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A hipericina (Hp), um croméforo natural originadrio de plantas
do género Hypericum, e a hipocrelina A (HA), croméforo
proveniente do fungo Hypocrella bambusae, vém ganhando
destaque por causa de suas atividades fotossensibilizantes.
Sabe-se que a HA pode formar com o ion lantinio um com-
plexo que exibe grande rendimento quantico de geragdao de
oxigénio singleto e janela de absor¢do deslocada para a regido
do vermelho, quando comparado a HA. Por esse motivo, a
influéncia da adi¢do dos ions lantanio e eurdpio e de peréxido
de hidrogénio nas propriedades da HA e da Hp foi investigada
por meio de métodos de espectroscopia Optica. Assim, pdde-se
determinar a potencialidade de tais complexos para uso em
aplicag¢oes biomédicas.

Palavras-chave: Hipericina. Hipocrelina A. Lantanideos.
Per6xido de hidrogénio.
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1 Infroducdo

A hipocrelina A (HA) ou Hypocrella bambu-
sae, pigmento origindrio de um fungo muito co-
mum em todo o continente asiatico, principalmen-
te em paises como China e Sri Lanka, vem sendo
alvo de varios estudos nas ultimas duas décadas
(Figura 1a). Tal interesse se justifica pelos 6timos
resultados encontrados nessa substancia no tocan-
te a capacidade de produgio de oxigénio singleto
e a suas propriedades de absor¢ao de luz na regiao
espectral correspondente a cor vermelha.

Esses resultados, ja discutidos na literatura
(MILLER et al., 1997), evidenciam sua potencia-
lidade para utilizagao em uma técnica terapéutica
que se baseia no processo fotoquimico de transfe-
réncia de energia de um fotossensibilizador, que
é responsavel por absorver a radia¢io eletromag-
nética incidente, para o oxigénio em seu estado
fundamental, dando origem a espécies excitadas
de oxigénio, entre as quais o singleto. Tal técnica
terapéutica, conhecida pela sigla PDT, do termo
inglés Photodynamic Therapy, ou Terapia Foto-
dindmica, destaca-se por sua alta seletividade e
eficiéncia e pode ser empregada, inclusive, para
tratamento de cancer, uma vez que os produtos
da reacdo de transferéncia de energia e as espé-
cies excitadas de oxigénio sdo extremamente re-
ativos, a ponto de induzir morte celular. Devi-
do a essa nobre aplicacio da HA, pesquisadores
(ZHOU et al., 2005; LEE et al., 2003; WANG et
al., 2005) buscaram um aprimoramento das pro-
priedades desse composto, de forma que a PDT
pudesse tornar-se uma realidade em hospitais e
clinicas pelo mundo. Para tanto, era necessario
melhorar sua solubilidade (uma vez que a solucio
deveria entrar em contato com o fluido corpé-
reo) bem como deslocar seu espectro de absorc¢ao
para regioes de maiores comprimentos de onda,
0 que maximizaria sua agdo seletiva, visto que

os tecidos do corpo humano sdo transparentes

a luz da regido espectral de, aproximadamente,
600 a 900 nm — a janela terapéutica (LEE et al.,
2006). Entre as opg¢des que permitem atingir tais
resultados, a formacdo de complexos com ions
lantinio mostrou-se a mais eficaz (ZHOU et al.,
2005; ZHOU et al., 2003).

A hipericina (Hp), outro pigmento prove-
niente de plantas do género Hypericum (Figura
1b), em razdo de suas excelentes propriedades
farmacolégicas (em especial no que diz respeito
a agdo antitumoral induzida por radiagio), apre-
sentou evolugao semelhante a descrita para a HA
(SHEN et al., 2006; DUMAS et al., 2003).
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Figura 1: Estruturas moleculares de: a)
hipocrelina A (C 0O,,) e b) hipericina
(C30H1608)

Fonte: Shen e colaboradores, 2006, p. 1414-1417.
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Deve-se mencionar também que, em geral,
complexos de lantanideos apresentam-se como
excelentes compostos luminescentes, possuindo
grande deslocamento de Stokes, longo tempo de
vida e bandas de emissdo bem definidas e de inten-
sidade elevada (LIN, 2004). Foi verificado (WU et
al., 2005) que fons eur6pios, em determinadas so-
lugdes, sdo sensiveis a presenca de peroxido de hi-
drogénio (H,0,), subproduto de diversas reacdes
enzimaticas, o que evidencia sua potencialidade
como agente de diagnéstico in vitro.

Por esses motivos, ha uma grande motivagio
para investigar as propriedades 6pticas de HA e
Hp, dopadas com diferentes ions lantanideos (La3*
e Eu’*) e sob a presenca de peréxido de hidrogé-
nio, com o intuito de determinar sua potenciali-
dade de uso em ciéncias biomédicas como sondas

luminescentes e agentes fotossensibilizadores.

