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Resumo

O projeto teve como objetivo de estudo, a determinacdo dos parametros
termodindmicos de ativacdo da reacdo fotoquimica que leva a formacdo da
Hipericina, a partir do seu pro-farmaco Protohipericina. A cinética de reacao da foto-
conversdo foi monitorada em varias temperaturas, em meio homogéneo (etanol e
acetona), em sistemas micro-heterogéneos nano-estruturados formados por micelas
dos surfactantes i6nicos (SDS e CTABr), e também em surfactantes copoliméricos
da classe dos Pluronics®. Foram avaliadas as constantes de velocidade da foto-
reagdo nos diversos meios, bem como a influéncia da temperatura e condi¢gbes de
iluminacdo. Na segunda etapa, foi feito a determinagcéao da constante de ligacdo (Kp)
dos farmacos com micelas ibnicas e poliméricas em diversas temperaturas,
quantificando assim a interacdo entre as moléculas dos fotossensibilizadores e as
micelas em cada sistema.

Introducéo

A terapia fotodinamica (TFD) € uma modalidade clinica que se baseia em reacdes
fotoquimicas, em que a energia da luz € utilizada para ativar um composto chamado
fotossensibilizador (FS). Uma vez ativado, o FS leva a formacdo de espécies
altamente reativas, como por exemplo o oxigénio singlete O,, que atacam a célula e
desencadeiam os processos de morte celular. (Simplicio et al., 2002). As reacodes
fotoquimicas sdo exemplos de fenébmenos de interacdo luz e matéria, onde
moléculas absorvem a radiacdo na forma de fétons passando para um estado
eletrbnico excitado, obtendo caracteristicas foto-fisicas e fisico-quimicas diferentes
da molécula em seu estado fundamental (Salem, 1975).

Uma molécula promissora como fotossensibilizador € a Hipericina, que pertence a
familia das naftodiantronas. Ela pode ser encontrada no extrato de plantas do
género Hypericum perforatum, mais conhecidas como erva de Sao Joéao (Figura 1),
podendo ser obtida através do processo de extracao das flores da planta ou por um
processo de sintese, tendo como precursor o emodin. A obtencdo sintética da
Hipericina ocorre a partir de uma reacao fotoquimica que leva ao fechamento do
segundo anel na parte central da molécula, transformando a Protohipericina em
Hipericina (Figura 1) (Kitanov, 2001).
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Figura 1: (A) Imagem da planta do género Hypericum perforatum e (B) representacdo esquematica
da foto-ciclizagdo da Protohipericina.

No entanto, a Hipericina apresenta um elevado carater hidrofobico, necessitando ser
solubilizada em sistemas biocompativeis para aplicacbes clinicas. Sistemas
surfactantes aquosos sdo amplamente empregados para esta finalidade. Assim, os
FS foram solubilizados em surfactantes idnicos (SDS e CTABr) e surfactantes
copoliméricos (Figura 2). Em meio aquoso, os mondmeros de surfactantes ibnicos se
auto-estruturam para formar micelas com superficie ibnica e core hidrofébico. Ja os
surfactantes copoliméricos sdo constituidos de monémeros com estrutura tri-bloco
com a seguinte configuracao: (PEO)x(PPO)y(PEO)x. Ou seja, os blocos laterais de
poli-6xido de etileno (PEO-hidrofilica) e o bloco central poli-6xido de propileno (PPO-
hidrofébica). Em concentracbes acima da concentracdo micelar critica (CMC)
micelas poliméricas sdo formadas, sendo o0 sistema aquoso capaz de solubilizar
drogas hidrofébicas, tais como os FS, através do seu encapsulamento no nucleo
micelar (core-PPO). (Yokoyama, 2005).
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Figura 2: Representacdes esquematicas de (A) estrutura genérica do unimero do copolimero e da
micela polimérica formada e (B) estrutura dos mondmeros dos surfactantes aniénico SDS e catibnico
CTAB e suas respectivas micelas.

Materiais e métodos

Materiais

Todos os solventes utilizados eram de grau analitico e foram usados sem purificacédo
adicional. Os surfactantes i6nicos e copoliméricos da classe dos Pluronics®, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, sendo secos antes da pesagem. Para a realizacdo das
medidas utilizou-se solucdo estoque da Protohipericina (~6,0 x10°mol L™),
preparados semanalmente em etanol. Os equipamentos utilizados para o
desenvolvimento desse trabalho foram: espectrofotdmetro UV-VIS Varian Cary 50,
espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse, espectrofotmetro UV-VIS - Beckman DU-
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800, todos com controle peltier de temperatura, espectroradidmetro Ocean Optics
USB 2000+ e um mini foto-reator de chip LED emitindo luz verde (Amax = 522 nm).
Métodos

A Protohipericina foi sintetizada através de metodologia descrita na literatura e
otimizada em nosso grupo de pesquisa. Em seguida, foram realizadas a foto-
conversdo da Protohipericina em Hipericina nos meios homogéneos (etanol e
acetona), e surfactantes (ibnicos e copoliméricos), em diversas temperaturas,
avaliando os parametros termodinamicos de ativagao da foto-reacdo em cada meio.
Com o ajuste dos dados cinéticos pode-se obter as constantes de velocidade de
reacdo em cada temperatura. Por fim, a partir dos dados de absorcéo eletronica UV-
Vis e emissao de fluorescéncia foram determinados os paramétros de ligacao entre
os fotossensibilizadores e os sistemas micelares.

