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O que ha em mim é sobretudo cansago —

O que hd em mim é sobretudo cansaco —
N&o disto nem daquilo,

Nem sequer de tudo ou de nada:

Cansaco assim mesmo, ele mesmo,
Cansaco.

A subtileza das sensacdes inGteis,

As paixdes violentas por coisa nenhuma,

Os amores intensos por o0 suposto em alguém,
Essas coisas todas —

Essas e 0 que falta nelas eternamente —;
Tudo isso faz um cansago,

Este cansago,

Cansaco.

Héa sem dlavida quem ame o infinito,

Ha sem divida quem deseje o impossivel,

Héa sem dlvida quem néo queira nada —

Trés tipos de idealistas, e eu nenhum deles:

Porque eu amo infinitamente o finito,

Porque eu desejo impossivelmente o possivel,
Porque quero tudo, ou um pouco mais, se puder ser,
Ou até se nado puder ser...

E o resultado?

Para eles a vida vivida ou sonhada,

Para eles o sonho sonhado ou vivido,

Para eles a média entre tudo e nada, isto é, isto...
Para mim sé um grande, um profundo,

E, ah com que felicidade infecundo, cansaco,

Um supremissimo cansaco,

Issimo, issimo, issimo,

Cansago...

Alvaro de Campos/ Fernando Pessoa, 1888-1935
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Resumo

A terapia fotodindmica (TFD) é um método de tratamento alternativo poderoso con-
tra doencas, especialmente as cancerosas, e também como agente antimicrobiano. Porém,
como é um tratamento relativamente recente, é necessaria a construgdo de um proto-
colo rigoroso para a sua aplicagdo. Uma das dificuldades é considerar as diferencas de
desempenho da TFD observadas entre as aplicagoes in vitro e in vivo. Neste sentido,
para contornar parcialmente este problema, os fluidos corporais simulados nos dao geral-
mente uma compreensao prévia das particularidades dos diferentes sistemas. No entanto,
estes estudos ainda sao escassos na TFD. Sendo assim, neste trabalho, investigamos a
fotoativacao da Eritrosina, um fotossensibilizador amplamente utilizado na TFD, em di-
ferentes fluidos corporais simulados. Diferentes técnicas 6pticas foram utilizadas para a
investigacao; dentre elas, a espectrofotometria UV-Vis, espectrofluorimetria, transmitan-
cia dependente do tempo e lente térmica. A lente térmica é uma técnica que recentemente
tem sido utilizada com sucesso na investigacdo de propriedades de fotossensibilizadores
aplicados na TFD. Diferencas na cinética de fotodegradacao, tempo de vida do estado
tripleto e geracao de oxigénio singleto foram observadas entre os fluidos utilizados. Os
resultados podem ajudar a explicar e definir os protocolos de aplicagao da TFD. O estudo
também foi expandido para o Azul de Metileno, outro fotossensibilizador bem conhecido
na TFD.

Palavras-chave: Eritrosina, Fotobranqueamento, Tempo de vida, Lente Térmica,
Terapia Fotodinamica.
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Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a powerful alternative treatment method against
diseases, especially cancerous ones, and also as an antimicrobial agent. However, since
it has been developed quite recently, it is necessary to build a rigorous protocol in order
to apply it. One of the difficulties that arise is the performance differences observed
between in vitro and in vivo applications. In this sense, aiming to partially overcome this
issue, simulated body fluids can generally provide notions of the particularities of these
different systems in advance. Yet, such studies are still scarce in PDT. Hence, this work
aims to investigate the photoactivation of Erythrosine — a widely used photosensitizer
in PDT — in different simulated body fluids. Different optical techniques were used for
the investigation. Among them, spectrophotometry UV-Vis, spectrofluorimetry, time-
dependent transmittance, and thermal lens. The Thermal lens is a new technique that
helps in the investigation of PDT and has been showing good results. Differences in
photodegradation kinetics, triplet lifetime, and singlet oxygen generation were observed
among the fluids that were used. The results may help to explain and define the protocols
for the application of PDT. The study was also expanded to Methylene Blue, another well-
known photosensitizer in PDT.

Keywords: Erythrosine, Photobleaching, Triplet lifetime, Thermal lens, Photodyna-
mic therapy.
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Capitulo 1

Introducao

A terapia fotodindmica (TFD) ¢ um método clinico que se baseia na fotoativacao de
um farmaco fotossensibilizador (FS) por radia¢ao (com comprimento de onda coerente
com seu espectro de absorcio eletronica) na presenca de oxigénio (30,) [1H3]. A interacio
entre os trés acarreta na geracio de espécies citotéxicas, como o oxigénio singleto (1O3),
e de outras espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo responséveis pela morte
celular. Na medicina, este efeito ja é bem conhecido e vem sendo utilizado como uma
alternativa para a destruicao seletiva de tecidos, auxiliando, assim, no tratamento de varias
doengas, como diabetes, hiperplasia prostatica benigna, degeneracao macular da retina,
Liquen escleroatrofico, onicomicose, leishmaniose cutanea, doencas infecciosas, herpes, e
especialmente no tratamento de doengas cancerigenas e tumores. [4-14]

Denomina-se genericamente como “cancer” qualquer forma de tumor maligno. Um
tumor pode ser entendido como um crescimento anormal do tecido celular, também sendo
chamado de “neoplasma” ou “blastoma”. Quando as células passam a exibir distirbios em
seu genoma, elas se reproduzem a uma velocidade maior do que a observada na divisao de
células normais. Tal proliferacao gera, assim, um tumor benigno ou maligno. No caso do
tumor benigno, as células tém um ritmo lento de crescimento, similar ao do tecido normal,
e ha boas chances de recuperacdo do paciente por procedimentos cirtirgicos. Ja no caso
dos tumores malignos, a proliferacao de células doentes é muito rapida e desordenada,
podendo ameagar a integridade e funcionamento dos demais 6rgaos. De modo geral,
as formas mais comuns de cancer sao os de pele, mama feminina, préstata, pulmao e
estomago (estes tltimos quatro, alids, costumam ser letais com o cancer colorretal sendo
o terceiro tipo que mais atinge homens e mulheres.) [15].

E comum que células cancerosas de certos tipos passem de uma parte do corpo para a
outra por meio do sangue ou dos vasos linfaticos (isto é, metdstases), na qual comegard o
crescimento dos tecidos. Nesse sentido, se uma célula de cancer de mama fosse transferida
para o figado de um paciente, esta ainda seria considerada como cancer de mama, e nao
do érgao para o qual se alastrou. Dito isso, vale destacar que o desenvolvimento de
células cancerosas acontece por conta de células normais com DNA danificado. Por mais
que o corpo humano consiga reparar o DNA defeituoso na maior parte dos casos, isso
nao ocorre com o cancer, o qual pode se originar tanto de fatores hereditarios (mutagoes
genéticas herdadas) como pela exposigao a agentes danosos (por exemplo, o cigarro e a
luz solar) [16].

Em decorréncia dos graves efeitos colaterais sentidos em métodos de tratamento con-
vencionais, os quais também demonstram ter limita¢oes em sua eficiéncia (como a quimi-
oterapia, radioterapia e cirurgias), diversas alternativas tém sido propostas no intuito de



contornar estes problemas [17]. A TFD, apesar de recente, ¢ uma das alternativas que se
destacam nesse ramo. Além de poder ser empregada no combate a esta doenca, a TFD
também encontra aplicagoes no tratamentdo da degeneragao macular da retina, resteno-
sis, psoriase, arteriosclerose, artrite reumatdéide sistémica, micoses, verrugas, AIDS, entre
outros [18,19]. Inclusive, o préprio fato de que a TED jé é estudada e utilizada em uma
escala mundial para tratar tais doengas, assim como outras de origem relacionada, atesta
a sua pertinéncia e potencial de viabilidade [20-22].