2 Parte experimental

2.1 Materiais
A HA, a Hp, o etanol absoluto e os clo-
retos de lantanideos empregados (EuCl,.6H,0
e LaCl,.7H,O) foram adquiridos da Sigma Al-
drich e da Molecular Probes, todos com pureza
analitica.
A seguir, serd apresentado o modo de prepa-

ragio das solucoes estudadas:

* Solucoes de hipericina:

Inicialmente, diluiu-se 1 mg de hipericina
em 1 mL de etanol absoluto. Separou-se meta-
de dessa solugdo (o correspondente a 500 pL ),
adicionando-se, em seguida, 1 mg de cloreto de
eur6pio hexahidratado (EuCl,.6H,0). Por fim,
foram separados frascos contendo 100 pL de so-
lu¢do hipericina:eurépio, e acrescidos 10pL, 20
pL, 30 uL, 40 pL, 50 pL e 100 pL de H,0,, o
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que forneceu ampla variedade de complexos para

um estudo mais abrangente.

* Solucoes de hipocrelina A:

Inicialmente, adicionou-se a 1 mg de HA 1
mL de etanol absoluto, fazendo-se a dilui¢do. A
seguir, reservaram-se 500 pL dessa solucdo, aos
quais foram acrescentados 1000 pL de etanol. Essa
solucido foi dividida em trés porcdes iguais de 500
pL cada: a primeira nio sofreu adi¢ao de nenhum
dopante, a segunda recebeu o acréscimo de 1 mg
de cloreto de eurépio hexahidratado (EuCl,.6H,0O)
e, aos outros 500 puL, adicionou-se 1 mg de cloreto
de lantanio heptahidratado (LaCl,.7H,0).

2.2 Métodos

Tendo-se as solugdes preparadas em maos,
foram medidos os respectivos espectros de absor-
¢do optica, com o auxilio de um espectrofotometro
Olis Cary, modelo 17-D, da Varian, e de emissio
Optica, por meio de montagem, utilizando a técnica
de lock-in. Nesse caso, as amostras foram excitadas
por um conjunto de iluminacio composto de 1am-
pada de xenénio de 300 W e por um monocroma-
dor de excitacio Jarrell-Ash de 0,25 m. O sinal de
emissdo foi analisado por um monocromador Spex
0,5 m e uma fotomultiplicadora PMT Hamamatsu
acoplada a um amplificador lock-in EG&G-PAR,
que opera na frequéncia de um obturador optico
(chopper — Stanford) posicionado na excitacdo.

Tanto nas medidas de absor¢ao 6ptica quan-
to nas de emissao, as amostras foram acondicio-
nadas em cubetas com caminhos 6pticos de ilumi-

nacio de 1,0 mm.

3 Resultados e discussdo

Na Figura 2, sdo mostrados os espectros de
absor¢do das solucdes de hipericina pura (Hp) e de

hipericina:eurépio (Hp:Eu).
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Figura 2: Espectros de absor¢do 6ptica das
amostras de hipericina (Hp) e hipericina
eurépio (Hp:Eu) em etanol, mostrando a
supressdo dos picos de absor¢cdo da Hp em
545 nm e 589 nm e a formac¢do de um novo
madximo em 620 nm, quando hd o acréscimo
de ions Eu*

Fonte: Os autores.
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E interessante verificar que a Hp, de colo-
racdo em tom vermelho intenso, apresenta larga
banda de absor¢ado, que pode ser dividida em duas
regides mais significativas: a primeira delas para
comprimentos de onda inferiores a 360 nm, com
picos em 225 nm, 285 nm e 331 nm, e a outra se
estendendo de 450 nm a 600 nm, com maximo de
absor¢do mais significativo em torno de 460 nm,
545 nm e 589 nm.

Numa primeira analise, poder-se-ia pen-
sar que o fato de a Hp possuir variados picos de
absor¢do pudesse ser util a sua aplicacdo como
agente fotossensibilizador. Essa idéia, contudo, é
precipitada, uma vez que sdo interessantes ape-
nas os picos de absor¢do na regido de 600 nm a,
aproximadamente, 800 nm, para que haja pro-
funda penetragdo da luz nos tecidos, permitindo,
assim, adequada excitacido do fotossensibilizador.
Logo, pode-se dizer que a Hp ndo se enquadra
nas necessidades das aplicagoes clinicas como fo-
tossensibilizador pela limitacao citada, referente a

banda de absor¢io.

(122 ]

Adicionando-se eurépio a Hp, percebe-se
mudanga na coloracdo da solu¢do, que adquire
um tom esverdeado, bem como acentuada dimi-
nui¢ao na quantidade de luz absorvida, supressio
dos picos em 545 nm e 589 nm e um ligeiro deslo-
camento do maximo de absor¢ao de 589 nm para
cerca de 620 nm. Esse deslocamento é interessan-
te, uma vez que, quanto maior o comprimento de
onda incidente, menor a absor¢do por parte dos
tecidos biologicos e, conseqiientemente, mais efi-
caz serd o tratamento por meio da terapia fotodi-
namica (PDT).

