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Estupos pe AcTivibADE FotopiNnAmicA DE CorrAis EM CELuLAS TUMORAIS

JoaNa F. B. BARaTA®

De forma a contribuir para o desenvolvimento de novas moléculas de tipo corrol com
potencial aplicagdo em Terapia Fotodindmica (PDT), foram sintetizados novos conjugados
corrol-ciclodextrina. Apés a determinagéo de alguns pardmetros que envolvem a absorgéo
de radiacdo, relevantes para a acgdo de um fotossensibilizador, foi avaliada a potencial
actividade fotodindmica dos novos conjugados e do corrol precursor sobre uma linha ce-
lular tumoral - Hela. As alteracdes celulares provocadas pelos fotossensibilizadores foram
estimadas por ensaios imunoldgicos.

INTRODUCAO

A procura de novos principios activos
para as varias doengas que asso-
lam a populagdo mundial € um maobil
para a descoberta e sintese de novos
compostos. Foi esta a principal razéo
para o aparecimento de um novo tipo
de macrociclos tetrapirrélicos aroma-
ticos, os corréis. Este tipo de macro-
ciclo tem suscitado elevado interesse
da comunidade cientifica pela sua
quimica, que é tao propria, tdo espe-
cial e to criativa.

A histéria dos corrdis comega no estu-
do desenvolvido na segunda década
do século XX por George Whipple.
Este investigador estudou a influéncia
da dieta alimentar, na regeneracgéo da
hemoglobina, em caes com anemia,
dando particular ateng¢ao a dietas ricas
em figado. G. Minot e W. Murphy es-
tenderam esta terapia a doentes com
anemia perniciosa, obtendo excelen-
tes resultados. A “terapia do figado”,
aplicada ao tratamento da anemia
perniciosa, valeu a G. Minot, G. Whi-
pple e W. Murphy o Prémio Nobel da
Fisiologia e Medicina, em 1934 [1].

No final dos anos 40, Folkers et al. [2]
na procura do principio activo desta
nova metodologia, isolaram um pig-
mento vermelho cristalino do figado, o
qual designaram de vitamina B,

* Departamento de Quimica - Universidade de Aveiro
Campus Santiago, 3810-193 Aveiro.
E-mail: jparata@ua.pt

Quimica 118 - Jur/Set 10

Em 1949, Pierce et al. [3] separaram
duas formas cristalinas de vitamina
B,,, igualmente eficazes no combate
da anemia perniciosa: a cianocobala-
mina e a hidroxicobalamina. Estudos
de difracgdo por Raios X desenvolvi-
dos por D. Crowfoot-Hodgkins [4], elu-
cidaram a estrutura da cianocobalami-
na contendo um novo tipo de macro-
ciclo (Figura 1), valendo-lhe o Prémio
Nobel da Quimica em 1964 [5]. Estes
estudos identificaram pela primeira
vez um novo tipo de macrociclo deno-
minado de corrina 1 (Figura 2).
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Figura 1 - Estrutura da cianocobalamina

Ao examinar possiveis métodos de
sintese para a preparagado de corri-
nas, Jonhson e Price [6] descobriram
uma rota sintética para preparar varios
derivados metélicos de um macrociclo
conjugado, que por sugestao do editor
da revista (J. Chem. Soc.), denomina-
ram de CORROL. Cinco anos mais
tarde, Jonhson e Kay [7] corrigiram a
estrutura proposta com onze ligagbes
duplas e sugeriram o mesmo termo
para designar a estrutura 2 (Figura 2),
que contém dez ligagbes duplas. Os
corrois sao macrociclos tetrapirrélicos
com uma ligacdo directa entre duas
unidades afins do pirrol, semelhan-
te a estrutura da corrina e mantém a
aromaticidade, tal como as porfirinas,
com 18 electrdes .

Embora o macrociclo corrélico seja
conhecido ha mais de 40 anos, a in-
vestigacdo fundamental da sua qui-
mica, assim como as potencialidades
das suas aplicagbes, permaneceu
quase inexplorada até a descoberta
de novas rotas sintéticas desenvolvi-
das para meso-triarilcorréis, em 1999.
Uma pesquisa rapida na literatura
revela que, de todos os artigos publi-
cados sobre corréis, desde a primeira
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Figura 2 - Estruturas dos nucleos corrina 1 e corrol 2
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publicagdo em 1965, cerca de % foram
publicados nos ultimos cinco anos.

