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Resumo

Estudou-se a conjugagcao de micro/nanotubos de L,L-difenilalanina (MNTs-FF)
com dois tipos de fluoréforo: hipericina (Hyp) e ftalocianinas de zinco (ZnPc),
visando aplicacdo na terapia fotodindmica. Foram feitas investigacdes sobre
conjugados contendo hipericina organizados em diferentes arranjos cristalinos,
uma fase hexagonal (P61) e outra ortorrombica (P22121). Os resultados obtidos
evidenciam uma maior eficiéncia na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) quando a hipericina esta conjugada com MNTs-FF, sendo essa eficacia
observada em ambas as fases, porém com melhor resultado para a fase
hexagonal. Como mecanismo, foi proposto que a organizacdo induzida pelas
estruturas peptidicas e a disponibilidade de um ambiente hidrofébico na interface
de Hyp/peptideo sdo fundamentais para incrementar a geracdo de ROS. Para
0s conjugados MNTs-FF com ftalocianinas de zinco, foram analisadas as
propriedades morfoldgicas e estruturais. Com a variacdo dos grupos protetores
dos derivados do glicerol presentes nas regides periféricas das ZnPcs, a
morfologia tubular usualmente observada em MNTs-FF muda drasticamente e
passa a ser caracterizada por hastes micrométricas. Analisando sua superficie
em estudos de alta resolucédo por AFM, foi perceptivel a formacao de camadas
de fotossensibilizadores e um incremento substancial de rugosidade. Mesmo
com a mudanca na morfologia do material, a simetria cristalografica P61,
tradicionalmente encontrada em MNTs-FF ndo-conjugados, é mantida. Ensaios
de toxicidade foram realizados em células tumorais mamarias (MCF-7),
revelando que a morte celular € maior quando as ZnPcs estdo conjugadas com
MNTSs-FF. Estudos de citometria identificaram que a principal via de morte celular
€ necrose, com eficiéncia de cerca 80% para os conjugados MNTs-FF/ZnPc.
Esses achados mostram que essa conjugacao aumenta a eficiéncia na geracao
de ROS dos fotossensibilizadores (Fs) utilizados nesse trabalho, indicando

potencial aplicacdo desses materiais na terapia fotodinamica.

Palavras-chave: nanotubos de peptideos, hipericina, ftalocianina de zinco, terapia

fotodinamica, citotoxicidade.



Abstract

It was studied the conjugation of L,L-diphenylalanine micro/nanotubes (MNTs-
FF) with two types of fluorophore: hypericin (Hyp) and zinc phthalocyanines
(ZnPc), order application in photodynamic therapy. It was made investigations on
conjugates containing hypericin organized into different crystalline symmetries, a
hexagonal phase (P61) and an orthorhombic phase (P22121). The results
obtained here are evidence for higher efficiency in the generation of reactive
oxygen species (ROS) when hypericin appears conjugated to MNTs-FF. This
improvement is observed for MNT-FFs organized into both phases; however,
efficiency is still higher for self-assemblies exhibiting hexagonal symmetry. As a
mechanism, it was proposed that organization induced by peptide structures and
availability of a hydrophobic environment in the vicinities of Hyp/peptide
interfaces are crucial for boosting the generation of ROS. In conjugates formed
between MNTs-FF and ZcPcs, structural and morphological properties were
analyzed in detail. It was found that, by varying glycerol moieties in the periphery
of ZnPcs, the tubular morphology usually observed in MNTs-FF changes
dramatically and is then characterized by micrometer-long sticks with faceted
surfaces. High-resolution AFM imaging showed the formation of layers of
photosensitizers and substantial increment on the surface roughness. In despite
these drastic morphological and surface changes, the crystalline arrangement of
peptides within the complexes remained into the hexagonal P61 phase usually
found in bare MNTs-FF. Cytotoxocity assays performed on tumoral mammary
cells (MCF-7) indicated that cell death upon light irradiation is higher when ZnpCs
is conjugated to MNTs-FF. Cytometry assays identified that the main mechanism
leading to cell death is necrosis, with effectiveness of about 80% for MNTs-
FF/ZnPc. These findings show that this conjugation enhances efficiency in ROS
generation by the photosinthesizers used in this work, indicating the potential of

these materials for photodynamic therapy.

Keywords: peptide nanotubes, hypericin, zinc phthalocyanine, photodynamic

therapy, cytotoxicity.
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1. Introducao

Na natureza existem 20 aminoacidos essenciais para a vida e que
desempenham muitas funcées no metabolismo. Em particular, os aminoacidos
servem como bloco de construcdo de peptideos e proteinas, dando origem a
estruturas tridimensionais complexas. Todos 0s aminoacidos, exceto a glicina,
sdo quirais e existem na natureza apenas com o enantidbmero L (levogiro). Assim,
eles apresentam a mesma estrutura basica com um grupo amino (—NHs*) e um
grupo carboxilico (-COQ"), e se diferenciam de acordo com a cadeia lateral
ligada ao carbono central. 12

Essas estruturas sdo formadas por meio de um processo de
automontagem molecular. 3 A organizacdo dos blocos de construcdo em
estruturas ordenadas esta baseada no reconhecimento especifico, que é
facilitado por uma combinacéo de varias interacfes nao covalentes diferentes,
incluindo interacfes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e interacdes de
empilhamento r (m-stacking). 4°

Sequéncias curtas de amino acidos, os peptideos, possuem excelente
estabilidade fisico-quimica quando comparado com proteinas de maior peso
molecular. & Além disso, os peptideos possuem biocompatibilidade e diversidade
guimica que sé&o encontrados nas proteinas, no entanto, Sd4o muito mais robustos
e podem ser sintetizados em grande escala com relativa facilidade. 4 Peptideos
curtos como a L,L-difenilalanina (FF) e a L,L-difenilglicina 47, por exemplo,
apresentam polimorfismo e podem se associar espontaneamente para formar
nanotubos, nanoesferas, nanofibrilas, nanofitas, e outras estruturas ordenadas
em nano escala. ° Esses materiais apresentam capacidades funcionais que

cobrem uma ampla gama de aplicacdes, incluindo biomedicina &, engenharia de



tecidos ° e liberacdo de farmacos 1°. Além da vantagem de sintese rapida,
funcionalizacé&o relativamente simples e baixo custo, confirmam o potencial
desses arranjos. No entanto, a compreensado dos efeitos da organizacdo da
escala molecular sobre o comportamento macroscopico destes materiais ainda
permanece nos estagios iniciais. Questdes como o controle do tamanho das
arquiteturas durante a sintese e a estabilidade durante a manipulacdo em
liguidos, quando da tentativa de integra-las a dispositivos de detec¢do ou a
sistemas de entrega de drogas, precisam ser solucionadas. ?

Com a finalidade de obter novas propriedades, aperfeicoando as ja
existentes e aumentando a esfera de aplicacfes dos nanomateriais peptidicos,
pesquisas estdo sendo realizadas buscando estratégias que promovam a
interagdo destes materiais com outros compostos. ! Nesse caso, atomos ou
moléculas podem se ligar de forma covalente ou n&o-covalente com
nanoestruturas peptidicas, promovendo modificacfes quimicas e alterando as
propriedades originais desses materiais. Muitos estudos estéo sendo realizados
nesta area, onde se pode citar a funcionalizacdo de nanoestruturas peptidicas
com: nanoparticulas de metais de transicdo 2, polimeros %3, fluoréforos 4, entre
outros.

Nesse trabalho, foi utilizado uma sequéncia peptidica curta, o dipeptideo
L,L-difenilalanina, para obtencdo de nanotubos, onde esse material foi
funcionalizado com diferentes moléculas fluorescentes sensiveis a luz visivel
gue possuem potencial aplicacdo em terapias fotodinamicas para a destruicéo
de células e tecidos patogénicos.

A FF foi utilizada por apresentar diversas propriedades. Trabalhos

publicados mostram sua estabilidade térmica e quimica onde é mostrado que os



nanotubos de FF perdem sua morfologia a aproximadamente apenas a ~ 300°C
e gque sdo estaveis a diversos tipos de solventes como etanol, acetona, entre
outros.!® Estudos recentes mostram também que propriedades relacionadas a
estabilidade quimica e fisica variam de acordo com a morfologia obtida, sendo
que nanofios apresentam estabilidade a variagéo de pH, podendo ser usados em
solucdes &cidas e basicas concentradas. 1°

Nas sec¢des seguintes, hd uma revisdo sobre os materiais utilizados nesse

trabalho.

1.1. Nanotubos de peptideos

Nanotubos de peptideos sdo conjuntos especialmente intrigantes, pois
tém a possibilidade de numerosas modificagdes quimicas e permite a utilizacéo
em sistemas biolégicos. Ghadiri e colaboradores demonstraram, no inicio dos
anos 1990, que nanotubos podem ser automontados por um processo baseado
em estruturas folha-p a partir da auto-organizacado de peptideos ciclicos que
contém um nimero par de amino&cidos levogiros (L) e dextrogiros (D). *” Outro
tipo de estrutura peptidica tubular pode ser formado a partir de dipeptideos.
Gorbitz 8 foi o pioneiro em demostrar que sequencias peptidicas curtas podem
se auto organizar em estruturas cristalinas. Usando técnicas cristalogréficas, ele
foi capaz de caracterizar diferentes conformacfes de cristais compostos por
dipeptideos, que se auto organizam em uma estrutura tubular. 1° Gazit e Reches
descobriram que nanotubos de peptideos estaveis sdo formados a partir do
dipeptideo aromaético L,L-difenilalanina em solugdo aquosa. ?° A inspiracédo

surgiu da observagao da formacgao de nanotubos durante o estudo da habilidade



de sequencias curtas de peptideos aromaticos na formacdo de fibrilas da
proteina B amiloide que sdo organizadas espontaneamente. Estas fibrilas tém
sido pesquisadas devido a associa¢cdo com doencas neurodegenerativas, sendo
a doenca de Alzheimer, o Parkinson e o diabetes tipo Il, os distirbios mais
comuns.

Nesse trabalho, foi utilizado o dipeptideo FF (Figura 1) para a
nanoestruturacdo em fase liquida. Esse material pode se auto organizar em
nanoestruturas peptidicas estaveis com diferentes morfologias, em varios
ambientes aquosos ou organicos. 1%° Devido a isto, ele tem se tornado um dos
blocos mais importantes e intensamente estudados ultimamente. Essas
investigacbes tém sugerido que as interacdes dos anéis aromaticos
desempenham um papel importante no processo de automontagem e podem

favorecer a organizacdo molecular estavel de peptideos em fibrilas amiloides. 2?
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Figura 1. (A) Formula estrutural da L,L-difenilalanina e (B) a estrutura molecular da FF
a partir da determinacdo da estrutura do cristal Unico. Atomos da cadeia lateral sdo
mostrado em laranja. °




Nanotubos de FF s&o usualmente sintetizados via fase liquida por meio
da dissolugéo do dipeptideo em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP) a altas
concentragdes (=2 100 mg mL 1), seguido pela diluicdo em agua. Numa gama de
concentracdes finais da ordem de pmol L, observa-se a montagem rapida das
nanoestruturas, em tempos da ordem de dezena de minutos. 2°

Esse material quando automontado em meio aquoso, apresenta arranjo
cristalino com grupo de simetria hexagonal P61. 1° Nessa organizacdo, as
unidades de FF formam empilhamentos ciclicos constituindo um canal paralelo
ao eixo longitudinal da estrutura, onde o0s grupos carboxilicos e aminos
permanecem voltados para parte interna do tubo. * 22 Com isso, é possivel
armazenar moléculas de agua e/ou outras moléculas hidrofilicas nesse canal. A
presenca de agua na cavidade do tubo leva a alteracdes significativas nas
propriedades morfolégicas 2% e eletronicas 2* desses sistemas. J4 os anéis
aromaticos ficam voltados para a parte externa do tubo proporcionando uma

superficie hidrofébica. 1° Esse processo esta ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Dipeptideo FF, formacdo do hexametro e o empilhamento do hexametro
formando um nanotubo.