A contribui¢do de H,0, a absor¢ao do com-

plexo Hp:Eu é apresentada na Figura 3.
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Figura 3: Espectro de absorcdo 6ptica da
solucdo hipericina:eurépio contendo 100 pL de
H,O, (Hp:Eu:H,0,)

Fonte: Os autores.

Comparando-se a Figura 2 com a 3, perce-
be-se que, na regido do visivel (aproximadamen-
te 400 nm a 700 nm), as curvas para as solucoes
de Hp:Eu:H,O, e de Hp possuem forma seme-
lhante. Verifica-se, portanto, tendéncia a re-
constru¢do da banda original da Hp, que havia
sido suprimida pela adi¢ao de eurdpio, quando
do acréscimo de H,0, ao complexo Hp:Eu. Isso
implica que um meio com maior ou menor con-

centragdo de H,O, poderia ser facilmente iden-
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tificado, mediante o complexo Hp:Eu. Caso o
meio em que este se encontre seja livre de H,0,,
o complexo mantera sua coloragao habitual ver-
de; se o meio for rico, haverd alteracoes em sua
coloragdo, que passard a assumir tons mais in-
tensos de vermelho quanto maior for a concen-
tragdo de H,O,. Essas observa¢des sdo comple-
mentadas na Figura 4, que expde 0s espectros
de emissao optica do complexo Hp:Eu:H,O, sob

excitagdo em 460 nm.
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Figura 4: Espectro de emissGo comparativo

da solucdo de hipericina:eurépio (Hp:Eu) e
hipericina:eurépio:peréxido de hidrogénio
(Hp:Eu:H,0,), obtido sob excitacdo em

460 nm. A figura interna mostra a curva de
calibra¢cdo para peréxido de hidrogénio em
solugoes de Hp:Eu, exibindo uma regido linear
correspondente a concentragoes de 9% (10 uL)
a 33% (50 pL) em volume de perdxido de
hidrogénio

Fonte: Os autores.

Por motivos de clareza, na Figura 4, é apre-
sentado apenas o espectro de emissao da solugao
com 50 pL de H,O, em comparag¢do com o com-
plexo Hp:Eu. Pode-se dizer que todas as solugoes
com acréscimo progressivo de H,O, possuem
espectros de emissio muito semelhantes, com
picos em torno de 588 nm e 635 nm, diferindo
apenas pela intensidade de sinal emitido, que se
torna tio maior quanto mais alta a concentracdo
de H,0, em Hp:Eu. Desse modo, sugere-se outra

forma de detec¢do e quantificagdo de perdxido
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de hidrogénio, com base na intensidade de emis-
sdo do composto Hp:Eu. A curva de calibragio,
apresentada na Figura 4, relaciona intensidade
de luminescéncia com a porcentagem em volume
de H,0, em solugdo Hp:Eu. E importante notar
que o aumento na intensidade de emissdo, para a
solugdo com 50 pL de H,O,, chega a, aproxima-
damente, 700%. Isso evidencia a alta sensibilida-
de do método proposto, que é capaz de detectar
(pela curva de calibragao apresentada) concen-
tragoes de 9% até 33% em volume de perdxido
de hidrogénio (o correspondente a variagdes de
10 pL a 50 pL de H,0,).

Verifica-se, assim, a potencialidade de uso
desse complexo como sonda luminescente in vi-
tro. Amostras de sangue poderiam ser colocadas
na presenca do complexo Hp:Eu que, por ser sen-
sivel a presenca de H,O,, atuaria como um bios-
sensor, indicando quantitativamente a presenga
desse composto.

S3do mostrados na Figura 5 os espectros de
absorcdo 6ptica das solucoes de HA, HA:Eu e
HA:La. Inicialmente, pode-se perceber por esses
espectros que a hipocrelina A apresenta larga
banda de absorc¢io, desde cerca de 350 nm até
aproximadamente 600 nm, com picos de maior
intensidade em torno de 460 nm, 540 nm e 580
nm, o que justifica sua coloracio em tom ver-
melho. Confirma-se, desse modo, que a HA nio
apresentaria eficiéncia ideal na PDT, visto que
a incidéncia de luz, em seus picos de absor¢ao,
acarretaria absor¢ao também por parte dos teci-
dos biolégicos.

