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Resumo - A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade viavel de tratamento de cancer que envolve
ativacdo do fotossensibilizante contido no tecido tumoral, através da luz. Varios sistemas tém sido
explorados, na tentativa de melhorar a absorcdo desses fotossensibilizantes, tais como o uso de
lipossomas, proteinas séricas e anticorpos. Neste trabalho foi estudada a sintese da zinco ftalocianina
ligada ao radical isotiocianato facilitando a conjugacdo da albumina bovina para posterior localizagédo

subcelular em culturas de células HelLa.
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Introducao

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma
modalidade viavel de tratamento de cancer que
envolve ativacdo pela luz do fotossensibilizante
contido no tecido tumoral. [8]. A ativacdo do
fotossensibilizante pela luz favorece a formacao de
espécies radicalares derivadas do oxigénio
molecular (ERQO'’s), dando inicio a uma cascata de
reac6es bioquimicas (BRASSEUR et al., 1999).

O aumento da efichcia da TFD pode ser
conseguido obtendo-se uma melhor seletividade
do fotossensibilizante no tecido alvo. Uma das
maneiras possiveis € agregar o fotossensibilizante
a ligantes como: anticorpos monoclonais,
lipoproteinas, entre outros (SUTTON et al., 2002).

A eficacia das caracteristicas biol6gicas dos
fotossensibilizantes é freqlentemente determinada
pela distribuicdo subcelular entre as células de
cancer, a qual, por sua vez, depende das
caracteristicas estruturais e das propriedades
fisico-quimicas do préprio fotossensibilizante.

Uma significante desvantagem das
ftalocianinas € a forte tendéncia de agregagcdo em
solugbes, principalmente em &gua e solventes
polares. A agregacdo das ftalocianinas n&o
somente reduz sua solubilidade em solucdes, mas
também diminui sua fluorescéncia, diminuindo
consequentemente a formagdo de oxigénio
singlete, prejudicando a sua atividade de
fotossensibilizante (VAZQUEZ et al., 2007).

O objetivo principal deste trabalho é estudar as
possibilidades de sintese da zinco ftalocianina
que apresente o radical isotiocianato (-N=C=S), a

fim de facilitar a agregacédo do fotossensibilizante a
albumina bovina (Figura 1).
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Figura 1: Sintese da zinco tetra-isotiocianato-ftalocianina
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Materiais e Métodos

Preparacdo da zinco tetra-nitro ftalocianina:
para preparacao da zinco tetra nitro ftalocianina foi
utilizado 2,6 g nitroftalonitrila, 0,875 g cloreto de
amonia , 0,715 g acetato de zinco , 0,6 g hidroxido
de sédio, 0,1 g metéxido de sédio e 7,5 mL
dimetilsulféxido (DMSO). A reacao foi mantida sob
atmosfera de nitrogénio sob agitacdo constante e
refluxo por 4 horas a 180 °C.

Depois do refluxo a mistura reacional foi lavada
com etanol e agua. O residuo solido foi
solubilizado em acetona para facilitar a sua
transferéncia do funil de placa sinterizada para um
baldo. O produto foi concentrado por
rotaevaporacao do solvente a pressao reduzida.

Preparacdo da zinco tetra-amino-ftalocianina:
para preparacdo da zinco tetra-amino-ftalocianina
foi utilizado 0,2 g de zinco tetra-nitro-ftalocianina:
1,0 g sulfeto de sédio nonahidratado e 5 mL de
agua. A mistura reacional foi mantida sob agitacao
constante por 5 horas a 50 °C.

O produto foi separado por centrifugacéo e a
mistura reacional foi tratada com &cido cloridrico.
O precipitado da zinco tetra-amino-ftalocianina:
hidroclorada foi separado por centrifugacéo e
tratado com hidréxido de sédio, agitado por 1 hora
e centrifugado para separar o produto sélido. O
produto foi lavado com &gua, agitado e
centrifugado para retirada das formas livres de
hidréxido de sddio e cloreto de sodio.

Preparacdo da zinco tetra-isotiocianato-
ftalocianina: para preparagcdo da zinco tetra-
isotiocianato-ftalocianina: foi utilizado 18,15 mg
zinco tetra-amino-ftalocianina, 52,5 mg de
tiocarbonil dipiridone e 23 mL de DMSO. A reacao
foi mantida sob atmosfera de nitrogénio e a
mistura reacional foi submetida agitacdo constante
por 2 horas a temperatura ambiente.

