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Resumo

O projeto teve como objetivo realizar o estudo da etapa fotossintética da
Hipericina (HIP) a partir do composto Protohipericina (Protohip), visando
obter aplicacdes em Terapia Fotodindmica (TFD). Para isso realizou-se a
sintese do candidato a pro-farmaco (Protohip), o qual foi posteriormente
iluminado, ativando a reacdo de foto-ciclizagdo da Protohip que leva a
formacdo da Hipericina. Foi utilizado um mini foto-reator como fonte de
radiacdo luminosa para ativagdo da reagdo. Esse processo foi investigado
em meio homogéneo (etanol e acetona) e em sistemas micro-heterogéneos
formado pelos surfactantes ibnicos (SDS e CTABr), tendo como objetivo
avaliar as constantes de velocidade da foto-conversédo nos diversos meios,
visando a possibilidade de estabelecimento de um protocolo voltado para
quimica verde.

Introducao

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade clinica que se baseia direta
ou indiretamente em reacdes de natureza fotoquimica, ou seja, utiliza-se luz
para ativar um composto fotossensibilizador gerando espécies altamente
reativas, como por exemplo o oxigénio singlete *O,, que desencadeiam os
processos de morte celular nos tecidos alvo (Simplicio et al., 2002).

As reacOes fotoquimicas sdo exemplos de fenbmenos de interacédo luz e
matéria de grande importancia cientifica, pois contribuem para existéncia de
uma vasta gama de compostos que ndo poderiam ser obtidos pelos métodos
térmicos convencionais. Deste modo, utilizando a luz como fonte de energia,
as moléculas absorvem a radiacdo na forma de fotons passando para um
estado eletrdnico excitado, com caracteristicas foto-fisicas e fisico-quimicas
diferentes da molécula em seu estado fundamental (Salem, 1975).

A Hipericina é um composto pertencente a familia das naftodiantronas
encontrado no extrato de plantas do género Hypericum perforatum. A
obtencao sintética da Hipericina ocorre a partir de uma reacdo fotoquimica
que leva ao fechamento do segundo anel na parte central da molécula,

- Universidade FUNDACAO <y "
YXUEM 2 ek Y parana
7 SmENmATe AR Tes e <R cowmoooemoo




27° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica

7° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica JUnior AR LI

transformando a Protohip em Hipericina (Figura 1) (Kitanov, 2001). A
Hipericina € uma molécula promissora para o uso como fotossensibilizador
em TFD no entanto possui elevado carater hidrofébico, necessitando ser
solubilizada em sistemas surfactantes nanoestruturados.

OH O OH

LI v
HyC . OH >
HyC O‘O OH Foto-reacéo

OH O O©OH
Protohipericina

OH O OH

Hipericina
Figura 1 : Representacao esquematica da foto-ciclizacdo da Protohipericina

Os surfactantes i6nicos podem ser classificados de acordo com seu estado
de carga ou grupo cabeca polar, sendo utilizados como sistemas nano-
estruturados solubilizadores de drogas hidrofébicas. Em meio aquoso seus
mondmeros se auto-estruturam para formar micelas idnicas com core
hidrofébico capaz de solubilizar o fotossensibilizador (hidrofébico). Neste
trabalho foram utilizados os surfactantes dodecil sulfato de sodio (SDS,
anionico) e o brometo de cetil trimetilambénio (CTABr, catibnico)
(Figura2)(Yokoyama, 2005).

Figura 2: Estrutura do surfactante anionico SDS e catibnico CTABr e
representacdo das suas respectivas micelas.