Mas o que torna este macrociclo tao
interessante? A par da capacidade que
0s corrois tém em estabilizar ibes com
elevados estados de oxidagéo (lll, V,
etc), participam em reacgdes de subs-
tituicao [8, 9], cicloadigao [10] e com-
plexacao [11], permitindo a sintese de
macrociclos com propriedades Uteis
em varias aplicagbes: desde o seu
uso como catalisadores, sensores e
células solares, a potencial aplicagcao
em Medicina. O facto de possuirem
propriedades fotofisicas atractivas e
de ja serem conhecidas algumas apli-
cagdes medicinais deste tipo de ma-
crociclo [12], possibilita o seu uso no
tratamento e diagnoéstico de doencas
oncoldgicas.

Das varias modalidades para o trata-
mento paliativo e curativo de patolo-
gias oncoldgicas e ndo oncoldgicas,
a terapia fotodinamica (PDT) tem re-
velado um grande potencial no trata-
mento e detecgdo de algumas formas
de cancro, lesGes pré-cancerosas e
também no tratamento oftalmoldgico
da degenerac&o da macula da retina.
A PDT baseia-se na combinacao de
trés componentes nao toxicos per si:
fotossensibilizador (FS), luz e oxigé-
nio molecular (Esquema 1). Numa
primeira fase € administrado o agente
fotossensibilizador (de uma forma to6-
pica ou sistémica), que apds se acu-
mular de forma selectiva em células
tumorais é promovido a um estado
excitado, mediante a iluminagdo da
lesdo, com luz de comprimento de
onda adequado (A 2600 nm). Inicia-se
assim uma sequéncia de processos
fotoquimicos e fotofisicos que origina
espécies citotoxicas e altamente reac-
tivas, como os radicais e o oxigénio no
estado singuleto ('0,), que provocam
danos irreversiveis as células, condu-
zindo-as a morte.

As maiores vantagens da PDT sobre
outros tratamentos oncoldgicos con-
vencionais sdo: a baixa toxicidade
sistémica; a habilidade de destruir tu-
mores selectivamente, apresentando
um efeito cosmético muito acentuado
e o poder ser aplicada em combina-
¢ao com outras modalidades terapéu-
ticas, como a quimioterapia, cirurgia e
radioterapia.
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Esquema 1 - Esquema geral da Terapia Fotodinamica (PDT)

Os fotossensibilizadores mais usados
e estudados em PDT tém por base o
nucleo porfirinico. A “Photofrin”, uma
formulagdo comercial constituida por
dimeros e outros oligobmeros porfirini-
cos ligados por ligacdes éter, éster e
carbono-carbono, esta aprovada para
uso clinico em varios paises, como os
Estados Unidos da América, Canada,
Japao, ltalia e Portugal.

Na procura de um fotossensibilizador
ideal, entre outras propriedades [13],
a anfifilia € um requisito importante,
porque permite uma melhor incorpo-
ragao na membrana celular [14].

De um modo geral, os corrois e as
porfirinas apresentam um caracter
lipofilico acentuado, exibindo baixa
solubilidade em ambientes aquosos.
E aceite que os macrociclos anfifilicos
se acumulam, preferencialmente, nos
tecidos tumorais face aos tecidos nor-
mais com um aumento consideravel
do efeito fotodinamico.

SINTESE E AVALIACAO FoToDINAMICA

O objectivo do trabalho descrito foi o
de contribuir para o desenvolvimento
de novas moléculas de tipo corrélico
com potencial aplicagcédo em PDT. Pro-
cedeu-se ao estudo da sintese, carac-
terizagao estrutural e avaliagao biolo-
gica de novas moléculas resultantes
do acoplamento do corrol PFC com
B-ciclodextrinas, unidades estruturais
com propriedades biolégicas conheci-
das e relevantes, que conferem anfifi-
licidade [15-17].

Os novos conjugados corrol-ciclodex-
trina BCD1 e BCD2 (Figura 3) foram
sintetizados por meio de uma substi-
tuicdo aromatica nucledfila regiose-
lectiva.

Tal como ja foi referido, a PDT tira
partido da acgéo conjugada de oxigée-
nio, de um fotossensibilizador e de ra-
diacado de determinado comprimento
de onda. Torna-se assim importante
conhecer alguns parametros que en-
volvem a absorgao de radiagao e que
séo relevantes na avaliagdo da acgéo
de um fotossensibilizador.

Os valores dos rendimentos quanticos
de fluorescéncia e de oxigénio singu-
leto determinados estdo dentro da
gama dos valores normalmente usa-
dos em PDT. Verificou-se ainda, que
o rendimento quantico de formacgéo
de oxigénio singuleto & superior ao da
“Photofrin”.

Em relacdo aos coeficientes de parti-
¢ao, os compostos BCD1 e PFC apre-
sentaram um caracter hidrofobico e a
sua administragdo nas culturas celula-
res foi efectuada através da sua incor-
poragéo em vesiculas de lipossomas
de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
O composto BCD2 provou ser hidrofilo
e foi administrado nas culturas celula-
res em solugéo aquosa [18].