Apébs o término da reacdo, a mistura reacional
foi submetida a destilacdo a vacuo para retirar o
DMSO, adicionado acetona para a sua remogéao e
concentrada por rotaevaporacao do produto.

Preparacdo do bioconjugado de zinco
ftalocianina e BSA: para preparacdo do
bioconjugado foi feito uma solugéo estoque 8,1 mg
de zinco tetra-isotiocianato-ftalocianina em 1 mL
de dimetilsulféxido (chamada solu¢édo A) e uma
solucdo de 50 mg BSA em 5 mL de solugéo
tampdo fosfato pH = 7,0 (chamada solucgéo B).

Para reacao foi utilizado 5 mL da solucéo B (de
BSA) e 760 micro litros da solucdo estoque A. A
reacdo foi mantida por 16 horas, sob agitacédo
constante a temperatura ambiente.

Apébs reacdo o bioconjugado foi purificado em
coluna empacotada com sephadex usando como

eluente a solucdo tampédo carbonato pH = 9,2 e
concentrado por liofilizag&o.

Resultados

Preparacdo da zinco tetra-nitro ftalocianina:
Foi obtido um rendimento de 21% apés a
purificacdo. A caracterizagdo foi feita por
espectroscopia no infravermelho com pastilhas de
KBr e apresentou os sinais em 3098, 1525, 1330,
1090. A espectroscopia no ultravioleta foi feita
usando uma solucdo do fotossensibilizador em
DMSO apresentando como sinal mais intenso uma
banda de absor¢cdo em 700nm

Preparacdo da zinco tetra-amino-ftalocianina:
Foi obtido um rendimento de 17% apés a
purificacdo. A caracterizagdo foi feita por
espectroscopia no infravermelho com pastilhas de
KBr e apresentou os sinais em 3279, 1602, 1401,
1096 cm™ . A espectroscopia no ultravioleta foi
feita usando uma solucdo do fotossensibilizador
em DMSO apresentando como sinal mais intenso
uma banda de absor¢cdo em 742nm.

Preparacdo da zinco tetra-isotiocianato-
ftalocianina:

Foi obtido um rendimento de 40% apés a
purificacdo. A caracterizacdo foi feita por
espectroscopia no ultravioleta usando uma
solucdo do fotossensibilizador em DMSO
apresentando como sinal mais intenso uma banda
de absor¢cdo em 700nm.

Discusséo

O objetivo deste estudo é sintetizar uma
ftalocianina que apresente uma  melhor
seletividade no tecido alvo, através da conjugacao
da zinco ftalocianina a albumina bovina.

A obtencdo da zinco tetra-amino-ftalocianina
ocorreu através da reducdo da zinco tetra-nitro-
ftalocianina  utilizando  sulfeto de  sodio
nonahidratado.

No caso da zinco tetra-amino-ftalocianina o
complexo de zinco parece sofrer degradacéo
quando é esquentado na presenca de solucédo de
hidréxido de sédio.

O material de partida utilizado na preparacéo
da zinco tetra-nitro-ftalocianina foi o 4-
nitroftalonitrila de fabricagcdo comercial (Acros
Organics). A 4-nitroftalonitrila foi misturada com
cloreto de amdnio, acetato de zinco e metdxido de
sédio para formar depois de 4 horas a zinco tetra-
nitro-ftalocianina.

A zinco tetra-isotiocianato-ftalocianina foi
obtida a partir da reacdo da zinco tetra-amino-
ftalocianina com o reagente tiocarbonil-dipiridona
em agitacdo de 2 horas.
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Finalmente o bioconjugado foi preparado pela
reacdo da zinco tetra-isotiocianato-ftalocianina
com uma solucdo da proteina. A purificacdo do
bioconjugado foi realizada em coluna de filtracéo
sephadex 25 utilizando tampao fosfato.

Concluséo

O uso de proteinas conjugadas a Ftalocianina
para obtencéo de alvos celulares mais especificos
pode ser um dos caminhos para melhorar a
distribuicdo e absor¢do de fotossensibilizantes na
TFD. O receptor do tipo “scavenger” encontrado
em alguns tipos celulares, vem apresentando um
papel importante, uma vez que apresenta sitio de
ligacdo especifico para determinadas moléculas,
favorecendo a fagocitose.

ApOs agregacdo da zinco ftalocianina a
albumina bovina, pretendemos fazer estudos com
a droga no meio celular e desta forma determinar
a sua potencialidade na terapia fotodinamica.
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