Artigo Original

Revista Brasileira de Fisica Médica.2010;4(2):75-8.

Estudo da cinética de fototransformacao do
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micro-organizados sob a acao da luz visivel
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phototransformation in the interaction with
microorganized systems under the action of visible light
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Resumo

0O objetivo deste trabalho foi estudar a cinética das fototransformagdes do corante acridina laranja, produzidas pela agdo da luz visivel. Para
isso, foram analisadas as mudangas em fungéo do tempo da irradiagdo nas caracteristicas espectrais deste corante em solugdes homogéneas
aquosas e na presenca das micelas sodium dodecyl sulfate (SDS), tanto na presenga como na auséncia de oxigénio molecular. A importancia
desse estudo foi verificar a ocorréncia de fototransformagdo das moléculas acompanhada com a perda da sua fotoatividade, gerando subprodutos
possivelmente toxicos ao organismo e verificar a facilidade de eliminacdo desses subprodutos, tendo em vista a possivel aplicagdo desse corante
em fotoquimioterapia.
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Abstract

The objective of this work was to study the kinetics of acridine orange phototransformations produced by the action of visible light. For this, changes
in function of time irradiation in the spectral characteristics of this dye were investigated in homogeneous aqueous solutions and in the presence
of sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles, both in the presence and absence of molecular oxygen. The importance of this study was to verify the
occurrence of phototransformation of the molecules accompanied with the lost of their photoactivity, generating possibly toxics subproducts to the

organism and to verify the facility of elimination of these, in view the possible application of this dye in photoquimiotherapy.
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Introducéo

O cancer é definido como um grupo de doencas que se
caracterizam pela perda do controle da diviséo celular e
pela capacidade de invadir outras estruturas organicas.
Pela sua natureza especifica, o Unico jeito de trata-lo é
matar os tecidos cancerigenos. Isso determina a especifi-
cidade dos métodos tradicionais de tratamento, tais como
radioterapia e quimioterapia, métodos que possuem alta
capacidade de matar as células, tanto cancerigenas quan-
to sadias.

Em meados dos anos 1970, iniciou-se a aplicacao
clinica de um novo método de tratamento, chamado fo-
toquimioterapia (FQT). O principio desse método ¢é intro-
duzir no organismo do paciente um composto que nao
¢ ativo no seu estado fundamental e que absorve luz na

regiao visivel (fotossensibilizador — FS) e, apds certo tem-
po, iluminar a regido a ser tratada com luz. A luz ativa o
FS, gerando espécies reativas do oxigénio, que matam
as células causando uma acgéo curativa. Os métodos
de FQT tornam-se eficientes e proveitosos para uso na
Medicina, pois a agao da luz visivel ndo causa danos aos
tecidos sadios. Entre os diferentes métodos de FQT, a
forma mais desenvolvida para uso clinico é a terapia fo-
todinamica (TFD)'.

O efeito fotoquimioterapéutico esta baseado na produ-
céo de espécies ativas pela agao da luz visivel que indu-
zem a morte celular. Essas espécies sao formadas devido
a fotoexcitagéo das moléculas do FS através da luz.

Tipicamente, a luz aplicada é da regido de 600 a 800
nm, chamada “janela terapéutica”, onde os tecidos biold-
gicos sao relativamente transparentes.
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Para a aplicagao terapéutica de um FS é essencial o
estudo dos efeitos do ambiente nas suas caracteristicas,
especialmente os efeitos causados devido a presenga de
estruturas micro-organizadas, tais como DNA, proteinas
e membranas celulares?. Estas constituem as principais
estruturas com as quais os FS interagem no organismo.

Sob a agao da luz visivel os FS podem ser transforma-
dos, por um lado perdendo sua fotoatividade e, por outro,
formando os fotoprodutos, que podem ser toxicos para o
organismo. A velocidade de fototransformagao depende
de varios fatores, tais como interagdo com nanoestruturas
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Figura 2. Espectros de absorcdo 6tica do acridina laranja
na presenca de oxigénio em funcdo do tempo de irradiacdo
(absorcdo inicial 1,0).
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Figura 3. Espectros de absorcdo dtica do acridina laranja
na auséncia de oxigénio em funcdo do tempo de irradiacdo
(absorgéo inicial 1,5).
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do organismo (membranas celulares e biopolimeros) e re-
acao com diversos compostos. Entre os Ultimos, o oxi-
génio molecular possui o interesse especial, pois suprime
efetivamente os estados excitados do FS, diminuindo as-
sim, sua fotoatividade. Neste trabalho estudamos o efeito
da interacdo com micelas de SDS e oxigénio molecular
na dindmica de fototransformagdo do acridina laranja
(Figura 1), que é usado no fototratamento de diversas do-
encas da pele.

Material e métodos

Todos os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente e as solugdes foram preparadas em agua pu-
rificada com sistema “Milli-Q”. O corante acridina laranja
foi obtido da Sigma Aldrich. A fonte de luz visivel utilizada
para a irradiagcao do corante foi uma lampada de poténcia
75 W construida pelo Grupo de Fotobiofisica situada num
iradiador a cerca de 10 cm da amostra. A intensidade
da luz branca é de 550 m\W/cm? e, na faixa 490+2 nm, a
intensidade foi 40 m\W/cm?. Durante a irradiagéo da amos-
tra, foi utilizado um filtro para que a irradiagéo ficasse cen-
trada na banda de interesse do corante (em torno de 490
nm). Os espectros de absor¢do foram monitorados com
espectrofotbmetro Beckman-Counter DU-640, utilizando
cubeta de quartzo de 1 cm de espessura.

Inicialmente, foram preparadas solu¢des aquosas do
corante acridina laranja em diferentes concentragoes.
Para verificar o efeito do oxigénio molecular, foram prepa-
radas amostras desoxigenadas, obtidas com a insercao
de nitrogénio comprimido durante um intervalo de tempo
de aproximadamente 10 minutos.