Além do uso da TFD na oncologia, o uso dela como uma modalidade terapéutica
alternativa para o tratamento de infecgoes microbianas tem mostrado resultados satis-
fatorios. Particularmente, quando direcionada para o tratamento de microrganismos, a
TFD é denominada como “Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA)”, e pode ser
usada para controlar doengas causadas por bactérias, fungos, parasitas e virus. [23]

(©) (d)

Figura 1.1: a) Molécula de Eritrosina. b) Molécula de Azul de Metileno. ¢) Molécula de
ABDA. d) Molécula de Psoraleno.

A partir da década de 1930, o uso inicial e conjunto de medicamentos antimicrobianos
e vacinas surtiu excelentes resultados em seus tratamentos, a ponto de ter revolucionado
a medicina e dado aos estudiosos a impressao de que seria possivel alcancar um grande
controle e até, talvez, erradicar as doengas infecciosas. No entanto, essas aspiragoes de-
monstraram estar longe da realidade: ainda hoje, as infecgoes estao entre as maiores causas
de morte no mundo, afinal, os microrganismos patogénicos permeiam toda a natureza, o
que significa um risco constante por conta das varias fontes de infeccdo em potencial.
Além disso, a inadequacao e falta de eficacia observada em tratamentos com antibi6ti-
cos e antivirais contribui para um aumento da prépria resisténcia microbiana contra tais
medicacoes. Nesse cenario, a cada ano, a problematica dos microrganismos resistentes a
multiplas drogas (do inglés, “multidrug-resistent”, MDR) aumenta e com ela os custos
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econdmicos com tratamentos, assisténcia médica e investimentos na area da saude. Como
apontam Hamblin e Hassan, tal dilema pode vir a encerrar o periodo chamado de era do
antibiotico , o qual compreende o ultimo meio século [24].

O quadro de urgéncia na busca de alternativas aos antibioticos favorece a busca por
novos tratamentos que contornem este problema. Nesse sentido, a terapia fotodinamica
apresenta as seguintes vantagens sobre o tratamento com antibiéticos: capacidade de eli-
minar bactérias, boa seletividade de microrganismos, baixa toxicidade quando no escuro,
inativacao rapida de microrganismos, e 0 hao desenvolvimento de resisténcia a fotossensi-
bilizadores (FS). O que dita a e c4cia da terapia fotodinamica para o combate a diferentes
tipos de microrganismo € o tipo de FS, a sua concentracdo e a especi cidade tratada (bac-
térias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, virus, etc). Por sua vez, as caracteristicas
fisico-quimicas do corante fotossensivel, a saber, solubilidade em agua, solubilidade em
lipidios, constante de ionizacdo, absorcdo de luz, e ciéncia de formacdo do estado tri-
pleto excitado e a producdo do oxigénio singleto, sdo essenciais para a interacdo entre
microrganismos e o FS [25 30].

1.1 Breve histéria da TFD

As primeiras evidéncias do uso da fototerapia pela humanidade podem ser atribuidas
a civilizacdes antigas como a Grécia, o Egito e a india. Na antiguidade, ela ja era empre-
gada por meio do uso de plantas contendo fotossensibilizantes psoralenos (Figura 1.1d).
Porém, ha 3.000 anos, entre 0s gregos acreditava-se que somente o uso da luz como um
agente terapéutico, ou helioterapia , poderia restaurar a saude de alguém a origem da
pratica, na qual os pacientes eram deitados nus em areas especialmente escolhidas para
serem totalmente expostos ao sol, é ligada a Herédoto. No Papiro EBate 1550 a.C., os
antigos egipcios empregavam a fototerapia usando plantas das margens do rio Nilo, como
Pastinaca sativa(pastinaga), Petroselinum crispum(salsa), Hypericum perforatum(Erva-
de-s&o-jodo) eAmmi majus (Amio-maior), para fazer um pé que era aplicado sobre lesdes
despigmentadas e, posteriormente, para tratar leucoderma [32,33]. Quando o paciente
era exposto a luz solar, isso levava a pigmentacao da pele, um efeito semelhante a quei-
madura solar [32,34,35]. Também vale citar o exemplo da india, onde os psoralenos eram
usados desde 1.400 a.C. Pelo que indica o livro Atharva-Verda, os psoralenos obtidos das
sementes ddsoralea Corylifoliu eram usados no sistema ayurvéditale medicina com o
propoésito de ajudar na repigmentacéo da pele com vitiligo pela estimulacdo da producao
de melanina.

Na antiga China, a técnica era empregada dentro dos dogmas do daoismo com o intuito
de obter a imortalidade, tendo sido introduzida por Lingyan Tzu-Ming no primeiro século
da era crista durante a dinastia Han [34]. Num rito curioso descrito cerca de quatro séculos
depois, na dinastia Tang, e praticado exclusivamente por homens, o adepto deveria car
a luz do sol de manha cedo segurando na mao direita um papel verde com o caractere
do sol @ ) pintado em vermelho. Ap6s um certo tempo, o papel aquecido era picado,
mergulhado em agua, e entdo ingerido para que se prendesse a esséncia solar no corpo

1O papiro Ebers é um rolo de 20,23 metros de comprimento e contém 108 colunas de texto com uma
série de prescricbes, as quais sdo agrupadas de acordo com diferentes doengas, enfermidades e lesGes,
sendo datado do reinado de Amend s | (1536 a.C.) [31].

2Conhecimento médico desenvolvido na india, ha cerca de 7 mil anos, o que faz dele um dos mais
antigos sistemas medicinais da humanidade.Ayurveda signi ca, em sanscrito, ciéncia (veda) da vida
(ayur) [36].



(para as mulheres, o ritual seguia as mesmas linhas, mas sob o luar) [34, 37].

O nome helioterapia, inclusive, surgiu no seculo Il a.C com o trabalho do médico
grego Hipocrates. Figura de destaque na época e historicamente chamado de Pai da
Medicina, HipoOcrates praticou a medicina em moldes empiricos em contraste com o
dominio desta pelo nicho dos sacerdotes [38]. HipOcrates teria recomendado a exposi¢cao
ao sol apoés as descobertas de seus efeitos curativos que teve ao viajar ao Egito, local onde
a pratica ja era comum [32,34,39]. A in uéncia do tratamento também foi vista em outras
partes do mundo helénico: sabe-se que 0s romanos continuaram a usar o0 sol para essas
nalidades, especialmente as doencas de pele, tendo sido os responsaveis pelos conhecidos
banhos publicos ao sol, ou termas. Com a queda do Império Romano e a propagacao
e eventual hegemonia da fé cristd, tantos os banhos romanos como o préprio conceito da
helioterapia foram esquecidos [32, 34, 39].

Essas praticas acabaram caindo em obscurantismo, em parte por conta do estigma
cristdo inculcado contra elas por sua associacédo a formas de pensamento pagdo, como a
prépria adoracdo ao sol. Porém, por mais que a sua e cacia tenha sido conhecida desde
esses primordios, foi s6 a partir do inicio do século XX que a acao fotodindmica veio
a ser decisivamente redescoberta e eventualmente estabelecida como uma terapia e caz
por conta da atuacdo de grandes nomes como Niels Finsen, Oscar Raab e Herman von
Tappeiner [33, 35].

