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RESUMO

A pesquisa de fluorescéncia nativa em tecidos biolégicos tem despertado grande
interesse na Biologia e Medicina. A fluorescéncia Optica tornou-se instrumento

indispensavel aos diagnosticos, sendo um método eficiente e ndo invasivo.

Neste trabalho investigamos a presenca de fluorescéncia nativa em areas
corpéreas de ratos Wistar, subdivididos em dois grupos: um com alimentacao
normal e outro com dieta de glicose 5%. Em areas internas (experimento 1), ndo
ficou evidenciada a fluorescéncia nativa em animais com alimentacdo normal de
agua e racao. Nos animais submetidos a dieta de glicose, observamos a presenca
de fluorescéncia nativa vermelha, captada por espectroscopia, alcancando um
pico maximo de emissao luminosa em 120 horas de dieta e retomando valores

iniciais, quando sua dieta voltou ao normal.

O conteudo do lumen intestinal foi analisado espectroscopicamente e por prova
bioquimica. O gréfico obtido foi semelhante ao da PpIX e o teste bioquimico

(Eales modificado ) resultou positivo a presenca de substancia porfirinica.

A fluorescéncia em areas externas, bolsa escrotal, focinho, pata e cauda, também
foi pesquisada nas mesmas condicoes de dieta (normal e glicosada), evidenciando
que animais com dieta normal, ndo apresentaram fluorescéncia e nos de dieta de
glicose, deparamos com pico maximo de fluorescéncia em 120 horas de dieta e

retomando valores iniciais, quando sua dieta voltou ao normal.

A fluorescéncia nativa encontrada nos animais submetidos a dieta glicosada,
evidencia uma nova condi¢ao fisiopatolégica e que se assemelha a um quadro de
porfiria reversivel, bem identificada e documentada pelo experimento 2.

Os resultados mostram a importancia da espectroscopia éptica como um método
de diagndstico precoce, simples e confidvel, para uso em diversos tipos de
doencas ou disfuncées com acumulo de pigmentos fotossensiveis. Chama, ainda,
a atencao para situagcdes em que fluorescéncias nativas possam ser tomadas
como diagnéstico falso-positivo de altera¢des patoldgicas ou néo.
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ABSTRACT

The research of native fluorescence in biological tissues has aroused great interest
in Biology and Medicine. The optic fluorescence became an important instrument
for the diagnosis, being an efficient and non-invasive method. In this work we
investigated the presence of native fluorescence in corporal areas of Wistar rats,
subdivided in two groups: one with normal feeding and another one with glucose
diet 5%. In the intestinal tract (Experiment 1), there was no evidence of
fluorescence in animals with normal feeding of water and ration. In the animals
submitted to the glucose diet, we observed the presence of red native
fluorescence, caught by spectroscopy, reaching a maximum peak of luminous
emission in 120 hours of diet with the return to normal values after the

re-introduction of normal diet.

The content of the intestinal lumen was analyzed spectroscopically and by
biochemical test. The obtained graph was similar to the one of the PpIX and the

test modified by Eales resulted positive to the presence of porfirinic substance.

For Experiment 2, a group of 30 animals were kept at the same diet conditions
(normal and glucose 5%) up to 120 hours. Four external areas were selected for
the study (paw, tail, nose and scrotum). The group os animals under glucose diet
presented a marked fluorescence on the selected areas with a maximum pick at
120hours. After 24 and 48 hours of reestablishment of the regular solid diet the
fluorescence decreased disappearing totally at 48 hour.

The native fluorescence found in the animals submitted to the glucose diet,
evidences a physiopathological condition and it is similar to a condition of
reversible porfiria, well identified and registered by Experiment 2. The results show
the importance of the optic spectroscopy as a method of precocious, simple and
trustworthy diagnosis, for use in diverse types of illnesses or dysfunctions with
accumulation of photosensitive pigments. It also calls attention, for situations
where native fluorescence can be taken as false-positive diagnosis of malignant
alterations.
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s

E comum encontrarmos relatos na literatura da presenca de
fluorescéncia endogena, geralmente provocada por luz UV, em estruturas e
tecidos bioldgicos, como no tecido dentario normal (1), fibras colagenas (2), nas
glandulas harderianas de certos roedores (3;4), nas artérias (5), musculo cardiaco
(6;7) mitocéndrias (1;6) . Tais fluorescéncias séo, em ultima andlise, provenientes
de substancias, fluoréforos, como o NADH (Nucleotideo de Adenosina
Monofosfato), algumas proteinas, riboflavinas, flavoproteinas, lipofuccinas e
porfirinas (1;6;8).

