificos para tumores pode melhorar a seletividade.
Uma molécula anfifilica garante tanto o transporte no sangue como também uma efetiva

penetracdo através da camada lipidica da membrana celular [35].

A janela 6tica dos agentes PS também deve ser considerada na TFD. O PS ideal deve
ser ativado num comprimento de onda que esteja dentro dos limites da janela fototerapéutica
(entre 600 e 1000nm) onde a membrana celular tem considerdvel transparéncia a radiacdo
eletromagnética na regido do visivel, com risco minimo de destrui¢do de células sadias que
ndo contem o agente PS [33]. Por sua vez, o agente PS deve possuir habilidade integrativa, ou
seja; ndo deve impedir a utilizacdo de formas complementares de tratamento, como cirurgia,

radioterapia e quimioterapia [35].

Em resumo, as caracteristicas do agente PS ideal indicam que este deve ser facilmente
administrado e de forma segura, deve evitar os tecidos normais, ativar quando necessario até
que a estrutura em questdo seja destruido e, em seguida, eliminar-se sem causar danos
permanentes para o resto do corpo [35]. As moléculas de PS também ndo devem formar
agregados, pois isso pode reduzir sua capacidade de absorver luz e diminuir o tempo de vida e

rendimento quantico do estado tripleto excitado [37].

Uma molécula de fotossensibilizador no seu estado normal ¢é caracterizada pelo par de

elétrons com spin total S=0 e multiplicidade igual a 1. Essa configuracio é chamada de estado
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singleto e a configuragdo com todos os elétrons em seus estados de menor energia possivel é
chamado de estado fundamental Sy. A maior parte das moléculas permanecem no estado
fundamental Sy a temperatura ambiente. Com a absor¢do da luz, com energia apropriada, um
desses elétrons é deslocado para um orbital de maior energia. Dependendo da energia
transferida, o fotossensibilizador sofre uma transi¢cdo para um estado singleto excitado Sy
(com x =1, 2, 3, ..., em ordem crescente de estados energéticos). Como o estado excitado é
energeticamente instavel, a molécula retorna ao estado fundamental ap6s um curto periodo de

tempo, e sa0 muitos os mecanismos para desativacao de S [41].

Chama-se conversdo interna (internal conversion IC) a transicdo nao-radioativa
permitida por spin entre dois estados de mesma multiplicidade (Sx—S; e Tx—T)) [42]. O
estado S; pode ser desativado de trés formas diferentes. No primeiro caso ha emissao de luz,
chamado de fluorescéncia, através de decaimento radioativo de estados de mesma
multiplicidade, dando origem ao estado Sp. Uma segunda maneira, também ha perda de
energia entre estados de mesma multiplicidade (S;—Sy), porem é um decaimento energético
ndo radioativo. O terceiro modo € um processo ndo radioativo, neste caso estdo envolvidos
estados com diferentes multiplicidades, ao qual se d4 o nome de cruzamento inter-sistemas
(intersystem crossing 1SC). A partir de S; pode ocorrer a transi¢do para o primeiro estado
tripleto excitado, T, onde dois elétrons sdo desemparelhados e tem o mesmo spin. O estado
T, € desativado de maneira similar ao de S;, podendo ser um processo radioativo chamado
fosforescéncia, ou entdo um processo ndo radioativo de cruzamento inter-sistemas que

também leva ao estado fundamental Sy [43].

A razdo entre o ndmero de moléculas excitadas que decai por esse processo € 0
nimero total de moléculas excitadas € chamado de rendimento quantico (ou eficiéncia
quantica). Porem o rendimento quéntico € mais frequentemente definido como sendo a razio
entre o nimero de moléculas que sofre um determinado processo, considerando também os
processos fotoquimicos, pelo nimero total de fétons absorvidos, € definido assim, pois o
nimero de moléculas excitadas é originado através da absorcdo de fétons [44]. A maioria dos
fotossensibilizadores tem uma elevada eficiéncia quantica para transi¢do S; — T;. Embora a
transicdo de estados excitados de multiplicidades diferentes seja uma transi¢do proibida por
spin, esta pode ocorrer em casos em que existe acoplamento spin-orbital. Neste fendmeno
acontece o0 acoplamento entre os campos magnéticos gerados pelo movimento do spin e pelo

movimento angular do orbital do elétron que promove a mistura quantomecanica dos estados
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excitados [45]. Estados tripletos s@o geralmente caracterizados por uma relativa vida longa

(podendo chegar a segundos) [14].

Ap6s a iluminagdo todos os fotossensibilizadores sdo quimicamente modificados ou
até mesmo degradado. Esse resultado provem do ataque das ROS ou oxigénio singleto a as
moléculas do PS. A fotodegradacgdo € a destrui¢dao quimica da molécula do fotossensibilizador
que resulta na divisdo do PS em pequenos fragmentos, que ndo absorvem na regido do
espectro visivel. Como consequéncia as moléculas perdem sua fun¢io fotodindmica [14,46].
Outros dois processos podem ocorrer com o PS apds ser exposto a luz: a fototransformagéo e
fotorrelocalizagdo. Na fototransformacio o PS passa a absorver em um comprimento de onda
diferente do inicial, pois acontecem mudancas em grupos laterais ou no esqueleto molecular
do PS. Ja na fotorrelocalizagdo do PS, a iluminag@o pode contribuir para uma alteragdo na
mobilidade do PS na célula. Para alguns fotossensitizadores, a fotorrelocalizagdo acontece de

lisossomos para o nucleo, resultando em dano ao DNA [47,48].

Depois da TFD, a elimina¢@o por fotodegradagdo, metabolizacdo ou excrecdo do PS
deve ser o mais rapido possivel para minimizar o periodo de fotossensibilidade geral do
paciente [9]. Contudo, em alguns casos, como em multiplos tratamentos fotodinamicos, a
retenc¢do do PS em tecidos alvo pode ser necessdria para evitar a readministracdo do farmaco

[31,37].

Niao apenas as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas sdo suficientes na escolha
de um PS, mas também caracteristicas que vdo de encontro as necessidades do paciente
precisam ser consideradas. As substincias empregadas atualmente em TFD pode ndo seguir
todas as propriedades fotofisicas descritas a seguir. Para isso o médico deve escolher o PS
mais adequado, com as melhores caracteristicas para o tratamento de cada paciente,

diminuindo assim efeitos indesejaveis [14].

Entre as caracteristicas fotoffsicas, a eficiéncia quantica para o estado tripleto e o
comprimento de onda sdo as mais importantes. Entre 650nm e 850nm a penetrac¢do no tecido
¢é bastante elevada e também fornece energia suficiente para produgdo de oxigénio singleto.
Uma elevada eficiéncia quantica para ISC, e um estado tripleto de longa duragdo, resultard,

provavelmente, em uma alta eficiéncia de formagao de produtos citotéxicos [14].

Corantes fotoestdveis, ou seja, fotossensibilizadores com baixa fotodegradacido sio,

por um lado, ideais para longos tempos de exposi¢do, porem dependendo da excrecdo do PS
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de células e tecidos, a baixa fotodegradagcdo pode causar fotossensibilidade no paciente por

um periodo prolongado de tempo [35].

Muitos produtos tem sido usados com fotossensibilizadores e muitos outros tem sido
descobertos, no entanto ainda ha poucos disponiveis comercialmente. A Tabela 3.2 mostra

alguns desses agentes PS [35].

Os agentes fotossensibilizadores podem ser categorizados por sua estrutura quimica
dividindo-os em familias. A primeira familia descoberta é baseada em hematoporfirinas (Hp),
Figura 3.1, e seus derivados. Apds purificagdo e manipulagdo, derivados de hematoporfirinas
foram transformados em produtos comerciais diferentes, como por exemplo, Photofrin®
(Figura 3.2), Photosan e Photocan [49]. Esses produtos sdo compostos de diferentes fracdes
de mondmeros, dimeros e oligdmeros de porfirina, que sdo necessdrios para terapia bem
sucedida [35]. Ao adicionar, subtrair ou substituir estruturas no anel porfirinico,

fotossensibilizadores adicionais podem ser criados [50].

HOC(CHo), CH3

HOC(CHy), CHs
0

HaC CH-OH
CH,

H3C—CIIH CHs
OH

Figura 3.1 — Férmula estrutural de hematoporfirina [51].

NaOC(CHz)z G B R CHs ; HaC. ,(CHy),CONa
2, o)
GHg
NaO‘CI(CH2)2 CH3 HSC CH-O- Hac (CHQ)QQONEI
0 o)
H4C CHO- -G(CHy)? CHa —~GH CH,
CHs | © CH,
Q
R CHs NaOC(CH,), CHs H,C R
- n=0-6

, n
R= Ho—(i';H or -CH=CH»
CHj

Figura 3.2 — Férmula estrutural do Photofrin [51].



Tabela 3.2 — Agentes fotossensibilizadores atualmente usados na aplicacdo clinica [14]

Nome genérico Nome quimico Aprovagio (Potencial) Indicacdes
Benzvix Acido Benzil- § -aminolevulinico Nao® Tumores gastrointestinais
BOPP Protoporfirina borada Nao® Tumores cerebrais
Hexvix Acido Hexil- § -aminolevulinico Sim® Cancer de bexiga

Sim° Queratose actinica
Levulan Acido 8-Aminolevulinico - a Cancer  de cabeca e
Nio pescogo, tumores
ginecoldgicos
Lu-Tex Lutetium texaphyrin Nao* Ca,n cer cervical, cAncer .de
prostata, tumores cerebrais
Metvix Acido metil 6 -aminolevulinico Sim* Carcinoma basocelular
Lesoes
- ~ a cutaneas/subcutaneas de
Pe-4 Fralocianina 4 Nao diversas origens de tumor
solido
Sim® Barrett dysplasia de alto
grau
Sim" Displasia e cincer cervical
Sim® Cancer endobronquico
Photofrin, Porfimer | Derivado da hematoporfirina Sim" Cancer de esofago
sodium (polihematoporfirina) Sim" Cancer géstrico
Sim' Cancer de bexiga papilar
Carcinomas de vias biliares
Nio® (colangiocarcinoma),
tumores cerebrais
Photosense Ftalocianina de aluminio Sim’ Cancer de  cabeca e
pescogo
Sim* Tratamento paliativo de
cancer de cabega e pescogco
Foscan, Verteporfin | Cloreto de mseo-tetrahidroxifenila Cancer de prostata, cancer
Nao* de pancreas,
colangiocarcinoma
Xlesrltlgg(r)lref,in Derivado da benzoporfirina Nao* Carcinoma basocelular

a . ~
Ainda ndo aprovado;

® Unido Europeia (UE); ¢ UE, Estados Unidos da America (EUA); 4 UE, Australia; ©

Canada, EU, Reino Unido, EUA; 'y apdo; ® Canadd, Dinamarca, Finlandia, Franga, Alemanha, Irlanda, Jap3o,

Holanda, Reino Unido, EUA; " Canad4, Dinamarca, Finlandia, Franca, Irlanda, Japdao, Holanda, Reino

Unido, EUA; ! Canads; j Russia; k UE, Islandia, Noruega.

14

Na natureza encontra-se uma série de eventos fotoquimicos realizados pelas plantas

superiores chamados fotossintese.

As clorofilas assim como as substiancias denominadas

clorinas tem excelentes propriedades fotossensibilizantes [52]. Muitos farmacos t€m sido

criadas a partir de PS ja disponiveis comercialmente. Estas incluem modifica¢Ges de clorofila

e de estruturas quimicamente sintetizados [50].

Os agentes PS clinicamente relevantes sao m-THPC, MACE, e NpE6 [32,53].

As

purinas, um produto de degradacdo da clorofila também sdo relevantes, a exemplo da
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purpurina SNET?2 [54]. Corantes de ftalocianina também tem grande potencial assim como as

naftalocianinas [32,33].

As porfirinas sdo chamadas de fotossensibilizadores de primeira geracdo e foram
desenvolvidas no inicio da década de 80 [35]. A segunda gerag@o de fotossensibilizadores se
refere a outros derivados de porfirina ou sintéticos fabricados a partir do final da década de
80. A terceira geracdo de PS sdo os fotossensibilizadores modificados por acoplamento com

anticorpos ou outros conjugados bioldgicos [35].

Os fotossensibilizadores de primeira geragdo tem dominado o campo da TFD, porem
esses PS apresentam como efeito colateral a fotossensibilidade da pele [55]. Como resultado,
novos PS , incluindo segunda geracdo de porfirinas e derivados de porfirinas e PS de terceira
geracdo, a exemplo de mono-L-aspartyl chlorin e6 (Npe6), surgiram com o objetivo de
aliviar os problemas encontrados nas porfirinas de primeira geragdo, melhorando assim a

eficacia da TFD [31,55].

As propriedades fotofisicas e fotoquimicas podem ditar a especificidade do
fotossensibilizador para aplicacdo em oncologia. Por exemplo, fotossensibilizadores com
absorvéncia em comprimentos de onda na regido do ultravioleta devem ser utilizados para
tratamento de neoplasias superficiais, enquanto que fotossensibilizadores com absorvéncia em
um comprimento de onda na regido do infravermelho (> 700nm) podem ser usados em

tumores mais profundos [56].

3.2.2. A interacao entre o laser e o fotossensibilizador

Ao ser irradiado o PS absorve energia do laser e vai para um estado eletrdnico
excitado. Depois de excitado o fotossensibilizador tem grande probabilidade de ir para o
estado tripleto. A ativacdo do PS em estado tripleto excitado pode induzir mudangas quimicas
na vizinhanga da molécula por dois caminhos, sdo reag¢des fotoquimicas do Tipo I e Tipo II.
Em reacdes fotoquimicas do tipo I (Equagdes 3.1, 3.2, 3.2 do Quadro 3.1), acontece a
transferéncia de elétrons (ou prétons) para o oxigénio ou para moléculas adjacentes para
formar radicais anions ou cdtions, respectivamente. Esses radicais tem preferéncia por reagir
com moléculas de oxigénio para produzir ROS. Esse tipo de reag¢do frequentemente resulta
em formagdo de anions superdéxidos (O,*") por transferéncia de elétron do PS para molécula

de oxigénio[57,58]. Anions superdxidos ndo sdo muito reativos com os sistemas bioldgicos,



16

porem eles podem reagir produzindo perdoxido de hidrogénio (H»O;), que pode passar
facilmente pelas membranas (Equacdo 3.4 do Quadro 3.1). O H,0, € bastante importante para

destrui¢do celular, pois os danos causados nio estdo restritos a um compartimento celular

[14,59,60].

Em altas concentragdes o perdxido de hidrogénio pode reagir com o anion superdxido
formando o radical hidroxila que é muito reativo, chamado de reacdo Haber Weiss (equacido
3.5 do Quadro 3.1). Este pode atacar e oxidar qualquer molécula dentro da célula, a energia de
ativacdo pra este fon reagir € muito baixa. Os radicais hidroxila atravessam facilmente

membranas, assim, o dano também nao € limitado a um compartimento celular [61].

A transferéncia de energia para a molécula de oxigénio é uma reagdo fotoquimica do
tipo II (Equacdo 3.6 do Quadro 3.1). O oxigénio molecular em seu estado fundamental tem a
configuracdo tripleto (°0,) [62]. Durante a transferéncia de energia na reagdo do tipo II é
formado oxigénio singleto (‘O,), uma espécie muito reativa. Os dois tipos de reagdo ocorrem
em paralelo e a propor¢do em que ocorre depende de muitos fatores, o fotossensibilizador
utilizado e a concentracio de oxigénio sdo os mais importantes [57]. Para muitos

fotossensibilizadores usados em TFD as rea¢des do tipo II representam o processo dominante

[63].
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Quadro 3.1 — Reagdes fotoquimicas que ocorrem durante a TFD. Alguns tipos de reagdes primdrias e
secunddrias desencadeiam a producdo de espécies reativas de oxigénio que causam dano celular. H,O,,
peroxido de hidrogénio; Oz(lAg), oxigénio singleto (estado excitado); 02(3Z‘g), oxigénio tripleto (estado

fundamental); O,™, anion superéxido; OH™®, radical hidroxila; SOD, enzima superéxido dismutase

. + s . Ae o P .
(catalizador); X*, espécies anions e cations; X°, espécies radicalares [14].

Reacoes fotoquimicas primarias

3ps® +3pS — PSt +PS- 3.1

3pS*® + Substrato — Substratot + PS~ 3.2
PS™* +0,(3%;) » PS+05° 3.3

3PS 4+ 0,(3Y5) = PS + 0,(14) 3.6

Reacoes fotoquimicas secundarias

SOD
05* + 05* 25 H,0, 34

Reacdo Haber—Weiss 3.5
05° + H,0, 0,(3%;) + OH* + OH™*

Reacoes citotoxicas

OH™*
0,(14,) Oxidacao
;I 09 - de — Dano celular
02_.2 Substratos
2
0232y

Substratot® —— Dano Celular

No estado fundamental, o oxigénio molecular tem dois elétrons desemparelhados com
spins paralelos em dois orbitais antiligantes degenerados, Ty e n*y, esses elétrons tendem a
possuir 0 mesmo spin de forma produzir multiplicidade 3, que significa que o estado
fundamental do oxigénio € o estado tripleto. J4 o oxigénio singleto tem elétrons no orbital *

emparelhados, e sua multiplicidade é 1 [33,62].

Durante a TFD para formacdo de oxigénio singleto, o PS € excitado para o estado
singleto com energia de aproximadamente 170-190 kJ.mol', que corresponde ao
comprimento de onda 620-690 nm. Apés o cruzamento inter-sistemas € formado PS no estado
tripleto com energia préxima a 110-130 kJ.mol™. Essa molécula transfere energia para as
moléculas de oxigénio, fazendo com que o oxigénio saia do estado tripleto e va para o estado
singleto, com energia de aproximadamente 94,5 kJ .mol'l, acima do estado fundamental. O

limite de comprimento de onda para produgio eficiente de 'O, é de 850 nm [64,65].
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Quase todos os agentes PS empregados em TFD tem alto rendimento quéntico (¢) para
formacdo de oxigénio singleto. O rendimento quantico para reacdo do tipo II pode ser

calculado pela Equagéo 3.7:

_ kReact(T) [Tl] [S] 3.7
kphosplT1] + Kiscery[T1] + Kreacery [T11[S]

¢

Sendo que kreaer € @ constante de velocidade da reacdo, T; € o estado tripleto da molécula, S é
o estado singleto da molécula, Kphosp € constante de velocidade de fosforescéncia, kisc

constante de velocidade de cruzamento inter-sistemas [14].

O oxigénio singleto pode difundir através do citoplasma e membranas bioldgicas, seu
tempo de vida em dgua pura é estimado em 3.10°s [14,66]. No citoplasma esse tempo de vida
€ reduzido em mais de uma ordem de grandeza, passando a ter tempo de vida maximo de

1.107s [67], e em funcdo disso seu raio de acdo € extremamente reduzido (<0,02. 10°° m) [33].