Finsen, um médico dinamarqués, foi o responséavel por desenvolver a fototerapia ao
patamar de ciéncia e também por populariza-la, tendo recebido o Prémio Nobel em 1903,
relacionado ao seu trabalho no uso da fototerapia com arco de carbono para o tratamento
de lapus vulgaris (Figura 1.2) [33]. Entre seus achados, Finsen publicou em 1893 que
a exposicdo a luz vermelha é capaz de evitar a formacéo de pustulas (ou supuracéo) de
variola e de tratar esta doenca, além de ter descoberto que a luz ultravioleta pode ser
usada para tratar a tuberculose cutanea [40]. A primeira publicacdo cienti ca especi -
camente voltada para o uso de fotossensibilizadores na TFD viria sé em 1900, na qual
Raab observou a morte do protozoari®aramecium Caudatumdepois da exposi¢ao a luz
na presenca do corante acridina (Figura 1.3a) por efeitos citotoxicos. Suas contribuicdes
foram as primeiras instancias nas quais reacdes fotossensiveis foram analisadas de forma
cienti ca e introduzidas a medicina no mundo moderno [40]. Von Tappeiner, por sua vez,
junto com o dermatologista A. Jesionek, foi o responséavel pela realizacdo dos primeiros
experimentos de aplicacOes terapéuticas da acdo fotodinamica sobre pacientes com can-
cer, assim como pela proépria introducéo do termo fotodinamico [40]. Seus trabalhos
envolveram o uso da eosina Y (Figura 1.3c) como um FS para tratar cancer de pele,
ltpus e condiloma feminino. Foram eles também que empregaram o termo terapia fo-
todindmica , em 1907, para denominar o fendbmeno no qual se dava a fotossensibilizacao
dependente da presenca do oxigénio para a e cacia do processo. Tappeiner também foi o
primeiro cientista a tentar utilizar a TFD para tratar tumores. Em trés de seus pacientes
foi aplicada uma solucéo de 5 % de eosina Y, também auxiliada pela injecdo de corantes
no interior do tumor em certos casos, € a area era exposta a luz solar ou lampada de arco
voltaico por varias semanas [33].

Gragas a incapacidade adaptativa de microrganismos, a diversidade de usos em areas
como a medicina (oncologia, dermatologia, infectologia), veterinaria e agricultura, e de-
vido a variedade de microrganismos possiveis de serem inativados pela TFD - como bacté-
rias, fungos, virus, parasitas, entre outros (Figura 1.4), a area vem alcancando um grande
avanco cienti co que contribui para o aumento de sua e cacia, do numero de tratamentos
e para a reducao de custos.



Figura 1.2: Lapus vulgaris extenso, curado apds um ano de helioterapia. Fotogra as de
uma colecdo de slides de lanterna magica realizada na Unidade de Histéria Médica da
Universidade de Melbourne [33].

Na veterinaria, a TFD teve inicio em 1980, quando varios tipos de tumores em cées e
gatos foram tratados com HPD (Hematopor rina, Figura 1.3 b) e irradiados com luz [41].
Nos dias de hoje, a utilizacdo da TFD j& pode ser encontrada em animais domésticos,
ovelhas, cavalos, gado, passaros, répteis, pinguins, tartarugas, macacos, cobras, entre
outros. Ela é empregada para o tratamento de doencas como o carcinoma de células
escamosas, carcinoma do trato urinario inferior, tumores, papilomatose oral, abscesso
de linfadenite em linfonodo mandibular, carcinoma de células escamosas perioculares,
sarcoides, infeccdes em geral, mastite, Ulceras, dermatites, bropapilomatose e estomatite,
para citar alguns exemplos [42,43].
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Figura 1.3: a) Molécula de Acridina. b) Molécula de Hematopor rina. ¢) Molécula de
Eosina Y.

A TFD também tem demonstrado aplicacbes promissoras na agricultura como um
substituto para agrotoxicos, atuando como inseticida e pesticida. Antdnio Barbieri pode
ser considerado como o iniciador de tais estudos. Em 1928, ao considerar os efeitos surtidos
pela TFD, o pesquisador propds que esta fosse empregada no controle de mosquitos para
evitar a proliferacdo da malaria na Argentina. Varios testes foram realizados envolvendo
uma gama de corantes, misturas de corantes em solucdes diluidas, diversas fontes de luz,
e larvas deAnophelese Culex pipiens Dentre as misturas possiveis, a que se relevou como
a mais toxica foi a que continha rosa de bengala B com eritrosina B [44].

Apoiando-se nas contribuicdes de Barbieri, Schildmacher demonstrou em 1950 que as
larvas de trés espécies de mosquito possuiam uma alta suscetibilidade tanto ao vermelho
de acridina como ao rosa de bengala B com exposi¢cédo a luz, até quando os organismos
eram retirados e mergulhados em agua pura depois que o corante fosse ingerido [45].
Sugeriu-se que a causa de morte tenha sido a reacdo fotoquimica ocorrida no intestino.
Mediante testes tanto internos como externos, provou-se a grande e cacia do corante como
um larvicida e a auséncia de danos nos peixes utilizados no estudo. O estagio moderno
dos estudos de inseticidas de procedéncia fotodindmica inicia-se com o relatério de Yoho
et al., em 1971, [46], no qual sdo apresentados dados que examinam a propor¢cao entre a
mortalidade e a concentracdo do corante em meio a insetos adultos alimentados com o
mesmo.

Em linhas similares, os efeitos toxicos do azul de metileno observados na dieta admi-
nistrada e por sua injecdo em larvas de farinha foram discorridos por Grahamal. [47].

Em 1975, Broomeet al. [48] sugeriram o possivel emprego da enzima de controle do



neurotransmissor acetilcolinesterase apés o estudo do comportamento e dos sintomas ex-
perimentados por formigasSolenopsis invictaou formigas de fogo, com o corante rosa

de bengala B. Estes autores mostraram, a propdsito, que ha uma série de fatores dos
guais depende a toxicidade a ser obtida: concentracdo do corante, iluminagcdo continua,
intensidade da luz, e tempo de exposi¢cdo. Pouco tempo depois, j& em 1980, Pimprikar
et al. seriam os realizadores da primeira tentativa moderna de uma aplicacdo pratica de
um inseticida fotodindmico com a utilizagéo de sprays de eritrosina B para o controle de
moscas em galinheiros [49].

No que se refere as aplicacdes agronémicas, o estudo do uso de FS exdgenos (Figura
1.5) ainda esta em andamento em virtude dos danos que podem ser causados as plan-
tas. Sendo assim, a aplicacdo de qualquer FS com a nalidade de erradicar patdgenos
em plantas envolve necessariamente uma pesagem dos riscos inerentes aos hospedeiros da
planta. J& podem ser encontrados relatos do emprego de FS naturais, como os exemplos
das cumarinas e furocumarinas, e de sintéticos, como as por rinas em agentes patogénicos
inativados, tais como virus (virus do mosaico do tabaco), bactériaBgeudomonas syrin-
gag e fungos Collectotrchum abscissum, Colletotrichum gloeosporioides, Collectotrichum
acutatum, Aspergillus nidulans, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Fusarium
solani) [50, 51].

