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Resumo- A terapia fotodindmica (TFD) tem-se mostrado uma modalidade clinica promissora para o
tratamento de tumores e muitas outras doencas. A terapia consiste na excitagdo um fotossensibilizante por
uma fonte de luz para a producdo espécies reativas de oxigénio (EROs) em presenca do oxigénio
molecular. O presente estudo visa a sintese, caracterizacdo da tetra-nitro ftalocianina de zinco (PcZn4NO,)
e a toxicidade frente a linhagem de macrofagos J774. A caracterizacdo da PczZn4NO, foi feita por
espectroscopia no infravermelho e na absorcdo do visivel, onde apresentou sinais caracteristicos de
ftalocianinas. Quando testado em célula J774, utilizando método colorimétrico MTT, apresentou uma alta
citotoxicidade mesmo no escuro e em baixas concentracdes. A caracterizacdo da tetra-nitro ftalocianina de
zinco apresentou caracteristicas de um bom agente fotossensivel, contudo, a citotoxicidade observada nos
ensaios em macrofagos J774, o seu uso na terapia fotodindmica ndo é adequado. Varias alternativas
podem ser empregadas para diminuir a citotoxicidade apresentada pela PcZn4NO,, como por exemplo:

substituicdo de seus grupos NO,, conjugacdo com proteinas séricas e/ou uso de lipossomas.
Palavras-chave: Ftalocianinas, Terapia Fotodinamica, Citotoxicidade.

Area do Conhecimento: Engenharia Quimica
Introducéo

A terapia fotodindmica (TFD) tem-se mostrado
uma modalidade clinica promissora para o
tratamento de tumores e muitas outras doencas
(MACHADO et al.,, 2008). A terapia consiste na
excitacdo um fotossensibilizante por uma fonte de
luz para a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em presenca do oxigénio
molecular (CAMUR, AHSEN, DURMUS, 2011). O
fotossensibilizante no seu estado fundamental é
excitado ao estado singlete, podendo fluorescer e
retornar ao seu estado fundamental, ou realizar
um cruzamento intersistemas para o mais baixo
estado triplete, onde ocorre a transferéncia da
energia para 0 oxigénio triplete, que se torna
excitado ao estado singlete gerando os EROs que
podem reagir com diferentes moléculas, como:
lipidios, proteinas e acidos nucléicos
desencadeando processos que levam a morte
celular (GADNER et al.,, 2010; DUTTA et al,
2011).

A excitacdo do fotossensibilizador depende do
comprimento de onda no qual a luz é absorvida,
esse fendmeno é geralmente muito seletivo e a
eficiéncia da absorcéo difere entre as substancias.
Os sistemas bioldgicos apresentam substancias

capazes de absorver luz, tais como a melanina e a
hemoglobina, que absorvem a luz na regido do
espectro azul e verde (MILANIC et al., 2011).
Assim, para a eficiéncia da TFD sob o aspecto
fotofisico, o fotossensibilizador deve ser
fotoquimicamente ativo e com alta eficiéncia de
absorcdo na porcdo do espectro denominada
“janela terapéutica”, que compreende a faixa do
vermelho ao infravermelho préoximo (600-900nm)
(XU et al.,, 2009; FARAHI et al.,, 2010). Além
desses aspectos, um bom fotossensibilizador deve
ser seletivo, predominantemente ao tecido alvo em
comparacdo com os tecidos normais; ndo deve ser
toxico na auséncia de luz e agir eficientemente,
produzindo estados tripletes excitados com tempo
de vida longo (OCHSNER, 1997).

Como fotossensibilizadores de segunda
geracdo, as ftalocianinas possuem propriedades
fotofisicas vantajosas e uns grandes numeros de
estudos demonstram seu potencial para a TFD
(ZHU et al., 2006). As ftalocianinas séo pigmentos
tetraazoindodlicas analogas as porfirinas com forte
absorcdo na faixa de espectro luminoso vermelho
(670-780nm), cuja estrutura molecular pode ser
modificada, inserindo-se ligantes periféricos e/ou
axiais, bem como metais entre quatro nitrogénios
centrais (Figura 1), com extensa area de
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aplicacdo: industrial, tecnolégica e médica
(MARGARONE et al.,, 1996; HOPPER, 2000,
OGUNSIPE, NYOKONG, 2005; CAMUR, AHSEN,
DURMUS, 2011).

b

Figura 1: Estrutura molecular das ftalocianinas

M = Al, Ge, Si, Sn, Zn

O presente trabalho propde-se a prepararagéo
e analise de uma nova ftalocianina de zinco tetra
substituida e a avaliagdo de sua citotoxicidade,
visando a sintese de moléculas de alta eficiencia
para o uso em Terapia Fotodindmica.