Os mecanismos do tipo I e tipo II sdao controlados por difusdo. As ROS que sdo
formadas se difundem nos arredores do tecido afetado, o que desencadeia uma sequencia de
reacOes bioquimicas, que atinge as células cancerosas causando danos de diferentes

propor¢des, fazendo com que o tumor seja inviabilizado. Os sitios ricos elétrons que se

o

encontram nas células-alvo, sdo os que se modificam mais facilmente, causando danos

o

mitocondria, parede celular, e lisossomos, 0 que compromete a estrutura celular, levando

sua destrui¢do [33].

3.2.3. Interacao da radiacao laser com o tecido bioldgico

Assim como acontece com a radiacdo ionizante, a atenuacdo da radiacdo
eletromagnética na regido espectral que se estende do UV até o IR no tecido é determinada
por dispersdo e absor¢do. Enquanto a radiag@o ionizante é desviada do seu caminho original
principalmente por um espalhamento ineldstico (efeito Compton), o espalhamento da radiagio
ndo ionizante é eldstico. Nesse processo, a onda incidente muda sua direcdo, mas nenhuma
energia € transferida. A dispersdo, que se origina a partir da estrutura heterogénea do tecido, é
determinada pelas variagdes do indice de refracdo entre as diferentes partes da propria célula e
pela diferenca das propriedades Gticas entre as células e os meios circundantes. No processo
de espalhamento o campo elétrico da luz varia periodicamente induzindo uma

polarizabilidade que oscila com a mesma frequéncia que a luz incidente. O tecido em seguida,
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atua como uma fonte secunddria e a luz é reemitida em varias dire¢des. O fendmeno de
dispersdo tem como impacto sobre a distribui¢do da luz no tecido biolégico o aumento da
reflexdo, aumento da absorcdo e a distribuicdo de luz mais isotrépica na regido distal (mais

afastada) a superficie [68].

De acordo com o a primeira lei da fotoquimica, apenas a radiagdo absorvida é
importante para a indu¢cdo de uma resposta bioldgica. No processo de absor¢do o féton incide
sobre o material, a energia € transferida e o féton deixa de existir. O principal efeito de um
foton absorvido € sobre os elétrons orbitais. Se um féton absorvido tem alta energia, como os
fotons de raios-X, o elétron exterior pode ser arrancado do dtomo em um processo de
ionizagdo [68]. No entanto, se a energia do f6ton é baixa (comprimentos de onda ultravioleta
ou visivel) o resultado pode ser a excitagdo de um elétron a partir da sua orbita regular para
um estado de maior energia, aumentando a energia do dtomo de seu estado fundamental para

o estado singleto excitado [68].

Para absorver a luz de um determinado comprimento de onda, a molécula deve ter
uma diferenca de energia entre o seu estado fundamental e um dos seus possiveis estados
eletronicamente excitados igual a energia do féton. Se o féton ndo tem a energia correta ele
passa através do campo da molécula sem nenhuma transferéncia de energia. Ao contrario da
radiacdo ionizante, a radiacdo ndo ionizante (para o laser ainda pode ser classificada como

radiagdo 6tica) € altamente seletiva em suas interagdes com biomoléculas.

A molécula em que a radiacdo eletromagnética € absorvida é chamada de croméforo.
Em um tecido normal, a absor¢do da luz, na parte do espectro visivel ou infravermelho
préximo, € determinado por croméforos tal como melanina e hemoglobina. A absor¢do da
radiacdo infravermelha com comprimentos de ondas maiores que 2000 nm ocorre na dgua do

tecido [68].

Os pigmentos naturais como hemoglobina e melanina podem absorver a luz e interferir
no tratamento por TFD. Orgios altamente pigmentados e visceras macicas, como medula
Ossea, rim, baco e figado, podem impedir a penetracdo da luz e assim impossibilitar a terapia
fotodindmica. Na “janela fototerapéutica” compreendida entre 600 e 1000 nm a membrana
celular apresenta uma considerdvel transparéncia a radiagdo eletromagnética. O
fotossensibilizador adequado deve ter uma banda de absorcdo dentro nos limites da janela

fototerapéutica [33]. Muitos fotossensibilizadores sdo ativados num intervalo de
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comprimentos de onda que variam entre 630 e 700nm, este intervalo corresponde a uma

profundidade de penetracdo de 0,5cm a 1,5 cm [69].

A fonte de luz deve ser monocromdtica com comprimento de onda préximo ao que o
PS absorve, fornecendo apenas a energia necessaria para que ocorra o efeito fotodindmico.
Caso contrario serd depositada no tecido grande quantidade de energia além da que excitard o
PS, podendo causar aquecimento e outros danos [9]. Em geral, para terapia fotodinamica,
lasers sdo utilizados como fonte de luz, por serem de baixo custo e fornecerem a maior
quantidade de luz possivel no médximo de absor¢do do fotossensibilizador, sem efeitos

térmicos significativos [33].

Para se discutir a interac@o entre a luz e o tecido biolégico na TFD torna-se necessario
considerar os tecidos do corpo como o meio de propagacdo. A interacdo entre cada meio

implica em processos de refracdo, reflexdo, absorcdo e espalhamento (Figura 3.3) [70].

Figura 3.3— Interacdes entre luz e tecido: (a) refragdo, (b) reflexdo, (c) absor¢do, (d) espalhamento.

A reflexao a partir da interface entre dois meios e a refracdo sdo regidos pelas leis de
Fresnel (Equacao 3.8) e Snell (Equacdo 3.9) respectivamente. O seu impacto na perda de
intensidade sdo determinados pelos valores relativos dos seus indices de refragdo. Uma vez
que ambos os processos sdo proporcionais aos dngulos de incidéncia, é possivel minimiza-los

mediante a aplicagdo do feixe de luz perpendicular a interface entre os dois meios [14].

sin ¢4 _ni_n 3.8

sing, v, mn

P1 = @ 3.9
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A dispersdo da luz no tecido tem o efeito mais pronunciado na intensidade e na
dire¢do da luz. O espalhamento causa, juntamente com a refragdo, um alargamento do feixe
de luz, resultando em uma perda da taxa de fluéncia e mudanga no direcionamento do feixe.
Os tipos de espalhamento sd@o ineldstico e eldstico. No espalhamento ineldstico alguns fétons
ao se chocarem com a matéria causa excitagdo das moléculas e podem iniciar movimentos nos
atomos, o que resulta em perda de parte da energia inicial do féton. O espalhamento
inelastico ndo desempenha um papel importante no presente processo. Para o espalhamento
elastico temos duas possibilidades: a) quando as particulas sdo muito menores que o
comprimento de onda da luz incidente, chamado de espalhamento Rayleigh; e b) quando o
tamanho das particulas s@o préximo ou maior que o comprimento de onda luz incidente,

chamado espalhamento Mie [14,71].

Além do espalhamento, a absorc¢do da luz € o efeito mais relevante para a perda de
intensidade com a profundidade da penetracdo. A redugdo na intensidade é causada por dois
processos que podem ser descritos matematicamente por uma funcfo exponencial similar a lei
de Lambert Beer. A intensidade de uma dada profundidade x pode ser calculada pela equagio
3.10, com Iy sendo a intensidade na profundidade x e Iy a intensidade incidente [14]. Os

parametros Ogps € Osca representa os coeficientes de absorcido e espalhamento respectivamente.

I, = Ioe—(aabs+asca)x 3.10

Os cromoforos mais importantes no tecido bioldgico sdo a dgua, oxi-hemoglobina,
desoxi-hemoglobina (hemoglobina reduzida), melanina e citocromos. A absor¢do dessas

moléculas define a janela 6tica para terapia fotodinamica [72].

Para que a TFD tenha um bom resultado a luz utilizada deve ser escolhida levando em
consideracdo, além da excita¢do do fotossensibilizador, a intensidade e o poder de penetragdo,
para garantir que a luz chegue ao tecido doente. A isso dd-se o nome de “dose fotodindmica”,
que pode ser definida como a drea sob a curva de nivel de sensibilizador tragado como uma
funcdo da dose de luz. A eficiéncia e a toxicidade estdo ligadas a quantidade de luz entregue.
Enquanto o modo de acdo de vdrios agentes PS tem sido estudada intensivamente; a
dosimetria de aplicacdo de luz € um pouco mais dificil, pois a luz passa através de meios com

diferentes propriedades 6ticas (fibra de vidro, ar, agua, tecido) [73].

Embora a dosimetria da TFD esteja em estagio inicial de desenvolvimento, a FDA tem

aprovado pardmetros de doses de luz e de farmaco com margens de seguranga que estdo bem
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documentados e sdo baseados em dados estatisticamente significantes obtidos a partir de
ensaios clinicos. A sele¢@o da dose de luz € o fator que se tem o maior controle na TFD, sua

dose depende especificamente do tecido alvo [53].

3.2.4. Dose fotodinamica e efeito fotodinamico

O efeito fotodindmico é proporcional ao produto fiarmaco/luz ou dose TFD,

representado pela Equacdo 3.11 [53]:

DPDT = SCI/)(Dt (311)

em que ¢ € o coeficiente absortividade molar do fotossensibilizador e representa a efici€éncia
que um fotossensibilizador particular absorve luz.; C € a concentracio de fotossensibilizador
no tecido alvo; y ¢ a intensidade; @ representa o rendimento quéntico do oxigénio singleto de
um sensibilizador particular e t é o tempo em que o tecido € iluminado com a luz. Esta

equacdo nao leva em consideracdo a fotodegradagcdo do farmaco durante a aplicagédo da luz.

A diminuicdo do fotossensibilizador, que pode ser resultado da fotodegradacio,
apresenta vantagens e alguns problemas em potencial. Se os niveis de fotossensibilizador no
tumor ndo forem suficientemente elevados ou se a taxa de degradacdo for rdpida, é possivel
que o farmaco seja consumido antes de acontecer a erradicacdo total do tumor. Contudo, com
o acimulo preferencial do fotossensibilizador em tecidos tumorais, a concentragdo tecidos
sauddveis € baixa e, portanto os danos causados pela luz também sdo pequenos, levando a
efeitos colaterais reduzidos [53]. A equacdo para a dose fotodindmica que considera a

fotodegradacdo pode ser expressa como [53]:

Dppr = £(Coe Pyt (3.12)

em que ¢ € o coeficiente absortividade molar do fotossensibilizador, 3 € o valor da constante
de decaimento para um dado farmaco em um tecido especifico, Cy o nivel inicial do fairmaco
no tecido, J a dose de luz, y € a taxa de fluéncia da luz, ® representa o rendimento quantico

do oxigénio singleto e t € a duracio do tempo em que o tecido € iluminado com luz [74].

No caso de Cp no tumor ser superior ao limiar de danos irrepardveis e Cy no tecido
normal circundante estar abaixo do limiar de danos irrepardveis, entdo, teoricamente, a
exposicdo a luz pode ser aumentada sem um limite especifico o que aumentaria a

profundidade de penetracdo [74,75]. Entretanto, existem outros fatores a serem pesquisados,
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como retroespalhamento da luz, concentracdo de radicais oxidantes no local, concentracio

exata do farmaco no tecido alvo, e concentracdo de oxigé€nio no tecido [53].

Os pressupostos acima indicados sdo compativeis com o conceito de “fluéncia eficaz
total”, que leva em conta as caracteristicas de emissdo espectral mais amplas de varias fontes
de luz e as tentativas para definir a taxa de fluéncia eficaz em determinadas profundidades do
tecido bioldgico [76]. Este modelo pode proporcionar uma medida de fluéncia eficaz, a uma
profundidade escolhida no tecido, com base em medidas de suas caracteristicas Oticas e assim
oferecer um medidor da dose absorvida. Teoricamente, pode-se incluir a funcdo de
profundidade de transmissdo nos tecidos na determinacdo da dose na aplicagdo em TFD [53].
No entanto, atualmente nenhuma dessas caracteristicas de atenuacao (isto é transmissio 6tica
através da pele e absor¢do do fotossensibilizador) podem ser clinicamente medidas de modo
exato [74]. Adicionalmente, a variacdo individual de cada paciente, tais como a pigmentacdo
da pele, altera a transmissao otica do tecido e pardmetros de refletancia [53]. Dado o enorme
desafio de medir estes fatores e inclui-los na pratica da dosimetria de cada doente, o médico
que trata o paciente pode, na pratica, considerar apenas dois fatores; a dose do farmaco
administrada e a dose de total de luz administrada. O médico tem que assegurar que a
quantidade adequada de luz chegue ao local de destino, e que a energia e o tempo de
exposicdo a luz € superior a um valor que foi determinado por ensaios clinicos prévios e estd

em conformidade com as doses de luz padrao ja aprovados [53].

Uma das principais vantagens que a TFD possui em compara¢do com a quimioterapia
e radioterapia é que possui boa reprodutibilidade e existe uma janela otica razodvel para a
ativacdo do farmaco apds a administracdo. Além disso, uma dose de luz insuficiente pode ser
corrigida dentro de dias com a continuagdo da iluminag¢do. Os erros mais comumente
cometidos na aplicacdo de luz envolvem doses de luz insuficientes na TFD, que quando
diagnosticado no prazo de uma janela de tratamento, pode ser retificavel. A consequéncia de
uma baixa dosagem, além do desperdicio de tempo e recursos, é auséncia de um tratamento
efetivo observado nas primeiras 48h apds a exposicdo ao laser. Caso uma segunda exposicao
ao laser ainda seja insuficiente é possivel iniciar um novo protocolo de TFD com a
readministracdo do fotossensibilizador [53]. Inversamente, uma sobredosagem de luz nio é
possivel de se corrigir e apenas pode-se limitar os danos, dependendo da aplicagdo especifica
e o grau de sobredosagem. Contudo um aumento do efeito de profundidade pode resultar em
consequéncias minimas, dependendo da localizagdo do tumor e da dose do PS que foi

administrado.
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Capitulo 4. A clorofila como agente

fotossensibilizador

4.1. Introducao

E fato reconhecido que, sem os organismos fotossintetizantes, principalmente as
plantas e algas; o reino animal morreria rapidamente e o planeta como conhecemos nio seria

possivel. Apenas as formas de vida aqudtica mais simples sobreviveriam.

z

A fotossintese é realizada para producdo fotoquimica de matéria organica e para
liberagdo de oxigénio em todos os seres vivos que sdo capazes de sintetizar seu proprio
alimento, chamados autétrofos. Os seres autotrofos realizam a fotossintese utilizando a
energia quimica que foi convertida a partir da absor¢do de luz visivel. As clorofilas sdo
responsdveis por essa absor¢do, definindo assim a sua importincia para sobrevivéncia de

praticamente todas as formas de vida [77].

O quimico Pierre-Joseph Pelletier juntamente com o farmac€utico Joseph Bienaimé
Caventou foi quem deu o nome “clorofila” para o material de cor verde presente nos
cloroplastos das folhas de plantas em 1818. Entre 1906 1914 Willstitter teve sucesso pela
primeira vez em preparar a clorofila pura, e mostrou que havia dois pigmentos verdes,
clorofila a e b, presente nas folhas das plantas. Essas clorofilas puderam ser separadas, pela
solubilidade preferencial da clorofila a em éter de petrdleo e a clorofila b em 90% de alcool
metilico [78]. Além disso Willstitter encontrou que a relacdo entre a clorofila a e b era
notavelmente constante nas plantas superiores, cerca trés pra um e determinou a férmula
empirica correta para clorofila a CssH7,N4OsMg, provando pela primeira vez a presenca de

magnésio na molécula de clorofila [78].

Existem vdrias formas diferentes de clorofila. As clorofilas a, b e ¢ foram identificadas
no século XIX, a clorofila d foi relatada em 1943 e a clorofila f somente em 2010 [79]. A
clorofila @ (Chl-a) estd presente em praticamente todos os organismos que realizam a
fotossintese oxigé€nica e € o pigmento utilizado pra realizar a fotoquimica (primeiro estagio do
processo de fotossintese). Também nas plantas existem os pigmentos acessorios, pigmentos
que auxiliam a absor¢do de luz e transferéncia de energia para os centros de reacdo. Esses
pigmentos incluem outras formas de clorofila, como a clofofila b (Chl-b) que estd presente

nos vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias, e a clorofila ¢ em fedfitas (algas
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castanhas ou algas pardas) e diatomdaceas (organismos unicelulares) [80]. A clorofila d é
encontrada em algas vermelhas, enquanto a clorofila f é sintetizada na cianobactéria

Halomicronema hongdechloris [79,80].

Desde as épocas mais antigas os corantes naturais, derivados de plantas, vém sendo
utilizados na indistria tanto de farmacos quanto de alimentos. O interesse por pesquisas em
fontes de extragdo, estabilidade e rendimento desses corantes vem se expandindo cada vez
mais a fim de explorar seu potencial bioldgico e suas propriedades fisico-quimicas [81]. A
clorofila tem se mostrado excelente antioxidante e agente terapéutico no combate a diversas
doencas. Além disso, suas caracteristicas espectroscopicas indicam que a clorofila possui boas

propriedades de um agente fotossensibilizador, como serd discutido ao longo deste capitulo.

4.2. A estrutura quimica da Clorofila

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados de porfirina. As
porfirinas (Figura 4.1-a) sdo ciclos tetrapirrélicos (4 anéis de pirrol- Figura 4.1-b), ligados por
pontes metinicas (-CH-), formando um macrociclo. Seu centro é um espago propicio para um
fon metdlico. Na classificagdo de derivados porfirinicos, a clorofila pertence a classe das
clorinas (Figura 4.1-c) [77,80]. As porfirinas estdo presentes em muitos sistemas biolégicos,
como por exemplo, nos citocromos e nas hemoglobinas, cujos papéis sao transferir elétrons na

cadeia respiratdria e transportar oxigénio na corrente sanguinea [82].
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Figura 4.1 — Estrutura quimica de: (a) porfirina; (b) anel pirrol; (c) clorina.

Basicamente as moléculas de clorofila sdo ciclos tetrapirrélicos conjugados, em que
um anel ciclopentanona (Figura 4.2-a) foi adicionado em conjunto com anel pirrol III [83,84].

A presencga da ciclopentanona no anel porfirinico é suficiente para caracterizar o composto
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como clorofila, independente do estado de oxidac@o ou das cadeias laterais. O macrociclo é
planar, e tem complexado em seu centro o fon de magnésio (Mg*"). A clorofila também tem,
geralmente, um alcool de cadeia longa (normalmente o fitol — Figura 4.2-b). A molécula de
clorofila tem uma parte hidrofilica que € o macrociclo, onde o segmento mais hidréfilo € o
anel ciclopentanona e o dcido propanoico (localizado no quarto anel pirrélico). H4 também na

molécula uma parte hidrofdbica, atribuida a cadeia fitol [83,84].

(@) (b)

Figura 4.2 — Estrutura quimica de: (a) ciclopentanona; (b) fitol.