Quando esse material € submetido a tratamento térmico sob temperaturas
acima de 150°C, este exibe uma transicéo de fase. 2> Com o aquecimento, ocorre
uma mudanca da estrutura peptidica referente a uma transicdo de massa
molecular a partir de uma conformacéo linear (MM = 313 g mol?), para uma
conformagéo ciclica (MM = 295 g mol?), seguido de uma reorganizacdo da
estrutura cristalina. 252 O processo de ciclizacdo é acompanhado pela liberacédo
de uma molécula de agua, o que corresponde a mudanga no peso molecular, 2%°

como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Representacao do processo de ciclizagéo da FF.
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A transicdo molecular induzida termicamente altera a estrutura
morfolégica do tubo, a partir de um nanotubo oco, que corresponde a fase
hexagonal, para nanofitas de peptideo, onde essa nova fase assume simetria
ortorrdombica. Essa transicao é irreversivel e induz alteracdes nas propriedades
morfologicas e estruturais dos MNTs-FF, do nivel microscopico ao
macroscopico. A Figura 4 apresenta as estruturas cristalinas na fase hexagonal
e ortorrdmbica, onde é possivel observar que, com a transicdo de fase, os

nanofios passam a apresentar uma superficie mais hidrofilica.



Figura 4. Estrutura cristalina dos nanotubos de FF fase hexagonal (A) e fase
ortorrémbica (B). ¢

Nanotubos de FF sdo capazes de se auto montar em robustos microtubos
hexagonais como resultado da organizacdo confinada de estruturas tubulares
durante a cristalizacdo ou agregacédo. Os microtubos evoluem hierarquicamente
e sado constituidos de feixes de nanotubos organizados. Ou seja, moléculas
individuais do dipeptideo comecam se auto organizando em nanotubos com um
padrdo de empacotamento hexagonal, seguido de auto-organizacdo em
microtubos hexagonais através de um crescimento estruturado de
automontagem similar. Além disso, tais microtubos hexagonais séo cristalinos e
podem atuar, por exemplo, como um guia de onda em conjunto com corantes. 2’
A Figura 5 ilustra esquematicamente a formac¢do multiescala dos microtubos de

peptideos de FF.
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Figura 5. Automontagem em multipla escala da L,L-difenilalanina: (A) dimero FF, (B-D)
automontagem em hexameros seguido da formag¢édo de folhas, (E-F) que podem
organizar espontaneamente ainda em microtubos hexagonais por um crescimento
autoestruturado semelhante ao processo de cristalizagdo confinado. %’

Esse processo de agregacao € observado devido a interacdo entre os
anéis aromaticos que ficam voltados para a parte externa do tubo, dificultando
assim o controle do tamanho do material obtido, ocorrendo uma polidisperséao de
tamanho no produto final.

Com o intuito de conseguir novas propriedades, ou melhorar as ja
existentes nesses materiais, pesquisas estdo sendo realizadas por meio da
funcionalizacdo covalente ou nado-covalente desse material. A seguir alguns
estudos sobre a funcionalizacdo dos NTs-FF em diferentes seguimentos de

pesquisa.



1.2. Funcionalizac&o de nanoestruturas peptidicas

Foi estudada pelo grupo de pesquisa a formacédo de nanotubos de L,L-
difenilalanina com complexo de cobre (Il) em membrana Nafion na superficie de
eletrodo de carbono vitreo. 2 Nanoestruturas de peptideos em geral séo
isolantes e para obter propriedades de conducdo, algumas modificacbes
quimicas podem ser realizadas para formar compostos hibridos com objetivo
especifico de diminuir sua natureza isolante. Mediante a combinacdo com
complexo de cobre (ll), as propriedades eletroquimicas do material
apresentaram alta atividade eletrocatalitica na oxidacdo da dopamina. A
sensibilidade de deteccédo foi considerada reforcada pelo uso de nanotubos,
onde os resultados sugeriram que este sistema proporciona uma vantagem
atraente para um novo tipo de sensor eletroquimico.

Ainda com o objetivo especifico de diminuir a natureza isolante dos
nanomateriais peptidicos, Park e colaboradores 2° funcionalizaram esses
materiais com polimero condutor (polianilina) por meio da técnica fase sélida-
vapor para preparo das nanoestruturas. Nanofios de L,L-difenilalanina foram
submetidos a modificacdo quimica através de uma solugcdo polimerizante de
persulfato de amonio contendo anilina em meio acido para gerar uma “casca’
polimérica sobre os nanofios que habilita 0 uso em arquiteturas de deteccéo.

Em outro trabalho, Lakshmanan e colaboradores 30 realizaram a
funcionalizacdo destes materiais pela adicdo de nanoparticulas de ouro. Foi
possivel observar através de técnicas de microscopia de transmissdo que as
nanoparticulas estao presentes em toda a extensao das nanoestruturas de forma

homogénea na superficie dos tubos e o resultado obtido € fundamental na
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construcdo de moldes e componentes organicos em nanoescala para a proxima
geracdo de biossensores, assim como em eletroquimica funcional e dispositivos
Optico-eletronicos.

De forma a utilizar estas nanoestruturas como agentes de contraste, eles
precisam ser funcionalizados com moléculas apropriadas proporcionando-lhes
propriedades especificas. Ryu e colaboradores 3! desenvolveram nanotubos de
peptideos fotoluminescentes pela incorporacéo in situ de acido salicilico e ions
lantanideos. Com base nesta ideia, outro exemplo interessante de
funcionalizacdo situa-se no campo de biossensores O6pticos. Kim e
colaboradores 3? desenvolveram um hidrogel de nanofibras fluorescentes da
sequéncia Fmoc-FF funcionalizados com pontos quéanticos de telureto de cadmio
(CdTe) para deteccdo de glicose. A enzima glicose-oxidase (GOx) foi
incorporada ao hidrogel para atuar como um biorreceptor da reagcdo de
fotoluminescéncia. Na reacdo da glicose, esta foi oxidada produzindo acido
glucénico e peroxido de hidrogénio (H202) extinguindo a fotoluminescéncia e
atuando como receptor de elétrons. Com a exposicao a luz UV, e com 0 aumento
da concentracdo de GOXx, a cor do hidrogel de peptideo fotoluminescente mudou
de vermelho para preto indicando a extingdo da fotoluminescéncia
desencadeada pela presenca da GOx. A diminuicdo da fluorescéncia foi
relacionada com a concentracédo de GOx na faixa de 1 a 10 mmol L.

Também foi possivel funcionalizar os NTs-FF com materiais
fluorescentes, como no trabalho apresentado por Martins e coautores 14, onde a
funcionalizagéo foi realizada com 1-pireno acido carboxilico a fim de verificar a
importancia do controle do pH no preparo das nanoestruturas e a concentracao

da molécula fluorescente na estrutura final. Mudancas nos valores de pH
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geraram estruturas de morfologias diferentes, podendo assumir a forma de fitas
(aumento do pH) ou fios (diminuicdo do pH) e comprimentos diferentes, onde
fibrilas mais longas foram obtidas em valores de pH mais elevados. Além disso,
a concentracdo do fluoréforo interfere na estrutura final, retardando o
crescimento de nanotubos em pH baixo, devido as forgas concorrentes de
interagdo entre moléculas formadoras de nanotubos, favorecendo o crescimento
a valores de pH mais elevados e contribuindo para for¢cas sinérgicas de
interacdo. Como a molécula 1-pireno acido carboxilico apresenta uma parte
hidrofilica e outra hidrofébica (Figura 6-A), ela interage com a parte externa do
tubo por interacdo hidrofobica e a parte hidrofilica da estrutura fica voltada para
fora e interage com 0 meio aquoso, como mostra a figura de dinamica molecular

(Figura 6-B).

OH (A)

Figura 6. (A) Formula estrutural do 1-pireno acido carboxilico e (B) Fungédo de
distribuicdo espacial do grupo hidrofilico (em vermelho) e do grupo hidrofébico (em azul)
do 1-pireno acido carboxilico na superficie dos tubos. #
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Neste trabalho, tubos de FF em escala nano e micrométrica (MNTs-FF),
foram sintetizados e funcionalizados com diferentes moléculas fluorescentes
sensiveis a luz visivel. Esses fotossensibilizadores possuem potencial aplicacao
em terapias para tratamento de destruicdo de células e tecidos patogénicos.
Nosso objetivo foi investigar a interac@o entre os materiais e estudar possiveis
mudanc¢as em suas propriedades para otimizacdo do material funcionalizado.

Nas sessdes seguintes € apresentada uma introducdo sobre os materiais

fotossensiveis utilizados e sua potencial aplicacao.

1.3. Fotossensibilizadores

Fotossensibilizadores (FS) sdo compostos capazes de gerar espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés “Reactive Oxygen Species”) apds excitacéo
com luz visivel, com comprimento de onda adequado de cada molécula, na
presenca do oxigénio molecular. 33 O mecanismo de geracédo de ROS pelo FS
ocorre inicialmente com a promocao do FS de seu estado fundamental a um
estado excitado singlete. A etapa importante envolve o cruzamento intersistema,
onde o estado excitado singlete é convertido a um estado excitado triplete,
transferindo assim elétrons ou energia para o oxigénio molecular levando a
formacao de ROS. A formagéo de ROS a partir dos FS pode ser explicada por
dois mecanismos quimicos: a transferéncia de elétrons ou a transferéncia de
energia. **

Na transferéncia de elétrons (mecanismo tipo I), o FS no estado triplete

interage diretamente com diferentes macromoléculas bioldgicas, por meio de

reacOes de transferéncia de elétrons ou transferéncia de hidrogénio, levando a
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formacao de radicais livres e/ou ions radicais, 0s quais poder&o interagir com o
oxigénio para gerar ROS, principalmente superoxido e derivados deste. Ja na
transferéncia de energia (mecanismo tipo Il), o FS no estado triplete transfere
energia para o oxigénio molecular produzindo oxigénio singlete (*O2). O oxigénio
singlete € uma espécie altamente reativa que oxida varios substratos bioldgicos.
34 Acredita-se que o oxigénio singlete seja o principal mediador dos danos
fotodindmicos nos sistemas bioldgicos, pois reage rapidamente com 0s mais
variados materiais biolégicos eletrofilicos, como lipidios insaturados, proteinas e
acidos nucléicos, sendo apontado como o principal responsavel pela inativacdo
da célula tumoral. 32 Os processos envolvidos em ambos 0os mecanismos estédo

resumidos no diagrama de Jablonski, Figura 7.

Cruzamento
intersistema

A 2
— J
Luz FS estado triplete 1/
Fluorescéncia -
ROS

Fosforescéncia

FS estado fundamental singlete

Figura 7. Diagrama de Jablonski representando os mecanismos fotoquimicos do FS.
35
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Essa técnica que se baseia nas propriedades benéficas do uso da luz com
FS é conhecida como Terapia Fotodinamica (PDT, do inglés “Photodynamic
Therapy”). A PDT é uma promissora técnica de tratamento do cancer que
envolve a interagdo simultanea de um FS, luz visivel e oxigénio molecular
presente nas células, produzindo ROS. Como consequéncia disso, o tecido
tumoral é levado a morte por necrose (decomposicdo rapida que afeta
populacdes celulares amplas) ou apoptose (processo programado de morte
celular), eliminando a lesdo cancerosa, permitindo a completa restauragdao do
tecido. 36

A PDT é um tratamento que pode ser repetido véarias vezes, pois nao
provoca efeitos toxicos, sendo esta uma das vantagens em relacdo ao
tratamento convencional (quimioterapia). Sendo o Unico efeito indesejado é a
necessidade de evitar exposicao ao sol, jA que a pele se torna sensivel a luz.
Este tipo de tratamento tem sido utilizado com sucesso em casos de tumores
externos que permite o acesso facil da luz, como no caso do cancer de pele,
mama, entre outros. 3’

Os tecidos contém substancias que absorvem radiacdo eletromagnética
como, por exemplo, as proteinas que absorvem entre 200 — 350 nm, a melanina
absorve entre 200 — 400 nm, a hemoglobina absorve na regiao entre 400 — 600
nm e a agua absorve na regidao do infravermelho, acima de 800 nm. Por isso
para ser aplicado na PDT o fotossensibilizador tem que absorver na regido entre
600 — 800 nm (janela terapéutica), pois nessa faixa os tecidos sao relativamente
transparentes. 38

Nesse trabalho, foram utilizadas duas classes de fotossensibilizadores

para a conjugacdo com 0s materiais peptidicos. A hipericina, um
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fotossensibilizador natural, e quatro diferentes ftalocianinas de zinco sintéticas.