Numa abordagem que partilhou de interesses préximos ao do estudo supracitado,
Issawi encabecou um estudo que buscou responder estrategicamente a um interesse matuo:
o de erradicar simultaneamente formas de vegetacdes indesejaveis e topatdégenos sem
eliminar plantas que pudessem ser bené cas ao agrénomo. Com isso em mente, o0 estudioso
e os demais pesquisadores examinaram o funcionamento da TFDA sobre tomates e sobre
a Arabidopsis thaliana (erva daninha). Desta forma, demonstrou-se que a terapia em
guestdo conseguia matar as mudas deabidopsis sem fazer o mesmo com o tomate
[52 55].

Figura 1.4. Representacdo do alcance da inativacdo fotodindmica de microrganismos
(IFDMO) comparada a agéo de antibiéticos. Figura adaptada da referéncia [23].

Dentro da medicina, por mais que a énfase da TFD tenha sido muito forte no tra-
tamento de cancer, também houve um aumento perceptivel nas investigacées do uso da
terapia em formas de doencas ndo cancerosas. A Tabela 1.1 lista algumas destas aplica-
¢Oes, as quais no momento estdo em diversos estagios de desenvolvimento, tanto pré-clinico
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como clinico [56].

Cardiologia/Vascular | Hiperplasia intimal
Aterosclerose

Dermatologia Ceratose actinica
Psoriase
Depilacéo
Ginecologia Destruicdo endometrial
Endometriose
Microbiologia Doenca periodontal
Controle de infeccao
Oftalmologia Neovascularizacdo ocular

Degeneracdo macular relacionada a idade ocular
Neovascularizacdo ocular da cérnea

Ortopedia Artrite reumatéide
Osteoartrite
Reparo de tecido Reparo de feridas

Colagem de tecido
| Transplante bioldgico| Rejei¢do de érgéo |
| Banco de sangue | Esterilizagdo de hemoderivados |

Tabela 1.1: Algumas das novas aplicagbes da TFD [56].

Em outras palavras, o potencial da técnica de Inativacdo Fotodinamica de Microrga-
nismos (IFDMO) ou Terapia FotodinAmica Antimicrobiana (TFDA) j& € reconhecido
h& muitos anos no combate a bactérias, fungos e virus. No entanto, o seu destaque na atu-
alidade deve ser devidamente compreendido em seu contexto historico: em um primeiro
momento, quando houve o desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos (como o
exemplo da penicilina durante a2 Guerra Mundial), este avanco quase anulou a relevan-
cia dos FS em sua acédo como ativos antimicrobianos; hoje, fatores como a grave propaga-
¢cdo da AIDS, o aumento nos numeros das infecgdes hospitalares e a crescente resisténcia
de bactérias a antibioticos, todos justi cam o aumento da procura pela TFD [57]. A nal,

a técnica possui amplas possibilidades de acéo e € e caz contra microrganismos resistentes
a antibidticos, acarretando efeitos colaterais mais brandos nos pacientes se comparada a
outros tratamentos. A TFD também néo implica de forma alguma o desenvolvimento de
resisténcia microbiana, pois a sua inativacdo opera mediante a producdo de espécies que
sdo altamente reativas e atacam uma multiplicidade de alvos celulares. Esta qualidade,
por exemplo, torna a TFD uma Otima opcao para a esterilizacdo de bolsas de sangue,
para usos na periodontia e a conservacao e puri cacdo de alimentos [29,58 61].

Os usos da TFD néo se limitam somente a estes, abrangendo também o tratamento da
ictericia neonatal, a utilizacdo dermatolégica da combinacdo de moléculas psoralenas e luz
ultravioleta e a fotodeteccdo. Os psoralenos, por exemplo, ja na década de 1970 estavam
sendo usados clinicamente para tratar a psoriase e a vitiligo, assim como na imunote-
rapia [62]. Aplicagcbes como estas tém representado um renascimento da luz como uma
ferramenta terapéutica de grande utilidade para a medicina e em praticas cirtrgicas [33].
Também é valido salientar a importancia das por rinas o primeiro estudo com 0 seu uso
em seres humanos foi realizado por Friedrich Meyer-Betz em 1913, no qual este aplicou
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Figura 1.5: A acéo fotodindmica direta é realizada por meio do uso de FS exodgeno,

como por rinas, corantes fenotiazinicos, cumarinas e furocumarinas, levando a geracéo
de EROs por meio de dois tipos de reacdo fotoquimica ap0s a irradiacdo. Recentemente,
o método foi investigado para aplicagbes em agronomia no contexto de TFDA e para o

desenvolvimento de novos herbicidas. Figura adaptada da referéncia [52].

200mg de hematopor rina (Figura 1.3b) em suas préprias maos, relatando os efeitos de
inchaco e dor sentidos especi camente sobre as areas de sua pele expostas a luz [40]. Com
tal experimento, o estudioso buscava determinar se os mesmos efeitos fotossensiveis pode-
riam ser induzidos tanto em ratos como em humanos [62]. No mesmo periodo, em 1911,
Hausmann, estudando os seus efeitos biolégicos, explorou os efeitos da hematopor rina
e da luz sobre um paramécio e sobre hemécias, também descrevendo as reacdes da pele
de ratos apds a exposicao a luz no contexto da administragcdo de hematopor rina [62].
No entanto, um desenvolvimento mais so sticado nessa direcao viria em 1924, quando o
francés Policard, da cidade de Lyon, realizou a primeira instancia de localizacdo de um
tumor maligno por meio da fosforescéncia de por rina: Policard observou a fosforescéncia
vermelha da hematopor rina no sarcoma de um rato iluminado com luz ultravioleta de
uma lampada de Wood (LW) [62]. Apenas cerca de cinquenta anos depois, em 1972, é
gue seria alcancada a destruicdo efetiva de células tumorais com o trabalho de Diamond,
o qual envolveu implantar células gliais sensibilizadas a hermatopor rina nas camadas
subcutaneas de ratos e expo-los a luz de uma lampada uorescente [33]. Diamond prop6s
gue a combinacao das propriedades fototoxicas e localizadoras de tumores das por rinas
poderiam ser exploradas para matar células cancerosas. Pouco tempo depois, em 1975,
Thomas Dougherty ja atuava tratando com éxito o cancer de pele em pacientes [40]. O
primeiro medicamento sensibilizador de TFD foi aprovado no Canada em 1999 [40].
Atualmente, sabe-se que as perspectivas futuras da TFD sdo bem promissoras: ela
oferece vantagens como um auxilio no tratamento de tumores malignos e como método
agressivo de controle de tumores locais, evitando-se danos as demais estruturas do corpo
do paciente [33]. Além dos exemplos apresentados até este ponto, a TFD também tem
sido empregada para tratar o cancer de cavidade oral, cancer bronquial, cancer de eso6fago,
cancer de bexiga, tumores na cabeca e no pescoco, assim como doencas ndo-malignas
[38,63]. A TFD também demonstrou o potencial de contribuir para a cura precoce de
tumores e o controle paliativo de cancer avancado. Dentre outros direcionamentos que a
TFD tem tomado, estéo a busca por uma melhor de nicdo de seu mecanismo de acéo e das
suas vantagens oferecidas com relacao a outros tratamentos de cancer tradicionais [62,64].