4.2.1. Estrutura quimica da Clorofila a

A clorofila a (Figura 4.3), é a mais frequente na familia das clorofilas, correspondendo
a 75% dos pigmentos encontrados em vegetais [85]. Somente a Chl-a € indispensavel na
fotossintese aerébica, exibindo um duplo papel; absorcdo de luz bem como conversido de

energia dos fétons absorvidos em energia quimica [86].

HaC
CH,

HsC HyC

CH, HiC
HyC
Figura 4.3 — Estrutura quimica da clorofila a [85].

A longa e apolar cadeia fitilica (relacionado ao élcool fitol), fixada no carbono 173,
confere a Chl-a um elevado carater hidrofébico e por isso a Chl-a e seus derivados ndo sio
soliveis em meio aquoso. Essa caracteristica € a responsdvel pela tendéncia a auto-agregacio
apresentada por essas moléculas em solventes polares [84]. O fendmeno de auto-agregagao é

um fator limitante da aplicag¢do da clorofila em TFD, pois diminui o tempo de vida médio do
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estado excitado, reduzindo a sua eficiéncia como fotossensibilizador. Para evitar que acontega
a auto-agregacdo, seu transporte seja mais eficiente e a clorofila possa acumular
preferencialmente nos tecidos-alvos esse trabalho propde o uso da Chl-a transportada pelo

dendrimero de poliglicerol (PGLD).

4.3. Espectro eletronico das Clorofilas

A absor¢do de luz de baixa frequéncia na extremidade do espectro visivel (400-700
nm) necessita de uma extensa rede de ligagdes conjugadas e isso significa uma molécula
relativamente grande, como as porfirinas e seus derivados [86]. As porfirinas absorvem
fortemente na regido azul do espectro visivel (380-500 nm) [87], enquanto as clorinas
absorvem fortemente em ambas; azul e vermelho (préximo a 650nm) [88] do espectro
eletromagnético [89]. Fétons azuis tem mais energia que fotons vermelhos cuja energia pode

ser calculada pela relacdo de Planck:

E=— @.1)

em que E é energia do féton, h a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz no vicuo, e A € o

comprimento de onda da luz [86].

O primeiro modelo a fornecer uma imagem satisfatéria das propriedades Oticas de
clorinas foi o modelo de Gouterman [12,90]. Nesse modelo apenas os dois maiores orbitais
ocupados (HOMO-1, HOMO) e os dois orbitais moleculares ndo ocupados mais baixos
(LUMO e LUMO+1) sdo considerados. Em clorinas, a saturagdo de uma das subunidades
pirrol reduz a simetria da molécula e isso faz com que os niveis de energia HOMO e LUMO

se afastem [13].

As clorofilas apresentam um circuito fechado de ligacdes conjugadas que lhes
permitem absorver luz, sdo duas bandas de absorcdo no espectro visivel, uma na regido do
vermelho correspondente ao primeiro estado excitado, e outra no azul que corresponde ao
segundo estado excitado. A clorofila pode voltar ao estado fundamental emitindo
fluorescéncia principalmente do primeiro estado excitado. Isso acontece, pois o estado

singleto excitado decai inicialmente para o estado tripleto.

7z

O grande anel macrociclico é a base para as propriedades Oticas da clorofila. A
estrutura eletronica é baseada em um macrociclo planar de 20 4&tomos de carbono em torno de

um ntcleo central de quatro dtomos de nitrogénio. Esta configuracio suporta uma estrutura
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eletrdnica muito estdvel com orbital m, em que as ligagdes alternam entre simples e duplas
ligacdes entre os atomos de carbono. Devido ao anel macrociclico ser planar a sobreposicéo é
maxima entre os orbitais m adjacentes. Portanto, os elétrons 7 sdo livres para se moverem para
o orbital m vizinho resultando numa deslocalizacdo de elétrons m ao redor de todo o anel

macrociclico [13].

Em particular, o espectro da Chl-a (em éter dietilico) (Figura 4.4) mostra quatro
bandas na regido do vermelho do espectro eletromagnético (regido Q) em 660, 612, 572 ¢ 519
nm, e outras quatro bandas na regido do azul do espectro (regido Soret - ou regido B) em 428,
409, 379 e 326 nm. De acordo com Gouterman [12], essas bandas tem origem na transicao
singleto - m* entre dois maiores orbitais ocupados (HOMO) e os dois menores orbitais
desocupados (LUMO) [86,91]. Esses estados sdo originados a partir da excita¢do dos elétrons
dos orbitais do nitrogénio ndo ligado dos anéis pirrol aos orbitais excitados do anel
macrociclico [13]. A Tabela 4.1 mostra a as diferencas no espectro de absorcdo e

fluorescéncia em dois diferentes ambientes moleculares para Chl-a.
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Figura 4.4 - Espectro de absorcao (linha azul) e fluorescéncia (linha vermelha) da clorofila a [86].

Tabela 4.1 — Espectro maximo de absor¢do e fluorescéncia da clorofila [13].

Chl-a Absorcao em solucio (nm) | Emissao em solu¢ao (nm)
Acetona 430; 662 668
Eter dieltilico 430; 662 666

Nas plantas, s@o os carotendides, lipidios, proteinas e lipoproteinas que protegem a
clorofila da fotodegradacdo durante a fotossintese enquanto estdo nas células vegetais.
Contudo, fora das células vegetais as clorofilas perdem essa prote¢do e na presenca de luz e

oxigénio ficam suscetiveis a fotodegradagao [92].



29

Na fotodegradacdo das clorofilas acontece o rompimento do anel tetrapirrdlico e a
fragmentacdo em compostos de menor massa molecular. A degradacdo comeca pelo anel com
a abertura em uma das pontes metino e forma tetrapirréis lineares oxidados. Quando expostas
a luz, em presenca de oxigénio, a clorofila pode gerar oxigénio singleto e/ou radicais
hidroxila, que podem reagir com os tetrapirrdis formando peréxidos e mais radicais livres, que
levam a destruicdo da estrutura porfirinica sendo o glicerol o principal produto de

fotodegradacao das clorofilas [92].

As moléculas de clorofila sdo os mais eficientes pigmentos “antenas” (que captura
energia luminosa) encontradas na natureza. Elas exibem uma notdvel capacidade para

transferir a energia de excitagcdo para outra molécula de clorofila com 90% de eficiéncia [13].

O Quadro 3.2 mostra a representagio esquemadtica dos niveis de energia da clorofila e
sua dinimica de excitagdo e relaxamento. E notério que existem somente dois comprimentos
de onda dominantes para excitacdo molecular correspondente as bandas de absorcdo Soret
(So—3S52) e Q (Sp—S;). Uma vez que o elétron é excitado do estado fundamental Sy para o
primeiro estado excitado S; ou para o segundo estado excitado S,, uma parte da energia pode
ser liberada por relaxamento vibracional (VR) para o menor nivel do mesmo estado excitado
ou por conversao interna (IC) para um estado de mais baixa energia [13,92]. A partir do
primeiro nivel de energia S; o elétron tem alguns caminhos possiveis para voltar ao estado
fundamental, que sdo IC, fluorescéncia, transferéncia de energia ressonante (RET) para outra
molécula, ou sua energia decai para um estado tripleto por conversdo inter-sistema (ISC). O
estado tripleto pode produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) ou decair para Sy por ISC

[13,92].

De acordo com o Quadro 3.2 o rendimento quantico de fluorescéncia (¢) pode ser

expresso utilizando as constantes de velocidade como:

ke + ke + kige + krpr 4.2)

br

em que kr € a probabilidade de emissdo espontinea S;— S, kic € a probabilidade de transicio
ndo radioativa S;—Sy, kisc € a probabilidade de transicdo S;—T) e kgrgr € a probabilidade de
transferéncia de energia para outra molécula. Por exemplo, quando duas moléculas se

aproximam uma da outra, kgrgr € kjsc aumentam enquanto ¢ diminui.
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Quadro 3.2 — Diagrama de Jablonski simplificado que ilustra os possiveis mecanismos de excitagdo e
desativacdo do estado excitado da molécula de clorofila [13]; tempos caracteristicos de cada processo 6tico [93].
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S % ISC
Estado
Tripleto
AYAVAVAVAVA 4 reT l1ic | VWV
luz vermelha Fluorescéncia
Absorcdo ISC 0;
Y Y Y
SO ————a—w3—3——§ —
Tempos caracteristicos
Absorcao 107
Relaxamento vibracional 107 -10"s
Tempo de vida médio do estado excitado S; 10 -107 s
Conversio inter-sistema 10" -10%s
Conversio interna 10" -107s
Tempo de vida médio do estado excitado T, 10°— 15

Por isso, as propriedades 6ticas da clorofila sdo sensiveis a ambientes moleculares
(constante dielétrica do meio). A Tabela 4.2 apresenta o tempo de vida médio da Chl-a in
vitro. O tempo de vida médio é da ordem de nanosegundos, esses longos tempos de estado
singleto excitado justificam a alta probabilidade de ocorrer ISC e favorece a formacdo de

espécies reativas de oxigénio.

Tabela 4.2 - Tempo de vida médio da Chl a [94].

Chl a in vitro Fluo'rescénci.a
Tempo de vida médio z (ns)
Benzeno 7,8
Eter etilico 5,1
metanol 6,9
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4.4. A clorofila a usada como fotossensibilizador

Para a terapia fotodinamica o fotossensibilizador ideal deve absorver luz com
comprimentos de onda entre 650 e 1000nm, regido em que o tecido é consideravelmente
transparente e a energia sdo suficientes para formagdo de oxigénio singleto, sem causar danos
as células que nio contenham o fotossensibilizador. A absor¢c@o da Chl-a acontece em 660nm
atendendo a esse pardmetro. A capacidade de transferéncia de energia de uma molécula para
outra também favorece o uso da clorofila como fotossensibilizador, além de possuir um bom

rendimento quantico de fluorescéncia [13].

Outra caracteristica importante é a elevada eficiéncia quintica para ISC, e um estado
tripleto de longa duracdo, pois aumenta a eficiéncia de formagdo de ROS, garantindo a

eficiéncia da terapia fotodindmica.

Portanto, as caracteristicas dticas discutidas anteriormente sobre a Chl-a indicam que a
molécula possui caracteristicas adequadas para sua aplicacdo como agente fotossensibilizador

para terapia fotodindmica.
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Capitulo 5. Dendrimeros: propriedades e

aplicacoes

5.1. Introducao

Um dos maiores problemas enfrentados atualmente pela inddstria farmacéutica € a
baixa solubilidade no ambiente aquoso do corpo de muitos farmacos. Frequentemente a
eficacia dos farmacos € diminuida por sua inabilidade de conseguir acesso ao local de acdo
em doses apropriadas. Portanto, esses farmacos podem ser abandonadas, entregues em
grandes volumes de solugdes aquosas ou etandlicas ou emulsionadas com agentes tensoativos
para aumento de sua solubilidade. Porém, todas essas modificagdes podem resultar em
eficdcia reduzida ou efeitos colaterais prejudiciais para o paciente [95]. Na procura para
solucionar essas barreiras na administra¢cdo de firmacos muitas abordagens para entregar
compostos hidrofébicos usando carreadores poliméricos, como os dendrimeros, t€m sido

exploradas [96].

Arquiteturas dendriticas sdo uma das topologias mais difundidas observadas na
natureza em suas escalas micro e macrodimensional. Na escala nanométrica (nivel molecular),
h4 relativamente poucos exemplos naturais dessa arquitetura. Os exemplos mais notdveis sao
o glicogénio e amilopectina, estruturas moleculares hiper-ramificadas utilizadas no
armazenamento de energia. No campo de polimeros, a topologia dendritica é reconhecida

como a quarta classe principal de arquitetura macromolecular [97].

A quimica de polimeros tem sido tradicionalmente focada em polimeros lineares ou
macromoléculas lineares com baixa densidade de ramificacdes. Porem verificou-se que as
propriedades de macromoléculas altamente ramificadas podem ser muito diferentes dos
polimeros convencionais. A literatura demonstra que a estrutura desses materiais também tem

um grande impacto sobre suas aplicagdes tecnoldgicas [98].

Atualmente os polimeros com elevada densidade de ramificag¢do sdo constituidos por
quatro subclasses de arquiteturas dendriticas: a) polimeros hiper-ramificados aleatdrios; b)
polimeros arborescentes (estruturas dendriticas enxertadas - Dendrigrafts); c) dendrons; e d)
dendrimeros. A disposicdo dessas subclasses a partir de a) para d), reflete o grau relativo de

controle estrutural presente em cada uma dessas arquiteturas dendriticas (Figura 5.1) [97].
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Figura 5.1 — Polimeros dendriticos: subclasses da quarta maior nova classe de arquitetura molecular [97].

Dendrons e dendrimeros sdo os subconjuntos de polimeros dendriticos mais
investigados. A palavra dendrimeros é derivado do grego dendri (galho de arvore) e meros
(parte). As duas familia de dendrimeros mais amplamente estudadas sdo: a) tipo Fréchet ou
composicdes poliéter; e b) tipo Tomalia, dendrimeros de poli(amido amina) (PAMAM),

que constituem a primeira familia de dendrimeros a ser comercializado [97].

5.2. A estrutura dendritica

Os polimeros dendriticos sdo macromoléculas globulares ramificadas que possuem
uma topologia especifica: nicleo, camadas (geracdes - unidades repetitivas de ramificagdes),
e grupos terminais periféricos (casca). Os dendrimeros sdo macromoléculas perfeitamente
ramificadas, com sua arquitetura unimolecular e distribuicio do peso molecular bem
definidos. Essa classe de moléculas sdo atrativas para utilizagdo como nanocarreadores para
aplicacdes de entrega e solubilizacdo de farmacos [96,99,100]. Estas macromoléculas
ramificadas podem ainda ter sua periferia quimicamente modificadas de forma a melhorar sua

hidrofilicidade [95,97].

A sintese de dendrimeros envolve elevado nivel de controle das etapas sintéticas
envolvidas, dificil de ser atingido nos processos de sintese dos polimeros convencionais o que
leva a obtencdo de macromoléculas quase monodispersas, de estrutura globular com uma

elevada densidade periférica de grupos funcionais.

As unidades repetitivas no dendrimero encontram-se descritas por geracdo, comec¢ando
com a molécula do nidcleo central descrita por geracdo 0 (GO), e aumentando a cada adicio
sucessiva de pontos de ramificacdo (G1, G2, G3, etc...). Os dendrimeros sdo geralmente

caracterizados pela sua geracdo terminal de tal modo que um dendrimero G5 refere-se a um
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polimero com quatro geragdes de pontos de ramificagio que emanam a partir de um nicleo

central ramificado [101].

E interessante observar que os dendrimeros podem ser vistos como dispositivo de
processamento de informacdo, em nanoescala. Cada componente da arquitetura
macromolecular manifesta uma fungdo especifica, enquanto que ao mesmo tempo as
propriedades dessas nanoestruturas sdo replicadas de geragdo em geracdo. Por exemplo, o
ndcleo pode ser considerado como o centro de informacdo, a partir do qual a forma,
direcionalidade e multiplicidade sdo expressas através da ligacdo covalente das camadas
externas. No interior, encontra-se a amplifica¢do da regido de ramificacdo, que define o tipo e

volume da cavidade conforme o dendrimero cresce [97].

A multiplicidade das ramifica¢des (pontos de ramificacdo da unidade de repeticdo)
determina a densidade e grau de amplificacdo como uma fungdo exponencial da geracdo (G).
A composi¢do interior e volume da cavidade determinam a extensdo e natureza das
propriedades do conjugado héspede-hospedeiro que sdo possiveis dentro de uma particular
familia e geracdo de um dendrimero. Finalmente, a superficie € constituido por grupos

terminais reativos ou passivos que podem executar varias fung¢des [97].

Com a funcionalizacio adequada, dendrimeros servem como um modelo de
polimerizacdo, uma vez que cada modelo de geracdo é amplificado e ligado covalentemente
ao precursor de geragcdo. Os grupos de superficie podem também funcionar como portas
passivas ou reativas controlando a entrada ou saida das moléculas hospedes do interior do

dendrimero [97].

As trés componentes de arquitetura (nucleo, interior e periferia) determinam as
propriedades fisicas e quimicas, bem como tamanho global, forma e flexibilidade do
dendrimero. E importante notar que o didmetro do dendrimero aumenta linearmente em
funcdo das terminagcdes ou com o aumento das geragdes, ao passo que o nimero de grupos
funcionais terminais aumentam exponencialmente em funcdo da geracdo, levando a
aglomeracdo estérica dos grupos terminais. Como consequéncia os dendrimeros de geracdo
mais baixas (0, 1 e 2) sdo geralmente estruturas assimétricas, flexiveis e abertas, enquanto que
as geracOes mais elevadas (geracdes 4 e superiores) tornam-se soélidas, esferoides menos
deformaéveis, elipsoides, ou cilindros dependendo da forma ou direcionalidade do nicleo, e

gera uma estrutura fechada como uma membrana [97,98,102].
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O aumento da densidade das ramificacdes com a geragdo também tem efeitos
marcantes na estrutura do dendrimero. Eles sdo caracterizados pela presenca de cavidades

internas e por um grande nimero de grupos terminais reativos (Figura 5.2)[98].

Figura 5.2 - Representacio da geracdo 4 de um dendrimero [98].

5.3. Os métodos de sintese dos dendrimeros
Os dendrimeros podem ser sintetizados por uma de duas estratégias [103]:

1. podem crescer para fora a partir de um nucleo central, um processo conhecido como

método divergente, Tomalia e Newkome foram pioneiros nesse método [104,105];

2. podem ser sintetizados a partir da periferia e encerra no nicleo, conhecido como
método convergente de Fréchet [106].

No método divergente, o dendrimero cresce para fora a partir de uma molécula de
nicleo multifuncional (Figura 5.3-a). O nicleo reage com as moléculas de mondmeros
contendo um grupo reativo e dois grupos latentes, formando a primeira geracdo do
dendrimero. Entdo, a nova periferia da molécula € ativada para reacdo com mais mondmeros.

O processo € repetido, formando o dendrimero uma camada apds a outra [98].

A abordagem divergente ¢ mais adequada para a producdo de dendrimeros em escala
semi-industrial. Entretanto, podem ocorrer reacdes secunddrias ou incompletas dos grupos
terminais que levam a defeitos de estrutura. Para evitar reacdes secunddrias é necessario
grande excesso de reagentes, o que pode causar dificuldades na purificagdo do produto final

[98].
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Figura 5.3 — Métodos de crescimento de dendrimeros: (a) divergente e (b) convergente [98].