A descricdo detalhada cada FS é introduzida a seguir.

1.3.1.Hipericina

A hipericina (Hyp) (Figura 8-A) é um FS natural encontrado nas plantas do
género Hypericum perforatum, uma planta herbacea com flores amarelas
contendo pequenos pontos pretos ao longo das margens, popularmente
conhecida como erva de S&o Jodo. A hipericina tem um extenso sistema de
anéis aromaticos e absorve luz na regido do visivel resultando uma cor vermelha
intensa. 3° Seu espectro de absorcéo (Figura 8-B) apresenta dois picos principais
em 545 e 590 nm (absor¢cdo maxima) que sao atribuidos a absor¢cao do estado

excitado S1 e Sz, respectivamente. 3°

(B) 590 nm
1,04

0,8
545 nm
0,6 l

0,44

Absorbancia (ua.)

0,2 4

0,04

300 400 500 600

Compnmento de onda (nm)

Figura 8. (A) Formula estrutural da hipericina e (B) espectro de absorcéo da hipericina
em etanol.
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Essa molécula pode ser sintetizada a partir do emodin e emodin antrone,
onde a enzima emodin antrone oxigenase condensa estes dois compostos para
a diantrone e apés sucessivas oxidagBes forma-se a protohipericina que na
presenca de luz gera a molécula hipericina. 4°

A hipericina é hidrofébica e insolivel em agua, cloreto de metileno e a
maioria dos solventes ndo polares. No entanto é sollvel em substancias
orgéanicas polares incluindo cetona, etanol, metanol, acetato de etila e outros
solventes produzindo solugbes vermelhas com emissdo maxima de
fluorescéncia a cerca de 600 nm. 4! O primeiro relatério detalhado do isolamento
da hipericina a partir do extrato de Hypericum perforatum, foi publicado em 1939
por Brockmann. 42 Depois desse periodo, as investigacdes desse composto séo
dificilmente encontradas na literatura e somente na década de 80 ressurge o
interesse por essa molécula quando se descobriu seus efeitos antivirais. 43 A Hyp
tem sido largamente utilizada como um antidepressivo, % mas o recente
interesse por essa molécula se deve por sua atividade antitumoral e
antimicrobiana, além de apresentar alto rendimento quéantico do estado triplete
(0,71 £ 0,04) e de formacdo do oxigénio singlete (0,73 + 0,03) em solucao de
etanol. 4

A capacidade fototoxica da hipericina tem sido avaliada em estudos de
carater antimicrobiano “¢ e na morte de células tumorais, induzindo tanto
apoptose quanto necrose. 4% Embora néo tenha sido totalmente esclarecido o
mecanismo de acao da hipericina, seu efeito bioldégico tem sido associado a
producédo de grande quantidade de oxigénio singlete (reacéo tipo Il), sendo este

radical extremamente toxico. 4°
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Estudos também estédo sendo realizados para se investigar a interacdo da
hipericina com outros materiais. Sgarbossa e colaboradores °° estudaram in vitro
a interacdo da hipericina com peptideos p-amildides, onde em uma concentracéo
de 10° mol L a hipericina impediu ou interrompeu o processo de agregac¢éo do
peptideo p-amildide (1-40). Foi relatado que a hipericina interage com 0s
precursores das fibrilas de folhas-f, tendo sido usada para monitorar (in vitro) o
aparecimento dos primeiros estados de agregacao de peptideos p-amildides
durante o processo.

Sanchez-Cortés e colaboradores® estudaram a interagdo da hipericina
com moléculas de DNA utilizando a espectroscopia Raman e o0s resultados
obtidos demonstram claramente que a hipericina interage com o DNA e que 0s
grupos terminais hidroxila e carbonila estdo diretamente envolvidos nessa
interacao.

A hipericina utilizada nesse trabalho foi sintetizada pelo grupo de pesquisa
do professor Anderson Orzari Ribeiro da UFABC, no laboratério de compostos

bioativos (LACOMB), utilizando procedimento ja descrito na literatura.5?,53

1.3.2.Ftalocianina de zinco

Ftalocianinas (Pc) sdo uma classe de compostos de origem sintética de
elevada massa molecular e que podem conter no interior de seu macrociclo
diferentes metais. Apresentam caracteristicas atraentes como estabilidade
quimica e térmica e eficiéncia na transferéncia de eletronica. > Sua estrutura
molecular (Figura 9-A) é semelhante a das porfirinas, apresentando um

macrociclo tetrapirrélico com atomos de nitrogénio ligando as subunidades



18

pirrélicas no lugar das pontes de metileno presentes nas porfirinas. A periferia
do macrociclo é estendida por anéis benzénicos que aumentam a absor¢cdo em
comprimentos de onda na regido do vermelho do espectro visivel, onde sua
absorcdo maxima ocorre em comprimentos de onda maiores do que o das
porfirinas. Seu sistema n conjugado, com 18 elétrons, exibe um tipico espectro
eletronico (Figura 9-B) com duas bandas de absorcao significantes, uma na
regiao do visivel entre 614 - 707 nm (banda Q), onde ¢é atribuida a transicéo n —
7* (Ou seja, a transicao eletronica ocorre do HOMO - Highest Occupied Molecular
Orbital - para o LUMO - Lowest unoccupied Molecular Orbital) e outra banda na
regido UV, entre 275 - 389 nm (banda B), que sdo observadas devido as

transicdes dos mais profundos niveis de & para o LUMO. >°
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Figura 9. (A) Férmula estrutural da ftalocianina e (B) espectro de absorcédo da
ftalocianina de zinco em DMSO.

As ftalocianinas séo hidrofobicas e sua complexacédo com ions metalicos
diamagnéticos, tais como Zn?*, APF* e Ga3* ddo origem a complexos de

ftalocianinas com alto rendimento quéantico do estado excitado triplete (¢1 > 0,4)
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e com tempos de vida longos. ¢ A sintese da ftalocianina ocorreu por acidente
em 1907 por Braun e Tcherniac, quando examinavam algumas propriedades da
o-cianobenzamida que, apés aquecimento em temperatura elevada, apresenta-
se como uma substancia azul. " A primeira ftalocianina metalica foi sintetizada
em 1927 por Diesbach e von der Weid, num experimento que consistia em
aquecer uma mistura de o-cianobenzamida e cianida de cobre em piridina a
200°C, onde o produto obtido foi a ftalocianina de cobre. %8

As ftalocianinas sdo moléculas extremamente modificAveis, o que
aumenta a gama de aplicacbes desse material. Mudancas podem ser efetuadas
na regido periférica da estrutura ou através da variagdo do ion metélico, e como
consequéncia algumas propriedades como elétrica e O&ptica podem ser
modificadas. As quatro subdivisGes simétricas da molécula podem ser
estendidas a partir da adicdo de diferentes grupos. >° A organizacdo dos anéis
na escala mesoscopica € outro aspecto importante na determinacdo do
comportamento das ftalocianinas, pois 0s anéis apresentam grande tendéncia a
formar agregados, onde o tipo de agrupamento mais encontrado € empilhamento
n. Esta construcdo permite a delocalizagdo dos elétrons ao longo do eixo devido
a superposicéo dos orbitais . *°

Tendo em vista que essa classe de material ndo é solivel em agua,
algumas formas soluveis de ftalocianinas tém sido preparadas adicionando acido
sulfénico ou acido carboxilico nas posi¢oes periféricas dos macrociclos, evitando
assim a sua agregacao em meio aquoso. ¢

As ftalocianinas foram utilizadas durante muito tempo como corante
industrial para plasticos, tecidos e couros, devido sua intensa coloracédo azul.

Além disso, Pcs sado semicondutores do tipo p, e podem ser aplicadas em células
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fotovoltaicas, transistores organicos, sensores de gas, entre outros dispositivos.
60 No campo da Biologia, as ftalocianinas tém sido empregadas como agente
fotossensibilizador, onde as ftalocianinas de zinco (Zn*?) apresentam as
propriedades fotofisicas mais favoraveis para aplicagdo em terapia fotodinamica
devido a elevada seletividade pelo alvo tumoral e sua eficiente geracdo de
oxigénio singlete. ¢!

Nesse trabalho, foram utilizadas quatro diferentes ftalocianinas de zinco,
jA descritas na literatura. 62 As ftalocianinas obtidas apresentam grupos glicerol
protegido, conhecido comercialmente como grupo solketal, nas regides
periféricas do anel conforme ilustrado na Figura 10. Esse grupo foi adicionado a

fim de proporcionar, possivelmente, solubilidade da estrutura em agua.
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Figura 10. Esquema da rota de sintese das ftalocianinas utilizadas nesse trabalho.
(adaptada) ®2
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As ftalocianinas de zinco utilizadas nesse trabalho para a conjugagéo com
0os MNTs-FF foram também sintetizadas pelo grupo do professor Anderson

Orzari Ribeiro no LACOMB.
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2. Objetivos

2.1. Gerais

Este trabalho apresenta como objetivo geral a sintese e caracterizacdo de
micro/nanotubos de L,L-difenilalanina conjugados com diferentes moléculas
fotossensibilizadoras de interesse em terapia fotodindmica, em particular, a

hipericina e ftalocianinas de zinco.

2.2. Especificos

e Sintetizar os micro/nanotubos conjugados com fotossensibilizadores e
caracteriza-los utilizando técnicas de microscopia (Optica, MEV e AFM) e
técnicas de espectroscopia de fluorescéncia, absor¢éo, FTIR e DRX;

e Expandir trabalho realizado anteriormente no ambito do mestrado,
investigando sistematicamente os efeitos da organizacédo estrutural dos
micro/nanotubos de L,L-difenilalanina, na fase hexagonal e ortorrémbica
sobre as propriedades fotofisicas da hipericina;

e Avaliar a fotocitotoxicidade dos MNTs-FF contendo ftalocianina de zinco
(ZnPc3) em células tumorais mamarias (MCF-7) comparando com
resultados obtidos para o FS livre, com ensaios de viabilidade celular e
utilizando técnicas de citometria de fluxo, espectroscopia e microscopia

de fluorescéncia.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes usados nos experimentos possuiam pureza analitica.
O dipeptideo L,L-difenilalanina e 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) foram obtidos
da Sigma-Aldrich. O dimetilsulfoxido (DMSO), cloroférmio e metanol (MeOH)
foram obtidos da LabSynth. O &lcool 1,1,1,3,3,3- hexafluor-2-propanol (HFP) foi
adquirido da Fluka.

Tanto a hipericina quanto as ftalocianinas de zinco foram sintetizadas e
fornecidas pelo grupo de pesquisa do professor Anderson Orzari Ribeiro, do
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da Universidade Federal do ABC e
todas as amostras foram caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN).

A agua utilizada para a sintese dos materiais foi purificada pelo sistema
Direct-Q System, da Millipore, com resistividade superior a 18 MQ.cm-1 (a 25°C).

Os espectros na regidao do infravermelho foram obtidos em um
equipamento modelo 660 da Varian. Difratogramas de raios X das amostras em
po dos MNTs-FF conjugados foram obtidos em um difratbmetro D8 Discover
(Bruker), usando radiagdo CuKa A=0,154 nm, fenda de divergéncia de 0,6 mm,
fenda de espalhamento de 8 mm, detector LynxEye (PSD - position sensitive
detector), abertura angular de 3 graus (26), varredura continua, com passo ~
0,008 graus (208). Espectros Raman foram obtidos no Espectrémeto Raman triplo
T64000 (Horiba Jobin-Yvon) com detector CCD 1024x256 — Open-3LD/R e

refrigerado termoeletricamente; Laser Verdi G5 (Coherent Inc.) operando em
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532,8 (verde) com poténcia maxima de 5W. Esses equipamentos estdo
localizados na Central Experimental Multiusuario (CEM) localizada na UFABC.

Medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando um
espectrofluorimetro Cary Eclipse da Varian, com lampada de xenénio, (CEM —
UFABC). As medidas de tempo de vida de fluorescéncia (t) foram realizadas no
Instituto de Quimica da USP, utilizando um equipamento Edimburg Analytical
Instruments modelo FL-900, excitacdo em 350 nm e emissao em 590 nm. Os
espectros na regido do UV-Vis foram obtidos em um equipamento modelo
Cary50 da Varian localizado no Laboratério de Eletroguimica e Materiais
Nanoestruturados (LEMN) da UFABC.