Diferentes areas do estudo médico tém demonstrado grande interesse
clinico por métodos ou técnicas nao invasivas de diagnostico, visando tomadas de
decisoes terapéuticas e de diagnéstico preventivos. Por outro lado, cada vez mais
a ciéncia se utiliza da fluorescéncia enddgena, produzida por UV, como um
método seguro e nao invasivo para mapear e diagnosticar condigdes patologicas
inerentes de alguns tecidos. Sempre que ocorrerem alteragdes na constituicao
destes tecidos, decorrentes ou nao de estados patolégicos, a autofluorescéncia ou
fluorescéncia enddgena, podera também alterar-se, nos levando a concluir que
este fendbmeno éptico pode ser considerado como um método de diagndstico

apropriado e pouco invasivo. (9;10 e 11).

Em um estudo experimental piloto com ratos Wistar, submetidos a dieta
liquida com glicose, observamos a emissédo de fluorescéncia endégena no trato
gastrointestinal e em algumas areas corpéreas externas dos animais. O padrao
observado a olho nu aproxima-se muito do padrdo de emisséo fluorescente da
Protoporfirina IX (PplX), sendo comprovado por técnica espectrométrica (12).

As porfirinas sdo compostos ciclicos formados pela ligacdo de quatro
anéis pirrélicos por pontes de metileno. Sdo exemplos as porfirinas férreas, como
o Heme da hemoglobina, e a clorofila, uma porfirina que contém magnésio e é o

pigmento fotossintético das plantas (13).

Uma condicao patolégica em que a sintese de porfirina esta envolvida
em seres humanos e certos animais, a Porfiria, sendo relatada pela literatura

(14;15;16; 17 e 18). As Porfirias sdo patologias de origem genética ou adquirida,

Introdugéo
39



caracterizadas por um aumento na excrecdo de coproporfirina e uroporfirina,
precursores na sintese das porfirinas, observados tanto nas fezes, como na urina,
quando suas concentracées encontram-se elevadas no sangue. Isto ocorre por
uma consideravel diminuicao da atividade catalasica do figado. Esta perturbacao

metabdlica que as produz ainda é pouco estudada (19 ; 20).

A presenca de fluorescéncia enddgena, encontrada tanto em areas
internas (no trato gastrintestinal), como em areas corpéreas externas (patas,
focinho, bolsa escrotal e cauda) de ratos submetidos a dieta liquida, evidencia
uma condicao nova por nao ser patologica propriamente dita. Sendo assim, o seu
estudo confere ao presente estudo uma caracteristica peculiar, que é a de tentar
associar o padrao de fluorescéncia observada no estudo piloto de Nicola et al (21),
a uma condicao de stresse e alteragcdo metabdlica levada a extremos, diferindo de
estados patolégicos em que se necessite ter uma restricdo alimentar, o que
poderia ser interpretado como um achado de diagndstico falso-positivo.
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Objetivo geral

Investigar o comportamento de fluorescéncias nativas obtidas de
diferentes regides tegumentares externas, como patas, focinho, cauda e bolsa
escrotal, bem como, internamente, no trato gastrintestinal de ratos Wistar, visando
contribuir a investigacao e entendimento das fluorescéncias nativas, em especial
aquelas relacionadas a presenca de PplX, quando os animais sdo mantidos em
condicoes de stress, no caso, confinamento e dieta liquida de glicose 5%, por

tempo prolongado.

Objetivos especificos

1- |dentificar, por intermédio de espectroscopia de fluorescéncia Optica
o fluoréforo, produzido e encontrado tanto externamente, quanto
internamente em ratos Wistar, quando submetidos a dieta liquida de

glicose 5%.

2- Identificar bioquimicamente a substancia encontrada no trato

gastrintestinal de ratos wistar, quando sob alimentacao liquida.

3- Monitorar por meio de registro fotografico e espectral, o surgimento
de fluorescéncia vermelha nas areas externas selecionadas: cauda,

patas, focinho e bolsa escrotal.

4- Observar a intensificagdo do espectro da protoporfirina (PplX) nos
graficos registrados, relacionando-os a uma situagcao de porfiria

reversivel, nesses animais.

Obijetivos
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JUSTIFICATIVA

A endoscopia e identificacdo Optica por autofluorescéncia ou
fluorescéncia nativa de tecidos biolégicos constituem-se em método de
diagnéstico nao invasivo e de facil aplicabilidade, objetivando verificar alteracoes
estruturais e quimicas das células, indicando a presenga, ou apenas a
probabilidade de desenvolvimento de alteracdes patoldgicas.