Os métodos convergentes foram desenvolvidos como uma resposta as deficiéncias da
sintese divergente [98]. Na abordagem convergente, o dendrimero € construido passo a passo,
a partir dos grupos terminais e progredindo para dentro. Quando os bragos poliméricos
ramificados, os dendrons, sdo grandes o suficiente, eles sdo ligados a um nicleo
multifuncional (Figura 5.3-b). Este método possui como vantagens a maior facilidade na
purificacdo do produto sendo minimizado a ocorréncia de defeitos na estrutura dendritica. A
abordagem convergente nao permite a formacdo de altas geracdes devido ao impedimento

estérico nas reacdes dos dendrons com o niicleo [98].

De modo geral os métodos convergentes produzem dendrimeros monodispersos. Isso
acontece porque o crescimento convergente permite a purificacdo em cada passo da sintese e
elimina os defeitos cumulativos devido aos acoplamentos que falharam. Apropriadamente
purificados, dendrimeros produzidos pelo método convergente apresentam elevado grau de

simetria [97].

5.4. Aplicacoes clinicas de dendrimeros

A importancia do papel de macromoléculas dendriticas nas terapias antitumorais e
diagnoéstico por imagem é bem reconhecido pela literatura atual [103,107]. Como as relagdes
entre arquitetura, biocompatibilidade, retencdo e entrega (direcionamento preferencial a
tecidos alvo) tornaram-se mais claras, virios dendrimeros, especialmente o PAMAM e seus

derivados tem sido sintetizados para aplicacdes na medicina [103,107].

Progressos significativos ji foram alcangados nesse século sobre a utilizagdo de

dendrimeros para fins terapéuticos e de diagndsticos para o tratamento de vdrias



37

enfermidades, incluindo o céncer [103,107]. Nesse sentido, varias formas farmacéuticas
foram desenvolvidas a partir de dendrimeros, incluindo a obtencdo de sistemas de liberacdo
controlada de agentes antineoplasticos e de contraste para utilizacdo na terapia por captura de

néutrons, terapia fotodinamica, e terapia fototérmica [103,107].

Os principios gerais para a concepgdo de dendrimeros como veiculos de entrega estdo

baseados nas observacdes gerais de que [103]:

1. dendrimeros carregados negativamente ou neutros sdo geralmente biocompativeis,
enquanto os carregados positivamente mostram varios graus de toxicidade;

2. aarquitetura do dendrimero tem grande influencia sobre a farmacocinética;

3. a introducdo do poli(etileno glicol) na estrutura do dendrimero aumenta a
solubilidade em 4gua e também aumenta o tamanho do dendrimero, podendo
melhorar suas caracteristicas de reten¢do e biodistribui¢do;

4. os agentes terapéuticos podem ser encapsulados na cavidade do dendrimero ou
podem ser covalentemente ligados aos grupos periféricos funcionalizados;

5. a fim de direcionar o dendrimero preferencialmente para células cancerosas,
receptores especificos podem ser ligados a sua superficie.

Sistemas de entrega de fairmacos baseados em polimeros sdo projetados para melhorar
a farmacocinética e biodistribuicio de farmacos e/ou proporcionar cinética de liberagdo
controlada para o alvo pretendido. O dendrimero carreador ideal deve exibir alta solubilidade
em meio aquoso, capacidade de carregar o firmaco, biodegradabilidade, baixa toxicidade,
caracteristicas favordveis de reteng@o e biodistribuicdo, especificidade, e biodisponibilidade
adequada. Em sistemas de entrega de firmacos baseados em dendrimeros, os mesmos podem

ser acoplados ao dendrimero de duas formas [103]:

1. encapsulada no interior do dendrimero (Figura 5.4-a); a forma da molécula hospede,
da “caixa dendritica” e o tamanho da cavidade determinam o nimero de moléculas
que podem ser encapsuladas;

2. covalentemente em grupos terminais funcionalizados, para formar pré-farmacos
macromoleculares (Figura 5.4-b).
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Figura 5.4 — a) Molécula héspede encapsulada na “caixa dendritica” [98]; b) molécula hospede ligada
covalentemente na periferia do dendrimero [108].

Os dendrimeros conjugados covalentemente podem ser considerados adequados para
liberacdo de farmacos em um sitio especifico em condicdes bioldgicas, pois sdo mais estaveis
em comparacdo com os compostos encapsulados, segundo a comparagao feita por Patri, et al.

(2005) com dendrimeros de PAMAM de geragdo 5 [109].

Um exemplo do conjugado dendrimero/farmaco é o paclitaxel cuja solubilidade em
meio aquoso foi melhorada através de formulagdes de dendrimeros de poliglicerol, mostrando
que ndo € necessdrio que o dendrimero tenha um ndcleo hidrofébico para que haja

encapsulamento e solubilizacdo de fairmacos hidréfobos [110].

O conjugado dendrimero-firmaco ¢é altamente capaz de transportar o formaco com
biodisponibilidade suficiente para atingir o objetivo terapéutico. A liberagdo do farmaco é

dependente da ligacdo do agente terapéutico e o transportador [103].

A entrega de farmacos macromoleculares com propriedades antitumorais usando
arquiteturas dendriticas multifuncionais permite a conjugacdo de farmacos ligando na
periferia do dendrimero moléculas como, acido félico, anticorpos monoclonais, e peptideos
para entregas cada vez mais especificas. Na oncologia a entrega direcionada dos agentes
quimioterapéuticos para as células tumorais se traduz em efeitos colaterais significativamente
reduzidos em comparagdo com a entrega sist€mica utilizada nos tratamentos oncoldgicos
tradicionais, onde tecidos saudaveis como rins, figado, baco e medula 6ssea podem acumular

niveis toxicos de farmacos [103].
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5.5. Aplicacoes de dendrimeros na terapia fotodinamica

Para que a terapia fotodindmica tenha uma elevada eficiéncia, o agente PS deve
acumular-se preferencialmente nos tecidos tumorais. O uso de dendrimeros como veiculo de
entrega do fotossensibilizador garante o direcionamento do agente fototerapéutico ao tecido

alvo.

As duas estratégias gerais de direcionamento do dendrimero incluem o direcionamento
passivo de tecido canceroso e o direcionamento ativo de células tumorais. O direcionamento
passivo é geralmente conseguido através do aumento do raio hidrodindmico do dendrimero,
levando a uma acumulacdo de dendrimero no tecido tumoral através do efeito de

permeabilidade e retencao aumentada (Enhanced Permeability and Retention, EPR) [103].

O efeito EPR ¢ resultado da angiogénese induzida por tumores conduzindo a
neovasculatura, que ¢é irregular, podendo conter vazamentos, ou defeitos com células
endoteliais desorganizadas. A estrutura anatdmica dos vasos tumorais apresenta aumento da
permeabilidade microvascular em relacdo aos vasos normais, permitindo a penetragdo de
macromoléculas. Além disso, os tecidos neoplasticos também possui alta pressdo intersticial,
que retarda o extravasamento de macromoléculas, como ndo ha sistema linfitico para

drenagem acontece um acimulo dos dendrimeros no interior dos tecidos tumorais [111,112].

O direcionamento ativo, ou especifico, depende da conjugacdo de uma ou mais
moléculas que sdo mediadores da interacdo entre o dendrimero e o receptor, como por
exemplo o acido félico. Estudos t&€m mostrado que o conjugado acido félico-dendrimero é
direcionado preferencialmente a células tumorais, pois estas apresentam grande expressdo de

receptores de dcido félico [113,114].

5.6. O poliglicerol dendritico

As caracteristicas apresentadas pelo dendrimero de poliglicerol (PGLD) sdo favordveis
para utilizacdo como carreador farmacoldgico. O PGLD € caracterizado pela presenca de
grupos hidroxilas e ligacdes éter (Figura 5.5), e é solivel em dgua a baixas geracdes. E
possivel transformar e utilizar os grupos hidroxilas funcionais como sitios para imobilizacao
de substincias de interesse bioldgico [110]. A baixa citotoxicidade e a aprovacdo de

polimeros ou oligdmeros do poliglicerol pela FDA (Food and Drug Administration) como
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emulsificante nas industrias farmac€utica e alimenticia, fazem do PGDL um polimero

bastante promissor para uso no campo da biomedicina [16].

Os dendrimeros de poliglicerol (PGLD) fazem parte de uma classe de materiais
versateis que podem ser sintetizados para gerar arquiteturas moleculares similares as
observadas em sistemas bioldgicos, sendo por isso conhecidos como “proteinas artificiais”

[15,16].

Figura 5.5 — Dendrimero de poliglicerol de geracdo 4, as esferas vermelhas representam o oxigénio e as
pretas o carbono [110].

O PGLD ¢ sintetizado através do método divergente, sendo obtido principalmente de
um subproduto do biodiesel, a glicerina, atualmente abundante no Brasil e que tem na
producgdo de dendrimeros da familia PGLD, sua reciclagem com viabilidade econdmica e

ecoldgica.

A elevada funcionalidade e biocompatibilidade do poliglicerol dendritico faz desse
polimero um promissor transportador para fotossensibilizadores, como a clorofila, fazendo
com que a terapia fotodindmica seja mais eficiente e tenha efeitos colaterais ainda mais

reduzidos.
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Capitulo 6. O laser como ferramenta para a

terapia fotodinamica

6.1. Introducao

Os lasers sdo dispositivos que geram e amplificam radia¢do coerente em frequéncias
nas regides do espectro infravermelho, visivel, ou raio X. Os lasers operam por meio de um
principio geral que originalmente foi inventado em frequéncias de micro-ondas, onde foi
chamado de amplificacdo de micro-ondas por emissdo estimulada de radiagdo ou acdo maser
(Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation). Quando estendida para
frequéncias dticas isso, naturalmente, torna-se amplificacdo de luz por emissdo estimulada de

radiagdo, ou agdo laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) [115].

Nas dreas de sadde os lasers sdo comumente aplicados para coagular, vaporizar ou
ablacionar tecidos bioldgico. Lasers para esses fins apresentam alta poténcia e efeitos
térmicos [116]. Entretanto lasers de baixa poté€ncia também t€m sido utilizados no tratamento
de enfermidades. Lasers de baixa poténcia ndo provocam aquecimento significativos da pele,
sdao responsaveis pelos efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos [116]. Em terapia
fotodindmica os lasers exerce um papel fundamental para excitar o fotossensitizador e

desencadear as reagdes que resultardo na destrui¢do de um tumor ou um efeito bactericida.

O laser ndo tem apenas aplicacdes médicas, o principio bésico do laser € agora usado
em uma enorme variedade de dispositivos que operam em muitas partes do espectro
eletromagnético. Existem alguns tipos de laser disponiveis pra uso em pesquisa,
comercialmente, aplicagdes medicas e na industria [115]. Laser sdo geralmente descritos pelo

meio ativo que é usado para construi-lo, sendo assim os tipos de laser sdo:

Laser de estado s6lido — Exemplos: laser Nd:vidro, laser de rubi, Nd: YAG)
Lasers de gds — Exemplos: He-Ne, laser CO,, laser de argdnio
Lasers quimicos — Exemplo: laser de fluoreto de deutério

Excimeros — Exemplos: XeCl, XeF, ArF

A e

Laser dye (laser de corante) — Exemplos: rodamina, cumarina, verde malaquita
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6.2. Emissao espontinea e emissao estimulada

O processo de amplificagdo Otica que o laser usa pra emitir luz € baseado na emissao
estimulada de radiacdo magnética. Existem vdarias maneiras de um 4tomo no estado excitado
perder sua energia. A energia pode ser transferida para outro dtomo, ou pode ser emitido na
forma de luz. Se a energia € emitida em forma de luz, o comprimento de onda da luz emitida
corresponde a energia perdida pelo atomo. Existem dois mecanismos através dos quais a luz

pode ser emitida; emissdo espontanea ou emissao estimulada.

Quando um féton cuja energia € exatamente o necessario para remover o &tomo do seu
estado fundamental para o primeiro estado excitado € absorvido, o 4tomo permanece no
estado excitado por um periodo de tempo conhecido como tempo de vida espontanea o que é
caracteristico de cada transicdo eletrdnica em particular [117]. Muitas transicdes possuem
tempo de vida espontidnea de nanosegundos ou microssegundos, no entanto tempos de vida
mais longos e também mais curtos sdo conhecidos [117]. Na emissdo espontinea o atomo
emite espontaneamente o foton e retorna ao seu estado fundamental, nesse caso o féton é

emitido em uma dire¢@o aleatoria.

O processo de emissdo estimulada (usada no processo de amplifica¢do da luz no laser)
para um atomo isolado € ilustrado na Figura 6.1. Um segundo féton, com exatamente a
mesma energia que o féton absorvido; interage com o atomo excitado e estimula-o para emitir
um féton. Esta emiss@o pode ocorrer antes que a tempo de vida espontaneo tenha decorrido. O
segundo féton ndo é absorvido pelo dtomo, mas sua presenga faz com que o dtomo emita
radiacdo eletromagnética. Tal como € indicado na Figura 6.1, a luz é emitida na direcdo
definida pelo f6ton estimulante e assim; ambos os fétons possuem a mesma dire¢do. Uma vez
que o féton estimulante tem a mesma energia que o féton emitido, a luz emitida tem o mesmo
comprimento de onda da luz que promove a transicao eletronica. A polarizagdo da luz emitida

também € a mesma que a da luz estimulante além de possuir a mesma fase [117,118].
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Figura 6.1 — Um segundo f6ton pode estimular o 4&tomo a emitir em um tempo menor que o tempo de
vida espontaneo [117].
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6.3. Propriedades do laser

Devido as suas caracteristicas Oticas, muitas das aplicagdes do laser, seja na medicina
ou na industria devem-se a sua monocromaticidade, colimagdo e coeréncia [117]. Quanto a
monocromaticidade, o com largura de banda muito menor que de outras fontes de luz. Desse
modo, o feixe de luz do laser tem praticamente a mesma cor, ou seja, pode ser considerado

um feixe monocromatico.

Ao mesmo tempo, o laser tem um elevado grau de direcionalidade. Todas as ondas
produzidas por um laser é capaz de percorrer grandes distincias sem que seu didmetro seja
significativamente alterado. A divergéncia encontrada na luz dos lasers € muito pequena, isso
¢ resultado da exigéncia de que a luz deve fazer muitas viagens de ida e volta do ressonador
do laser (cavidade 6tica formada por dois espelhos contrapostos), antes de surgir através do
espelho parcialmente transmissor. Apenas os raios alinhados com a linha central do
ressonador pode fazer o nimero desejado de ciclos, e esses raios alinhados divergem apenas

ligeiramente quando emergem (Figura 6.2).

espelho do laser

Figura 6.2 — A luz do laser faz muitas viagens de ida e volta entre os espelhos, devido a isso emerge com
uma divergéncia muito pequena [117].

As caracteristicas feixe de luz monocromdtico e direcionalidade juntamente com a
coexisténcia de fase das ondas (todas as ondas dos fétons que compde o feixe estdo em fase),
sdo combinadas em um tnico termo descritivo: coeréncia. Coeréncia € o que difere a luz do

laser da luz de qualquer outra fonte.

Quanto a sua energia, a radiacdo do laser € classificada como ndo ionizante. A
radiacdo ionizante é definida como a radiagdo composta de particulas ou fotons de diferentes
energias que podem liberar um elétron de um 4tomo ou molécula. Ao interagir com
compostos organicos e outras pequenas moléculas do corpo, a radiacdo ionizante (raios v,
particulas a e [, ultravioleta (UV), raios-X, irradiacdo de néutrons rapidos, e contaminagdo
com particulas radioativas, como por exemplo, urdnio), dependendo da sua energia produz

radicais livres que podem danificar as moléculas dos tecidos. A maior parte da luz UV ¢
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classificada como energia ndo ionizante, mas as energias mais altas do espectro UV (150nm)

poderiam ser classificadas como ionizantes [119].

A radiacdo ndo-ionizante € aquela na qual a energia ndo é o suficiente para arrancar
um elétron de um dtomo ou molécula, podendo ocorrer a excitagdo do 4tomo, onde o elétron é

levado para um estado de maior energia, mas ndo ¢ ejetado do 4tomo [117].

Quanto a poténcia, o laser pode ser classificado em laser de alta ou baixa poténcia. Em
cirurgias o laser de alta poténcia (> 400W) é usado apenas quando efeitos térmicos sdo
exigidos para causar a destruicdo celular através da fotocoagulagdo, queima, liquefacdo, e
vaporizacdo de tecidos bioldgicos [120]. Os lasers de baixa poténcia (< 500 mW [121]) sdo
utilizados quando séo exigidos para o tratamento clinico efeitos: fotofisicos (pode provocar
alteracdes na membra tanto na transmissdo de impulsos nervosos, quanto na variacdo do
potencial da membrana mitocondrial [122]); fotoquimico (pode levar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio [122]); e fotobioldgicos (pode estimular sintese coldgeno e proliferagio

celular [123]). Nesses trés tipos de aplicag@o os efeitos térmicos sdo insignificantes.

6.4. Areas da medicina nas quais o laser pode ser empregado

Os lasers aparecem em todos os tamanhos (Figura 6.3), desde os minusculos lasers de
diodo até lasers militares e de pesquisa imensos que podem preencher até 3 andares de um
edificio [117]. Assim, dependendo de sua constitui¢do quanto a composi¢cdo do semicondutor
utilizado em sua fabricagdo, lasers diferentes podem produzir radiagdo eletromagnética de
diferentes comprimentos de onda, logo; diferentes cores de luz. Alguns se situam na regido
visivel do espectro eletromagnético, outros estdo na regido UV e até raio X. Alguns exemplos

de lasers estdo listados na Tabela 6.1.
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Figura 6.3 — Exemplo de tipos de laser: (a) laser para cirurgia dentaria [124]; (b) laser cirtirgico de CO2 [125].

Tabela 6.1 — Alguns lasers comerciais [117].

Laser Comprimento de onda | Faixa de potencia média
Dioxido de carbono | 10,6 um Miliwatts a dezenas de kilowatts
*Nd:YAG 1,06 um Miliwatts a centenas de watts
Nd:vidro 1,06 um Apenas pulsada
Cr:rubi 694,3 nm (visivel) Apenas pulsada
Hélio-neodnio 632,8 nm (visivel) Microwatts a dezenas de miliwatts
514,5 nm (visivel) Miliwatts a dezenas de wats
Argonio
488,0 nm (visivel) Miliwatts a watts
Fluoreto de criptonio | 248,0 nm Miliwatts a centenas de wats

* Granada de itrio e aluminio dopado com neodimio.

Na medicina, o uso do laser tem proporcionado o desenvolvimento de novas técnicas
cirirgicas a exemplo do laser de didxido de carbono utilizado como um bisturi que
proporcionam cauterizacdo ao mesmo tempo em que a cirurgia é realizada [117]. Algumas
cirurgias que causavam intenso sangramento eram impossiveis de realizar antes do advento do

laser.