Imagens de fluorescéncia dos MNTs-FF/Hyp foram realizadas em um
microscopio confocal de varredura a laser (MCVL), modelo Leica DMIRE, situado
no Centro de Pesquisa Paulo Pascal na Universidade de Bourdeaux 1— Franca.
Ja as imagens de fluorescéncia das células tumorais MCF-7 foram obtidas no
microscopio de fluorescéncia Modelo: Leica DMI 6000B (Leica Microsystem,
Wetzlar, Germany) localizado no laboratério do professor Tiago Rodrigues na
UFABC.

As Microscopias Eletrébnicas de Varredura (MEV) foram obtidas no
Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano), em Campinas e realizadas
sob a proposta de pesquisa (SEM-LV-14754). Microscopia de Forca Atdmica
(AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) foi obtida no LNNano com a proposta
(AFM-NSlIla-16137).

Nos ensaios de cultura, foi empregado um leitor de placa de absorbancia
(Biochrom® Asys Expert Plus) — UFABC. O sistema de irradiagédo para células

Biotable® foi fornecido em colaboracdo com o grupo de Optica do Instituto de
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Fisica da Universidade de S&o Paulo — Sao Carlos (IFSC-USP), sob
coordenacao do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato. A fonte de luz utilizada,
chamada de Biotable, é constituida por um conjunto de LEDs com emissdo em

660 nm, com intensidade média por area igual a 10 mw cm?2.

3.2. Preparo dos MNTs-FF conjugados com hipericina

Os nanotubos de L,L-difenilalanina contendo hipericina foram preparados
via fase liquida em eppendorfs diluindo 3 mg do dipeptideo L,L-difenilalanina em
HFP com concentragdo de 100 mg mLt. Uma aliquota da solucéo de hipericina
em metanol previamente preparada em baldo volumétrico (10 mol L?) foi
adicionada a solucédo anterior e as duas fases foram misturadas por alguns
minutos. Em seguida, foi adicionada agua Milli-Q, e apds 12 horas em repouso
obtém-se os micro/nanotubos de L,L-difenilalanina conjugados com hipericina.
Com a formacédo dos tubos o sobrenadante foi removido e o material obtido foi
lavado com &gua obtendo assim tubos com concentracgéo final de 10 mg mL1, 20
A Figura 11 ilustra esguematicamente a preparacdo dos micro/nanotubos

contendo hipericina.

Micro/nanotubos

MNucleagao .

. - N,
Crescimento

FF

Figura 11. llustracdo do preparo MNTs-FF contendo hipericina.
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3.3. Preparo dos MNTs-FF conjugados com ftalocianinas de
zinco

De maneira semelhante ao anterior descrito, os micro/nanotubos de L,L-
difenilalanina contendo ZnPc foram preparados em eppendorfs diluindo-se 5 mg
de FF em HFP com concentracgéo final de 100 mg mLt. Uma aliquota da solucéo
da ftalocianina de zinco em DMSO previamente preparada foi adicionada a
solucéo alcodlica e as duas fases foram misturadas por alguns minutos. Em
seguida foi adicionada agua Milli-Q a mistura, obtendo-se assim nanotubos de

peptideos conjugados com ftalocianina de zinco.

3.4. Sintese da hipericina

A hipericina utilizada nesse trabalho foi sintetizada a partir da molécula
emodin, onde esse composto foi reduzido na presenca de cloreto de estanho di-
hidratado (SnCl2.H20), &cido acético (AcOH) e &cido cloridrico (HCI) para
obtencdo do emodin antrone. Em seguida, foi adicionado t-butoxido e
dimetilformamida (DMF). Essa mistura foi colocada em microondas com poténcia
de 150W, temperatura de 155 °C, durante 20 minutos. O produto da reacéo foi
dissolvido em acetona e colocado na presenca de uma lampada de halogénio
com o intuito de se obter a hipericina. 5253 As amostras foram caracterizadas por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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3.5. Sintese das ftalocianinas de zinco

As ftalocianinas de zinco utilizadas para a conjugacdo com MNTs-FF
foram obtidas a partir da ciclotetramerizacgdo dos precursores 4-
solketalftalonitrilo, 4-metilftalonitrilo e ftalonitrilo, sendo os dois ultimos obtidos
comercialmente. As ftalocianinas obtidas apresentam grupos glicerol protegido,
nas regides periféricas do anel e, para remover o0 grupo acetal e se obter
ftalocianinas com grupos glicerol desprotegidos, foi adicionado acido acético
(solucéo 80%) ao composto 1 e 3 a temperatura ambiente e agitado por 24 horas,
resultando na precipitacdo e isolamento do composto 2 e 4 (estruturas dos

compostos vide pagina x). 62

3.6. Preparacao das amostras para analises

a. Difracdo de Raios X e Microscopia 6ptica

As amostras foram depositadas em uma superficie de vidro e secas em
estufa a vacuo.

b. Microscopia eletrbnica de varredura

As amostras foram depositadas em uma superficie metélica (placa de cobre)
e em seguida uma fina camada de ouro foi depositada na superficie da
amostra, pois a mesma nao é condutora.

c. Microscopia de forca atbmica

As amostras foram depositadas em uma placa de mica clivada e secas a

Vacuo.
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3.7. Simulacdo computacional

As simulacdoes foram realizadas pelo Professor Eudes Eterno Fileti
(UNIFESP-Séao José dos Campos). A célula computacional consistiu de trés
unidades de tubos sobrepostas com um comprimento de 5,46 nm (10
hexameros), levando a uma area de superficie de 5,46 x 7,64 nm?2. Este sistema
foi colocado em uma caixa com 8,40 nm de altura contendo Hyp/Agua. As
simulacdes foram realizadas utilizando GROMACS versédo 4.5 e o campo de
forca Charmm27 foi empregado para descrever as interacdes dos nanotubos de
FF e as moléculas de Hyp. O potencial de interacdo da molécula da agua foi
descrito usando modelo TIP3P. O sistema foi investigado utilizando condi¢cbes

normais de temperatura e pressao.

3.8. Método indireto da caracterizacdo de oxigénio singlete

A geragdo de oxigénio singlete por um fotossensibilizador pode ser
caracterizado por um método indireto utilizando uma sonda. A molécula DPBF,
(Figura 12-A), foi escolhida por possuir uma reacéo especifica com o oxigénio
singlete, produzido por meio da excitacao do fotossensibilizador, formando assim
um endoperoxido, (Figura 12-B), que se decompde rapidamente em 1,2-
dibenzoilbenzeno (DBB), incolor em 350 — 450 nm, (Figura 12-C). 63-64 Assim,
essa reacdo pode ser monitorada espectrofotometricamente pelo
desaparecimento da banda de absor¢éo caracteristica, em torno de 417 nm, da
sonda DPBF, uma vez que a espécie formada néo absorve nessa regido do

espectro.
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Figura 12. Degradagédo do DPBF (A) via reagdo com oxigénio singlete, com formacao
do endoperdxido (B) e consequente formacédo do produto incolor DBB (C).

3.9. Cultura celular

A linhagem de células tumorais mamarias, MCF-7, foi adquirida do banco
de células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em frascos de
cultura utilizando meio RPMI suplementado com 10 — 20% de soro fetal bovino
(SFB), crescimento de 72h e técnicas padrdes de tripsinizacdo. As células foram

mantidas em estufa incubadora a 37 °C em atmosfera de 5% de COa..
3.10. Incubagéo com o fotossensibilizador

A incubacgdo das células com as ftalocianinas de zinco ocorreu por 2
horas, na presenca de 2% SFB, para evitar agregacédo das ZnPcs. As células
foram lavadas duas vezes em solucdo PBS e irradiadas por 10 minutos a 660
nm com o equipamento Biotable®. Apoés irradiacdo, houve troca do meio PBS
para meio de cultivo RPMI e as células voltaram as condi¢des normais de cultivo.

Apenas apoés 24 horas da irradiacéo, a viabilidade foi testada.
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3.11. Viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular ocorreram por vermelho neutro (NR, do
inglés Neutral Red, hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazinal). O
vermelho neutro € um marcador catidnico capaz de internalizar membranas
biologicas através de difusdo passiva ndo ibnica e se direcionar para organela
lisossomal. A internalizacdo deste corante depende da capacidade celular em
manter o gradiente de pH, através da producéao de trifosfato de adenosina (ATP).

Em pH fisiolégico, o corante apresenta carga liquida préxima a zero,
permitindo sua internalizacdo através da membrana celular. Dentro dos
lisossomos, o gradiente de protons para manter o pH menor que o citosélico,
torna a molécula do corante carregada a qual é retida no interior da organela
digestiva, através de ligacdes hidrofébicas eletrostaticas a matriz lisossomal. 66

Apbs tratamento de irradiacao descrito no item acima, as células foram
lavadas com PBS e 0,1 mL de vermelho neutro a 50 ug mL* preparados em
RPMI sem SFB foram adicionados a cada poc¢o (a solucdo de vermelho neutro
foi previamente filtrada para remover cristais do corante precipitados).
Decorridas 3 horas de incubagdo com o corante nas mesmas condi¢cdes de
cultivo celular, o meio foi removido e as células lavadas 1X com PBS, 0,1 ml de
solucéo de fixacao (3% formaldeido, 1% CaCl2) e 0,1 mL da solugéo de extracao
(1 % &cido aceético glacial em etanol). As células foram incubadas por 10 minutos
a temperatura ambiente sob agitacdo leve em agitador de placas. A absorbancia
final do experimento foi obtida no comprimento de onda 540 nm. A porcentagem
de viabilidade celular (média de trés experimentos) foi baseada na absorbancia

das células controle (sem compostos FS).
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3.12. Microscopia de fluorescéncia

Os ensaios de fluorescéncia foram feitos com as células tumorais MCF-7
(7,5 x 10* células/pogo) em placas especificas contendo laminula de vidro e
divididas em quatro compartimentos. As amostras de controle (células sem
tratamento), com MNTs-FF (0,3 mg mL™1), ftalocianina de zinco (0,72 umol L) e
MNTs-FF/ZnPc3 (0,3 mg mL™?), foram incubadas por 2 horas em meio de cultura
(DMEM) Dulbecco's Modified Eagle's Medium + 2% SFB, sob condicfes normais
de cultivo celular. Apos periodo de incubacdo, as células foram lavadas com
solucéo salina balanceada livre de célcio e magnésio (CMF-BSS). As imagens
foram obtidas no microscopio de fluorescéncia utilizando tampdo de
fluorescéncia (1,5 mmol L* de CaClz, 130 mmol L de NaCl, 5,6 mmol L* de
KCI, 0,8 mmol L't de MgSOa, 1 mmol L'* de Na2HPOa, 25 mmol L de glicose, 2
mmol L de Hepes, 2,5 mmol L** de NaHCO3, pH 7,3), filtro Y5 em 675 nm e

exposicao de 20x e 63x, conforme indicado nas figuras.

3.13. Andlise de marcacdo simultinea com anexina V-
FITC/lodeto de propideo por citometria de fluxo

Para a avaliacdo da morte celular foi utilizado marcagao com anexina V-
FITC (permite a deteccdo de apoptose) e com lodeto de propideo (PI) (permite
a deteccdo de necrose). Cabe esclarecimento quanto a diferenciacdo dos
estagios de apoptose e necrose celular e a nomenclatura usada na sua
identificacdo: Apoptose recente (An*/PI) e apoptose (An*/PI*), as células no
estagio apoptose tém dois sinalizadores de morte marcados: a fosfatidil serina

(PS), que corresponde a fosfolipidio da membrana interna que € internalizado
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através de movimento flip flop, se posiciona ha membrana celular externa para
que macréfagos reconhecam a célula que esta em processo de morte, evitando
assim um processo inflamatorio e extravasamento do contetdo intracelular. A
outra marcacdo corresponde ao DNA corado por iodeto de propideo. Esta
marcacao nuclear ocorre em células que estdo em processo de necrose, uma
vez que se tornam permeaveis a este tipo de corante. Necrose (An/PI*) e células
vivas (An’/PI").

