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RESUMO

A terapia fotodinamica (PDT) tem se mostrado como uma proposta alternativa e promissora para o
tratamento do carcinoma celular escamoso (SCC), dentre eles o de pele devido a eficacia, baixa toxicidade,
dispensando o uso de cirurgia e radioterapia, além de conferir cicatrizagdo adequada. E feita a
administracdo de um farmaco fotossensibilizante (FS) que é uma molécula nédo toxica ao paciente que possua
a lesdo, como por exemplo, um tumor, para posterior ilumina¢do com luz visivel em comprimento de onda
adequado gerando, na presenca de oxigénio presente no meio, a producdo de espécies citotdxicas que
induzem a morte celular e destruigdo do tecido tumoral. Dentre os farmacos fotossensibilizantes, a cloro-
aluminio ftalocianina (AICIPc) tem aplicacdo promissora devido ao baixo custo, ao alto rendimento quéntico
de producdo de oxigénio singleto, alta fluorescéncia que propicia capacidade teranoéstica, boa absor¢do na
regiao do vermelho, além de possibilidade de aplicagdo tanto in vitro como in vivo. A administracao tépica
destes sistemas pode melhorar a eficicia clinica e reduzir seus efeitos colaterais, principalmente as reagoes
de fotossensibilidade, porém sdo necessarios métodos fisicos capazes de aumentar a penetracdo cutdnea
destes farmacos. Contudo, sua veiculacdo como farmaco livre é prejudicada pela agregacdo e baixa
solubilidade aquosa. Neste projeto, portanto, o objetivo é foi validar um método analitico para quantificacdo
de AICIPc. Mais especificamente, devido a pandemia do COVID-19 foram realizadas atividades de pesquisa
bibliogréfica, preparo de protocolos e preparo da curva analitica contendo AICIPc.

Palavras-chave: Lipossomas; Método analitico; ALCLPc.

Universidade da Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), Instituto de Ciéncias da Satde (ICS), Discente,
lucas.lima@aluno.unilab.udu.br'

Universidade Federal do Ceara (UFC), Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem (FFOE), Discente,

avfr frota@hotmail.com’

Universidade Federal do Ceara (UFC), Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Quimica (PGEQ), Discente,
karinanog@yahoo.com.br®

Universidade da Integragéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), Docente,
petrilliraquel@unilab.edu.br*

2 l ' N I LA B Resumo Expandido - X ENCONTRO DE INICIACAO CIENTIFICA - 2022
ISSN: 2447-6161



112 11— —_— % o
e VIII SEMANA UNIVERSITARIA
A Universidade pos-isolamento social: desafios, expectativas e perspectivas (N

INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés photodynamic therapy) tem progredido nas tultimas décadas como
uma nova modalidade de tratamento clinico de varias patologias cutaneas. A PDT consiste na administragao
de um farmaco fotossensibilizante (FS) nao téxico, seja pela via sistémica, local ou tépica, a um paciente que
possua uma lesdo, por exemplo, um tumor, seguido da iluminagdo com luz visivel em comprimento de onda
adequado. A presenca de oxigénio concomitante a exposicao a luz visivel de comprimento de onda adequado,
leva a geragdo de espécies citotéxicas e consequentemente a morte celular e destruigao tecidual, por
processos de apoptose ou necrose (Petrilli et al., 2013; Praca, Medina, Petrilli, & Bentley, 2012).

Sabe-se que os tecidos bioldgicos sao capazes de absorver eficientemente a luz do espectro na regiao do
vermelho (acima de 630 nm), sendo assim a maioria dos FS tem uma banda de alta absor¢do nesta regido.
Quanto mais longo for o comprimento de onda de ativacdo do FS, maior a penetracgdo da luz no tecido e
melhor o efeito terapéutico até o limite superior de 800 nm, quando passamos para a faixa de absorgao do
infra-vermelho. Por exemplo, a profundidade atingida na qual a radiacdo é reduzida a cerca de 40% é
conhecida como profundidade de penetracao efetiva da luz. A profundidade de penetracao efetiva da luz
para tecidos moles em A=630 nm ¢ de 1-2 mm e aumenta duas vezes em A=700-850 nm. O efeito
terapéutico da PDT, por sua vez, atinge de 3-5 vezes a profundidade de penetragdo efetiva da luz. Desta
forma, o uso de FS que absorvem em comprimentos de onda mais longos na regido do vermelho é
interessante para o aumento da eficacia do tratamento com PDT em tumores sélidos (Nyman & Hynninen,
2004).