Em cirurgias oftdlmicas o laser € especialmente util, pois o feixe pode passar através
da pupila do olho, podendo “soldar”, cortar ou cauterizar o tecido dentro do olho. Antes do

laser, qualquer procedimento no interior do olho exigia corte aberto do globo ocular. Um



46

exemplo € a técnica LASIK (laser-assisted in situ keratomileusis) que corrige a miopia
tornando a superficie da cdrnea mais plana, reduzindo o tecido do estroma e mantendo a

cornea periférica inalterada [126].

O laser de rubi Q-switched (QSR) pode ser usado para despigmentacdo da pele, no
tratamento de vitiligo. O feixe QSR ¢é capaz de destruir seletivamente a melanina e estruturas

que contém a melanina na pele, com risco minimo de formagao de cicatrizes [127].

Embora a TFD se baseie na utilizacdo do laser, a necessidade de ativar o agente PS
com luz de comprimento de onda e intensidade adequados para o tratamento clinico em
qualquer regido do corpo em curtos periodos de tempo ainda continua sendo uma limitacdo

[128].

A fonte de radiacdo eletromagnética é uma das bases da TFD e sua aplicacdo e
dosimetria sdo um dos fatores principais que definem o sucesso ou a toxicidade do tratamento
clinico [129]. Uma boa fonte de radiacdo é aquela que fornece a maior quantidade de luz
possivel no mdximo de absor¢cdo do fotossensibilizador, sem efeitos térmicos significativos.
Em geral tem-se empregado lasers do estado solido de Nd: YAG. Como alternativa mais
barata os lasers de diodo tem sido utilizados. J4 existem lasers de diodo que cobrem
praticamente todo o espectro visivel e infravermelho préximo, o que atende uma grande parte

da TFD quanto a ativagdo dos fotossensibilizadores [33].

Lasers de argdnio e corante t€m sido utilizados no tratamento de doengas pela TFD. O
sistema de laser argdnio/corante geralmente € capaz de fornecer poténcias da ordem de 1 a 7
W e comprimento de onda de 630 nm [128]. Estes sistemas eram grandes, normalmente
montados em um banco 6tico e eram imdveis. Apesar de complicados foram pioneiros na
administracio da luz em TFD para o tratamento de tumores. Fornecem poténcia e
flexibilidade necessdria para os primeiros estudos que envolveram fibra Otica em feixe
simples, ou divisdo do feixe principal em vdrios feixes, com diferentes saidas para a

dosimetria indicada em cada caso [128].

Lasers de corante sdo lasers sintonizdveis, estes precisam ser excitados por outras
fontes como outros lasers (laser de bombeio) ou lampadas. Vérios tipos de fontes sdo
utilizados como, por exemplo, lasers de diodo, de nitrogénio e de fons, sendo o laser de
argonio um exemplo deste ultimo. Um amplificador é usado frequentemente em conjunto com

o oscilador sintonizdvel. E mais eficiente gerar um sinal cuidadosamente sintonizado no
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oscilador e depois aumentar esse sinal no amplificador do que produzir uma saida de alta

energia num Unico passo a partir de um oscilador sozinho [117].

Outro laser de grande interesse para aplicagdes clinicas foi o laser de vapor de ouro e o
de cobre. O laser de vapor de ouro gera um comprimento de onda de 627.8 nm com poténcia
suficiente para utiliza-lo em TFD, mas com saida com pulso de frequéncia de repeticdo de 5 a
15 kHz [130]. Esse sistema ndo requer acoplamento de um laser de corante para gerar a
potencia necessdria para sua utilizacio na TFD. Além disso, possibilita um grau de
portabilidade por ndo precisar de alimentacdo elétrica especializada, nem d4gua para
resfriamento. No entanto é um sistema caro, pois necessita de ouro para manter a poténcia. O
laser de vapor de cobre ¢ menos dispendioso, contudo possui apenas 2 comprimentos de onda
de saida (511 e 578 nm) acarretando na necessidade de acoplar um médulo de laser de corante
para gerar emissao na parte vermelha do espectro. A grande desvantagem dos lasers de vapor
metdlico é exigir um periodo longo de aquecimento e resfriamento, o que dificulta seu uso na

pratica clinica [128].

O laser de vapor de ouro e o laser de vapor de cobre sdo lasers a gis. O meio ativo de
um laser de gds é um gis em um tubo selado para isold-lo do ambiente. Quando o laser é
desligado o ouro ou o cobre condensam dentro do tubo, e quando aplicado a descarga elétrica

que excita o laser o metal é aquecido e vaporizado [117].

O préximo grande avango na tecnologia laser para TFD veio com a criagdo do sistema
de combinacgdo de laser KTP: YAG/corante [128], em que KTP € a sigla usada para Potassium
Titanyl Phosphate (KTiOPO,). Este laser opera em 1064 nm com frequéncia dupla,
permitindo a utilizacdo com uma série rapida de baixos pulsos de energia que se comportam
como lasers de onda continua (25 Hz), cujo feixe tem 532 nm. Esse comprimento de onda foi
distribuido através de fibras Oticas conectadas a um laser de corante, que foi capaz de
bombear o laser com comprimento de onda de 630 nm, produzindo luz pulsada. Algumas das
principais vantagens desses sistemas sdo a portabilidade (embora limitado devido ao tamanho,
peso e necessidade de dgua para resfriamento), capacidade de ser ajustado (também limitado,
pois ndo era apenas um ajuste que pode ser feito pelo usudrio) e facilidade de uso, sendo essa
uma caracteristica marcante, pois possibilitou o primeiro sistema laser para TFD que permitiu,
além das melhorias j4 citadas, o movimento independente do laser de corante e o sistema KTP

[128].
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No inicio desse século a empresa Diomed Inc. (Andover, MA) obteve aprovagdo da
FDA de seus lasers de diodo (630 nm) para utilizacdo na ativacdo do fotossensibilizador
Photofrin no tratamento de neoplasias malignas do es6fago e pulmio. Esse sistema de laser
possuia caracteristicas da nova geracao de sistemas que entraram no campo da medicina e foi
um notdvel avango em tecnologia para TFD. O sistema é compacto suas vantagens era a
utilizacdo de energia 120 V e um sistema de refrigeracdo a ar. O projeto se assemelhava a
uma impressora de computador (2 W), conseguindo assim um peso leve e facilmente
transportdvel. Esse sistema é facil de usar, possui um programa de software simples, que
permite ao clinico a escolha do intervalo dosimétrico mais adequado para o paciente. A
Biolitec (Longmeadow, MA) também produziu um sistema de lasers de diodo de 652 nm para
ativacdo do fotossensibilizador Foscan, que também € um sistema compacto e facil de usar.
Lasers de diodo sdo geralmente menos dispendiosos para adquirir e manter, além de

proporcionar excelente poténcia de saida durante longos periodos de tempo [128].

O laser de diodo cujo meio ativo é um semicondutor, estd ilustrado na Figura 6.4.
Nessa figura € mostrado todo o “pacote”, mas o proprio laser é apenas o pequeno bloco
cristalino com um fio ligado a sua parte superior. O laser é formado pela jung¢éo de dois tipos
diferentes de semicondutores, e a luz sai da extremidade do bloco, diretamente a partir da

juncdo [117].

Jungdo

td
# feixe de saida
do laser

Figura 6.4 — Esquema simplificado de um laser de diodo [117].

Existem dois tipos fundamentais de semicondutores: tipo p e tipo n. Em um
semicondutor do tipo n existe elétrons extra que sdo os portadores de carga, e em
semicondutores p existem buracos adicionais que sdo os portadores de carga. Em um laser de
diodo, a acdo do laser acontece na jungdo de uma material dopado tipo n com um material

dopado tipo p. Os fétons de uma laser semicondutor sdo criados quando um elétron perde
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energia quando combinado com um buraco. Quando uma jung@o € formada acontece uma
“avalanche” inicial de fétons como cargas moéveis que se movem através da juncio se
combinam com cargas opostas. Entretanto é um processo rdpido e para prorroga-lo é
necessdrio injetar cargas moveis adicionais, ou seja, uma corrente elétrica através da jungdo.
Ao se fazer isso, cria-se uma condi¢do de estado estaciondrio em que os fétons estdo
continuamente sendo emitidos a partir da jungdo [117]. Para um maior detalhamento do

funcionamento do laser de diodo e de outros lasers citados neste texto veja referéncia [117].

A eficdcia da clinica da terapia fotodinamica depende do fornecimento de adequado de
luz e o fotossensibilizador no tecido alvo. Métodos de entrega ideal e controle de distribuicao
de luz no tecido sdo complexos e ndo compreendidos em sua totalidade. As complexidades
técnicas para determinagdo adequada de dosimetria e entrega de luz no tecido bioldgico, sdo
dreas altamente especializadas e devem ser considerados no contexto de cada aplicacdo.
Entretanto, o sucesso da TFD na pratica clinica continua dependente do desenvolvimento de
novas tecnologias do laser, para que haja mais dispositivos cada vez mais simples, baratos e

eficientes.
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Capitulo 7. Materiais e Métodos

7.1. Sintese do PGLD

No presente trabalho a rota de obtencdo do dendrimero PGLD foi efetuada a partir da
sintese de Williamsom modificada pela utilizacdo de um catalisador de transferéncia de fase
[16]. Nesse caso, para a sintese de familias de PGLD de geracdo zero a quatro (G = 0-4), um
processo iterativo de seis etapas onde a alilagio de um nicleo de poliglicerol seguido da
dihidroxilacdo catalitica com 6xido de N-metilmorfolina da ligagdo alilica foi adotado. Sob
condi¢des de transferéncia de fase a reacdo de alilacdo permitiu a formagdo quantitativa do
dendrimero com bons rendimentos, proximo a 80%, reduzindo assim, o nimero de defeitos na
cadeia macromolecular (Figura 7.1). O PGLD, produto final, foi purificado em coluna
cromatografica de silica gel. A Figura 7.1 ilustra o processo de obtencdo do PGLD de
geracdes 0-2. Os reagentes utilizados foram de procedéncia Merck, Vetec e Sigma-Aldrich

P.A. e foram utilizados sem tratamento prévio.
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Figura 7.1- Tlustracdo do processo de sintese do PGLD utilizando a rota sintética de Williamson modificada. Gly
= glicerol, TBABr = Brometo de tetrabutil aménio. A direita ¢ ilustrada a purificacdo cromatogrifica do produto

obtido.

A pureza dos PGLD’s (G=0, 2 e 4) foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O rendimento do processo de sintese foi de 88%, tendo os PGLD’s
obtidos as seguintes caracteristicas espectroscopicas (Bruker 400 MHz, CSIC/Madri-
Espanha): lH—NMR, 300 MHz, D,0), deslocamentos (5, ppm): 4,8 (OH); 4,04 (OCH,-CH-
CH,); 3,95-3,40 (CH,-O-CH,). C-NMR, 75 MHz, D,0), deslocamentos (8, ppm): 62,9
(CH,-OH, unidade terminal); 82,0-81,5; 80,6-79,8; 74,7-73,9; 73,8-72,2; 71,8-70,7; 64,7; 63,1
(CH,-O-CHo,, poliéter). Rendimento: 81,5%.
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7.2. Sintese e caracterizacao fisico-quimica do conjugado PGLD-

Chl-a

A imobilizacdo da clorofila a no PGLD (G=3) foi efetuada através do método de
Steglich em reagdo de esterificacdo catalisada por N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-
Dimethylaminopyridine (DMAP) [131]. A 10 mL de uma solugdo de PGLD em
dimetilformamida (DMF) 0,01lmM foi adicionado Chl-a ((extraida de espinafre, Sigma-
Aldrich, 0,64 mM)) previamente defitilada e N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC, 0,64 mM)
e 4-Dimethylaminopyridine (DMAP). O sistema foi mantido sob agitacdo magnética por 5
dias a -4 °C. A solucéo coloidal resultante foi dialisada por 3 dias contra dgua destilada para a
remo¢do do DMF e materiais ndo reagidos em membranas de 12-14 kDa de limites de
exclusdo por 24 horas a -4°C. Apés a didlise, as amostras foram liofilizadas e armazenadas
em geladeira (-4°C). A Figura 7.2 ilustra as etapas utilizadas na obtenc@o do conjugado

PGLD-Chl-a. Rendimento: 65%.
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Figura 7.2 - Ilustrag¢@o do processo de sintese do conjugado PGLD-Chla através do método de Steglich em
reacdo de esterificag@o catalisada por N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-Dimethylaminopyridine

(DMAP).
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O conjugado PGLD-Chl-a foi analisado por cromatografia de camada fina (CCF),
andlise térmica (TGA, DSC), espectroscopia no infravermelho por transformadas de Fourier

(FTIR) e espectroscopia eletronica (UV-Vis).

Na cromatografia em camada fina (CCF) usou-se como fase estaciondria
cromatoplacas de silica gel GF254 (MERCK); tamanho aproximado 5x25 cm e espessura
0,25 mm. O solvente utilizado para o conjugado PGLD/Chl-a foi o dimetilsulf6xido (DMSO).
A fase moével utilizada foi uma mistura de acetato de etila:metanol na proporcao 2:8 (v/v). Os

cromatogramas foram revelados por acdo vapores de iodo.

A quantidade de Chl-a incorporada no PGLD foi determinada por espectroscopia UV-
Vis foi efetuada em um espectrofotdometro UV-Vis (Varian, Cary 50) de acordo com
metodologia estabelecido pela literatura [132,133]. Assim, para a determinacdo da quantidade
de Chl-a incorporada ao PGLD foram feitas leituras a 663,6 nm, 646,3 nm e 750 nm contra
um branco contendo somente PGLD. As quantidades de clorofila a foram calculadas a partir

das leituras das absorvéncias através da Equacdo 7.1 [132,133].

mcntagpGLD = 13,71.A663,6-750 -2,85A646,6-750 7.1

Os espectros na regido do infravermelho do conjugado PGLD/Chl-a foram obtidos na
regido de 4000 a 400 cm™, no Centro de Estudos e Inovagdo em Biomateriais Biofuncionais

Avancados da UNIFEI.

A estabilidade térmica do conjugado PGLD/Chl-a foi avaliada através da andlise
termogravimétrica um equipamento Mettler TA 4000 equipado com uma microbalanca M3
com capacidade maxima para 150 mg e sensibilidade de 1 mg e; forno TGS50 capaz de operar
at¢ 1.000 °C, controlado por um microprocessador TC-11. Utilizou-se a razdo de
aquecimento de 10 °C.min"', atmosfera dinimica de nitrogénio de 150 mL.min" e cadinho de
a-alumina. A temperatura inicial do aquecimento foi de 25 °C e a temperatura final foi se 500

°C. As massas utilizadas no experimento situou-se entre 20-30 mg.

A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do conjugado PGLD/Chl-a foi avaliada através
da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) utilizando um termoanalisador Shimadzu DSC-
60. Na andlise por DSC utilizou-se atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 300 mL/min.
Utilizaram-se amostras de cerca de 2,8-3,0 mg sendo a temperatura inicial igual a -130 °C e a

temperatura final igual a 30 °C. Todas as amostras foram inicialmente aquecidas e depois
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resfriadas na mesma velocidade (10 °C/min) para eliminar a histéria térmica do material.

Nesse caso, para interpretacio da Tg considerou-se a 2* corrida térmica.

7.2.1. Simulacao computacional das propriedades eletronicas do conjugado

PGLD-Chl-a

Uma das etapas no desenvolvimento de um novo farmaco é o aperfeicoamento do novo
composto. Nessa etapa sdo utilizadas técnicas de quimica computacional aplicadas ao desenho
dos farmacos, em especial o modelo QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) é
de grande utilidade [134]. Os recursos tecnolégicos de hardware e software evolui
constantemente, o que tem contribuido com o desenvolvimento de diversas técnicas para
célculo de propriedades moleculares. Computacionalmente pode-se examinar diversos
compostos em 2D e 3D, e também quantificar a correlagdo entre estrutura e atividade das
moléculas, possibilitando predizer tecnicamente a atividade bioldgica dos compostos
sintetizados. Na descoberta de medicamentos, uso eficaz de quimica computacional encurta o
ciclo de desenvolvimento de novos farmacos e fornece as empresas farmacéuticas uma

vantagem competitiva com tempos de descobertas mais rapidos e custos reduzidos [135].

A otimizagdo da geometria molecular foi realizada através do método semi-empirico PM3
com critério de convergéncia 1.0 kcal/mol/Angstrom. O célculo das estruturas eletronicas foi
feito segundo o método ab initio DFT/6-31-G, sendo 6-31-G as fungdes de base utilizadas.
Para tanto, foi utilizado o funcional B3LYP. O coeficiente de particdo octanol-dgua foi

calculado através dos valores de log P empregando o método de contribui¢do atomica.

7.3. Estudo de bioatividade e citotoxidade

O estudo de bioatividade e citotoxidade do PGLD-Chl-a contra carcinomas de cabega
e pescogo (OSCC-09) foi realizado no laboratério do Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo 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 cedidos pelo departamento de Estomatologia:
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Cultura de células

1.  Fluxo laminar

2. Linhagem celular derivada de carcinoma epiderméide oral OSCC-09 (Oral
Squamous Cell Carcinoma)

3. Meio de cultura do tipo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

4. Soro fetal bovino

5. Solucdo PBS (Phosphate Buffer Solution — Solu¢do de Tampao Fosfato, pH 7,4 —
Sigma)

6. Tripsina-EDTA (0,125% de tripsina e 0,02% de EDTA — Gibco, USA)

7. Centrifuga Excelsa II, Mod. 206 BL

Contagem de células e terapia fotodinimica

1. Céamara de Neubauer (Newbauer Improved Brigth-Line, Optik Labor)

2. Azul Trypan (Sigma)

3. Placa de cultura de 96 pocos, na cor preta com fundo chato e transparente

4. Laser (MMOptics®, Sao Carlos), de comprimento de onda 670 nm e energia 4,5

Jem?, poténcia 25 mW
Teste de viabilidade celular

1. MTS (sal de tetrazélio - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H- tetrazolium) )
2. Leitor de ELISA Biotek ELX 800

7.3.1. Preparo da linhagem celular para cultura

Inicialmente, a camara de fluxo laminar foi esterilizada por luz ultravioleta durante 40
minutos e todo o procedimento foi realizado dentro do fluxo laminar. O criotubo foi retirado
do nitrogénio liquido e descongelado em banho-maria a 37 °C. Apés transferéncia do
conteido do criotubo para um tubo de centrifugacio acrescentou-se 2 mL de meio de cultura
e, entdo, foi levado para centrifugar por 5 minutos a 1300 rpm, para formar um precipitado de
células. O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido até que ndo houvesse mais
grumos. Subsequentemente o mesmo foi transferido para garrafa de cultura onde o meio de

cultivo celular foi acrescentado. O meio de cultura celular foi preparado com meio de cultura
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do tipo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) somado a 10% de soro fetal bovino.

A placa foi colocada em estufa de CO, (5%) a 37°C, com % de volta do frasco aberto.