As células MCF-7 (6 x10° células/poco) foram incubadas em placas de 24
pocos com meio de cultura DMEM high glucose + 10% SFB por 24 horas em
estufa com 5% de CO2 a 37°C. Apds este periodo de adesdo celular, o ensaio
de irradiacdo ocorreu em amostras contendo MNTs-FF, ZnPc3 e MNTs-
FF/ZnPc3 na concentracdo de 0,2 mg mL*de MNTs-FF e 0,5 umol L** de ZnPc3.
Apés incubacdo de 2 horas contendo as amostras relatadas acima em meio
DMEM + 2% SFB, em condi¢des de cultivo celular 5% de CO2 a 37°C, as células
foram lavadas com solugdo CMF-BSS e irradiadas por 10 minutos (em CMF-
BSS), a 10 cm da fonte de luz Biotable ® 660 nm. O ensaio foi feito em duplicata
€ No escuro, ou seja, sem irradiacdo, para efeito comparativo. Apés irradiacéao,
o meio CMF-BSS foi substituido por meio de cultura e as células submetidas as
condi¢des normais de cultivo celular; o ensaio de citometria iniciou 24 horas apos
tratamento de irradiacdo. O meio de cultura foi entdo retirado e transferido para
eppendorfs de 2mL. Os pocos foram lavados com 100uL de CMF-BSS e
transferidos para o eppendorf de 2mL. Foram adicionados 200uL de tripsina
durante 5 minutos, 400puL de DMEM high glucose + 10% SFB e entdo foi feita a
transferéncia para o eppendorf de 2 mL. As amostras foram centrifugadas a 700

g por 6 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 50uL de tamp&o Anexina
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(Hepes 0,1 mol L%, NaCl 1,4 mol L1, CaClz 2,5 mol L*) e foram adicionados 3uL
de solucéo de Anexina V-FITC e 3uL de solucéo de iodeto de propideo. A reacao
foi incubada por 20 minutos em temperatura ambiente e sob abrigo de luz. Em
seguida, foram adicionados 200uL de tampdo Anexina. A intensidade de
fluorescéncia (FITC e PI) foi avaliada utilizando o equipamento FACS Canto I
(BD, Bioscience, Bencton Dickinson, USA) e os dados coletados foram avaliados

atraves do software FACSDiva e Flow Jo (Tree Star, Inc., USA).
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4. Resultados e Discussao

Os resultados deste trabalho serdo apresentados em duas partes. A
primeira aborda o estudo dos conjugados dos MNTs-FF com hipericina, sua
caracterizacdo morfologica, estrutural e fotofisica. A atividade foi testada
utilizando método indireto para avaliar o desempenho fotodinamico da Hyp e
seus conjugados com MNTs-FF. Além disso, foram comparados os resultados
obtidos nas duas fases da FF (hexagonal e ortorrébmbica).

A segunda parte discute os resultados obtidos com as amostras MNTs-
FF com ftalocianinas de zinco, a caracterizacdo das amostras obtidas e os

ensaios celulares.

4.1. Micro/Nanotubos de L,L-difenilalanina contendo hipericina

4.1.1.Caracterizagcédo Morfologica e Estrutural

Os conjugados de micro/nanotubos de L,L-difenilalanina com hipericina
foram caracterizados por microscopia Optica, eletrdnica e forca atbmica.
Utilizando a microscopia confocal, foi possivel investigar em detalhe, e de
maneira combinada, morfologia e fluorescéncia do material obtido. Na Figura 13-
A, apresentamos a imagem de um unico microtubo onde € possivel visualizar
subunidades também tubulares que se unem para formar a estrutura maior (vide
Figura 5), enquanto, na Figura 13-B, é exibida a fluorescéncia do mesmo
microtubo. Observa-se a partir desse par de imagens que a funcionalizacao foi
homogénea, uma vez que a fluorescéncia € uniforme ao longo do material e ndo

é visivel a formacgao de agregados na superficie do mesmo. Imagens de MEV,
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Figura 13-C, revelam ainda que é possivel obter materiais com diferentes
didmetros, desde nanotubos até microtubos, corroborando com dados da
literatura 2’ que apontam que a automontagem desses materiais em solucéo é
bastante complexa, com alta polidispersdo em tamanho. Portanto, é de se
esperar que ocorram também grandes variacdes da area interfacial entre Hyp e
MNTs-FF, um fator que deve ser considerado no desenvolvimento desses

conjugados.

Figura 13. (A) Microscopia Confocal de um unico MNTs-FF contendo hipericina, (B)
Microscopia de fluorescéncia do mesmo MNTs-FF com Aex = 543nm e (C) Imagem de
MEV dos MNTs-FF contendo hipericina (concentracdo de Hyp = 2.85 umol L?1). &7
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Além disso, trabalho anteriormente publicado mostra que a hipericina
inibe ou interrompe a agregacdo dos peptideos, pois quanto maior a
concentracdo de hipericina durante a automontagem da FF menor o didametro do

tubo (Figura 14). 8

Figura 14. Imagens de MEV dos MNTs-FF com concentracdo de Hyp de (A) 0,7, (B)
2,1, (C) 4,2 e (D) 6,0. pmol L. 8

O diametro médio dos tubos foi obtido a partir da estatistica de mais de
100 contagens em imagens de MEV dos conjugados MNT-FF/Hyp e é exibido
em funcdo da concentragdo de hipericina (Figura 15). Usando essa relagéo
empirica observa-se que o didmetro médio dos tubos varia de 290 nm em altas
concentracbes de Hyp, indicando que a concentracdo de fluoréforo € um

parametro que influencia diretamente o diametro médio das estruturas.
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Figura 15. Correlacdo entre o diametro médio dos tubos e a concentracdo de
hipericina. 68

Para obter mais detalhes sobre a superficie do tubo funcionalizado com
hipericina, foram feitas imagens de AFM em modo de contato intermitente. Este
modo se baseia no fato da ponta oscilar e tocar a amostra regularmente. Assim
tem-se a vantagem de danificar menos a amostra e elimina a contribuicdo de
forcas laterais na imagem topografica. A Figura 16 mostra imagens de AFM
obtidas a partir de microtubos de FF contendo Hyp. A amostra foi preparada e
adicionada sobre lamina de mica e seca a vacuo por pelo menos 12 horas antes
dos ensaios. Na Figura 16-A, observa-se umaimagem de contraste de fase onde
as regides onde ocorreu adsor¢éao de Hyp aparecem em cores escuras (negativo
e proximo a zero, mudanca de fase), enquanto as areas livres de fluoréforo
aparecem mais claras (valores de fase positivos). A imagem de topografia,
Figura 16-B, mostra a auséncia de aglomerados de hipericina na superficie do
tubo, provavelmente devido a grande afinidade entre a superficie altamente

hidrofébica dos peptideos e o0s grupos poliaromaticos do fluoréforo. A
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reconstrucao tridimensional, Figura 16-C, apresenta em detalhe a topologia,
enquanto um perfil de secgéo transversal indicado em B mostra a altura do tubo,

Figura 16-D. 8

(C) D)

Figura 16. Imagens de AFM de um microtubo de L,L-difenilalanina funcionalizado com
hipericina. (A) Imagem de contraste de fase do conjugado MNTs-FF / Hyp, indicando
areas com composicdes diferentes. (B) Imagem de topografia mostrando a auséncia de
aglomerados de hipericina. (C) e (D) reconstrucédo 3-D. da imagem exibida em (B) e
perfil ao longo da seccéao transversal indicada em (B). 8

Em trabalhos recentes, investigamos em detalhe conjugados MNTs-FF
funcionalizados com hipericina. 6867 Quando preparados em meio aquoso, esses
sistemas apresentam a mesma estrutura cristalina hexagonal dos MNTs-FF com
grupo espacial P61. Apés tratamento térmico (150°C), os conjugados exibem
transicéo de fase para ortorrdmbica, a qual foi identificada como pertencente ao
grupo espacial P22:2:. Na Figura 17, sdo exibidos difratogramas desses
conjugados, mostrando o refinamento de Rietveld tendo em conta o grupo

espacial ortorrdmbico P22121 apresentado por Gdaniec e Liberek, 8 onde os
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parametros refinados da célula unitaria e fatores estatisticos foram os seguintes:
a=6,185(1) A, b=10,397(2) A, ¢ =23,786(3) A, V = 1529,6(5) A3, Rwp = 1,272%

Rp = 1,023%, Reragg = 0,171% and y2 = 0,866.
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Figura 17. DRX dos MNTs-FF/Hyp antes (superior) e apds tratamento térmico a 150°C
(preto). Preto indicam o padrdo observado, enquanto que a linha vermelha indica a
calculada. A linha azul demonstra a diferenca entre os observados e calculados de
dados. As barras de magenta na parte inferior indicam as reflexbes de Bragg da fase
ortorrdmbica (P22:2;).

Os MNTs-FF conjugados com Hyp na fase ortorrémbica também foram

investigados por microscopia Optica e eletrbnica a fim de comparar possiveis
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mudanc¢as na morfologia do material. Empregando a microscopia confocal,
observamos que, apés a transformacdo de fase, ndo ocorre mudanca na
morfologia. Assim, o aspecto geral das estruturas permanece com a mesma

morfologia tubular, Figura 18-A.

Figura 18. Conjugados MNTs-FF/hipericina apds tratamento térmico e transicao
cristalina para fase ortorrémbica. (A) Microscopia Confocal de um unico MNTs-FF
contendo hipericina, (B) Microscopia de fluorescéncia do mesmo MNTs-FF com Aex =
543nm e (C) Imagem de MEV dos MNTs-FF contendo hipericina (concentracdo de Hyp
= 2,85 ymol L1). ¢
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Na Figura 18-B, pode-se averiguar que mesmo apos o tratamento térmico,
a hipericina permanece uniformemente distribuida ao longo da estrutura. Porém,
uma diferenca visivel entre as estruturas nas fases hexagonal e ortorrémbica é
que, na primeira (Figura 13-B), a hipericina se distribui de modo suave na
superficie do tubo formando uma camada lisa. Ja na fase ortorrbmbica, a
superficie apresenta maior rugosidade, (Figura 18-B), com a formacédo de
“clusters”. Imagens de MEV revelam que a amostra submetida a tratamento
térmico apresenta grande quantidade de filamentos de peptideos,
presumivelmente nanofios das microestruturas (Figura 18-C). O emaranhamento
destas sub-unidades pode estar na origem do aumento da rugosidade da
superficie das estruturas. Além disso, esse fendbmeno pode estar relacionado
com a interagdo entre o feixe de elétrons do microscopio e da estrutura, como
observado anteriormente por Amdursky em nanotubos de peptideo. 25"

Por meio de ensaios de dindmica molecular, foi possivel analisar as
propriedades estruturais da hipericina em solucdo na superficie do nanotubo.
Foram analisadas as propriedades estruturais e dinamicas das solucdes
aquosas contendo nanotubos apés 20 ns de simulacdes. Pelo fato da hipericina
ser um composto poliaromatico, ocorrem interacbes significativas de
empilhamento n, e esta interacdo é responsavel pelo padrdo de agregacgéo
observado no ambiente aquoso, em que as moléculas de hipericina precipitam
em cadeias longas e séo depositadas sobre a superficie do tubo, como mostrado
a Figura 19. Esses dados corroboram com as imagens de AFM e microscopia
confocal onde foi possivel observar que a hipericina ndo forma agregados na

superficie dos tubos, e isso se deve a esse padrdo de empacotamento. %
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Figura 19. Vista perpendicular (planos XY) mostrando o padrao de empilhamento das
moléculas de hipericina adsorvidas na superficie do nanotubos. Em destaque, uma
visdo ampliada da superficie do nanotubos (em verde) e as interagbes entre as
moléculas de hipericina e do nanotubos peptidico.

A distribuicdo de densidade de massa para os componentes do sistema
(nanotubo de FF, hipericina e agua) foi calculada em ambas as fases (hexagonal
e ortorrdbmbica) e, por meio da Figura 20, é possivel averiguar que a agua tem
maior interacdo com a superficie do nanotubo na fase ortorrdbmbica, pois nessa
fase o tubo apresenta uma superficie mais hidrofilica fazendo com que a
hipericina forme agregados, diminuindo assim a geracdo de ROS (quenching).
Ja na fase hexagonal a hipericina tem maior afinidade com a superficie do tubo,

por isso a difusao lateral da 4gua nesse caso é maior.