Apds a avaliacdo das propriedades
dos compostos foi avaliada a poten-
cial actividade fotodindmica dos novos
conjugados e do corrol precursor so-

bre uma linha celular tumoral - Hela.

Os tratamentos fotodindmicos con-
sistiram em incubar as células com o
fotossensibilizador, a diferentes con-
centracdes, e depois irradia-las com
doses de luz pré-definidas, com luz de
comprimento de onda determinado. A
estimativa da viabilidade celular, de-
pois dos tratamentos fotodindmicos,
foi determinada pelo teste de redugéo
do MTT (4,5-dimetil-3-tiazolil-2,5-dife-
niltetrazolio) (Figura 4).
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Figura 3 - Estruturas dos compostos sintetizados PFC, BCD1 e BCD2
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Figura 4 - Comparagéo dos trés fotossensibilizadores

A figura 4 ilustra a percentagem de
sobrevivéncia das células HelLa obti-
da pelos ensaios de redugédo de MTT.
Pode-se observar que, tendo em con-
ta o maximo de dose de luz utilizada
(12 J/lcm?), o PFC a uma concentragéo
10-5M, foi a droga mais eficiente apre-
sentando uma sobrevivéncia celular,
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de apenas 38%. O BCD1 e o BCD2, a
mesma concentragdo, apresentaram
uma sobrevivéncia celular de 73% e
proliferagéo celular.

Contudo, o composto BCD2 a 10“M
mostrou ter um efeito moderado na
viabilidade celular.

Nestes estudos, apds tratamento das
células HeLa com os fotossensibiliza-
dores nas concentragbes que apre-
sentaram maior percentagem de mor-
te celular, foram realizados ensaios
imunoldgicos para avaliar as altera-
¢Oes celulares provocadas pelos fo-
tossensibilizadores. Os ensaios foram
efectuados sobre dois dos filamentos
que constituem o citoesqueleto das
células: os filamentos de actina e os
de tubulina (microtdbulos).

Para avaliar estes efeitos, apos 24 ho-
ras dos tratamentos fotodinamicos, as
preparagodes celulares foram prepara-
das, de acordo com metodologias ja
descritas, para cada tipo de filamento
[17].

As figuras 5 e 6 apresentam as ima-
gens de microscopia de fluorescéncia
captadas apés tratamento imunolégi-
co.

De uma forma geral, apds tratamento
fotodindmico com os diferentes com-
postos a rede dos microtubulos perde
a sua organizagado. Comparando com
o0s microtubulos das células controlo
(Figura 5a), observa-se que o com-
posto PFC é o que provoca um maior
efeito sobre as células (Figura 5d).

No caso de BCD2, os efeitos fotodi-
namicos sobre a rede de microtubu-
los também sao evidentes, ocorrendo
a formacado de células com mais que
um nucleo - células poliploéides (Figura
5c).

Nas células tratadas com BCD1 (Fi-
gura 5b), os filamentos de tubulina
apresentam-se desorganizados e
com perda de adesdo entre células
vizinhas.

De uma forma geral todos os fotossen-
sibilizadores afectam os filamentos de
actina. Comparando os filamentos de
actina, apos os tratamentos com os
trés fotossensibilizadores, com os das
células controlo, estes sofrem redu-
¢do, perda de organizagéo e das pro-
priedades de adesdo ao substrato. No
caso do PFC (Figura 6d), para além
da perda das propriedades ja referi-
das, observa-se ainda fluorescéncia
relativa a actina livre, o que indica,
mais uma vez, um elevado nimero de
mortes celulares.
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Figura 5 - Ensaios imunoldgicos de a-tubulina em células Hela: a) células controlo; b-d) apds 24 h do
tratamento fotodinamico de: b) BCD1; c) BCD2; d) PFC

Figura 6 — Fotomodificagdes induzidas pelos compostos nos filamentos de actina, marcadas com
faloidina: a) células controlo; b-d) apds 24 h do tratamento fotodinamico de b) BCD1; c) BCD2;
d) PFC (fluorescéncia da actina livre esta evidenciada)

CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios imunologi-
cos efectuados permitem concluir que
o PFC ¢ o melhor fotossensibilizador,
mas todos os compostos testados tém
um efeito moderado a severo nos fila-
mentos de tubulina e actina.

Os resultados obtidos permitir-nos-ao
desenvolver novos derivados corroli-
cos com melhor efeito fotodindmico.

Por esta e pelas diferentes areas de
aplicagdo torna-se claro que os cor-
rois sdao uma classe de moléculas
emergente e muito importante e que o
estudo da sua quimica fundamental, é
essencial para o desenvolvimento de
novas e indispensaveis moléculas.
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