Os FS de segunda-geracao, tais como as porfirinas, ftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas, sdo capazes de
absorver luz em comprimentos de onda mais longos e apresentam banda de alta absorcao na regiao do
vermelho do espectro eletromagnético, de forma a contornar problemas gerados com a administracdo de FS
de primeira-geragao (Nyman & Hynninen, 2004). A cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc) é um macrociclo
tetrapirrélico com um atémo de aluminio central, que possui além das caracteristicas favoraveis ao processo
de fotossensibilizagao, tais como alto rendimento quantico de oxigénio singleto, elevada fluorescéncia com
capacidade terandstica e baixo custo, possui também alta absor¢do em comprimentos de onda maiores que
650 nm (absorcao maxima= 672 nm em etanol). Moléculas como a AICIPc, no entanto, sdo altamente
hidrofébicas, o que impede a administracdo destas diretamente devido a tendéncia a agregagdao em meio

aquoso que reduz a eficicia fotodinamica (JAYME et al., 2016).

O objetivo central deste trabalho se apresenta como a validagdo de um método analitico para quantificagdo
de AlCIPc.

METODOLOGIA

Primeiramente, foi desenvolvido um protocolo para preparo de curva padrao da AlICIPc, a partir da solucdo
estoque preparada com a diluicdo da AlCIPc em DMSO. O método foi determinado utilizando concentragoes
distintas na faixa de 0,2 a 2 pg/mL em triplicata, logo apos as diluigdes calculadas previamente realizou-se a
leitura no espectrofotometro. As amostras foram avaliadas em modo fotométrico, utilizando-se
espectrofotometro em comprimento de onda de 674 nm. Foram avaliados a linearidade, precisao, exatiddo,
limites de quantificagao (LOQ) e deteccdo (LOD) conforme recomendacgdes da RDC 166/2017 da ANVISA.

A partir da solucao estoque, foi pipetado uma aliquota de 1000 pL utilizando micropipeta de 100 a 1000
microlitros e foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL completando o volume com DMSO. A solugao

foi homogeneizada no agitador de tubos por 1 minuto e transferida para tubo falcon de 15 ml. Obteve-se
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entdo uma solugdo intermedidria na concentracdo de 100 microgramas/mL. Entdo, foram pipetados os
volumes necessarios para a obtencdo das concentragées de AICIPc utilizada na curva em triplicata, utilizando
DMSO como solvente e balao volumétrico de 5 mL, seguindo os seguintes pontos: 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8;
1,0; 1,5; 2,0 microgramas/mL, em triplicata.

O limite de deteccao foi calculado com base na obtencdo de trés curvas analiticas do farmaco,
fundamentada no desvio padrédo do intercepto e na inclinacdo da curva analitica. O limite de quantificagao é a
menor quantidade ou concentracdo de analito que pode ser determinada quantitativamente com precisao e
exatiddo. O limite de quantificagdo foi calculado com base na obtencdo de trés curvas analiticas do farmaco,
fundamentada no desvio padrao do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. Para se obter a precisao da
curva, foram lidas as concentragoes definidas em triplicata, se obtendo desvio padrdo da concentragao real.
Essas leituras foram realizadas tanto no mesmo dia como em dias diferentes, empregando diferentes

analistas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas curvas analiticas foram preparadas para as leituras em dois dias distintos contendo seis concentragdes
fixas (0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0 microgramas/mL). O método se mostrou consistente com a lei de
Lambert-Beer, a curva inter ensaio obtida apresentou linearidade com o ajuste R? = 0,9991, demonstrando
linearidade adequada e a equacao da reta:y = 0,311x + 0,00089 na faixa de concentragao estudada. Os
limites dos parametros de deteccdo e quantificacdo obtidos por espectrofotometria foram 0,10 pg / mL e 0,31
1g / mL, respectivamente. O método empregado pelo aluno mostrou-se de acordo a literatura Siqueira Moura
(2010).

CONCLUSOES

Diante os dados coletados, pode-se verificar que o método de quantificacdo por espectrofotometria é
considerado exato e preciso com valores adequados para quantificar a AICIPc em DMSO. O método usando
espectrofotometro obteve resultados positivos para o trabalho realizado pelo aluno, apesar dos dados de
encapsulacao nao serem adequados. Ademais, com esse trabalho o aluno conseguiu participar de eventos de
pesquisas, na formulacdo de resumos que foram publicados, em apresentagées de seminarios realizadas pelo
proprio aluno e conseguiu com as atividades laboratoriais e compreender algumas técnicas laboratoriais

fundamentais para pesquisa cientifica.
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