Foi também preparada uma solu¢do estoque de so-
dium dodecyl! sulfate (SDS) cuja concentragdo (2,0 x 10
mol/L) era suficiente para termos a formacédo de micelas.
A partir dessa solucéo foi possivel estudar a interagéo do
corante com as micelas. Nessa parte também prepara-
mos amostras desoxigenadas para verificar o efeito do
oxigénio.

A cinética de fotodecomposigao foi medida por meio
de monitoramento dos espectros de absor¢ao das amos-
tras em fungéo do tempo da irradiagéo.

As mudangas da concentragao do acridina laranja fo-
ram determinadas usando a relagao entre a absorbancia da
amostra (A) e a concentragéo do composto (C), o coeficien-
te de absorg&o molar do composto (g,,,=53000 M'cm )
e 0 caminho 6tico da amostra (L) (espessura da cubeta)*:

A =¢CL (1)

Resultados

Os espectros de absor¢do do acridina laranja em solugoes
aquosas em fungao do tempo de irradiacao encontram-se
nas Figuras 2 e 3.
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Os espectros iniciais s&o caracterizados pelos maxi-
mos de absor¢do em 266 nm (primeiro pico) e 490 nm (se-
gundo pico), ambos atribuidos ao mondmero. Para efeito
de andlise, levamos em conta apenas 0 segundo pico.

Nas Figuras 4 e 5 podemos observar 0 decaimento da
absorbancia normalizada da banda de 490 nm dos mo-
ndémeros do acridina laranja na presenca e na auséncia
de oxigénio, respectivamente, em funcado do tempo de
irradiacéo.

Analisando as curvas de decaimento das bandas, ve-
rificamos que as mudangas que ocorrem com as absor-
¢oes oticas com relacdo ao tempo de irradiagdo possuem
carater monoexponencial, tanto na presenca quanto na
auséncia de oxigénio. Os perfis das curvas obtidas s&o
descritas pela equagao:

Al=[A] e ©2)

onde A e A, s&0, respectivamente, a absorgao final e a

A partir desses graficos foi possivel obter as constan-
tes de tempo para cada uma das amostras. A Tabela 1
contém os resultados para os experimentos realizados na
presenca de oxigénio e a Tabela 2, resultados para expe-
rimentos na auséncia deste. A Ultima coluna corresponde
ao tempo total de irradiagéo utilizado no experimento.

Os espectros de absorgao do acridina laranja em solu-
¢oes aquosas de SDS em fungéo do tempo de irradiagao
encontram-se nas Figuras 6 e 7.

Nas Figuras 8 e 9 podemos observar o decaimento
da absorbancia normalizada da banda dos monémeros
do acridina laranja na interagdo com SDS na presenca e
na auséncia de oxigénio, respectivamente, em fungdo do
tempo de irradiagéo.

Tabela 1. Valores das constantes de tempo, concentragdes e
tempo total de irradiacdo dos mondmeros do acridina laranja
(na presenca de oxigénio).
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Figura 5. Decaimento da absorgéo normalizada [A())/[A)] em
A= 490 nm do mondmero do acridina laranja na auséncia de
oxigénio em funcéo do tempo de irradiacéo.

Figura 6. Espectros de absorcéo otica do acridina laranja inte-
ragindo com SDS na presenca de oxigénio em fungdo do tempo
de irradiacdo (absorcdo inicial 0,4).
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Nas Tabelas 3 € 4 encontram-se os valores das cons-

tantes de tempo.
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Tabela 3. Valores das constantes de tempo, concentragoes e
tempo total de irradiacdo dos mondmeros do acridina laranja na
interacdo com SDS ( na presenca de oxigénio)

Absorgo inicial C (mol/L) T Tempo (min)
1,2 2,3x10° 1948 = 393 655
0,6 1,2x105% 1088 = 145 660
0,4 1,6x10° 865 = 68 730

Figura 7. Espectros de absorgdo Gtica do acridina laranja inte-
ragindo com SDS na auséncia de oxigénio em fungao do tempo
de irradiacdo (absorcao inicial 1,2).
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Figura 8. Decaimento da absorgdo normalizada [A(t)l/[A,] em
=496 nm do mondmero do acridina laranja na interagéo com
SDS na presenca de oxigénio em fungéo do tempo de irradiagéo.
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Figura 9. Decaimento da absorgao normalizada [A(t))/[A,] em
A= 496 nm do mondmero do acridina laranja na interagdo com
SDS na auséncia de oxigénio em fungdo do tempo de irradiacéo.
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Tabela 4. Valores das constantes de tempo, concentrages e
tempo total de irradiacdo dos mondmeros do acridina laranja na
interacdo com SDS (na auséncia de oxigénio).

Absorgdo inicial C (mol/L) T Tempo (min)
1,2 2,3x10° 1084 =115 670
0,6 1,2x10% 972 = 36 650
0,4 1,6 x10° 781 = 47 640

Discussao e conclusoes

A partir dos resultados, podemos verificar que ha uma
dependéncia entre a concentragao e a velocidade de fo-
todecomposicao do corante. Quando retiramos oxigénio,
percebe-se que a velocidade de fotodecomposicao di-
minui, possivelmente porque esse processo depende de
oxigénio molecular.

Se compararmos 0s experimentos em solu¢des ho-
mogéneas agquosas com 0s experimentos com SDS, po-
demos observar que os valores das constantes de tempo
na presenca de surfactantes sdo bem maiores que na au-
séncia destes. Entretanto, quando é retirado o oxigénio, a
velocidade de fotodecomposicdo é mais rapida quando
ha interagdo com o SDS.
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