Metodologia

Os reagentes 4-nitroftalonitrila e

dimetilsulféxido (DMSQO) foram obtidos da
ACROS®. Cloreto de amobnio, Acetato de zinco
foram obtidos da Sigma Aldrich®. O metoxido de
sédio foi preparado através da reacéo de metanol
com sodio metdlico. As analises no espectro UV
foram feitas no (PERKINELMER, LAMBDA 25)
(300-900nm). Foram obtidos espectros de
absorcao no infravermelho, em transmitancia, em
estado soélido. Utilizou-se o espectrofotémetro
infravermelho Spectrum GX da Perkin Elmer, no
intervalo de 4000 a 400 cm™, com resolucéo de 4
cm™, para a obtencao dos espectros.
Para a preparacdo da tetra-nitro ftalocianina de
zinco (PcZn4NO,) foi adicionado ao balédo (2,6qg,
15mmol), cloreto de amédnia (0,875g, 16mmol),
acetato de zinco (0,715g, 3,9mmol), hidroxido de
sédio (0,6g, 15mmol), metéxido de sodio (0,1g,
1,85mmol) e dimetilsulféxido (7,5mL). A reacéo foi
mantida em refluxo a 180°C e agitagcdo constante
por 4 horas sob atmosfera de N,. Em seguida a
mistura reacional foi lavada com etanol e agua por
repetidas vezes. O produto sélido foi dissolvido em
acetona e concentrado por rotaevaporacao,
resultado no composto tetranitroftalocianina de
zinco (0,136g; 0,18mmaol).

N N
OZN\@iCN NH,Cl, Zn(AcO), M
cn CH,0™Na, CH,OH, DMSOZ§/k %
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A citotoxicidade foi avaliada em macréfagos de
reticulo-sarcoma da linhagem celular murina J774.
As ceIuIas foram mantidas em garrafas de cultura
de 25 cm® (BD Falcon, France) em meio RPMI
(suplementado com 10% SFB e de 1% antibi6tico)
a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO..

Para a realizacdo dos ensalos o cultivo f0|
diluido a uma concentracao de 1x10° células.mL™.
Em seguida, foram adicionados em placa de 24
pocos, e incubadas por 24 horas em estufa 37°C
com 5% de CO,. Apés a adesdo foi adicionada a
PcZn4NO, nas concentra¢des 0,1-20uM (em meio
RPMI na auséncia soro), entdo, incubados em
estufa no escuro a 37°C com 5% de CO, por 60
minutos (MACHADO et al., 2008). O sobrenadante
foi descartado e acrescido 1mL de meio com soro,
em seguida foram incubadas nas mesmas
condi¢cBes por 24 horas.

O nudmero relativo de viabilidade celular foi
determinado como descrito anteriormente por
Oliveira et al. (2007) e Machado et al. (2007).
Apés o periodo de incubacao final de 24 horas, foi
entdo, adicionado a cada poco 20uL de
Methylthiazoletetrazolium (MTT) diluido em PBS
(5mg/mL), agitados suavemente e reincubados por
4h (DUTTA et al., 2006). Ap6s o periodo de
incubacdo, foi retirada a solucdo de MTT néo
transformado, adicionado DMSO e agitada
vigorosamente de 10-20 minutos, seguido da
leitura da densidade optica em leitor de ELISA
(570 nm) (PRIETO et al., 2006). Os valores de
absorbancia obtidos foram transformados em
porcentagem de atividade mitocondrial em relacdo
ao controle através da seguinte férmula:

% = ACT-AB x 100
ACC-AB

Onde, ACT e ACC sao a absorbancia das
células tratadas e absorbancia das células
controles, respectivamente; AB, absorbancia do
banco.

Resultados

A PcZn4NO, apresenta boa solubilidade em
acetona e N,N-dimetilformamida (DMF). A Figura 2
mostra o espectro infravermelho da PcZn4NO,. O
espectro infravermelho da PcZn4NO, apresentou
sinais em 1611, 1522, 1338, 1087, 752 e 725cm™
que sdo caracteristicos das ftalomanmas e sinais
em 3091, 1488, 1404, 953 e 677cm™ gue sdo

caracteristicos de grupamento nitrosos
aromaticos.
02N
Esquema 1: Preparacdo da tetra-nitro ftaIOC|an|na
de zinco.
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Figura 2: Espectro infravermelho da tetra-nitro
ftalocianina de zinco (PcZn4NO,). NUumeros em
azul sinais caracteristicos de grupamento N-O;
NUmeros pretos sinais caracteristicos das
ftalocianinas.

A Figura 3 mostra o espectro de absor¢cédo no
visivel da PcZn4NO, e a ftalocianina de zinco
tetrasulfonada  (PcZn4SOz;H)  comercial. A
PcZn4NO, apresentou o maior sinal de absorcdo
em 687nm enquanto a PcZnd4SO3;H apresentou
691nm.
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Figura 3: Espectro de absorcdo normalizado da
PcZn4NO, (25,8uyM em DMF) e PcZn4SOzH
(25,8uM em DMF).