Nesse contexto, a adicdo de ions lantanideos
em HA provocou modifica¢cdes em suas proprie-
dades de absor¢ao. Percebe-se que a adigdo de eu-
répio nao se revela proveitosa do ponto de vista
da absor¢ao na janela terapéutica, uma vez que
os picos de absor¢ao de tal solu¢ao encontram-se
abaixo dessa regido. A dopagem com lantanio,

por sua vez, deu origem a picos em torno de 475
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Figura 5: Espectros de absorg¢do 6ptica das
amostras de hipocrelina A (HA), hipocrelina A:
eurépio (HA:Eu) e hipocrelina A:lanténio
(HA:La)

Fonte: Os autores.

nm, 560 nm e 600 nm, ou seja, provocou um li-
geiro deslocamento do espectro de absor¢do da
HA para a regido de maiores comprimentos de
onda, o que torna a solucdo mais eficiente para
uso em PDT.

Também foi feito um estudo da emissao des-
sas solugdes sob excitagao em 460 nm (Figura 6)
e em 580 nm (Figura 7). Observou-se, com base
nos espectros de emissdo obtidos, que, entre as
trés amostras, a solu¢do que contém apenas HA
foi a que mais emitiu esse material. Essa amostra
apresenta larga banda de emissio, com maximos
em torno de 600 nm e 630 nm. A solucio HA:Eu
sofre um acentuado decréscimo de intensidade
de emissdo, mas praticamente conserva os picos
caracteristicos da hipocrelina A. Percebe-se tam-
bém que o acréscimo de lantanio em hipocrelina
A gera uma pequena diminui¢ao da intensidade
de emissdo; todavia, ao contrario do que ocorre
com a amostra com eurdpio, produz uma supres-

sio da banda em torno de 600 nm.
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Figura 6: Espectros de emissdo 6ptica das
amostras de hipocrelina A (HA), hipocrelina A:
eurépio (HA:Eu) e hipocrelina A:lantanio (HA:
La) excitadas em 460 nm

Fonte: Os autores.
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Figura 7: Espectros de emissdo 6ptica das
amostras de hipocrelina A (HA), hipocrelina A:
eurépio (HA:Eu) e hipocrelina A:lantanio (HA:
La) excitadas em 580 nm

Fonte: Os autores.
Acredita-se que as diferengas obtidas das

propriedades opticas da HA sob a presenga de

lantanio e eurdpio sejam decorrentes de altera-
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¢Oes estruturais, principalmente no que diz res-
peito a quantidade de liga¢des perturbadas pelos
lantanideos. Também ¢é possivel que a diferenca
entre os raios atdbmicos desses elementos e as di-
ferentes distribuicdes dos niveis de energia em
cada solugdo tenham contribuido para explicar

os diferentes comportamentos observados.

4 Consideracgoes finais

Pela andlise dos resultados obtidos, foi pos-
sivel verificar que a presenga dos ions lantanideos
em HA e em Hp modificou os niveis de energia
dessas moléculas, assim como suas probabilida-
des de transi¢oes radiativas.

Foi mostrado o potencial da solugao hiperici-
na:eurdpio como marcador luminescente para mé-
todos de diagnéstico in vitro. Tal solucdo atuaria
de forma rapida, conveniente e altamente especi-
fica, visto que concentracbes pequenas de perdxi-
do de hidrogénio alteram consideravelmente suas
propriedades de absor¢do e de emissio.

Também foi possivel verificar que a forma-
¢ao de complexos com lantanio é responsdvel
por deslocar o espectro de absorcdo da hipocre-
lina A para a regido de maiores comprimentos
de onda, com a gerag¢do de picos de absor¢do
em torno de 475 nm, 560 nm e 600 nm. Tal
deslocamento, embora pequeno, é significativo
do ponto de vista das aplicagdes clinicas da HA
em PDT.

Observou-se, com base nos espectros ob-
tidos, a potencialidade de utilizagdo desses
complexos na area biomédica. Em trabalhos
futuros, pretendemos realizar medidas de tem-
po de vida e ensaios in vitro com cultura de
bactérias, a fim de que se possa determinar a
eficiéncia quantica de geragao de oxigénio sin-
gleto por parte desses complexos bem como seu
potencial citotéxico.
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Optical behavior investigation
of lanthanide complexes:
possible biomedical
applications

Hypericin (Hp), a natural chromophore found
in plants of genus Hypericum; and hypocrellin
A (HA), a chromophore from the fungus Hypo-
crella bambusae, have been gaining much no-
tability due to their photosensitizing activities.
It is known that HA can form a complex with
lanthanum ion, which shows a large quantum
yield of singlet oxygen generation and a red-
shifted absorption window when it is compared
with HA. For this reason, the influence of the
addition of lanthanum ion, europium ion and
hydrogen peroxide to the properties of the HA
and Hp has been investigated by means of optic
spectroscopy methods. Thus, it was possible to
determine the potentiality of such complexes
for use in biomedical applications.

Key words: Hydrogen peroxide. Hypericin.
Hypocrellin A. Lanthanides.
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