1.2 Mecanismos de acéao

1.2.1 Fotossensibilizadores

O diagrama de Jablonski (Figura 1.6) ilustra bem os processos energéticos que ocorrem
em uma reacao fotoquimica. O FS € inicialmente excitado absorvendo energia luminosa
e passa do estado singleto fundament&l, para o primeiro estado singleto excitad®;.
Neste estado, primeiramente ocorrerd o relaxamento vibracional e, na sequéncia, o decai-
mento pode ocorrer por emissao de uorescéncia (desativacéo radiativa) ou por converséao
interna (desativacdo nao radiativa). Em algumas circunstancias, apesar de se tratar de
um processo proibido pelas regras de selecdo, pode ocorrer o cruzamento inter-sistemas,
0 que sign caria sofrer mudanca em sua multiplicidade de spin, o que o leva ao estado
tripleto excitado T;. Como a transi¢do do estadd; para Sy € uma transi¢ao proibida por
spin, ele possui um tempo de vida maior, 0 que possibilita reacfes quimicas importantes
neste estado. Moléculas citotoxicas sdo produzidas a partir de dois modelos basicos de
reacao (Tipo | e Tipo Il) [65,66]. Na reacdo do Tipo |, ocorre a transferéncia de elétrons
entre T, e substratos biolégicos, gerando assim ions-radicais. Estes, por sua vez, tendem
a reagir com o oxigénio, formando as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROS),
como o anion superdxido®?) e o radical hidroxila (OH), por exemplo. Ja no meca-
nismo do Tipo Il, o estadoT; transfere diretamente a energia para o oxigénio no estado
fundamental, por ser tripleto €0,), o que leva a formacdo do oxigénio singletdd,), o
gual é altamente oxidante. Os dois tipos de reacéo levam a morte celular, no entanto, o
mecanismo Tipo |l € adotado como a principal via de a¢do da TFD. Uma das vantagens
da terapia é a seletividade de agédo do corante devido a alta reatividade dos EROs e do
10, e seu curto tempo de vida. Porém, quanto a escolha dos corantes FS para utilizac&o
em TFD, deve-se estudar suas caracteristicas fisico-quimicas, como a alta absorcéo de luz
e a geracdo dé0,. Além disso, é de suma importancia que o FS apresente uma farma-
cocinética favoravel, baixa toxicidade no escuro, elevada estabilidade, e que seja de facil
obtencado e preferencialmente de baixo custo. A solubilidade do FS em meio bioldgico é
outro fator a ser levado em conta, ja que 0s processos de autoagregacdo do FS diminuem
consideravelmente a geragdo d©, devido a processos de autocolises [67 72]. A Tabela
1.2 lista a série de reagcdes que ocorrem durante a TFD [29,73 79].
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Figura 1.6: Diagrama de energia de Jablonski simpli cado. A molécula absorve a energia
do féton, indo do estado fundamental para o estado excitado singleto mais baixo. O estado
excitado singleto mais baixo pode fazer uma transicdo radiativa de volta para o estado
fundamental na escala de tempo de nanossegundos. Também pode fazer um cruzamento
inter-sistema sem radiac&o para o estado excitado tripleto mais baixo. Do estado excitado
tripleto mais baixo, ha dois caminhos possiveis: este pode retornar ao estado fundamental
diretamente, emitindo fosforescéncia, ou libera energia, que é transferida para o oxigénio
ou outros inibidores de estado tripleto. Figura adaptada das referéncias [21,79, 80].

| Excitagdo | IFS+h ! 'FS I °FS |
| Fotoprocesso|  Reagéo Produto |
FS +1FS | FS +FS*
SFS +D ! FS +D*
FS +0, ! IFS+ 0,
Tipo | FS +0, | FS* + 0,
20, +2H" | O, + H,0,
Fe* + 0, | Fe* + O,
Fe?t + H202 ! Oz"‘ OH + OH
| Tipoll | °FS +3°0, ! 'FS+10, |

Tabela 1.2: ReacGes que ocorrem durante a acdo fotodinamid&S é o FS no estado
fundamental. :*FS e3FS sdo o FS no estado singleto e tripleto excitado respectivamente.
D é a molécula doadora de elétrons [76].

Um ponto de importancia critica para o avanco das pesquisas sobre a TFD é a procura
constante por novos farmacos FS, uma vez que a disponibilidade destes no mercado tende
a ser limitada. Sabe-se que as concentracdes e a dose de luz dos FS sao selecionadas cui-
dadosamente e que é necessério corresponder a uma série detalhada de pré-requisitos para
gue eles se encaixem no critério de FS, propriamente dito: deve ser de facil obtencao;
deve ter rendimento quantico de oxigénio singletd®,) alto; indice alto de pureza; boa
seletividade e a nidade por células tumorais; ativacdo em comprimentos de onda com luz
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de excelente penetracdo em tecidos (chama-se de janela terapéutica a margem entre
600-800 nm); deve apresentar uma farmacocinética favoravel; intervalos curtos entre a
administracdo do FS e a sua acumulacdo maxima no tecido tumoral; deve possuir indi-
ces de reacéo de fotobranqueamento baixos; deve ocorrer a excrecdo do componente pelo
corpo depois do tratamento; a fotossensibilidade ndo pode se prolongar; a toxicidade no
escuro deve ser minima; deve ser de formulagédo simples; deve ser reproduzivel; deve ser
altamente estavel quimica e sicamente [81 83].

Uma classe de compostos que se destaca é a dos xantenos, 0s quais podem ser identi-
cados pelos seus trés anéis aromaticos condensados em arranjo linear, tendo um atomo
de oxigénio no anel central. Por conta do aspecto de sua estrutura triciclica, os xantenos
tém excelentes propriedades espectrofotométricas. Logo, quando ocorre a absor¢éo da luz
na regido do visivel entre 500-570 nm, tais corantes recebem tonalidades muito distintas,
como o vermelho, o laranja e o rosa. Embora essa propriedade tenha sido aproveitada para
tingir roupas por volta do século XIX, a pratica ndo perdurou, pois o fotobranqueamento
decorrente da exposicao a luz acabava apagando as cores [83,84].

A Eritrosina B, ou 2,4,5,7 tetraiodo uoresceina, € um corante de tons rosa-cereja
geralmente comercializado como sal sédico. De forma geral, a Eritrosina B é vantajosa por
ser o0 Unico corante dentre os xantenos que € compativel com o uso em alimentos sendo,
portanto, empregada quando se deseja destacar a cor vermelha ou o rosa (em iogurtes e
doces, por exemplo) [84]. E também usada na odontologia para evidenciar a placa dentaria
e caracterizar a carie. Outro contexto de aplicacédo da Eritrosina B é o do bio Ime dental,
no qual esta tem demonstrado resultados promissores em testes como FS em tratamentos
de acumulo preferencial no bio Ime dental contra microrganismos [85]. A propdsito,
um estudo recente desenvolvido por pesquisadores da UEM (Universidade Estadual de
Maringd) mostrou a atividade fotodinAmica da Eritrosina B em diversas linhagens de
bactérias, apresentando a ordem de atividade a segub. aureus< A. hydrophila < E.
coli < S. Typhimurium < P. aeruginosa [86]. Inclusive, a linhagem de fungo€andida
Albicansfoi incorporada a esfera de atuacéo da atividade da Eritrosina B [87], que também
foi observada no tratamento de lesdes orais malignas (H357) e pré-malignas (DOK) [83,88].