Os resultados ilustrados na Figura 4
demonstram que ap0s 24 horas da incubacdao, nas
concentracdes utilizadas, a PcZn4NO, apresentou
citoxicidade no escuro. As concentracdes mais
baixas foram mais toxicas, entretanto, com o
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aumento da concentracdo a viabilidade também

aumentava.
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Figura 4: Representacéo gréafica da citotoxicidade

no escuro apds 24 horas de incubacdo com
PcZn4NO, nas concentracdes 1-20uM.

Discussao

As ftalocianinas de zinco (Pczn) tém sido
intensamente estudadas devido a configuracéo d*°
de seu ion central Zn*? resultando num espectro
optico que nao ¢é influenciada por bandas
adicionais, possui ainda, forte absorcdo na regido
do vermelho e alto rendimento singlete e triplete
conferindo grande aplicabilidade para TFD, cujo
resultados foram expressivos em estudos in vitro e
in vivo (LARROQUE; PELEGRIN; van LIER,
1996). Devido a sua insolubilidade na maioria dos
solventes comuns, h& a necessidade de
modificacdes na estrutura molecular ou a
utilizacdo dos chamados “Drug Delivery System -
DDS", como os lipossomas, micelas poliméricas e
proteinas séricas (HUANG et al., 2006; SIMIONE
et al., 2008).

O espectro infravermelho apresentou sinais
caracteristicos dos grupamentos NO,, com bandas
fortes entre 1661-1499cm™ e 1389-1259cm™
provenientes dos estiramentos assimétricos e
simétricos, respectivamente (POUCHERT, 1997).

No espectro de absorcdo no Vvisivel, a
PcZn4NO, apresentou forte absorcdo na regiao do
vermelho do espectro eletromagnético, o que é
caracteristico das ftalocianinas (ROSENTHAL,
1991; SPIKES, 1986). As substituicbes periféricas
visam aumentar a solubilidade/interacdo das
ftalocianinas de zinco com outras moléculas, nao
havendo alteracdo no seu perfil espectral, como
exemplificado na Figura 3, na comparacédo entre a
ftalocianina  sintetizada (PcZn4NO,) e a
ftalocianina comercial (PcZn4S0O3H).

Macréfagos de reticulo-sarcoma da linhagem
celular murina J774 foram utilizados neste trabalho
por ser um sistema modelo para o estudo da PDT
(SILVA et al., 2011). A PcZn4NO, apresentou uma
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alta citotoxicidade, inibindo assim, a atividade
mitocondrial, mesmo nas menores concentracdes.
Esses resultados ndo foram observados em
estudos anteriormente publicados com outras
ftalocianinas de zinco tetra-substituidas, levando a
acreditar que o grupo NO, da PcZnd4NO, seja
responsavel perfil citotoxico apresentado (FABRIS
et al., 2001; YSLAS, DURANTINI, RIVAROLA,
2007; Montanari et al., 2010). Esse efeito esta
ligado ao processo de reduc¢do in vitro do grupo
nitro e a subsequente interacdo dos produtos
formados, a partir dessa reacdo, com
biomoléculas essenciais (PAULAI, SERRANO,
TAVARES, 2009). A completa reducdo do grupo
nitro num grupo amino esta representado no
Esquema 2.

R-NG, —&» R-NG —E&» R—NO-€ > R—NO
2H' H*
W _
R—NO—> R—NHOH-E> RNH" —&» RN,
H* 2H'

Esquema 2: Via enzimatica da reducdo de grupos
nitro.

Sao trés potenciais possiveis radicais livres
formados, o anion nitro (R-NO,), o hidronitréxido
(R-NHO) e o radical livre amino cétion (R-NH,"),
0Ss quais podem ser responsaveis pela
citotoxicidade celular (MORENO, DOCAMPO,
1985; PAULAI, SERRANO, TAVARES, 2009).

Concluséao

A busca por novas ftalocianinas, com
melhores caracteristicas a fim de aumentar sua
seletividade pelo tecido alvo, solubilidade,
velocidade de eliminacéo, eficiéncia na geracao de
oxigénio singlete, tende a contribuir cada vez mais
para a descoberta de novos tratamentos de
tumores através da terapia fotodinamica. A partir
da sintese e caracterizacdo da tetra-nitro
ftalocianina de zinco, apresentou caracteristicas
de um bom agente fotossensivel, contudo, por sua
alta citotoxicidade em macréfagos J774, seu uso
na terapia fotodinamica ndo é adequado. Varias
alternativas podem ser empregadas para diminuir
a citotoxicidade apresentada pela PcZn4NO,,
como por exemplo a substituicdo de seus grupos
NO,, conjugacdo com proteinas séricas e/ou uso
de lipossomas.
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