Materiais e métodos

Materiais

Todos os solventes utilizados eram de grau analitico e foram usados sem
purificacdo adicional. Os surfactantes SDS e CTAB todos Sigma-Aldrich e
sendo secos. Utilizou também solucéo estoque da Protohip (~6,0 x10°mol L’
1, preparados semanalmente em etanol. Os equipamentos utilizados para o
desenvolvimento desse trabalho foram: espectrofotdbmetro Varian Cary 50,
espectrofluorimetro Cary Eclipse, ambos com controle peltier de
temperatura, espectroradibmetro Ocean Optics USB 2000+ e o mini foto-
reator de chip LED emitindo luz verde (Amax = 522 nm).
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Métodos

A Protohip foi sintetizada através de metodologia descrita na literatura e
otimizada em nosso grupo de pesquisa. Foi realizado a determinacdo das
caracteristicas espectroscopicas dos compostos avaliados, afim de calibrar e
padronizar as concentracfes dos FS nos meios avaliados. Foi determinado a
porcentagem de agua agregacional critica (PAAC) em misturas de
acetona/agua, sendo um parametro proporcional a hidrofobicidade da
molécula. Foi construido o mini foto-reator, utilizando um chip LED de cor
verde (Amax = 522 nm), um suporte de metal e um cooler. As constantes
cinéticas de foto-conversdo da Protohip em Hipericina foram estimadas nos
diversos meios avaliados através do tratamento teérico dos dados cinéticos
experimentais segundo um modelo de pseudo-primeira ordem.

Resultados e Discussao

Inicialmente foi construido o mini foto-reator e realizada a caracterizagédo
fotbnica do mesmo. Foram avaliadas a irradiancia luminosa e o tempo de
estabilizacdo do fluxo de luz sendo que o LED deve ficar cerca de 40 min
ligado antes da realizacdo dos experimentos, para que tenha uma fluéncia
de luz constante.

Foi realizada a sintese da Protohip por meio da rota sintética utilizando o
emodin como reagente de partida. A caracterizacdo da molécula foi feita
através de RMN de *H, bem como, por meio dos perfis espectrais da Protohip e
da HIP.

Também foi determinado a porcentagem de agua agregacional observando-se
gque em HIP 50% de agua, enquanto para Protohip foi de 60% (Figura 3),
indicando uma menor tendéncia a agregacao, recomendam o uso da Protohip
como pré-farmaco, pois ao armazenar a solugcdo tenham menores taxas de
auto-agregacao para a Protohip do que para a HIP.
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Figura 3: (A) Espectros de emissdo da Protohip em diferéntes porcentagens

de 4gua (v/v) na mistura acetona/agua. (B) Intensidade de fluorescéncia nos
maximos de emissdo (A = 600 nm) como uma funcédo da porcentagem de
agua (v/v) em misturas acetona/agua, para os FS Protohip e HIP.

As avalicdes cinéticas formam feitas por absorcdo eletrbnica UV-Vis em
acetona, etanol, SDS e CTAB afim de avaliar as taxas de foto-conversao da
Protohip em Hipericina, obtendo as constantes de velocidade em cada meio.
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De acordo com os resultados obtidos em meio homogéneo, o etanol apresenta
uma maior constate de velocidade do que a acetona, deste modo a reacéo de
foto-ciclizacdo da Protohip € mais rdpida em etanol. Em meio aquoso formado
pelos surfactantes idnicos, a maior velocidade de foto-reacéo foi verificada em
SDS, sendo a constante de velocidade aproximadamente quatro vezes maior
do que em CTAB. Deste modo, comparando as constantes de velocidade dos
solventes organicos e dos surfactantes idnicos, pode-se notar que em SDS a
constante de velocidade é maior, favorecendo a foto-reacdo da Protohip
(Tabela 1).

Tabela 1: Valores de constante de velocidade de foto-conversédo (k) em
solventes acetona e etanol e surfactantes ibnicos SDS e CTAB, iluminados
com luz verde a 30°C.

k (ms™)
Acetona 6,6 (£0,1)
Etanol 7,8(x0,1)
SDS 21,9 (+0,9)
CTAB 4,7 (£0,3)

Conclusbes

Os estudos de porcentagem de dgua agregacional critica demostram que a
Protohipericina € menos hidrofobica do que a Hipericina, ou seja, esta
menos sujeita a processo de auto-agregacdo, o que pode representar
vantagens na etapa de formulacdo dos FS.

A foto-ciclizacdo da Protohipericina para a obtencdo de Hipericina foi
realizada com sucesso em sistemas aquosos nano-estruturados, formados
por micelas de surfactantes ionicos, sendo este um resultado importe do
ponto de vista da quimica verde.
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