Ap6s 24h o meio foi retirado e as células lavadas com solu¢do tampao salina-fosfato
(PBS) cujo pH € 7,4. Em seguida, a solucdo de lavagem foi descartada e mais uma vez foi
colocado o meio de cultura. Novamente apds 24h, o meio de cultura foi retirado, a placa
lavada com PBS, e entdo foi colocado tripsina para provocar o destacamento das células do
fundo da garrafa de cultura. Tal destacamento foi acompanhado pelo microscépio a cada 5
minutos (Figura 7.3), a maior parte desse tempo a garrafa ficou na estufa a 37 °C, e entdo foi
acrescentado o meio de cultivo, colocou-se as células e o meio no tubo para serem
centrifugados por 5 minutos a 1300 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi

ressuspendido com 1 mL de solucdo PBS, para dissolugéo total dos grumos.

(b)

Figura 7.3 — Destacamento de células do fundo da garrafa de cultura: (a) células ainda fixas no fundo da garrafa,

(b) celas destacadas do fundo da garrafa de cultura.

7.3.2. Avaliacao da citotoxicidade

Foi retirado 10 pL da suspensdo, acrescentado 80 uL de meio de cultura (DMEM
adicionado de 10% de soro fetal bovino), e 10 puL de azul de Trypan. Depois de
homogeneizado, foi aplicado a uma camara de Neubauer para realizacdo da contagem de
células. A suspensdo celular encontrada nesse processo foi de 6,25x10° células por mL, sendo
adequado para este ensaio. A suspensio foi repicada para uma placa de cultura de 96 pogos,
na cor preta com fundo chato e transparente. Foram utilizados 12 pocos, para 4 grupos

experimentais e suas respectivas triplicatas. Esperou-se 24h para adesdo das células ao fundo
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da placa e em seguida iniciou-se a irradiacdo com laser. O equipamento laser utilizado foi o
modelo Photon Laser III (DMC Equipamentos Ltda, Sdo Carlos/SP). O laser utilizado possui
como meio ativo o Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs), comprimento de onda de 660 nm
e poténcia de (25 mW). A poténcia foi aferida antes de cada procedimento experimental. O

experimento foi dividido em grupos, descritos a seguir:

Grupo I = Controle (apenas as células).

Grupo II = Células com adi¢cao de PGLD G4

Grupo II = Células adicionadas ao conjugado PGLD-Chl-a no escuro.

Grupo III = Células adicionadas PGLD-Chl-a tratadas com laser (terapia
fotodindmica).

Grupo IV = Células tratadas somente com laser.

A Figura 7.4 mostra a aplicacdo do laser na placa nos devidos grupos. Para que o
ensaio de citotoxicidade pelo método de MTS fosse iniciado, o MTS foi adicionado aos
pocos, e a placa levada em estufa a 37 °C. Apds 3h a placa foi levada para o
espectrofotometro leitor de ELISA Biotek ELX 800, onde a leitura da absorbancia foi

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

Figura 7.4 — Aplicagdo do laser nos grupos selecionados.
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7.3.3. Ensaio-TUNEL

O protocolo de exposicdo das células OSCC-09 ao PGLD-Chl-a na TFD utilizado 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 (na propor¢do 1:1)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino. Depois de subcultivadas, ao ocuparem 70% do
frasco de cultura (subconfluéncia) aproximadamente 20x10* células foram plaqueadas em
laminulas de 18 mm de didmetro acomodadas em placa de 12 pocos. Apds 24 horas do

plaqueamento, foi realizado o tratamento simultdneo em 4 grupos:

D Controle, sem qualquer aplicacdo de PGLD-Chl-a
10) Tratamento com PGLD-Chl-a no escuro
III)  Tratamento com PGLD-Chl-a com irradia¢do laser por 3 min

IV)  Tratamento com PGLD-Chl-a com irradiacdo laser por 10 min.

Apés a TFD as laminulas foram lavadas com PBS e procedeu-se a fixacdo 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 préximo passo depois de nova lavagem foi a incubagido com
25 pL do Equilibration Buffer (componente do kit). As laminulas foram entdo 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 imida
na auséncia de luz por 1 hora. Apés esse periodo as laminulas ficaram por 15 minutos em
contato com a substancia SCC presente no kit diluida em dgua MiliQ (1:10). Apés 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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Capitulo 8. Resultados e Discussao

8.1. Caracterizacao do conjugado PGLD-Chla

8.1.1. Imobilizacao do Chl-a no PGLD

A incorporagdo da Chl-a no PGLD em func¢do do nimero de geracdes estd apresentado

na Figura 8.1.
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Figura 8.1 — Incorporagio da Chl-a no PGLD em fun¢do do nimero de gera¢des do dendrimero (G).

Os resultados obtidos (Fig. 8.1) demonstram que a quantidade de Chl-a incorporada ao
PGLD aumenta significativamente com a geragdo do dendrimero, saturando, entretanto para
G = 2. Por outro lado, o rendimento da reagdo de acoplamento quimico da Chl-a ao PGLD
diminui & medida que G aumenta. A saturagdo observada no processo de incorporagdo da Chl-
a e a diminui¢do de G se deve provavelmente ao efeito de impedimento estérico devido a
elevada densidade de grupos funcionais (hidroxilas) na periferia do PGLD que aumenta

proporcionalmente a G.
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8.1.2. Cromatografia de camada delgada

A cromatografia de camada delgada (CCD) € um método de separacio fisico-quimico,
baseado na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que acontece devido as
diferentes interagdes dos componentes entre duas fases imisciveis; uma fase mével e outra
estaciondria. Este método foi aplicado com o objetivo de confirmar o acoplamento quimico

entre o PGLD G4 e a clorofila a.

As cromatoplacas foram desenvolvidas em cubas de vidro que continham como
eluente o acetato de etila e metanol, na propor¢do 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 8.2-a mostra as cromatoplacas ja
reveladas com iodo. Através delas foi possivel calcular o fator de retencdo (Rf) das amostras

de PGLD, Chl-a e PGLD-Chla. O R¢ das amostras esta representado na Figura 8.2-b.

As amostras de PGLD e clorofila, puros, foram usadas como referéncia. O valor do R
aumenta ligeiramente do PGLD GO (0,70) para os PGLD’s G2 e G4 (0,72). O R¢ da clorofila é
um pouco mais baixo que o dos PGLD’s (0,64). J4 para o PGLD-Chl-a o Ry é
consideravelmente menor (0,50). Como pode ser observado na Figura 8.2-a, onde estd o
PGLD-Chl-a, ndo sido observadas manchas que indiquem separacdo das moléculas. Caso elas
estivessem apenas “misturadas” haveria uma mancha referente ao PGLD e outra da clorofila,
dado que os materiais possuem Ry diferentes. Nesse caso ocorreu apenas uma mancha, e
obteve-se um Ry bastante diferente do Ry das moléculas de referéncia, indicando que as

moléculas estdo de fato ligadas quimicamente.

0.9

0.8

Fator de relengao Rf

PGLD GO PGLD G2 PGLD G4 Clarofila a PGLD-ChI

(a) (b)
Figura 8.2 — (a) CCD dos PGLD’s GO, G2 e G4, PGLD-Chl-a e Clorofila a; (b) valores de Rfdas amostras.



60

8.1.3. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para as amostras de PGLD GO-
G4, clorofila a e PGLD-Chl-a na faixa espectral de 4000 a 500 cm'l, com as amostras puras
sdo apresentados nas Figuras 8.3 a 8.5. Os resultados obtidos exibem bandas caracteristicas
para as vibragdes de estiramento O-H (3305 cm'l), vibracdo assimétrica de CH3CH, (2930-
2879 cm'l), deformacdo angular de CH, (1415 cm'l), estiramento e deformacao axial de C-O
(1329 cm™ e 1210 ecm™), estiramento C-C (1108 cm™) e estiramento C-O de ligacdo éter
(1032 cm™) [136].
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Figura 8.3 — Espectroscopia FTIR do PGLD GO (preto), PGLD G2 (vermelho), PGLD G4 (azul). Os

valores destacados no grafico sdo referentes ao PGLD G4.

O espectro da Figura 8.3 mostra que as bandas de absorcdo sdo as mesmas para as
diferentes geragdes do PGLD, fato que ja era esperado, pois com o aumento das geracdes
apenas aumenta o nimero de ramificacdes, mas nenhum grupo funcional diferente do que ja

estdo presentes nas geracoes GO a G4.

A Figura 8.4 mostra o espectro de absor¢do FTIR da clorofila a, através do qual foi
feita a atribuicdo as principais bandas observadas no espectro infravermelho (Tabela 8.1). A
interpretacdo dos espectros de infravermelho da clorofila a baseou-se principalmente no
trabalho de Goodwin [137]. A regido de maior importancia é a regido da carbonila onde a
maioria das bandas de absor¢do dos ligantes sdo independentes do fon metdlico (magnésio) no

anel pirrélico [138].
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Figura 8.4 — Espectro de absor¢do FTIR da Clorofila a
Tabela 8.1 — Atribuicdo de bandas de absor¢do FTIR da clorofila a [138].
Numero de onda Atribuigdo
2978 Estiramento C-H
2927 Estiramento C-H
2885 Estiramento C-H
1664 Estiramento C=0
1420 Deformacio assimétrica e simétrica CH3;-CH,
1370 Estiramento C-N (anel pirrélico)
1264 Estiramento C-O
1087 Estiramento C-C (anel pirrélico)
1036 Estiramento C-O de éter

Na Figura 8.5 sdo mostrados os espectros de absor¢do do PGLD G4, Chla e PGLD-
Chl-a. Observa-se modificacdes significativas nas bandas de absor¢do quando hd o
acoplamento da clorofila ao PGLD G4. A Tabela 8.2 mostra a atribuicdo das principais

bandas de absor¢do do PGLD-Chl-a [138].
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Figura 8.5 — (a) Espectro de absor¢do FTIR do PGLD-Chl (vermelho), Clorofila a (azul), PGLD G4

(preto); (b) zoom do espectro na faixa de nimero de onda de 1860 a 600 cm™.

O espectro o PGLD-Chl-a indica altera¢Ges significativas no espectro vibracional do
PGLD apés imobilizagido da clorofila na superficie dendritica. No PGLD-Chl-a a banda em

1653 cm’™ que € caracteristica da clorofila é acentuada. A banda em aproximadamente 2930
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cm™ presente tanto na clorofila quanto no PGLD foi suprimida, e prevalece a banda em 2973
cm™ que estd presente apenas na clorofila. Também ndo aparece no PGLD-Chl-a a banda de
absor¢do da clorofila a 1370 cm™, enquanto que a banda correspondente ao C-O (éter)

aparece deslocada para 1234 cm’™.

Tabela 8.2 — Atribui¢do de bandas de absor¢do FTIR do PGLD-Chl

Nimero de onda (cm'l) Atribuicao
3294 Estiramento O-H
2973 e 2878 Vibracao assimétrica CH;CH,

1653 Estiramento C=0

1411 Deformacao angular CH,
1326 Estiramento C-O

1234 Deformagao axial C-O
1111 Estiramento C-C

1034 Estiramento C-O de éter

8.1.4. Espectroscopia Eletronica (UV-Vis)

O resultado da andlise de espectroscopia UV-Vis estéd representado na Figura 8.6 que
mostra os espectros para as diferentes geracdes do PGLD, a atribui¢do de bandas de absor¢io

encontra-se na Tabela 8.3.

— PGLD GO
— PGLD G4
— PGLD G2
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Figura 8.6 - Espectro de absor¢do UV vis de PGLD: GO (preto), G2 (vermelho) e G4 (azul).
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Tabela 8.3 - Atribuicio de bandas para o PGLD nas geracdes GO, G2 e G4 [139]

Comprimento de onda (nm) Atribuicio
GO (2mL-1L) gg -OH—CI_ié—gI{Iiz—O-C-
G4 (Smg-mL) 270 “OH-CH»-CH,-O-C-
G2 (2mg-mL) 3;2 ‘OH‘CI_{é-ggz-O-C—

Os espectros eletronicos revelam que os dendrimeros exibem bandas de absor¢do na
regido do espectro UV-Vis. Todas as gera¢des de PGLD sdo caracterizadas pela existéncia de

grupos —OH na periferia da macromolécula dendritica, e ligacdes éter do tipo CH,-O-C.

A luz UV provoca excitacdo do elétron a partir do maior orbital molecular de mais alta
energia (HOMO) para o orbital de mais baixa energia (LUMO). A quantidade de energia
necessdria para excitar o elétron é a diferenca de energia entre esses orbitais, quanto menor a
energia necessdria para excitar o elétron maior serd o comprimento de onda apresentado no
espectro. Assim pode-se observar na Tabela 7.1 que os grupos —OH — CH, — CH, —0 —C —
tem comprimento de onda maior em comparagdo com o grupo -COH. Esse fato pode ser
explicado através das ligacdes das moléculas, a transicdo do grupo -COH é n = ¢* (onde n é
o orbital HOMO e o o orbital LUMO) que possui alta energia de transicdo e,

consequentemente, apresenta uma banda de absor¢do em comprimentos de onda menores.

O espectro de absorcao da clorofila a, do PGLD G4, e do PGLD acoplado a clorofila a
(PGLD-Chl-a) estdo representados na Figura 8.7-a. As clorofilas apresentam um circuito
fechado de ligacdes duplas conjugadas que lhes permitem absorver luz, sendo suas principais
bandas de absor¢cdo no espectro visivel (Figura 8.7-a em vermelho): uma na regido do
vermelho correspondente ao primeiro estado excitado (666 nm); e outra no azul que
corresponde ao segundo estado excitado (436 nm), que sdo conhecidos como banda de Soret e
banda Q respectivamente (Figura 8.7-b). De acordo com Gouterman [12], essas bandas tem
origem na transicdo singleto n- ©* entre os orbitais HOMO e LUMO [86,91]. Esses estados
sdo origindrios a partir da excitacdo dos elétrons dos orbitais do nitrogénio ndo ligado dos
anéis pirrol aos orbitais excitados do macrociclo [13,86]. Através da Figura 8.7-a (em azul) é
possivel observar o acoplamento da clorofila a ao dendrimero devido ao aparecimento das

bandas de absor¢do da clorofila nas bandas de absor¢ao do dendrimero.
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Figura 8.7 - (a.) Espectro de absorcao UV vis de PGLD G4 (vermelho), PGLD-Chl (preto) e clorofila a (azul);

(b.) Estrutura que permite que a clorofila absorva luz nas bandas de Soret e a banda Q.

O espectro UV-Vis indica a adequacdo do sistema PGLD-Chl-a para utilizacdo em
terapia fotodinamica, pois, uma vez que a Chl-a absorve a 666 nm e o comprimento de onda
do laser utilizado é de 670 nm. Logo, o laser fornece energia na regido de maxima absorcao
da clorofila, o que garante a efici€ncia da aplicacdo do laser na terapia fotodindmica. Ao
mesmo tempo, deve ser observado que a conjugacdo com o PGLD néo interfere na absor¢io

da clorofila o que sugere a preservagdo do anel porfirinico no processo de imobilizacao.

8.1.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas TG/DTG do PGLD (G=0-4) e PGLD-Chl-a em atmosférica dindmica de N,
sdo apresentadas na Figura 8.8. O PGLD apresenta grupos OH na periferia do dendrimero e
grupos OH secunddrios no interior da macromolécula cuja densidade aumenta
proporcionalmente ao ndmero de geracdo podendo resultar em um maior impedimento

estérico intramolecular o que poderia conferir uma maior estabilidade térmica a estrutura

dendritica.

O estudo cinético de decomposi¢do térmica do PGLD através da termogravimetria
(TG) pode ser uma ferramenta ttil para a estimativa do tempo de meia vida do dendrimero
nas condicdes da TFD, assim como avaliar os parametros cinéticos envolvidos em uma

fotodegradacdo ou poténcia dissipada do laser.
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Figura 8.8 — Curva TG e DTG de composi¢@o do (c) PGLD G4, e (d) PGLD-Chl-a.

As curvas TG mostram que os PGLD s GO, G2 e G4 apresentam, inicialmente, perda
de cerca de 10% de massa no intervalo de 25 a 190 °C, correspondente a dgua aprisionada na
estrutura do dendrimero (cavidade ou por ligacdo de hidrogénio). A perda de massa para o
PGLD-Chl-a € de cerca de 5% e acontece no intervalo de 25 a 90 °C.

Como pode ser observado na Figura 8.8-a, o dendrimero PGLD GO € termicamente
estavel até aproximadamente 250 °C e a decomposi¢do térmica ocorre em apenas 1 evento

com perda de massa total préxima a 100%. Por outro lado os dendrimeros PGLD G2 e G4 sdo
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estaveis termicamente até aproximadamente 230 °C e a decomposi¢do térmica ocorre em dois
eventos.

A Figura 8.8-b indica que o primeiro evento no PGLD G2 se processa com cinética
rdpida iniciando em aproximadamente 225 °C com perda de massa proxima a 80%. O
segundo evento acorre de forma mais lenta e gradativa entre 300 e 350 °C e a perda de massa
€ proxima a 10%. Observa-se um teor de residuo de aproximadamente 1% que pode ser
devido a formacdo parcial de carbono elementar durante a segunda etapa de decomposicao.

As curvas TG e DTG do dendrimero PGLD G4 sdo ilustradas na Figura 8.8-c. As
curvas indicam que o PGLD G4 mantém sua estabilidade até temperaturas préximas a 250 °C
e sua decomposicdo acontece em dois eventos. O primeiro evento acontece gradativamente e
€ mais lento com inicio préximo a 200 °C e a perda de massa € de aproximadamente 50%. O
segundo evento tem cinética rapida e acontece entre 300 e 350 °C, com perda de massa de
30%. Observou-se para o PGLD G4 um teor de residuo de aproximadamente 10% que é
referente a formacao parcial de carbono elementar durante a segunda etapa de decomposicao
térmica do material.

O PGLD-Chl-a apresenta diferencas significativas em seu comportamento térmico
relativamente ao PGLD puro. A Figura 8.8-d mostra que a degradagéo térmica desse material
acontece em quatro eventos, € sua estabilidade térmica se mantem at¢ 90 °C
aproximadamente. O primeiro evento tem cinética rapida, acontece entre 90 e 140 °C e causa
perda de cerca de15% de massa. O segundo evento acontece gradual e mais lento, na faixa de
temperatura entre 200 e 290 °C. A cinética do terceiro evento é pouco lenta, com perda de
massa de 25% e acontece entre as temperaturas de 290 e 340 °C. O quarto evento acontece no
intervalo aproximado de 340 a 400 °C, com perda de 20% de massa. Os dois ultimos
intervalos sdo atribuidos a formacdo e decomposicdo de subprodutos formados durante a
degradacio do PGLD-Chl-a. Também €& possivel observar um teor de residuo de
aproximadamente 5% referente a formacdo parcial de carbono elementar durante a
decomposicdo do material.