Com seu equilibrio protolitico de elevada complexidade, a Eritrosina B pode ser en-
contrada em quatro formas diferentes: catiénica (CT - ERIH ), neutra (NE - ERIH)),
monoanidnica (MO - ERIH ) e dianidnica (DA - ERIX? ), correspondendo a trés equi-
librios protoliticos. Além destes, ainda pode haver a existéncia de espécies tautoméricas
para ERIH; (lactona - NEL, zwiteribnica - NEZ e quinoide - NEQ) e ERIH (carboxilato
- MAC e fenolato - MAF). Essas espécies sao ilustradas no Esquema 1, demonstrando a
complexidade do sistema discutido [83,89, 90].
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Figura 1.7: Formas protoliticas e suas estruturas tautoméricas para a Eritrosina [83].

Na Figura 1.7, é observado o rompimento da ressonancia entre 0s anéis aromaticos na
formagdo do tautdmero NEL. Logo, acaba havendo uma diminuigdo intensa da absorti-
vidade molar, causando a perda da cor da solucdo. De qualquer maneira, sabe-se que a
Eritrosina B ocorre na forma dianiénica quando esta em condi¢des de pH siolégico (pH=
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7,4) aespécie com a maior absortividade molar. Pode-se depreender que o comprimento
de onda de maxima absorcédo da Eritrosina B € ligeiramente inferior a da janela tera-
péutica ja mencionada acima (de 600 a 800 nm). Apesar disso, as Otimas caracteristicas
fisico-quimicas e fotofisicas da Eritrosina B dédo a ela um alto potencial fotodinamico,
principalmente para lesées préximas a superficie da pele, além da vantagem do sinal
verde que esta tem em relagdo ao uso alimenticio por avaliagdo do FDA [83,91].

1.2.2 Oxigénio Singleto

A efetividade da TFD depende integralmente da presenca do oxigénio molecular.
Como dita a Teoria do Orbital Molecular (TOM), em seu estado fundamental, este pos-
sui a con guracdo de tripleto 0,). Nessa condicdo especica, ele tem dois elétrons
desemparelhados que ocupam os orbitais antiligantes duplamente degeneragos ,,
demonstrando um alto grau de multiplicidade e uma condi¢cdo de energia menor [92,93].
Na Tabela 1.3 a seguir, exibem-se os termos espectroscopicos, a distribuicdo eletrbnica nos
orbitais antiligantes e a energia referente aos estados fundamental e excitado do oxigénio
molecular [94].

| Estado | Orbital molecular antiligante | Energig® (KJ/mol) |
e [ 1. T, | 0 |
] " #1,[ 1, | 92,4 |
Ly ] [ 1. #], | 92,4 |
L 'g | [T.# T, | 159,6 |

2 Relativo ao estado fundamental.

Tabela 1.3: Ocupacéo dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletrénicos do
oxigénio (Adaptado da referéncia [94]).

Assim, diferente da maior parte das moléculas, o oxigénio molecular encontra-se no
estado fundamental tripleto. Dentre os cientistas que contribuiram para essa descoberta,
Faraday em meados de 1840 observou que o oxigénio era atraido por materiais magnéticos.
Contudo, seria apenas em 1925 que Robert Mulliken ofereceria uma explicacdo mais de-
nitiva do magnetismo do oxigénio, empregando a teoria quantica, a qual havia acabado
de ser desenvolvida [95]. Em sua andlise, Mulliken demonstrou que o oxigénio molecular
possui dois elétrons desemparelhados em seu estado de energia mais baixa - alias, vale
mencionar que ja em 1924, Goudsmit e Uhlenbeck haviam proposto o conceito do mag-
netismo intrinseco dos elétrons. Na natureza, € raro que se encontre elétrons de valéncia
desemparelhados (Figura 1.8) em uma molécula estavel, possuindo uma alta reatividade
guimica por conta disso [96].

Como dito anteriormente, no estado fundamental, a maior parte das moléculas tem
uma con guracao singleto. Isto é, a regra de conservacao de spin proibe a reducao direta
destas por reativos com dois elétrons com spins paralelé®4) [97]. Ainda assim, sabe-se
gue no momento em que um FS decai, este pode transferir a sua energia ao oxigénio mo-
lecular que se encontra no meio (mecanismo tipo 1), gerando o oxigénio singleto,:
uma espécie dotada de grande reatividade. O que possibilita isso € o fato de os dois se
encontrarem com a mesma multiplicidade de spin. Os trés estados eletronicamente exci-
tados recebem o nome de "oxigénio singleto”, sendo imediatamente superiores ao oxigénio
molecular no seu estado fundamental. Tendo em vista a alta reatividade observada no
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Figura 1.8: Orbitais atbmicos e moleculares do Oxigénio nos estados tripleto e singleto.
O orbital 1s ndo é mostrado, pois o nivel 1 de cada atomo esta completamente preenchido
(Figura adaptada da referéncia [96]).

oxigénio singleto, este tem um tempo de vida muito curto. Segundo os dados fornecidos
pela literatura, emH,0, esta é de cerca de 4,8 [98,99]. Dentro das células, contudo, o
guadro ca ainda mais drastico: em decorréncia da a nidade pelos substratos biologicos,

0 seu tempo de vida é diminuido para 0,8 , 0 que implica uma limitacéo adicional sobre

o raio de acdo do'O, em tal meio, uma vez que o seu tempo de vida jA demonstra ser
curto por si s6. Uma ampla variedade de métodos tem sido propostos para a deteccéo
de 'O, na préatica da TFD, mas de forma geral, estes podem ser compreendidos segundo
as categorias indiretos e diretos. Dentre os primeiros, pode-se mencionar 0 uso do
acido 9,10-Anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic (ABDA) como um reagente para de-
terminar quimica e quantitativamente a acéo fotodinamica dos FS. O que torna favoravel

a aplicacdo destes, a principio, é a baixa sobreposi¢cdo espectral, visto que a absorcéo
de ABDA acontece em < 47hm - o que facilita a realizacdo de andlises relativas ao
fotobranqueamento dos FS. Quanto aos segundos, um exemplo pertinente € o método de
deteccédo da emissdo de fosforescéncia’@® em 1270 nm [100,101]. Apesar da baixa
intensidade da fosforescéncia vista em grande parte dos solventes, com o0 uso de detectores
de alta sensibilidade é possivel determinar precisamente o tempo de vida do oxigénio sin-
gleto examinando-se o0 seu decaimento. Por outro lado, o que di culta a utilizacdo dessa
técnica é o alto custo e so sticagdo dos equipamentos necessarios para o processo [102].

1.2.3 Luz

Outra restricdo da TFD é a capacidade de penetracdo da luz, que € limitada pela
dispersao Optica dentro do tecido pela absor¢cdo por croméforos enddégenos e da droga
sensibilizante (Figura 1.9). Comprimentos de onda menores que 600 nm s&o absorvidos
principalmente pela hemoglobina, enquanto a agua absorve comprimentos de onda supe-
riores a 800 nm, apresentando, assim, efeitos térmicos sobre a pele e restringindo a janela
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terapéutica (Figura 1.10) da pele entre 600 a 800 nm. Esta regido do espectro é conhe-
cida como a primeira janela biologica. A segunda janela biologica € entre 1000 nm e 1400
nm, sendo esta limitada pelas bandas de absor¢cdo da agua em 980 nm e 1500 nm [103].
No entanto, para a aplicacdo da TFD ou TFDA topica, muitas vezes a profundidade de
penetracdo deixa de ser um problema e passa a ser um fator importante para limitar a
acao fotodinamica sobre a regido de interesse.