43

2000 T T T

(A) )
—— Agua

20004 ~— Hipericina
—— Nanotubo 1500

1000

Densidade (kg m-3)
Densidade (kg m-3)

Caixa (nm) i Caixa (nm)

(P81) (P22121)
D(H,0) P81 = 4,3321 nm?%/ns D(H,0) P22:21 = 3,6053 nm%/ns

Figura 20. Distribuicdo de densidade de massa (kg m=) calculada para os componentes
do sistema e o valor da difuséo lateral da agua em MNTs-FF na fase hexagonal (A) e
fase ortorrdmbica (B). %8¢ (adaptada)

4.1.2.Caracterizacao fotofisica

Inicialmente, apresentamos o espectro de absorcdo da hipericina e dos
conjugados MNTs-FF /Hyp nas duas fases cristalinas, em DMSO (Figura 21-A).
O espectro caracteristico da molécula de hipericina apresenta uma banda
intensa no intervalo entre 530 — 600 nm (Banda Q) e na Figura abaixo é possivel
observar que néo ocorre deslocamentos ou mudancgas significativas no espectro
da Hyp apés a conjugacdo com MNTs-FF em ambas as fases. Também sé&o
mostrados na (Figura 21-B) os espectros de emissao de fluorescéncia da Hyp e

dos conjugados MNTs-FF/Hyp em ambas as fases.
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Figura 21. (A) Espectro de absorcao e (B) espectro de fluorescéncia (Aex= 550nm e
Aem=560 nm) da Hyp livre (preto), MNTs-FFnex / Hyp (vermelho) e MNTs-FFqr / Hyp

(azul).
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Para avaliar as propriedades fotodinamica dos conjugados MNTs-FF com
Hyp, foi utilizado um método indireto de geracdo de ROS empregando a
molécula de DPBF. O substrato DPBF (Figura 12), foi escolhido por possuir uma
reacdo especifica com o oxigénio singlete, produzido por meio da excita¢do da
hipericina (Aex = 590 nm), formando assim um endoperoxido, incolor que se
decompde rapidamente em 1,2-dibenzoilbenzeno (DBB), incolor em 350 — 450
nm. 63-64

A molécula de DPBF apresenta absor¢cdo maxima em torno de 417 nm.
Nessa faixa do espectro eletrénico, foi feito o monitoramento da degradacéo do
DPBF, permitindo assim medir a cinética da producdo de ROS. Trés amostras
foram estudadas: uma contendo Hyp livre, e outras duas contendo os
conjugados MNTs-FF com Hyp, uma na fase hexagonal (MNTs-FFnex) / Hyp) e
outra na fase ortorrombica (MNTs-FFeryy / Hyp). Todas as amostras foram
preparadas em DMSO contendo a mesma concentracao de Hyp.

Para a coleta de dados, foi utilizado um LED com A de 590 nm e um
agitador magnético, ambos acoplado ao suporte da cubeta do equipamento
espectrofotometro. O LED foi usado para promover a excitacdo da Hyp, e
consequentemente produzir ROS para degradar o DPBF, e o agitador foi
utilizado a fim de manter a amostra homogénea. Na cubeta, foram adicionados
3 mL da amostra e 50 uL da solugdo de DPBF em DMSO (concentragao 1,1x10-
3 mol L1). Em seguida, foram registrados 30 perfis de absorbancia (uma
varredura a cada 20 segundos) no alcance de 300 a 500 nm, conforme esquema

da Figura 22.
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Figura 22. Resumo esquematico do aumento de performance fotofisica nos conjugados
com diferentes estruturas.

Onze amostras foram preparadas para cada sistema (Hyp pura, MNTs-

FFhex/Hyp e MNTs-FFory/Hyp), cujas concentracbes de Hyp utilizada séo

representadas na Tabela 1.

Tabela 1. ConcentracBes de Hyp nas amostras estudadas.

Amostra | Concentragdo (umol L) | Amostra | Concentragdo (umol L)
1 0,276 7 2,85
2 0,524 8 3,79
3 0,994 9 4,36
4 1,24 10 5,18
5 1,89 11 5,69
6 2,62
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Para cada amostra, foi levantada a evolug&o no tempo da absorbéancia em
417 nm (mé&ximo) para descrever a cinética. As curvas decorrentes deste

procedimento realizado para a amostra 11 € mostrada na Figura 23.
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Figura 23. Taxas de decaimento representativas da absorgdo temporal do DPBF em
417 nm. Circulos com X amostras Hyp pura, circulos abertos MNTs-FFory / Hyp e
circulos fechados MNTs-FFnex / Hyp (todas as amostras com concentracao de 5,69
mmol L de Hyp).

Para calcular as constantes cinéticas da geracdo de ROS a partir desses
dados, primeiro linearizamos o decaimento da absorbancia no tempo levantando
curvas de Ln(Abs) x tempo. Em seguida, obtivemos ajustes lineares sobre essas
curvas e tracamos os valores de -ALn(Abs)/At em fungdo da concentracdo de

Hyp, para estimar a taxa de degradacdo do DPBF (Figura 24).



-ALn(abs)/At [s"]

0,002

0,001

0,000

0,0014

0,0007

0,0000

0,0008

0,0004

0,0000 |-

i o)
o)
. o®
- '.“‘
o MNTs-FF__/Hyp (P6,)
. ex

- ® . !

0 1 3 4
i O

o© ©
_ o
O
e : MNTs-FF__ /Hyp(P22 2,)

C O " 1 1

0 1 3 4

®
@

- ‘..@‘.'

o9 Hyp
- @ 1 1

0 1 3 4

-1
Concentragao de Hyp (n mol-L )

48

Figura 24. Taxas de degradacdo do DPBF em funcdo da concentracdo de Hyp
comparando conjugados MNTs-FF/Hyp nas fases hexagonal e ortorrbmbica com o

desempenho observado apenas em presenca de hipericina. ¢’

As estimativas de constantes cinéticas, k, foram obtidas por meio da

realizacdo de ajustes sobre a regido linear dos dados de -ALn(Abs)/At x [Hyp],

obtendo-se knex=7,4+0,7 x 102L mol s kot =5,0+0,4% 102L mol 1s1te

Knyp = 2,6 + 0,3 x 102 L mol 1 s -1, respectivamente, para amostras de MNTs-

FFhex) / Hyp, MNTs-FF©r) / Hyp e Hyp pura. Os valores acima revelam que ha
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uma melhoria de desempenho de quase trés vezes para amostras de MNTs-
FFhex) / Hyp e duas vezes para amostras MNTs-FFor) / Hyp, quando comparados
com os dados obtidos para a Hyp pura.

Nota-se que 0 aumento da producdo de ROS € mais pronunciado quando
a Hyp esta conjugada com MNTs-FF na fase hexagonal, que exibe simetria P61.
Embora em menor proporcao, esse aumento também ocorre quando o fluoréforo
esta na presenca dos MNTs-FF na fase ortorrémbica (P22121), onde a estrutura
ndo apresenta moléculas de agua hospedadas em cavidades no seio da matriz
peptidica. Em outras palavras, uma melhoria notdvel na geracdo de ROS é
encontrada mesmo na auséncia de agua dentro da estrutura.

O crescimento da constante cinética maior para a hipericina associada a
MNTs-FF na fase hexagonal, provavelmente resulta da organizacao espacial da
Hyp sobre a superficie hidrofébica dos conjugados e de um possivel auxilio de
dipolos induzidos pela agua facilitando a transferéncia de carga. A forte natureza
nao polar da interface favorece a criagdo de um padrdao de empacotamento do
fluoréforo na superficie dos tubos, onde este se distribui em toda a superficie
(vide Figura 16). Por outro lado, as estruturas organizadas em simetria
ortorrbmbica tém grupos mais hidrofilicos disponiveis na interface e,
presumivelmente, tém maior propensdo a agregacao de hipericina, perdendo
assim a capacidade de geracdo de ROS em comparagao com MNTs-FF na fase
hexagonal.

Os tempos de vida de fluorescéncia foram medidos para as amostras dos
conjugados em ambas as fases e para a Hyp pura na concentracéo de 2,9 ymol
L-tde Hyp em cloroférmio. As curvas dos decaimentos estéo ilustradas na Figura

25 e os respectivos resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 25. Decaimento do tempo de vida de fluorescéncia dos conjugados MNTs-FF
Hex/Hyp, MNTs-FF ort/Hyp e Hyp pura. (Aex=340 nm e Aem=590 nm)

Tabela 2. Tempos de vida de fluorescéncia em cloroférmio para Hyp pura e para os
conjugados MNTs-FF )/ Hyp € MNTS-FFhex) / Hyp. Aex=340nm (concentragdo de Hyp
2,9 umol L) ¢7

Amostra T+0 (NS) a
Hyp pura 3,904 + 0,002 0,949
MNTs-FF (orty/ Hyp 4,663 + 0.003 1,378
MNTs-FF(hex)/ Hyp 5,274 + 0,003 1,367

De forma semelhante ao comportamento observado para as constantes
cinéticas, os tempos de vida também s&o sensivelmente mais elevados quando
o fluoréforo aparece conjugado com os peptideos, com respectivas melhoras de

aproximadamente 35% e 20% para MNTs-FFhexy € MNTs-FFon),
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respectivamente. Esses resultados demonstram que as estruturas de peptideos
estabilizam o estado excitado do fotossensibilizador e evidenciam a melhoria das
propriedades fotofisicas, uma vez que tempos de vida mais longos também
implicam mais energia disponivel para transferéncia para o 2Oz e potencialmente
aumenta a geracao de ROS.

A literatura tem relatado que o comportamento fotofisico da hipericina
pode ser influenciado pela presenca de 4gua em solu¢des de DMSO e os tempos
de vida podem ser reduzidos mediante aumento de percentagem de volume de
agua na mistura. ’° Tendo em vista que MNTs-FF na fase hexagonal possuem
cavidades que podem hospedar de 15 a 24 moléculas de agua por hexamero &
1924 " os incrementos observados na geracdo de ROS podem estar relacionados
com a agua residual dentro dos MNTs-FFex). Para investigar mais esse efeito
da agua, foi avaliado também o comportamento da Hyp e dos conjugados MNT s-
FF/Hyp nas duas fases, hexagonal e ortorrémbica, em misturas de DMSO e H20.

Na Figura 26, observa-se a cinética de consumo de DPBF para solucdes
contendo 10% e 20% de agua, onde a concentracdo de Hyp foi ajustada em 6,9
p.mol.Lt. Nota-se que a adigdo de agua tem efeitos evidentes sobre a cinética
de degradacao do DPBF, como atestado pelo aumento das taxas de decaimento,
ALn(Abs)/At (Tabela 3). As velocidades de reagdo sao novamente
consideravelmente maiores quando MNTs-FF estdo presentes em solugdo. No
entanto, na presenca de agua, as propriedades dos MNTs-FFrt) aparentemente
diminuem e os valores de ALn(Abs)/At sdo mais proximos aos da Hyp pura, isso
se deve pelas fortes interacdes entre a superficie dos MNTs-FFer) € a agua
permitindo a permeacéo da camada de hipericina na superficie da estrutura por

moléculas de H20. Por outro lado, as propriedades de reforco de estruturas
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peptidicas organizados em simetria P61 sobre a cinética parecem manter-se

inalteradas e estas estruturas continuam apresentando maior geracao de ROS.
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Figura 26. Cinética do consumo de DPBF em misturas de DMSO e agua. Circulos
preenchidos MNTs-FF ey / Hyp, circulos abertos MNTs-FFn / Hyp e circulos com x
Hyp pura. Linhas vermelhas pontilhadas: ajuste linear a partir dos valores ALn(Abs)/At
listado na Tabela 3. Concentragdo de Hyp foi mantida a 6,9 ymol L em todas as
amostras. °’



53

Tabela 3. Taxas de decaimento do consumo de DPBF em misturas de DMSO e agua
(concentragdo de Hyp 6,9 umol L) &7

ALn(abs)/At [s7]

Amostra
agua 10% agua 20%
Hyp pura 0,0034 = 0,0001 0,0051 + 0,0003
MNTs-FFer) / Hyp 0,0043 = 0,0001 0,0058 + 0,0003
MNTS-FFex / Hyp 0,0074 = 0,0001 0,0099 £ 0,0004
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4.2. Micro/nanotubos de L,L-difenilalanina contendo
ftalocianinas de zinco

4.2.1.Caracterizacdo morfolégica e estrutural

As estruturas das ftalocianinas utilizadas nesse trabalho para a
conjugacao com MNTs-FF estdo representadas na Figura 27. Nota-se que as
ftalocianinas ZnPcl e ZnPc2 sao simétricas, pois apresentam quatro grupos
glicerol. J& as ftalocianinas ZnPc3 e ZnPc4 sdo assimétricas e apresentam trés
grupos glicerol e um grupo metil. As ftalocianinas ZnPc2 e ZnPc4 apresentam 0s
grupos glicerol desprotegidos para proporcionar possiveis interacdes com a

superficie dos microtubos.