A Figura 8.9-a mostra o espectro FTIR do residuo contido cadinho apds a andlise

térmica do PGLD-Chl-a e também uma foto desse residuo (Fig. 8.9-b).
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Figura 8.9 — (a) Espectro FTIR do PGLD-Chl antes da andlise termogravimétrica (preto) e apds a andlise TG

(vermelho); (b) Foto do residuo apds a andlise TG.

Observam-se que a banda de absor¢do C-OH sofreram significativa redu¢@o de intensidade.
Por outro lado, as bandas de absorcdo ao estiramento C=C em 1601 cm’! , dobramento =CH,
em 1429 cm'l, torcao =CH, em 1006 cm'l, e por fim dobramento =CH, em 884 cm’!
referente a terminacdo insaturada foram significativamente intensificadas [140].

Em uma comparacio entre as curvas TG/DTG das trés geracdes do PGLD e do PGLD-
Chl-a, (Figura 8.10) observa-se a semelhanca entre as curvas do PGLD G4 e do PGLD-Chl-a,
destacando as alteracdes na estabilidade térmica do material causada pelo acoplamento da

clorofila ao dendrimero.
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Figura 8.10 — Comparacdo entre as geracdes do PGLD e PGLD-Chl.

Para o estudo da cinética de decomposi¢do térmica por TG foi aplicado neste trabalho
o método de Kissinger [141]. Nesse caso se considera que o fluxo de calor consumido pela
amostra é diretamente proporcional a massa do PGLD que € volatilizada, e que também pode
ser detectado mais eficientemente pela curva DTA, cujo pico indica efetivamente a condicdo
de méaxima taxa de volatilizacdo da amostra. Durante o tratamento térmico do PGLD,
considera-se que a taxa de sua decomposi¢cdo térmica é diretamente proporcional ao fluxo
térmico recebido pela amostra, sendo o calor de decomposi¢do fungdo da temperatura de
operacdo. Admitindo-se que durante o tratamento térmico dos dendrimeros PGLD s sé ocorra
volatilizagdo, a taxa de volatilizagdo serd diretamente proporcional ao fluxo térmico recebido

pela amostra, sendo o calor de volatilizagdo fun¢do da temperatura de operacao.

Considerando o modelo de Kissinger [141], a taxa de degradacdo térmica do PGLD

pode ser descrita através da Equacdo (8.1):

da (_i)
- = Ae "RT(1 — a)" (8.1)

sendo n a ordem da reagdo, a a fracdo mdssica volatilizada, T a temperatura, E é a energia de

ativacdo para a reacdo de degradacdo térmica, e R € a constante dos gases.

Diferenciando-se a Eq. (8.1), para uma dada taxa constante de aquecimento B, a degradacio

maxima se dard em uma correspondente temperatura Ty, [142]:
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EB

E
Rz - A= )5 De R (8.2)
m

sendo (1-x)n, € a fragdo massica residual, § é uma constante de aquecimento, T a temperatura
absoluta, E € a energia de ativagdo para a reagcdo de degradacdo térmica, R € a constante dos
gases, Ty, € a temperatura referente a taxa maxima de perda de massa e corresponde a
temperatura do pico DTG, visto que nessa temperatura ocorre a maxima taxa de variagdo de

massa do PGLD durante o aquecimento.

A linearizacdo da Eq. (8.2) fornece:

B 1 R
lnm= —Exa+ln(AE) (8.3)

A Eq. (8.3) € uma equagdo de reta que expressa valores de 1n[3/(Tm)2 em fungdo de
1/T,. Portanto, foram feitas curvas DTG em tré€s taxas de aquecimento () distintas, 10, 15 e
20 °C/min, que forneceram as respectivas temperaturas relativas a taxa de conversdo méaxima
(Twm). Os valores foram colocados na forma de um grafico 1n([3/Tm)2 versus (1/Ty) e, com
auxilio do software TA 72 determinou-se o coeficiente angular, que propiciou o cédlculo da

energia de ativagdo (E) para a degradacdo térmica do PGLD de diferentes geracdes.

Os resultados obtidos para o cédlculo de E para os dendrimeros PGLD’s GO, G2 e G4
sdo apresentados na Figura 8.11. 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. Uma vez que o PGLD/G4 é mais volumoso, é de se esperar que a
mobilidade das ramificacdes ficasse restrita devido ao impedimento estérico [143]. E o
impedimento estérico que justifica o fato de que com o aumento da geracdo do dendrimero e a
incorporacdo de Chl-a a energia de ativagdo diminui (Figura 8.11), favorecida nesse caso por
um maior impedimento estérico e consequente diminuicao nas intera¢des intermoleculares do

dendrimero.

E importante salientar que a energia de ativagdo calculada ndo é a verdadeira, mas sim
uma energia de ativac@o aparente, pois considerou-se que a velocidade de decomposi¢do por
unidade de area de interface é constante, o que nédo é rigorosamente verdadeiro. Os fatores
termodindmicos relacionam-se com as condicdes de equilibrio a qualquer temperatura
enquanto que nos fatores cinéticos a énfase é sobre a velocidade de reagdo. Uma vez que no

estudo de andlise térmica os dendrimeros apresentam-se como um liquido de alta viscosidade,
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no fornecimento de calor ao sistema é possivel que a transicdo ocorra parcialmente para uma
fase gasosa. Desta maneira a andlise da curva TG isotérmica fornece somente uma relagio
matemadtica e nio identifica necessariamente o modelo de Arrhenius. Para uma andlise mais
precisa da energia de ativacdo do sistema serd necessario investigar a influéncia na forma e

tamanho da drea interfacial na reacio de decomposicao térmica.
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Figura 8.11 — Energia de ativagdo dos dendrimeros PGLD’s em fun¢do do nimero de geragdes.

8.1.6. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O equipamento DSC utilizado nesse trabalho utiliza a modalidade de compensagao de
fluxo de calor. Nesse caso, a amostra e a referéncia sdo colocadas em cadinhos idénticos,
localizados sobre um termoelétrico de “constantan”, e aquecidos por uma tnica fonte de calor.
O calor € transferido através do disco para ambas, amostra e referéncia. O fluxo de calor
diferencial entre os dois € controlado por termopares conectados abaixo dos cadinhos. Assim,
a diferenca no fluxo de calor da amostra e da referéncia € diretamente proporcional a
diferenca de poténcia das jungdes dos dois termopares. A apresentacio dos resultados no DSC
de compensacdo de poténcia € adotada a convencdo termodinidmica com eventos
endotérmicos (variacdo de entalpia menor que zero, AH>0) caracterizados por picos

ascendentes nas curvas DSC, enquanto que os eventos exotérmicos (AH<0) os eventos sdo

representados nas curvas DSC por picos descendentes [144].
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Com a diminui¢do acentuada da temperatura de um sistema macromolecular o
movimento conformacional se restringe ao maximo, impedindo o movimento dos
seguimentos de cadeia, tornado seus movimentos mais lentos até perderem a flexibilidade
num estado de “congelamento” (estado vitreo). Essa fronteira é chamada de temperatura de

transicdo vitrea (Tg)(Figura 8.12).

Fluxo de calor

endo

I

L

Temperatura (*C)

Figura 8.12 — Curva DSC de determinacéo de Tg [145].

Em temperaturas inferiores a Tg ndo ha variacdo na fracdo dos espagos disponiveis,
assim a fracdo de volume livre permanece a mesma. Em geral a temperatura de transicdo
vitrea aumenta com o peso molecular [146]. O aumento da Tg do dendrimero reflete a

presenca de uma estrutura mais rigida [147].

Em dendrimeros de PGLD o fornecimento inicial de calor leva ao enfraquecimento
das ligacdes de hidrogénio, facilitando assim uma maior movimentacdo entre as cadeias
poliméricas umas em relacdo as outras. Dessa forma, quanto mais volumoso for o dendrimero

maior serd sua temperatura de transi¢cdo vitrea, pois a mobilidade das cadeias serd reduzida.

Existem muitos fatores que influenciam a Tg tal como a razdo de resfriamento, uma
razdo menor leva a uma temperatura Tg mais baixa [148]. A Tg também € 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 [149].

A Tg de um polimero € geralmente associada a fendmenos cooperativos de
relaxamento através de grandes movimentos segmentares e sua origem reoldgica ou

termodindmica estd bem estabelecida. Para um polimero linear de alto peso molecular, as
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extremidades das cadeias tem um papel menor da transi¢do vitrea. Uma vez que polimeros
hiper-ramificados e dendriticos ndo tem suas cadeias amplamente emaranhadas, a transicio
vitrea pode ter origem a partir de um fendmeno diferente daquele de polimeros lineares, nesse
caso, a contribuicdo dos grupos terminais torna-se significativo. Tem-se sugerido que o
comportamento destes polimeros é baseado em alteracdes conformacionais e o grau de
associacdo do polimero em diferentes tamanhos (geragoes).

Na tentativa de compreender o relaxamento térmico de dendrimeros, a teoria de
volume livre de terminacdo de cadeia modificada, com consideracdo do volume ocupado por
um grande nimero de pontas de cadeia foi proposto para explicar a Tg dependente do peso
molecular [150].

Nesse trabalho, a andlise 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 eliminar a histéria térmica do material sendo considerado somente
a segunda “corrida” térmica. Os resultados sdo apresentados na Figura 8.13.

Nio foram observados eventos endotérmicos ou exotérmicos associados a fendmenos
de cristalizagdo ou fusdo, indicando que o PGLD, independente do numero de geragdes é
essencialmente amorfo [143]. A temperatura de transi¢do vitrea foi encontrada utilizando o
ponto médio da descontinuidade da curva que representa a transi¢do vitrea [146]. A Tg
encontrada para todas as geracdes de PGLD e para o PGLD-Chl-a est4 abaixo da temperatura
ambiente (25°C) (Tabela 8.4), o que indica que as diferentes geracdes do PGLD pode ser
utilizado como carreador de farmaco na temperatura ambiente e também no interior do corpo

humano.
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Figura 8.13 — Curva DSC normalizada do segundo aquecimento do poliglicerol, com razio de aquecimento de

10°C/min, sendo (a) PGLD GO; (b) PGLD G2; (c) PGLD G4; e (d) PGLD-Chl.

Tabela 8.4 — Valores encontrados para temperatura de transi¢do vitrea das diferentes amostras do PGLD.

PGLD GO G2 G4 PGLD-Chl
Tg (°C) -95 -93 =77 -88

O aumento da Tg em cada geracdo (Figura 8.14-b) pode ser explicado através do
aumento do volume hidrodindmico do dendrimero diminuindo a mobilidade das cadeias
devido ao impedimento estérico. No entanto, a Tg do PGLD-Chl-a € menor que a do PGLD
G4 puro. Este resultado sugere que a clorofila quando acoplada ao PGLD proporciona um
volume hidrodindmico maior de rotagdo. Volume hidrodindmico é o tamanho que a
macromolécula assume em solugdo (Figura 8.15-a). O volume livre também interfere na Tg

de um dendrimero. Volume livre é a somatdria do volume das cavidades presentes entre as
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ramificagdes, cada cavidade é chamada de volume livre local [151]. A Figura 8.15-b traz uma
comparagdo entre o volume livre do PGLD G3 e G4. Note que com aumento da geragdo o
espaco entre as cadeias diminui, diminuindo o volume livre. Na comparagdo desses

dendrimeros, pode-se concluir que um aumento no volume livre leva a uma Tg inferior [143].

T (°C)
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Figura 8.14 — Relagdo entre Tg e a geracdo do dendrimero de poliglicerol.
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Figura 8.15 — (a) Exemplo de volume hidrodindmico de macromolécula (neste caso é um polimero linear) [152];

(b) exemplo de volume livre local em moléculas de poliglicerol dendritico nas geracdes G3 e G4 [96].

8.1.7. Simulacao computacional do conjugado PGLD-Chl-a

Os métodos computacionais sdo utilizados como uma ferramenta no planejamento,
descoberta, elucidacdo da estrutura molecular, eletrdnica, processos quimicos e bioldgicos das
moléculas. Neste trabalho a otimizacdo da geometria das moléculas de PGLD G4, PGLD-Chl-
a e clorofila foi feita pelo método semi-empirico PM3. Este método foi escolhido porque é

robusto e vantajoso para obter informagdes quimica e conformacional de dendrimeros [153].



77

A equagdo diferencial de Schrodinger (Equacio 8.4) tem na sua resolucio a avaliacdo
de um grande nimero de integrais. Em métodos ab initio, o nimero de integrais cresce
aproximadamente com a quarta poténcia do nimero de fungdes de base, podendo chegar a
alguns milhdes até mesmo para moléculas pequenas. J& em métodos quénticos semi-
empiricos, para reduzir os custos computacionais e o tempo, um grande numero dessas
integrais € negligenciado. Para que fosse permitida a eliminacdo do cdlculo dessas integrais
foram introduzidos pardmetros empiricos ou previamente calculados na resolucdo da equacio
de Schrodinger. Assim os métodos semi-empiricos s6 podem ser aplicados a sistemas que

contém os elementos para os quais foram desenvolvidos esses parametros [154].

—h? 0
[%V2+V]‘P:iha‘l' 8.4

O método PM3, que foi utilizado nesse trabalho, possui fungdes de onda
parametrizadas para os elementos H, Na, K, Rb, Zn, Hg, Al, C, Si, Ge, Sn, N, P, O, S, F, Cl,
Br, I, Be, Mg, Cd, Ga, In, T, As, Sb, Bi, Se e Te. A parametrizacdo para este método foi
desenvolvida para reproduzir uma série de dados experimentais, incluindo geometrias de
equilibrio, calores de formacdo, momentos de dipolo e energias de ionizacdo [154]. Os
métodos semi-impiricos sdo ainda incompardveis com qualquer método ab initio, no entanto é
um método suficiente para uma visao qualitativa [155].

O célculo das estruturas eletronicas foi realizado utilizando o método ab initio DFT/6-
31-G em que 6-31G séo as funcdes de base utilizadas. Ao utilizar a teoria do funcional de
densidade (DFT - density functional theory), ao invés da funcdo de onda considera-se a
densidade eletrdonica. Dessa maneira, a energia total do sistema (E) é escrita como um
funcional de densidade. O sucesso dessa abordagem depende da qualidade do funcional de
correlacdo e troca. Neste trabalho foi utilizado o funcional B3LYP, devido a qualidade de

seus resultados, particularmente para moléculas orgénicas [156].

Cada férmula molecular pode representar um grande nimero de isdmeros moleculares.
Cada isdmero € um minimo local na superficie de energia potencial, formado pela soma das
energias eletronica e de repulsdo entre os ndcleos em funcdo das coordenadas de todos os
nucleos. O ponto em que uma geometria na qual a derivada da energia com respeito a todos os
deslocamentos dos nucleos € igual a zero, ¢ chamado de ponto estaciondrio. Um ponto
estaciondrio onde todos os deslocamentos implicam um aumento na energia ¢ chamado de

minimo local, contudo caso corresponda ao isdmero mais estavel, é entdo chamado de minimo
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global. Uma estrutura de transicdo, cuja coordenada é chamada de coordenada de reacgéo, é
que uma determinada mudanga de coordenada em particular implica em um decréscimo na
energia total em duas dire¢des. Este processo de determinacdo de pontos estaciondrios é

chamado de otimizagédo de geometria.

As geometrias das moléculas de PGLD G4, Clorofila a e PGLD-Chl foram otimizadas,
utilizando-se o critério de convergéncia 1.0 kcal/mol/Angstrom. A estrutura inicial para a
otimiza¢do do PGLD G#4 e da clorofila foi preparada totalmente plana e as ramificagdes foram
colocadas cuidadosamente o mais distante possivel umas das outras, para que nao houvesse
sobreposi¢cdo. Para otimizar o PGLD-Chl-a a estrutura inicial utilizada foi as estruturas do
PGLD G4 e da clorofila, ja otimizadas, colocadas frente a frente, de forma a facilitar o
calculo da estrutura final. As Figuras 8.16, 8.17 e 8.18 mostram as estruturas otimizadas pelo
método PM3, onde se encontra diferentes posi¢des de cada molécula, para melhor

visualizagao.
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(b)

Figura 8.16 — Estrutura otimizada da Clorofila a pelo método PM3 de dois angulos diferentes (a),

destaque para as distdncias (em angstrons) das extremidades da molécula (b) e de seu centro (c).
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(b)

Figura 8.17 — (a) Estrutura do PGLD de quarta geracgdo, otimizada pelo método PM3 (b) PGLD G4 visto de

outro dngulo com destaque para distancia (em angstrons) dos extremos da molécula.
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Figura 8.18 — Estrutura otimizada do PGLD-Chl-a pelo método PM3 vista por dois dngulos diferentes (a);
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(b) ()

Figura 8.18 — Estrutura otimizada do PGLD-Chl-a pelo método PM3 com destaque para as distancias (em

angstrons) das extremidades da molécula (b) e do centro referente a estrutura da clorofila no interior do PGLD

(c).

De acordo com vérios estudos experimentais da estrutura, o dtomo de magnésio é
centrado no anel porfirinico [157-159]. Entretanto em uma verificacdo da otimizacdo da
geometria da clorofila a no vicuo nota-se que o atomo de Mg ndo estd no centro do anel
porfirinico, ji que a distincia entre o Mg e os dtomos de nitrogénio variam entre 1,838 a
2,503 A (Figura 8.16-c). No entanto, quando a clorofila é acoplada ao PGLD essa diferenca
entre os atomos de N e o de Mg é menor, variando entre 1,993 a 2,100 A (Figura 8.18-c),
sugerindo que a deformacdo do anel porfirinico € menor quando a clorofila estd ligada ao
PGLD. Essa distor¢do no anel porfirinico pode ser consequéncia de uma parametrizacdo
inadequada para o atomo de Mg, pois efeitos estruturais ndo simétricos s@o previstos quando é

utilizado a parametrizacdo do método PM3 [159].

A distribuicdo orbital molecular e as respectivas energias dos orbitais de fronteira
foram calculadas e estdo representadas nas Figuras 8.19, 8.20 e 8.21. As energias dos orbitais
HOMO e LUMO estdo resumidas na Tabela 8.5. Observa-se que os valores encontrados para
o band-gap de energia tem concordancia satisfatéria com os resultados de espectroscopia
eletronica experimentais (UV), apresentando cerca de 30% de erro em relagdo aos valores

medidos experimentalmente.
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(a)

(b)

Figura 8.19 - Representagdo dos orbitais HOMO (a.) e LUMO (b.) para a molécula de clorofila a. As
esferas cinzas representam o atomo de carbono, as brancas o hidrogénio, vermelhas o oxigénio e amarela

0 magnésio.