Em adicdo a capacidade de penetracdo, temos também a necessidade de uma fotoa-
tivacdo e ciente do FS utilizado. O espectro de emissédo da fonte luminosa e o0 espectro
de absorcao precisam ter uma casamento, de forma que o nimero de fétons absorvidos
seja apropriado. Para a acdo em tumores volumétricos, busca-se FS que absorvam na
janela biol6gica. No entanto, para tratamento super ciais, outras classes de FS sdo mais
apropriadas. Desta forma, a de nigdo de dosimetria ideal precisa ser de nida levando-se
em conta todos estes aspectos, além da calibracdo apropriada da fonte de luz. Fontes de
luz a laser ou LEDs sdo normalmente utilizadas, sendo que esta ultima tem atraido mais
atencéo pelo seu menor custo e larga disponibilidade de comprimentos de onda.

Na de ni¢do das propriedades fotofisicas dos FS e também na de nicdo da dosimetria,
as técnicas espectroscopicas tém um papel fundamental. Além das técnicas comerciais,
como espectrofotbmetros e uorimetros, algumas técnicas nao tradicionais podem ser
Uteis. Neste sentido, a técnica de lente térmica (LT) tem se mostrado uma ferramenta
auxiliar importante, especialmente por sua sensibilidade, uma qualidade que permite o
estudo de amostras em concentragfes nanomolares, as quais 0s equipamentos comerciais
ndo séo sensiveis. Na secdo seguinte, faremos uma breve revisdo da historia da técnica de
LT. No capitulo seguinte e no apéndice serdo abordados os seus detalhes técnicos.

Figura 1.9: Esquema representativo da pele humana exibindo a profundidade de penetra-
¢ao da luz em funcédo do comprimento de onda. Figura adaptada da Ref. [73].

1.3 Breve histéria da Lente Térmica

Técnicas Opticas sdo de extrema importancia na TFD, pois estas possibilitam o co-
nhecimento de propriedades fotofisicas dos fotossensibilizadores, auxiliando na obtencéo
de uma melhor aplicagéo terapéutica, na caracterizagdo de corantes e para uma melhor
resposta terapéutica desejada. Dentre as técnicas, podemos destacar medidas de uores-
céncia, absorcéo Optica, transmitancia e a lente térmica.
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Figura 1.10: Gréa co dos espectros de absor¢cdo de alguns componentes na pele humana
limitando a janela fototerapéutica. Figura adaptada das Refs. [104, 105].

A técnica de Lente Térmica (LT) foi observada pela primeira vez por Gordoet al.
em 1964 [106] quando, ao colocar uma cubeta com amostra liquida em uma cavidade
de laser He-Ne para espectroscopia Ramam (Figura 1.11), os pesquisadores observaram
uma variagcdo na poténcia do laser ao passar pela amostra. Segundo os autores, houve
um aumento da intensidade inicial do feixe de laser que chegava a fotomultiplicadora até
atingir um valor maximo e em seguida havia um decréscimo, abaixo de seu valor inicial;
efeito este que néo era observado sem a amostra. Estes transientes eram da ordem de
tempo de segundos e a constante de tempo relacionada a formacdo dos mesmos sugeria
gue eles eram de origem térmica. Portet al. [107] (1965) observaram que outros efeitos e
fatores, como o tempo de relaxacao e a posicdo da amostra, também afetaram o transiente.
Andlises sobre o diametro do laser antes e aps a amostra con rmavam a suposicao inicial
de que a amostra se comportava como uma lente. Em seu trabalho, concluiu-se que o
feixe, ao passar por um meio absorvente nito, aquece a amostra e muda o seu indice de
refracdo, afetando a propagacédo do feixe - um efeito parecido com uma lente, focalizando
ou desfocalizando o feixe. Logo, da-se o nome: Lente Térmica. A partir disso, foram
desenvolvidos modelos tedricos com aproximacdes para melhor descrever o efeito. Estes
modelos levam em conta somente o caso de um feixe passando pelas amostras, ou seja, 0
laser sofre o efeito gerado por ele mesmo.

Mais adiante, em 1972, surgiram modelos utilizando mais de um laser, como o de
Grabiner et al. [108], por exemplo, que consistia em dois feixes de lasers se propagando
através da célula, mas ela ainda permanecia dentro da cavidade, como ilustrado esque-
maticamente na Figura 1.12.
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Figura 1.11: Esquema da montagem utilizada por Gordaet al. para observacéo do efeito
de LT (Figura adaptada da Ref. [106]).

Figura 1.12: Esquema da montagem utilizada por Grabineat al. (Figura adaptada da
Ref. [108]).

Hu e Whinnery [109], em 1973, constataram que a con guragdo com a amostra co-
locada fora da cavidade era mais exivel e poderia resultar em medidas de absorbancia
mais sensiveis. Posteriormente, em 1982, Sheldxdral. [110] desenvolveram modelos para
técnicas que usavam dois feixes de laser: um para a excitacdo da amostra e outro para
provar o efeito. A utilizacdo de dois lasers na técnica de lente térmica a aperfeicoou,
otimizando os resultados obtidos.

Modelos para dois feixes foram propostos ao longo do tempo. Porém, o modelo que
melhor descreve o efeito levando em consideragcéao dois feixes de per | Gaussiano foi de-
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senvolvido por J. Sheret al. [111] em 1992. A con guracao com dois feixes, um gerando

o efeito e outro apenas o provando, possibilita ao cientista trabalhar com o modo casado,
ou seja, os dois feixes com aproximadamente o mesmo diametro incidindo na amostra,
e também com o modo descasado (Figura 1.13), no qual os dois feixes tém diametros
diferentes. Neste Ultimo modelo, foi considerada a diferenca na fase do feixe de laser
ocasionada pela LT, como na teoria de Sheldat al. O nome provém da con guragao

na qual tem-se dois feixes de laser Gaussianos com raios diferentes, um com o raio menor
para aguecer a amostra (feixe de excitacdo) e outro com raio maior, para provar o efeito
(feixe de prova). A montagem feita por Shewet al. € a mais utilizada até os dias atuais

e foi a utilizada neste trabalho.

Figura 1.13: Esquema da montagem utilizada por Shest al. Figura adaptada da Ref.
[111].

Por ultimo, Malacarneet al. [112 114] (2010 - 2014) descreveram um modelo particu-
larmente importante para uidos, para quando a excitacédo localizada induz a uma fotor-
reacdo na amostra. Detalhes do modelo com fotorreagcédo sao apresentados no Apéndice
A. Em adicao ao efeito térmico, amostras em multi-misturas de uido podem apresentar
uma difusdo de massa, induzindo um efeito de Lente de Concentracdo, conhecido como
Efeito Soret. Os autores, em seu trabalho, apresentaram uma abordagem numerica para
descrever a dinAmica térmica e de difusdo de massa, e também quanti car a contribuicéo
de diferentes efeitos a técnica de Lente Térmica.

A técnica de LT vem se mostrando muito Util na caracterizagdo de fotossensibilizadores
para TFD, tanto pelas propriedades fototérmicas e fotoquimicas possiveis de se analisar,
guanto pela sensibilidade da técnica em baixas concentracdes onde outras técnicas néo
séo sensiveis.