O\v’f‘\-/o O\__)I\‘_/DH
ZnPg ZnPe2
o HO
'VL-"B_\ Wo g

|
d N he O N N
1 Ho ’
CI}\J'L-\/D ;L\/,L\/OH

ZnPc3 ZnFcd

Figura 27. Ftalocianinas de zinco utilizadas na conjugacédo com MNTs-FF.
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Primeiramente, foi realizada a caracterizagcdo por microscopia eletrénica
a fim de investigar se a morfologia tubular dos MNTs-FF permaneceria apés a
conjugagcao com as ftalocianinas. Para todos os tipos de ZnPcs expostos na
Figura 27, os conjugados mostraram notaveis mudancas morfologicas em

relacdo a forma tubular convencional (Figura 28).

(12N] MINT-FF/ZnPc1

MNT-FF/ZnPc3

Figura 28. Imagens de MEV dos MNTs-FF funcionalizados com diferentes ftalocianinas
de zinco: (A) ZnPcl, (B) ZnPc2, (C) ZnPc3, (D) ZnPc4. (Escala da direita 50 micro,
esquerda 20 micro).
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Observa-se na Figura 28 que o material obtido forma estruturas
semelhantes a hastes com algumas extremidades pontiagudas, concordando
com recentes descobertas de outros pesquisadores que sintetizaram complexos
mistos ftalocianina/porfirina com terras raras. '* Outro aspecto perceptivel é o
crescimento radial das estruturas, o que sugere a presenca de centros de
nucleacédo a partir dos quais a auto-montagem ocorre.

Os conjugados MNTs-FF contendo ZnPcs também foram analisados por
AFM para obter maiores informacdes da superficie das hastes. A Figura 29

ilustra as imagens de AFM dos conjugados MNTs-FF contendo ZnPcl.

(C)

-1.25 ym

-2.03 pm

Figura 29. (A) MNTs-FF contendo ZnPc1, (B) imagem ampliada da superficie e (C) perfil
topogréafico da haste.



57

As imagens acima corroboram com as imagens de MEV, onde em (A)
pode-se observar que a amostra contém arestas bem definidas. Em (B) observa-
se camadas de ZnPcl na superficie do material que forma degraus fornecendo
assim uma maior rugosidade e (C) € ilustrada a reconstrucédo 3D da topografia.

Para os conjugados contendo ZnPc2 (Figura 30) observa-se uma
superficie com bolhas contendo pequenos aglomerados, e com a imagem
ampliada da superficie ndo foi possivel observar a formagdo de camadas
observadas nos conjugados com ZnPcl, mas a morfologia corrobora com a

imagem de MEV para essa amostra.

0.90 pm

0.13 um

Figura 30. (A) MNTs-FF contendo ZnPc2, (B) imagem ampliada da superficie e (C) perfil
topografico da haste.
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Os MNTs-FF contendo ZnPc3 (Figura 31) apresentam uma superficie com

estrias ao longo do material fazendo com que sua rugosidade fique maior.

0.39 um

-0.20 uym

Figura 31. (A) MNTs-FF contendo ZnPc3, (B) imagem ampliada da superficie e (C) perfil
topogréfico da haste.

As estruturas formadas com ZnPc4 (Figura 32) apresentam uma
superficie mais lisa, quando comparadas com o0s outros conjugados, e
apresentam a formacdo de pequenas rugas. Nessa estrutura, € possivel

observar arestas, também visualizadas em imagens de MEV.
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(C)

-1.62 um

K -2.18 um
v s . H
K

Figura 32. (A) MNTs-FF contendo ZnPc4, (B) imagem ampliada da superficie e (C) perfil
topogréfico da haste.

Com as imagens de topografia das amostras foi possivel medir a
rugosidade da superficie dos conjugados através do programa Gwyddion. A
rugosidade média quadratica (Rq) foi calculada em cinco diferentes pontos de

cada amostra e os valores da média estao representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores da rugosidade para os conjugados de MNTs-FF com
ftalocianinas de zinco.

Amostra Rq
MNTs-FF/ZnPcl 10,7 nm
MNTs-FF/ZnPc2 11,3 nm
MNTs-FF/ZnPc3 15,3 nm
MNTs-FF/ZnPc4 10,7 nm

Analisando a Tabela 4, observa-se que a rugosidade da superficie € maior
para o conjugado contendo ZnPc3 onde foi possivel averiguar a morfologia de
hastes com arestas bem definidas e uma superficie com estrias.

A estrutura cristalina dos MNTs-FF ap6s a conjugacdo com ZnPcs foi
analisada por difratogramas de raio-X para avaliar possiveis mudancas (Figura

33).

30000 -

A AN\ INTSFF
3 -
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s N
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Figura 33. DRX dos conjugados MNTs-FF com quatro diferentes ftalocianinas de zinco
e para MNTs-FF puro.
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Os difratogramas revelam que para todos os conjugados a estrutura
cristalina permanece a mesma P61, apesar dos materiais obtidos apresentarem
morfologia diferente. Observa-se também que ocorrem diferencas nas
intensidades relativas dos picos. Isso pode ser claramente observado, por
exemplo, no intervalo 17.5° < 2 Theta < 20.5 (indicado em magenta). Quando os
MNTs-FF estdo conjugados com ZnPc3 e ZnPc4, as intensidades relativas séo
maiores do que aquelas observadas em presenca de ZnPcl e ZnPc2. Esse efeito
é devido a possiveis intercalacdées de ZnPc no interior da estrutura que, mesmo
mantendo a mesma simetria cristalografica, poderia introduzir mudancas no fator
de espalhamento médio favorecendo intensidades em determinados planos em
detrimento de outros.

O comportamento vibracional dos conjugados foi acompanhado por
espectroscopia vibracional de FTIR, a fim de observar variagbes espectrais em
funcédo do tipo de ftalocianina. Os espectros para 0s quatro conjugados e para

0s MNTs-FF estéo ilustrados na Figura 34.

1495 1551

' 1609
1509 .

Absorbancia (u.a.)

VAN /\ A MNTs/ZnPc4

4500 1550 1600 1650 1700 1750

Numero de onda (cm™)

Figura 34. Espectros vibracionais para os conjugados MNTs-FF / ftalocianinas e para
MNTs-FF puro.
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As atribuigbes acerca dos modos vibracionais dos espectros da Figura 34

se encontram na Tabela 5.

Tabela 5. Numero de onda e o modo vibracional esperado para os espectros acima. >
73

Nimero de onda (cm™) Modo vibracional esperado
1495 Deformacao angular N-H
1509 Estiramento C=C anel aromatico
1551 Estiramento assimétrico CO2
1609 Deformacao angular N-H (Banda amida II)
1683 Estiramento C=0 (Banda amida )

Analisando o grafico da Figura 34, é possivel notar que, comparando o
espectro do MNTs-FF com o conjugado MNTs-FF/ZnPcl, ndo ocorrem variacdes
espectrais significativas. Isso pode ser devido ao fato da ZnPcl ser simétrica
contendo quatro grupos glicerol protegidos fazendo com que n&ao haja interacéo
entre as espécies. Para os conjugados com ZnPc2, onde os grupos glicerol estao
na sua forma desprotegida, aparece um pico em 1582 cm e outro em 1663 cm-
1, que séo atribuidos a espécies que contém anéis aromaticos. Ocorre também
uma sobreposicdo de picos na regido de 1500 cm™ e os picos referentes aos da
banda amida | e Il sofre uma reduc¢ao na intensidade, essa mudanca no espectro
pode ser devida a interacdo entre os grupos desprotegidos com as moléculas de
agua presente na parte interna do material.

Para os conjugados com a ftalocianina ZnPc3, onde apresenta 3 grupos

glicerol e um grupo metil, hA o aparecimento dos picos encontrados nos
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conjugados com ZnPc2, mas com menor intensidade. E para os conjugados com
ZnPc4 ocorre deslocamentos de picos e baixa intensidade dos picos referente a
banda amida | e Il.

A observacdo mais relevante seria em relacdo as bandas amida | e Il,
pois, quando os MNTs-FF estdo na presenca das ftalocianinas protegidas
(ZnPcl e ZnPc3), os picos relacionados a esse tipo de vibracdo sdo mais
intensos. Entretanto, quando os conjugados sao formados com ZnPc2 e ZnPc4,
esses picos apresentam baixa intensidade mostrando que ocorre possivel
interacdo entre os grupos desprotegidos com 0sS grupos amidas presente nos

MNTs-FF.

4.2.2.Espectro de absor¢éo dos fotossensibilizadores

Ftalocianinas de zinco sdo macrociclos sintéticos de elevada massa
molecular. Seu sistema © conjugado, com 18 elétrons, exibe um tipico espectro
eletrdnico com duas bandas de absorcao significantes, uma na regido do visivel
(banda Q), e outra banda na regiao UV (banda B). Os espectros de absorc¢éo na
regido do UV-Vis das ftalocianinas, em DMSO, estudadas nesse trabalho estao
representados na Figura 35. Os espectros de absor¢cdo da banda Q para os
conjugados estdo representados na Figura 36 onde é possivel observar que néo

ocorreu deslocamento de pico para as quatro amostras.
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Figura 35. Espectros de absorcdo das ZnPcs em DMSO.
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Figura 36. Espectros de absorcéo dos conjugados MNTs-FF com ZnPcs.
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4.2.3. Geracdo de ROS com método indireto

Foi feito o mesmo estudo realizado com os conjugados contendo Hyp para
as amostras MNTs-FF/ZnPcs. Diferentemente dos resultados observados para
0s conjugados contendo hipericina, nenhum incremento de producao de ROS foi
observado quando ZnPcs foram conjugadas com MNTs-FF. Na Figura 37,
observa-se que o decaimento é praticamente o mesmo para as amostras ZnPc3

e conjugado MNTs-FF/ZnPc3.

0,8

m  MNT-FF/Pc3
® Pc3

T T T T T T T
0 30 60 90 120 150
Tempo (s)

Figura 37. Taxas de decaimento representativas da absorcdo temporal do DPBF em
417 nm. Vermelho ftalocianina ZnPc3 e preto conjugado MNTs-FF / ZnPc3.
(Concentragédo de ZnPc3 de 1,2x10*“ mol L1).

Esse resultado mostra que os MNTs-FF ndo prejudica a geracédo de ROS
pelo fotossensibilizador e diante dessa auséncia de ganho de produgédo de ROS
nos conjugados MNTs-FF/ZnPCs, direcionamos n0sSs0s ensaios para testes em
células com intuido de avaliar se a presenca de peptideos interfere no

mecanismo de morte de células tumorais quando o fluoréforo é submetido a
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irradiacdo. Como sera mostrado a seguir, surpreendentemente, verificamos que,

mesmo sem aumento da atividade fotofisica, os conjugados promovem aumento

de eficiéncia do fluoréforo em relagéo a células.

4.2.4.Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular para a ftalocianina de zinco (ZnPc3) e

seus conjugados com MNTs-FF foram realizados em linhagem de células

tumorais mamarias (MCF-7) para verificarmos a toxicidade dos sistemas. As

respectivas concentracdes de todas as amostras estdo apresentadas na Tabela

6.

Tabela 6. Concentragfes de ZnPc3 e MNTs-FF nas amostras.