Resultados e Discusséo

Inicialmente foi realizada a sintese da Protohipericina por meio da rota sintética que
utiliza o emodin como reagente de partida.

As reacgOes de foto-conversao foram realizadas em etanol e acetona com temperaturas
entre 18 e 42°C. Estes solventes foram utilizados, pois segundo a literatura, o etanol
proporciona a monomerizagcdo da Hipericina e a acetona € um solvente que
apresenta uma elevada capacidade solubilizacédo desse fotossensibilizador.

Também realizou-se a foto-conversdo da Protohipericina em meios micro
heterogéneos, como o0s surfactantes idnicos (SDS e CTABr) e surfactantes
copoliméricos nos intervalos de temperatura de 18 a 42°C (Tabela 1). De forma
geral, pode-se observar que tantos os surfactantes ndo poliméricos, quantos os
surfactantes copoliméricos apresentaram constantes comparaveis. No entanto, €
perceptivel que entre os surfactantes idnicos, SDS apresenta uma maior constante
de velocidade, sendo o valor neste meio maior do que o verificado nas reagdes em
solventes organicos. Ja na foto-conversdo utilizado surfactantes copoliméricos é
nitido que os valores obtidos do Polimero B sdo aproximadamente 2 vezes maior
gue o sistema com o Polimero A.

Tabela 1:Valores de constante velocidade de foto-conversao (k) em SDS e CTABr e
surfactantes copoliméricos, iluminados com luz verde, em varias temperaturas.

T (°C) k (min ™) k (min ™) T (°C) k (min ™) k (min ™)
SDS CTABr Polimero A Polimero B
18 12,5 (+0,2) - 18 4,3 (£0,1)
22 20,3 (x0,3) 2,3(x0,1) 22 3,7 (£0,1) 24,7 (£ 0,8)
25 18,1 (+0,2) 2,9 (+0,3) 25 3,5(+0,1) 13,5 (£ 0,3)
26 18,7 ( 0,5) 3,2(£0,2) 26 3,6 (+0,1) 11,6 (0,2)
30 21,9 (0,9) 4,7 (£0,3) 30 4,5 (+0,1) 6,7 (£0,2)
34 28,2 (x1,4) 6,6 (£0,1) 34 5,6 (+0,1) 8,2 (x0,4)
38 35,1(x 0,8) 8,5 (x0,3) 38 6,9 (+0,1) 10,2 (£0,2)
42 40,4(x 1,1) 11,6 (£0,1) 42 7,8 (+0,1) 13,1 (£0,7)

Além disso, em cada sistema foram determinados os parametros termodinamicos de
reacao utilizado as Equacdes Arhenius e Eyring. Os resultados demonstram que,
dentre os surfactantes idnicos, o SDS apresenta uma menor energia de ativacao,
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existindo neste sistema uma forte influéncia da variacdo de entropia, o que
caracteriza este meio como aquele com o menor valor avaliado de energia livre de
ativacdo. Ja os sistemas formados por surfactantes copoliméricos apresentaram
valores de energia de ativagéo, entropia e energia livre muito proximos.

Por fim, estimou-se as constantes de ligacéo (Kp), constatando que nos surfactantes
SDS e CTABr os valores foram relativamente baixos. Entretanto, o perfil das
isotermas de ligacdo apontam para uma maior tendéncia de saturacédo da Hipericina
em relacdo a Protohipericina. Também realizou-se a determinacdo de Kp nos
surfactantes copoliméricos comparando os valores para Protohipericina nos dois
sistemas tem-se um maior valor no Polimero A, 0 que provavelmente esteja
relacionado com a estrutura da cadeia polimérica. Como observado nos surfactantes
ibnicos, nos sistemas copoliméricos também se verificou uma maior tendéncia de
ligacdo da Hipericina em relacao a Protohipericina.

Conclusoes

A foto-ciclizacédo da Protohipericina para a obtencdo de Hipericina foi realizada com
sucesso em sistemas aquosos nano-estruturados, formados por micelas, tanto de
surfactantes ndo-poliméricos, como em sistemas formados por copolimeros tri-bloco
da classe dos Pluronicos®. As taxas de foto-conversdo nos sistemas micro-
heterogéneos sao similares as verificadas em meio homogéneo (etanol e acetona),
com verificagdo de efeitos especificos que elevam as velocidades de reacdo nos
sistemas SDS e no Polimero B, sendo este um resultado importante tanto sobre a
perspectiva da quimica verde como farmacologica, pois utiliza um sistema aquoso
formado por um copolimero biodegradavel e biocompativel.

As constantes de ligagdo avaliadas por emissdo de fluorescéncia e absorgéo
eletrbnica UV-Vis demonstram que a Hipericina tem uma interacdo mais intensa com
as micelas, o que é um efeito resultante da conformagdo estrutural da
Protohipericina e sua menor hidrofobicidade. Como as constantes de ligacdo da
Protohipericina, em todos os sistemas micelares avaliados, € significativamente
menor que a observada para a Hipericina, este resultado pode ser explorado como
fator diferencial no uso da Protohipericina em uma estratégia pré-farmaco para
fotossensibilizagcdo com Hipericina em TFD.
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