(b)

Figura 8.20 - Representacio dos orbitais HOMO (a) e LUMO (b) para a molécula de PGLD de quarta
geracdo. As esferas cinzas representam o dtomo de carbono, as brancas o hidrogénio, e as vermelhas o

oxigénio.
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(b)

Figura 8.21 - Representagdo dos orbitais HOMO (a) e LUMO (b) para a molécula de PGLD-Chl-a. As

esferas cinzas representam o atomo de carbono, as brancas o hidrogénio, vermelhas o oxigé€nio e amarela

0 magnésio.
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Tabela 8.5 — Valores obtidos pelo célculo tedrico dos orbitais HOMO e LUMO utilizando o método DFT.

Gap de Comprimento de Valor
HOMO | LUMO energia onda experimental Erro
correspondente
(eV) (nm) (nm)
PGLD G4 | -6,46 0,26 6,72 184 270 32%
Clor;fﬂa 497 | 251 | 246 504 666 24%
Pgh%}z_ -2,70 -0,11 2,59 478 666 28%

As clorofilas absorvem luz na regido visivel e as bandas registradas sdo provenientes
das transicdes eletronicas m-n* no anel porfirinico. Nesta simulagdo consideraremos apenas a
transicdo na regido do vermelho (banda Q) da transicdo So-S;. A diferenga de energia HOMO-
LUMO da clorofila foi 2,46 eV, o que corresponde a um comprimento de onda de 504 nm.
Este calculo apresenta um erro em relacdo ao medido experimentalmente de 24%. O PGLD na
geracdo 4 apresenta diferenca de energia HOMO-LUMO de 6,72 eV, o que corresponde ao
comprimento de onda de 184 nm atribuido a absor¢do da -OH-CH,-CH,-O-C- tendo um erro
de 32% em relagdo ao valor experimental (270 nm). Os erros encontrados sdo aceitaveis, pois
o calculo tedrico considera as moléculas no vdcuo o que ndo acontece na medida

experimental.

O PGLD-Chl-a absorve luz na mesma faixa de comprimento de onda que a clorofila
pura. A diferenca de energia HOMO-LUMO experimentalmente se mantém a mesma (666
nm), contudo o célculo tedrico mostra uma pequena alteracdo, sendo que o valor da diferenca
de energia HOMO-LUMO do PGLD-Chl-a é menor que a da clorofila pura. De acordo com a
Figura 8.21 o orbital HOMO do PGLD-Chl-a se mantém ao redor do anel porfirinico,
enquanto que o orbital LUMO apresenta um deslocamento para fora do anel. Este resultado é
significativo, pois além do resultado tedrico estar em acordo com o obtido
experimentalmente, aponta também que o PGLD néo altera significativamente (quando ligado
a clorofila) a absorcdo da luz pela clorofila no intervalo de interesse da terapia fotodinamica,

destacando mais uma das vantagens do uso do PGLD como carreador da clorofila.

O mapa de potencial eletrostitico (Figuras 8.22, 8.23 e 8.24) indica as regides que
possuem mais elétrons (regido negativa) e as que possuem menos elétrons (regifo positiva).

Nota-se que no PGDL (Figura 8.22) as extremidades, onde estdo os grupos COH, sdo
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negativas (em azul). Na clorofila a (Figura 8.23) também é possivel ver regides negativas
onde estdo localizados os agrupamentos C=0. Isso acontece, pois 0 oxigénio é mais
eletronegativo que o carbono atraindo a densidade de elétrons do carbono, tornando-se mais
eletrofilico. As regides positivas (em vermelho) no PGLD correspondem ao grupamento éter
(C-0-C), enquanto que na clorofila se destaca como regido positiva o centro do anel

porfirinico, nos arredores do magnésio.

Figura 8.22 — Mapa de potencial eletrostitico do PGLD GO

Figura 8.23 — Mapa de potencial eletrostdtico da clorofila a.




88

Ap6s a ligagdo com o PGLD o centro da clorofila torna-se quase totalmente neutro
(verde) (Figura 8.24). De uma maneira geral no PGLD-Chl as areas positivas encontram-se na
periferia da molécula onde se encontra as termina¢des OH, exceto na extensdo referente a
cauda da clorofila que permanece neutra, e no centro da molécula estdo as regides negativas e

neutras.

Figura 8.24 — Mapa de potencial eletrostitico do PGLD-Chl

A equacdo 8.5 é a razdo entre as concentragdes estabelecidas nas condigdes de
equilibrio de uma substancia quimica , quando essa € dissolvida em um sistema de duas fases,
sendo uma orgénica e a outra aquosa. A essa razdo da-se o nome de coeficiente de particio,
este estd relacionado a mudanga de energia livre causada pela substincia sobre o equilibrio

termodinamico do sistema [160].

_ [organica]
"~ [aquosa] 8.5)

O logaritmo do coeficiente de parti¢do 1-octanol/agua (log P) é amplamente usado em

varios modelos QSAR para prever as propriedades farmac€uticas de moléculas. Em quimica
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medicinal hd um continuo interesse no desenvolvimento de métodos de obtencdo do log P
com base na estrutura molecular [161]. Os mecanismos de absor¢do, distribui¢do e atividade
intrinseca estio diretamente relacionados com a resposta bioldgica de compostos bioativos. A
hidrofobicidade regula os processos de absor¢do e distribui¢do 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 sitios de

acdo [162].

Por conveniéncia é utilizado o logaritmo do coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua
(log p) é o mais utilizado [163]. E uma medida de hidrofobicidade molecular, usado para
avaliar propriedades bioldgicas relevantes para a acdo de fdrmacos, tais como solubilidade
lipidica, distribui¢do nos tecidos, ligacdo a um receptor, metabolismo e biodisponibilidade.
Hansch [164] foi pioneiro no uso extensivo desse pardmetro no desenvolvimento de varidveis
para equacdes da relagdo estrutura-atividade quantitativa (quantitative structure-activity
relationship, QSAR) [165]. Este método é parametrizado para sistemas orginicos com

variedade de heteroatomos.

O 1-Octanol é uma escolha natural como solvente hidrofébico devido a sua
semelhanca fisico-quimica com lipidios e de seu pardmetro de solubilidade préximo ao da
membrana bioldgica (como a pele), sua disponibilidade, facilidade de uso, e também por
conter uma cadeia alquila saturada apolar e grupo hidroxila polar com capacidade de agir

como doador ou aceptor de ligacdo de hidrogénio [165,166].

Neste trabalho os valores de log P foram calculados empregando o método de
contribuicdo atomica. Essa técnica foi escolhida por apresentar melhores resultados para

moléculas com mais de 45 atomos [165,167].

Para cada molécula o coeficiente de particdo octanol/dgua P pode prever a habilidade
da molécula difundir-se em biomembranas. Se P < 1, entdo log P < 0, nesse caso a molécula
terd tendéncias hidrofilicas, quanto menor for o log P mais hidrofilica sera a molécula. Por
outro lado se P > 1, logo log P > 0, entdo a molécula serd lipofilica, quanto maior o log P,
mais hidrofébica serd a molécula. A Tabela 8.6 traz os valores do log P para clorofila a,
PGLD G4, e PGLD-Chl-a. Observa-se que a clorofila a apesar de ser uma excelente candidata
a fotossensibilizador em terapia fotodindmica € altamente hidrofébica. Na literatura os valores
encontrados para os tipos de clorofila sdo maiores que zero [168], este estudo estd em

concordancia com a literatura, pois o log P encontrado para a clorofila na simulacdo
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computacional foi de 18,16, evidenciando seu carater hidrofébico, o que pode acarretar no
fendmeno de agregacdo. Este fendmeno € prejudicial para a terapia fotodindmica, pois pode
reduzir sua capacidade de absorver luz e diminuir o tempo de vida e rendimento quantico do
estado tripleto excitado, tornando necessario o uso de um carreador para transporta-la até as

células alvo.

Nesse caso o PGLD apresenta-se como um bom carreador, pois € hidrofilico, log P = -
24,18. Como esperado a ligacdo entre a clorofila e o PGLD resulta em uma molécula também

hidrofilica, log P =-48,73.

Tabela 8.6 — Valores obtidos do coeficiente de parti¢do octanol-dgua.

PGLD G4 -24,18
Clorofila a 18,16
PGLD-Chl -48,73

Este resultado é favordvel para terapia fotodinamica, pois a ligacdo entre as moléculas
nao afeta as caracteristicas de absorcao da clorofila e, possivelmente, podera ser transportada

até as células tumorais fazendo com que se acumule preferencialmente nos tecidos alvo.

8.2. Estudo de bioatividade e citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado em todos os quatro grupos de células (descrito
no capitulo 6). O método € baseado na avaliagdo quantitativa de células vivas (denominadas
de vidveis), apOs a exposi¢do das células de carcinoma de cabega e pescogo (OSCC-09) ao
PGLD e/ou PGLD-Chl-a as placas de Elisa foram submetidas ao laser continuamente por um
periodo de 3 minutos, de forma pontual com a abertura da ponteira laser situada 2 mm acima
do micropoco. A irradiacdo ocorreu no escuro e em cimara de fluxo laminar. Apds a
irradiacdo com laser, as células foram incubadas com o corante supravital (MTS). O MTS ¢
biorreduzido pelas células a um produto soldvel no meio de cultura e, entdo, foi realizada a
andlise espectrofotométrica do corante incorporado. A quantidade de MTS é diretamente
proporcional ao numero de células vivas [169]. Dessa forma, quanto maior for o nimero de

células vivas mais escuro serd o meio de cultura e maior sera a absorvéncia.

O resultado obtido no primeiro estudo de viabilidade celular esta ilustrado na Figura

8.25, que representa a absorbancia (ordenada) x grupos de tratamento das células (abcissa).
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Figura 8.25 - Viabilidade das células OSCC-09 avaliada pelo ensaio de MTS, apds 3 horas do
tratamento. Os dados de densidade ética (viabilidade celular) foram obtidos em quadruplicata para o

tempo experimental de cada grupo e representados como média + erro padrdo da média.

Através da andlise da Figura 8.25 pode-se notar que a maior sobrevivéncia de células
estd nos grupos “controle”, “PGLD” e “laser”’, nenhum dos dois grupos foram tratados com
PGLD-Chl-a. No entanto o grupo “PGLD-Chl” que foi tratado com PGLD-Chl-a apresenta
absorbancia reduzida, e também o grupo “PGLD-Chl/laser” revela uma absorbancia ainda
mais reduzida, o que implica em uma grande quantidade de células mortas, evidenciando a

eficacia da terapia fotodindmica em células da linhagem OSCC-09.

Um segundo ensaio foi realizado com intuito de validar a influéncia da concentragio
de PGLD-Chl-a na eficiéncia do tratamento. O resultado deste ensaio estd ilustrado na Figura
8.26, onde também pode-se diferenciar a eficiéncia do PGLD-Chl-a com e sem a aplicag¢do do

laser.
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Figura 8.26 — Influéncia da concentra¢do do PGLD-Chl na viabilidade celular considerando-se

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

Através da andlise da Figura 8.26 pode-se observar que quanto maior a concentracio
do PGLD-Chl-a menor € a sobrevivéncia das células, mais uma vez indicando que a eficiéncia
do tratamento € diretamente proporcional a concentracio de PGLD-Chl-a. Também nota-se a
diminui¢do da sobrevivéncia no grupo de células em que o laser foi aplicado. Assim com
apenas trés minutos de aplicagdo do laser ja acontece a reducdo das células vidveis em relacdo
ao tratamento sem o laser, e uma reducdo ainda maior com dez minutos de aplicacdo do laser,

comprovando que eficiéncia da terapia € dependente da aplicacdo do laser.

A apoptose € um mecanismo de morte celular presente nas neoplasias malignas e tem
sido frequentemente associada a progressdo tumoral. Vdrios agentes quimioterdpicos sdo
desenvolvidos atualmente para induzir a morte celular por apoptose no tratamento do cincer

[170,171].

E fato reconhecido pela literatura que a TFD pode induzir a morte celular por

apoptose ou necrose, ou uma combinagdo desses dois mecanismos [172-174].
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Com a finalidade especifica de se avaliar a presenca de células SCC9 em apoptose foi
utilizado o método TUNEL. Nessa técnica, a quebra do DNA presente no processo de
apoptose, origina fragmentos de DNA que podem ser identificados por marcagdo das
terminacdes 3°-OH livres, através de uma reacdo enzimadtica que catalisa a incorporagdo de
nucleotideos modificados (marcados com fluoresceina). Foram realizados trés réplicas do
ensaio de TUNEL. Em cada andlise, foram contabilizados os nicleos 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 apoptéticas
foi calculada considerando-se a razdo entre o nimero de células com niicleos apoptéticos e o

ndmero de células totais. Os resultados obtidos estdo ilustrados nas Figuras 8.27 e 8.28.

(A) (B)

Figura 8.27- Andlise de marcacio TUNEL-positiva (fluorescéncia verde) de fragmentos nucleares

correspondentes a corpos apoptdticos no grupo controle, PGLD-Chl no escuro (A) e apds exposi¢cdo ao laser por

3 minutos (B). As células vidveis estdo em azul. Barra de escala=10pm.

O aumento da percentagem de nicleos apoptéticos com a dose de PGLD-Chl-a e o
tempo de exposi¢do ao laser estd ilustrado na Figura 8.27. Pode ser observado que a
percentagem de sinais apoptdticos nas células apds irradiacio com o laser foi

significativamente mais elevada do que nas células aderentes.
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Figura 8.28. Relacdo entre a porcentagem de células apoptdticas e a concentragdo de PGLD-Chl-a

considerando a irradiacdo com laser por 3 min (A) e 10 min (B). O grupo controle, células contendo PGLD-

Chl-a no escuro sdo representadas em (C).
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Capitulo 9. Conclusoes

Neste trabalho foi realizado o estudo das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos

dendrimero de PGLD-Chl-a, buscando identifica-lo como agente fotossensibilizador para a

terapia fotodindmica. Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

e)

g)

Os métodos fisico-quimicos de andlise indicaram que o acoplamento quimico entre a
clorofila e o PGLD foi atingido com sucesso em um nivel bom de rendimento.

O acoplamento da clorofila ao PGLD nado altera significativamente suas
caracteristicas Oticas, mantendo a absor¢cdo em aproximadamente 660nm,
considerado adequado para a “janela fototerapéutica” da TFD.

Os resultados da andlise térmica indicaram que a estabilidade térmica do sistema
PGLD-Chl-a ¢é significativamente superior a temperatura corpdrea, permitindo sua
utilizacdo com seguran¢a na TFD, levando em considera¢do a poténcia dissipada
pelo laser.

A temperatura de transicdo vitrea do conjugado PGLD-Chl-a estd muito abaixo da
temperatura ambiente, indicando que o material poderia ser utilizado em formulagdes
injetaveis.

Os estudos de simulagdo computacional apontam que o PGLD-Chl-a é uma molécula
hidrofilica, ideal para o direcionamento do conjugado para as células alvo. Tais
caracteristicas sdo adequadas para a TFD uma vez que diminui os efeitos colaterais
associados a solubilidade do fotossensibilizador.

Os ensaios in vitro indicaram que o sistema PGLD-Chl-a apresentou atividade
citotoxica significativa contra linhagens celulares de carcinoma epidermdide de
lingua humano (SCC9).

Os resultados das andlises fisico-quimica e bioldgica sugerem que o conjugado
PGLD-Chl-a pode contribuir para a TFD de carcinomas epiderméide de cabeca e
pescoco (SCC9) atuando como um eficiente fotossensibilizador. Entretanto, estudos
posteriores sdo necessarios com o objetivo de se avaliar a nivel molecular a atuacdo

do PGLD-Chl-a na reducao/eliminagdo do tumor.
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Capitulo 10. Perspectivas Futuras

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que o sistema PGLD-Chl-a apresenta

grandes perspectivas interessantes quanto a sua utilizagdo no tratamento de carcinomas da

cavidade oral e pescogo. Entretanto, para que a inativacdo fotodinamica possa ser utilizada

com sucesso, estudos sdo necessdrios para aperfeicoar o processo a fotoinativagdo pelo

PGLD-Chl-a. Essas investigacdes poderdo indicar a escolha adequada do tipo de forma tépica

e local, tempo em contato com os tecidos do paciente, a fim de ndo comprometer suas células

normais. Para tanto, as seguintes perspectivas podem ser apontadas:

1y

2)

3)

4)

S)

A utilizacdo da TFD envolve necessariamente a padronizacdo de protocolos clinicos
e experimentais, estabelecendo condi¢des ideais para a aplicacio do agente
fotossensibilizador no paciente. Nesse caso, € necessario validar-se a concentracio
do fotossensibilizador, dose de luz e seu fracionamento, intervalo de tempo entre a
administracdo do agente fotossensibilizador e a iluminag@o. Sob esse aspecto, é
importante, como perspectiva futura; avaliar a eficiéncia do sistema PGLD-Chl-a sob
as perspectivas de validacdo anteriormente apontadas.

Apesar de ser uma terapia local, a TFD envolvendo o laser de baixa poténcia pode
gerar alteracdes sistémicas e promover variagdes significativas dos valores das
proteinas séricas. Portanto, € importante estudar a influéncia das proteinas séricas na
atividade fotodinamica do sistema PGLD-Chl-a.

Atualmente a relacdo entre a inflamagdo cronica e o aparecimento do céncer é
comprovado por vérios trabalhos cientificos. Por sua vez, os processos inflamatorios
aumentam a permeabilidade capilar, causando a diminui¢do dos niveis da albumina
sérica, alterando a permeabilidade vascular. Sob esse aspecto, ¢ importante o estudo
da influéncia da albumina na eficiéncia da TFD com o sistema PGLD-Chl-a.

Alguns trabalhos envolvendo a irradiagcdo de pacientes portadores de artrite
reumatoide com laser de baixa poténcia sugerem a formacdo de complexos imunes
através da agregacdo plaquetdaria. Torna-se necessdrio, portanto; o estudo da
influéncia da TFD utilizando o sistema PGLD-Chl-a sobre os niveis de
imunoglobulinas (IgA, IgG, IgM) avaliando a possibilidade de modulagdo imune do
sistema bioldgico pela a¢do de ambos, laser e PGLD-Chl-a.

A resisténcia celular apds o tratamento do cancer € um fator critico devido a

alteracdes genéticas especificas que surgem nas células neopldsicas apds o



6)
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tratamento da neoplasia. Varios estudos foram realizados com o objetivo de se
esclarecer os 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 padrdo da expressdo génica. Ao
mesmo tempo, é 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 desenvolver estudos futuros a respeito de alteracodes
na expressao de genes/proteinas criticas pertencentes a vias metabdlicas especificas
nos tecidos submetidos a TFD com intuito de descobrir marcadores relacionados
com recidiva tumoral.

Desenvolver estudos sobre os mecanismos celulares da TFD com PGLD-Chl-a pela
associacdo das técnicas PCR- quantitativo em tempo real, imunohistoquimica e
andlise morfoldgica do tecido.

Investigar os mecanismos e as alteragdes nos componentes das vias apoptoticas

induzidas pela TFD do sistema PGLD-Chl-a.
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