Atualmente, o Diagndéstico Fotodindmico (PDD) esta sendo muito
utiizado como técnica para diagndstico minimamente invasivo, favorecendo
futuros tratamentos para varios tipos de patologias, que vao desde uma simples
acne até a presenca de tumores malignos, o que sugere a necessidade, cada vez
mais, de entender este processo de interacdo bioldgica de luz, drogas

fotossensibilizadoras e seus possiveis mecanismos de reacoes.

Portanto, métodos experimentais que sirvam para diagnosticos pouco
invasivos, com o objetivo de localizar e observar lesbes e/ou altera¢gdes nos seus
estagios iniciais, devem ser criados para auxiliar nas respostas a uma utilizagéo
mais segura desta nova situagao terapéutica, visando um ganho na qualidade de
vida ou mesmo sobrevida de pacientes.

Objetivos
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As investigacbes cientificas e aplicacbes de técnicas fisicas, em
especial a éptica com a utilizagdo do fotodiagnostico e da fototerapia, nas areas
médica e biolégica, tém despertado interesse e alcancado um forte
desenvolvimento (1; 8;9; 10; 11; 22; 23; 24; 25).

A fotoquimioterapia pode ser definida como terapia obtida com o uso
combinado da luz e de substancias quimicas, sendo utilizada como pratica de
tratamento para varios estados patolégicos. Dentro desta pratica destaca-se a
Terapia Fotodinamica (PDT), do inglés Photodynamic Therapy, que se baseia na
fotooxidacao de tecidos biolégicos induzida pela presenca endégena ou exdégena
de substancias conhecidas como fotosensiblizadoras. Tais substéncias se
localizam seletivamente em certos tipos de tecidos patologicos, de forma que,
quando iluminadas por uma fonte de luz adequada, causam uma fotooxidacao
tecidual, causando a morte deste tecido. Atualmente, a PDT € largamente
utilizada, principalmente para o tratamento de tumores malignos de areas de facil
acesso para iluminagdo. Aspectos tedricos e praticos da PDT estao relativamente
bem explorados (13).

Embora a importancia da luz como parte de processos terapéuticos em
Medicina e Odontologia, seja muito grande, a sua utilizagédo, visando diagndsticos
minimamente invasivos também ocupa um lugar de destaque como ciéncia e
como tecnologia. Efeitos como Raman e Birillouin, refletancia, absorcdo e
fluorescéncia Optica sao utilizados para tal, sendo que a fluorescéncia Optica,
geralmente excitada por ultravioleta, € a técnica de eleicdo para diferentes

situacoes diagndsticas.

Absorcao optica e fluorescéncia

A refletdncia, a absorcao Optica e a fluorescéncia sdo fendmenos,
fisicos, dpticos, amplamente utilizados em diversas areas do conhecimento como

pela propria Fisica, pela Quimica, pela Engenharia em Geral, pela Biologia e pela
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Medicina como métodos fisicos n&o invasivos que possibilitam a caracterizagao de

solidos, liquidos e gases e, em patrticular, de tecidos biolégicos (26).

A luz visivel é radiacao eletromagnética de comprimento de onda entre
400 a 700 nm. Comprimentos de ondas proximos destes valores e menores do
que 400 nm constituem o ultravioleta, enquanto que comprimentos de ondas
maiores e nas proximidades de 700 nm correspondem ao infravermelho (27). A
figura 1 mostra a distribuicdo de cores (comprimento de onda) do espectro visivel.

Epetiro Visivel

Comprimende e enda fnan)

Figura 1- Espectro da luz visivel

A capacidade de uma substancia quimica de absorver, refletir, ou
mesmo reemitir luz, depende do estado intrinseco dos elétrons, atomos ou ions

constituintes das moléculas da substancia estudada (27).

Chamamos de espectro de absor¢cdo de uma substancia o conjunto de
frequéncias (Opticas) que sédo absorvidas pelo composto. Da mesma forma,
chamamos de espectro de emissdo fluorescente o conjunto de frequéncias
emitidas por uma substancia, quando excitada por luz, geralmente, UV. Tanto o
espectro de emissdo como os de absorcdo podem caracterizar a substancia em
estudo, servindo, portanto como método de identificagdo da mesma (27; 28).

Quando um sistema emite ou absorve radiagdo, esta ocorrendo uma
transicdo de um estado de energia para outro. Se o sistema passar de um estado
de maior energia para um estado de menor energia, um foton de luz serd emitido,

caracterizando, portanto, uma “emissao” (sabemos que ocorrem transicbes nao
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radiativas, entretanto estas ndo importam para o presente trabalho). No caso
contrario, isto €, em que o estado inicial € o de menor energia, e o final € o de
maior energia, o fendmeno serd o de absorcdo de fétons, caracterizando a

chamada “absorgéao optica” (27; 28).