Amostra Concentracado de ZnPc3 | Concentracdo de MNTs-FF
MNTs-FF (a) 1 mg mL+?
MNTs-FF (b) 2 mg mL?
MNTs-FF (c) 3mgmL?
MNTs-FF (d) 4 mg mL*

ZnPc3 (a) 2,4 umol L

ZnPc3 (b) 3,7 pumol L*

ZnPc3 (c) 5,5 umol L

ZnPc3 (d) 8,3 umol L*

MNTs-FF / ZnPc3 (a) 2,4umol L1 1 mg mL?
MNTs-FF / ZnPc3 (b) 3,7 umol Lt 2mg mL*
MNTs-FF / ZnPc3 (c) 5,5 umol L+ 3 mg mL?
MNTs-FF / ZnPc3 (d) 8,3 umol L* 4 mg mL*
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A escolha pela ftalocianina de zinco a ZnPc3 deu-se pelo fato desta
apresentar melhores propriedades referentes a estrutura do material, como
maior valor de rugosidade, apresentando assim maior area superficial para
possiveis reacbes e/ou adesdo. Para os ensaios foram utilizadas quatro
concentragbes de ftalocianina em DMSO, as concentragbes de MNTs-FF
também foram variadas.

Para irradiar as amostras e promover a geragado de ROS, foi utilizado um
sistema de irradiacdo para células Biotable® fornecido em colabora¢cdo com o
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato (IFSC-USP). O
equipamento Biotable® é constituido de um conjunto de LEDs com emissdo em
660 nm e é feito para irradiar placas de cultivo de células, como mostra a Figura

38.

Figura 38. Fonte de luz utilizada (LED com emissdo em 660 nm).

A Figura 39 ilustra os resultados obtidos pelo teste de vermelho neutro
para avaliacdo do efeito dos FS e seus conjugados com MNTs-FF sobre a
viabilidade das células MCF-7. As células foram incubadas com 4 concentracdes
do agente fotossensibilizante (conforme Tabela 6) em DMSO na presenca e

auséncia dos micro/nanotubos pelo periodo de 2 horas, apos 24 horas todas as
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amostras foram irradiadas com LED de 660 nm durante 10 minutos, a uma

distancia de 10 cm.
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Figura 39. Viabilidade celular da linhagem celular MCF-7 por vermelho neutro. Tempo
de incubacdo com agente ZnPc3, 2 horas e tempo de irradiacdo com LED 660 nm, 10
min. Concentra¢gfes dos agentes FS (a) 2,4 umol, (b) 3,7 pmol, (c) 5,5 pmol e (d) 8,3
umol; MNTs-FF (a) 1mg mL?, (b) 2mg mL?, (c) 3mg mL?, (d) 4mg mL?. A % viabilidade
celular (média de trés experimentos) foi baseada na absorbéncia das células controle
(sem compostos FS).

Por meio do gréafico acima, é possivel observar um acréscimo da morte
celular com o0 aumento da concentracdo do agente FS. Observa-se também que
mesmo no escuro ocorre morte celular, fendbmeno decorrente do fato da
manipulacdo das amostras ndo ser 100% no escuro. Esse efeito néo foi

observado para as amostras contendo somente MNTs-FF.
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Quando a ftalocianina esta conjugada com os MNTs-FF, a morte celular
é intensificada comparado ao fotossensibilizador livre. Possivelmente temos aqui
um efeito de pré-concentracdo, onde os MNTs-FF concentram a ZnPc e também
a luz, adquirindo assim propriedade de guia de onda, ou seja, os MNTs-FF se
comportam como canais capazes de canalizar a luz. Além disso, eles também
carregam a ZnPc e podem via interacdes de van der Waals se acumularem nas
vizinhancas das células. Com isso, embora os MNTs-FF em si ndo aumentem a
geracdo de ROS, eles colocam o fluoréforo e a luz nas vizinhancgas da célula,
provocando a morte. Quando o fluoroforo esta sozinho, ele esta disperso no
meio, assim como a luz também esta dispersa. Ja quando os tubos também
estdo presentes, tanto fluor6foro quanto fétons estdo concentrados nas

vizinhangas da membrana.

4.2.5.Avaliacdo da morte celular

O ensaio de fluorescéncia foi realizado na tentativa de visualizar a
capacidade da linhagem mamaria MCF-7 em internalizar as moléculas de
ftalocianinas de zinco sozinhas e associadas aos micro/nanotubos de FF. A fim
de adquirir um efeito exacerbado, foi selecionada uma alta concentragéo,
escolhida dentre as concentracdes utilizadas nos teste de viabilidade celular. A
Figura 40 mostra a captacao de ZnPc pelas células MCF-7 e através da imagem
€ possivel visualizar que a intensidade de fluorescéncia € maior quando as

ZnPcs estao conjugadas aos MNTs-FF.
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Figura 40. Captacdo de ZnPc pelas células MCF-7. Imagem de Fluorescéncia da
linhagem MCF-7 ap6s 2 horas de incubacdo com 0,7 umol L de ZnPc e 0,3 mg mL™*
de Ftalocianina de zinco associada a MNTs-FF. Os quadrantes do lado esquerdo da
figura correspondem as imagens das células incorporadas apenas com ZnPc sob
aumento de 20x e 63x conforme indicagcdo na figura, e os quadrantes do lado direito,
correspondem as imagens das células tratadas com MNTs-FF/ZnPc. As imagens foram
obtidas através do microscopio Leica DMI 6000B e filtro Y5 com excitagdo em 675nm.
(Escala: imagens 20x = 50 micro, 63x = 20 micro)

Uilizando o programa Leica Application Suite (LAS, v. 3, Leica
Microsystems), foi possivel quantificar um aumento de 60% na intensidade de
fluorescéncia para células tratadas com MNTsFF/ZnPc na comparacdo com a
ZnPc3 sozinha (veja o grafico da Figura 41) e uma hipotese € que os MNTs-FF
pré-concentram a ZnPc na vizinhanca da membrana celular. A quantificacdo da
captacao de ftalocianina de zinco pelas células MCF-7 foi obtida utilizando areas

das imagens com aumento de 63x da Figura 40.
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Figura 41. Quantificagdo da captacdo de ftalocianina pelas células da linhagem MCF-
7. A quantificacdo foi obtida pelo programa Leica Application Suite (LAS, v. 3, Leica
Microsystems) utilizando areas das imagens com aumento de 63x da figura 38.

Em paralelo, o ensaio de citometria identificou a principal via de morte
celular induzida pela irradiacao das células MCF-7 quando tratadas com ZnPc e
conjugados como sendo necrose. Os valores de células necréticas (An’/PIY),
além de identificar o tipo de morte, confirmam os dados da microscopia de
fluorescéncia e mostram maior internalizacdo da ZnPc quando associada a
MNTs-FF. A internalizacdo foi de 15% de células em necrose para incubacéo
com ZnPc, comparados a 80% para células incubadas com MNTs-FF/ZnPc (vide

gréfico (Figura 42-B).
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Figura 42. (A) Citogramas representativos ilustrando viabilidade da linhagem MCF-7 x
ZnPc, estimados por marcadores Anexina V-FITC e Pl. As células MCF-7 (0,6 x 10°
células/experimento) foram incubadas com ZnPc (0,5 pmol L), MNTs-FF (0,2 mg mL
1) e MNTs-FF/ZnPc por 2 horas e irradiadas a 660 nm. O ensaio de citometria foi
realizado 24 horas apos irradiagéo (i) e comparado com células submetidas ao mesmo
tratamento porem sem irradiacdo. (B) % de populacdo apoptética. A marcacao An’/PI*
corresponde células mortas por necrose através do marcador nuclear de células
permedaveis, ou seja, células necroticas; An*/Pl- marca apenas externalizagdo de PS
(fosfatidil serina) correspondendo a apoptose inicial; An*/PI* marca PS e nucleo,
apoptose avancada, e An/Pl- corresponde a células vivas.
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5. Conclusoes

As conclusdes obtidas nesta tese podem ser divididas em dois grupos, de
acordo com o fluoroforo utilizado para a formagéao de conjugados. No primeiro
caso, em que se fez uso da hipericina, foi investigado o comportamento de
conjugados MNTs-FF/Hyp em duas fases cristalinas, hexagonal e ortorrébmbica,
onde a primeira contém agua no interior da estrutura e a segunda ndo. Melhorias
significativas no tempo de vida de fluorescéncia no estado excitado e taxas de
consumo mais elevadas da molécula de DPBF foram encontrados em ambos 0s
arranjos. Estes resultados indicam maior eficiéncia de geracdo de ROS nesses
conjugados, mesmo nha auséncia de &gua residual na matriz peptidica.
Combinados com informacgdes de simulacBes numéricas, que apontam tanto
estruturacdo local do fluoréforo na interface com os peptideos quanto a criacao
de microambiente hidrofébico nas vizinhancas dos MNTs-FF, esses resultados
demonstram um papel primordial da organizacdo espacial no comportamento
fotofisico do sistema, sendo que no arranjo hexagonal a abundancia de sitios
hidrofébicos na interface do peptideo favorece a criacdo de um nanoreator onde
as espécies nao-polares, tais como hipericina, DPBF e oxigénio singlete sdo
reunidos em uma geometria confinada.

Além disso, o processo de auto-organizacdo pode eventualmente induzir
um ordenamento de Hyp na superficie do tubo levando a um acoplamento dipolar
com influéncia direta na performance fotofisica. Os melhores desempenhos
foram encontrados sistematicamente para os conjugados MNTs-FF na fase

hexagonal onde ha presenca de moléculas de H20 dentro dos tuneis estreitos
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hidrofilicos na matriz do peptideo. Por isso, uma cooperagdo sinérgica entre
organizacdo e dipolos de agua alinhados poderia estar na origem do aumento
nas propriedades fotofisicas.

Para os conjugados na fase ortorrdombica, a presenca de sitios hidrofilicos
sobre a sua superficie € uma desvantagem para a criagdo de uma vizinhanca
hidrofébica capaz de confinar as espécies nao-polares, explicando o seu pior
desempenho em comparagdo com a simetria hexagonal altamente hidrofébica.

Para os hibridos contendo ftalocianinas de zinco, a tradicional morfologia
tubular dos MNTs-FF foi drasticamente modificada apds a conjugacdo. Neste
caso, os arranjos apresentam morfologia de hastes, porém, a estrutura cristalina
permanece com 0 mesmo arranjo hexagonal encontrado em MNTs-FF nao-
conjugados. Utilizando microscopia de forca atdbmica, foi possivel fazer uma
analise detalhada dos conjugados, onde averiguou-se a presenca de camadas
de fotossensibilizadores na superficie do material e, dependendo do tipo de
ftalocianina empregada, a superficie do material apresenta a formacéo de rugas
ou estrias.

Andlises vibracionais mostram que quando as ftalocianinas apresentam
0S grupos protegidos os espectros sao semelhantes dos MNTs-FF e quando os
grupos estdo desprotegidos esses apresentam deslocamento de picos,
indicando que pode haver interacdo desses grupos com moléculas de agua
presente no interior dos peptideos. Medidas indiretas de producédo de ROS
mostram que para esses conjugados nao ha incremento de propriedades
fotofisicas. No entanto, quando em contato com células cancerigenas mamarias,
0S conjugados exibem aumento significativo de morte celular quando

comparados com resultados obtidos para as ftalocianinas livres. Portanto, os
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ensaios celulares evidenciam que a conjugagédo das ZnPc com os MNTs-FF
aumenta a morte celular. Imagens de fluorescéncia indicam uma maior captacao
de ZnPc quando conjugadas aos MNTs-FF e o ensaio de citometria aponta que
a principal via de morte celular induzida pela irradiagdo das células MCF-7
quando tratadas com ZnPc como sendo necrose. Embora o conjunto de dados
agui apresentado ndo nos permita estabelecer com precisdo um mecanismo
para o aumento de necrose induzido pelos MNTs-FF, a capacidade dessas
estruturas em atuar como guia de onda demonstrada que esses arranjos podem
servir como pré-concentradores de luz e de fluor6foros nas vizinhangas da
membrana celular. Com isso, é criado um cenario em que todos os elementos
necessarios para a morte celular por terapia fotodindmica estejam reunidos no

mesmo local.
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