1.4 Objetivos

Os resultados positivos do uso da TFD ou TFDA nem sempre sao atingidos, princi-
palmente pelo desconhecimento dos mecanismos envolvidos, além do fator dos protocolos
utilizados que, muitas vezes, sdo determinados empiricamente. Pela forte dependéncia
das condicbes ambientais e de excitacdo, resultadosvitro e in vivo nem sempre sao
compativeis. Por exemplo, sabe-se que xantenos podem existir em quatro diferentes for-
mas protoliticas dependentes do pH. Essas diferentes formas podem alterar a absorcao de
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luz e a fotoatividade do corante. Desta forma, uma boa caracterizagédo do FS para uso em
TFD deve incluir a determinacéo de propriedades como tempo de vida de estado tripleto,
processos de fotodegradacéo e geracdo de EROs em diferentes condicdes.

Uma das informacdes importantes na TFD seria o0 comportamento e a dinamica des-
ses mecanismos em uidos diferentes, jaA que estamos tratando de uma terapia bastante
aplicavel e de materiais biolégicos que, de fato, em sua maioria, sdo bastante diversos.
Especialmente, a aplicagdo da TFD requer um bom entendimento da e ciéncia do oxigé-
nio singleto em condi¢des sioldgicas. Idealmente, a e cacia deve ser estudadaivo,
mas tais estudos sdo complicados e caros. Assim, uma opc¢ao seria realizar um estudo
in vitro usando uidos corporais simulados, no entanto, estudos da TFD com esse dire-
cionamento sao escassos. O objetivo deste estudo €, portanto, determinar a in uéncia
de diferentes microambientes na fotoativagdo de FS utilizados na TFD, especi camente
a Eritrosina (Figura 1.1a). O estudo foi parcialmente estendido para o caso do FS Azul
de Metileno (Figura 1.1b) [78]. Sendo assim, estudaremos o processo de fotoativacao de
FS em diferentes meios, como o simulador de uido intestinal (S1f; simulador de uido
corporal (SBF*), a saliva arti cial (SSF®), tampé&o fosfato-salino (PBS8), H,O e simulador
de uido gastrico (SGF').

Para a analise do processo de fotoativacdo, foi empregado um conjunto de técni-
cas espectroscopicas (como espectros de absorcdo, uorescéncia, cinética de degradacéo,
transmitancia resolvida no tempo e Lente Térmica). As cinéticas de fotodegracédo foram
feitas na presenca da prova de geracao de oxigénio singleto ABDA (9,10-Anthracenediyl-
bis(methylene)dimalonic acid) (Figura 1.1c). O ABDA é um derivado do antraceno que
pode ser convertido em seu endoperéxido correspondente apds ser oxidadd@gro que
resulta em uma diminuicdo em seus picos de absorbancia na regiao de 380nm [66,115 119].
Isto nos permite monitorar a e ciéncia de geragdo d€, nos diferentes uidos utilizados
neste trabalho. Inclusive, a cinética de fotoativacdo também nos permite monitorar a taxa
de fotodegradacdo do mesmo. A técnica de transmitancia resolvida no tempo foi utilizada
a m de obter o tempo de vida do estado tripleto do corante. Além disso, foi utilizada a
técnica de Lente Térmica como técnica complementar no estudo da fotodegradacéo, visto
gue esta € capaz de medir amostras em concentracfes muito baixas, as quais as técnicas
comerciais ndo sao aplicaveis [120 122].

3Abreviagdo do inglés: Simulated Intestinal Fluid
4Abreviag&o do inglés: Simulated Body Fluid
SAbreviacdo do inglés: Simulated Saliva Fluid
6Abreviagdo do inglés: Phosphate-bu ered saline
" Abreviacdo do inglés: Simulated Gastric Fluid
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Capitulo 2

Materiais e métodos

Neste trabalho, utilizamos um conjunto de técnicas épticas para investigar o processo
de fotoativacdo, a geracdo de oxigénio singleto, o tempo de vida do estado tripleto e
a taxa de fotodegradacdo de Eritrosina em diferentes uidos corporais simulados. Os
resultados para a solucdo de Eritrosina em SSF e SBF foram investigados e comparados
com a Eritrosina em agua e PBS. Além disso, o estudo foi estendido para SIF e SGF na
auséncia de enzimas. O SIF foi incluido por apresentar o mesmo valor de pH do PBS
e SBF, e um valor de pH semelhante ao do SSF, mas com composi¢cées quimicas mais
simples, enquanto o uido SGF &, por natureza, fortemente acido. Diferengas claras entre
a cinética de fotodegradacgéo, o tempo de vida do estado tripleto e a geracdo de oxigénio
singleto foram observadas, as quais, como veremos, ndo podem ser conectadas apenas
a um efeito de pH. Os reagentes utilizados para a produgcdo dos uidos simulados estao
presentes na Tabela 2.1. Com o0 objetivo de veri car se esse comportamento era mantido
em outra classe de FS, zemos os estudos da cinética de degradacéo do Azul de Metileno
na presenca do ABDA. Apesar de qualitativamente o resultado observado na Eritrosina
se manter, efeitos adicionais foram observados, o que de alguma forma comprometeu
uma andlise mais detalhada. Além disso, para esse corante, ndo tivemos acesso a uma
montagem de LT com lasers apropriados para a excitagdo e prova do efeito.
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| Fluido | Reagentes | Concentragéo (g/L) |

NacCl 8.035
NaHCOj3; 0.355
KCI 0.225
KoHP O4:3H,0 0.231
SBF MgCl,:6H,0 0.311
HCI 1.0M 39 mL
CacCl, 0.292
Na,SO, 0.072
TRIS 6.118
NacCl 1.0
C;HsNaO, 2.0
Na,HP O, 0.4
NaH,P O, 0.2
SSF MgCl, 0.05
KCI 1.0
NaF 0.002
CMC 2.0
NacCl 8.0
KCI 0.2
PBS Na,HP O,4 1.44
KH ,P Oy 0.24
SIE NaOH 0.896
KH ,P Oy 6.805
HCl 1.0M 7 mL
SGF NacCl 2

Tabela 2.1: Reagentes para a preparacdo dos simuladores de uidos corporais em agua
destilada e deionizada.

Os compostos Azul de Metileno Gi6H1sCIN 3S), Eritrosina B (CyoHglsNayOs) e
9,10-Anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA;C,,H1580g) foram obtidos da
Sigma Aldrich Inc. As solucdes de estoque foram preparadas para todas as solucdes
estudadas. Solugcbes nas concentracbes necessarias para cada técnica foram preparadas
antes de cada medicdo. Concentracfes adequadas de Eritrosina e Azul de Metileno foram
selecionadas para que fosse obtida uma boa sensibilidade das técnicas correspondentes.
Nas medidas dos espectros de absorcao e emissao, a concentragéo de Eritrosina e Azul de
Metileno foi de 5 M. J& com as técnicas de LT e de transmissdo dependente do tempo,
as medidas foram feitas somente na Eritrosina por ndo haver lasers de comprimentos de
onda correspondentes para a medida do Azul de Metileno. Na técnica de LT foi usada
uma concentracdo de 100nM de Eritrosina. A solucdo estoque de ABDA (2 mM) foi
dissolvida em 2 mL de DMSO e, em seguida, foi colocada no ultrassom por 10 min. Esta
solucéo estoque foi adicionada a solugdes de Eritrosina e Azul de Metileno a m de obter
uma absorbéncia signi cativa na regidao em torno de 380nm (75. de ABDA/3 mL de
solucéo) [123]. A preparacéo do SBF foi feita seguindo-se o procedimento padréo, usando
agua ultrapura tipo | (Milli-Q Sistema de puri cacdo de agua de referéncia) [124]. O
SSF foi adquirido da Farmécia de Manipulacatedicinal (Maringa-Brasil). As solucdes
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