Em condi¢cbes normais, a “autofluorescéncia”, ou fluorescéncia de
substancias endogenas, pode ser observada em inumeras substancias naturais,
animais e vegetais, quando excitadas com luz ultravioleta. Sendo assim, muitos
tecidos biolégicos, como os tecidos dentarios, mucosas e peles apresentam
fluorescéncias caracteristicas tanto da sua condicao normal como patolégica. Isso
confere, sem duvida, ao estudo de fluorescéncias uma importancia diagnéstica
muito grande (9; 10;11;29).

Espectroscopia de fluorescéncia

A técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia baseia-se na excitacao
do tecido por uma radiacao luminosa, estimulando a resposta da autofluorescéncia
dos fluor6foros enddgenos presentes no local, permitindo assim a caracterizagéao
e, mesmo, a quantificacdo desses fluoréforos. Por meio de interpretagbes dos
niveis de energia, podem-se deduzir informac¢des detalhadas a respeito das
estruturas das moléculas que originam os espectros. A fluorescéncia é produzida
quando as espécies excitadas regressam ao estado fundamental. A figura 2 ilustra
um diagrama de nivel de energia para moléculas fotoluminescentes. A energia de
uma molécula no seu estado fundamental esta associada ao estado designado
como S,. Uma excitagdo pode levar a molécula a um determinado estado excitado
vibracional no interior de um mesmo estado eletrénico ou, ainda, no caso da
fluorescéncia no processo de decaimento. O tempo de absorcdo de um féton por

5

uma molécula é da ordem de 10 a 10 ™ s; sendo que no processo de

decaimento o tempo &, em geral, da ordem de 10%a 10°s.
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Estado excitado

(1) TL\L

Fluorescéncia

Excita¢do
{
,I_.' Estado fundamental
(Se)

i

Figura 2- Diagrama dos niveis de energia para moléculas fotoluminescentes

E importante esclarecer que este fendmeno optico observado nos
tecidos biolégicos é obtido pela presenca das substancias quimicas que os
constituem. Desta forma, entende-se que, caso ocorra uma alteracdo no tecido,
patolégica ou ndo, mas que nao interfira na constituicdo quimica da substancia
autofluorescente pré-determinada, o novo espectro de fluorescéncia certamente
nao sera alterado, caracterizando neste caso, uma limitagao intrinseca do método

de fluorescéncia como método diagnostico (1;8;23;29).

Substancias fluoréfaras
Cromoforos e fluoréforos endégenos

Sao considerados croméforos todas as moléculas que absorvem luz,
sendo os mesmos, moléculas que absorvem e reemitem luz em frequéncia
diferente. Temos como exemplo de fluoréforos, entre outros, alguns com emissao
na regido do visivel e que podem contribuir para a deteccdo de alteracdes
teciduais, sendo destacados na tabela 1, abaixo:
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Tabela 1- Maxima excitacdo e emissdo de fluoréforos enddgenos. Fonte:
Adaptacéo de Ramanujam, 2000.

Fluoréforos Endégenos Excitacao maxima (nm) Emissao maxima (nm)

Aminoacidos

Triptofano 280 350
Proteinas estruturais

Colageno 325-360 400- 405
Enzimas e coenzimas

FAD, flavina 450 535
NADH 290 - 351 440 - 460
Vitaminas

Vitamina A 327 510
Vitamina K 335 480
Vitamina D 390 480
Vitamina B12 275 305
Lipidios

Fosfolipidios 436 540- 560
Porfirinas 400-450 630, 690

Dougherty et al. (30), considera como principais fluoréforos em seus
estudos de identificagdo de lesdes neoplasicas o colageno, as porfirinas e
Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). A primeira descricdo do NADH em
sua forma reduzida NAD™*, como fluoroforo de alta intensidade de fluorescéncia, foi
feita por Chance et al. (6), que através de um laser de nitrogénio monitorou a

oxidacgdo in vivo desta molécula.

A principal biomolécula observada nos tecidos biologicos é a
hemoglobina e a maioria das biomoléculas apresenta bandas de absorcdo na
regido do visivel ao UV. E bom salientar que a hemoglobina ndo é considerada um
fluoréforo, pois nado fluoresce, entretanto, é uma substancia fortemente

absorvedora de luz, sendo, portanto, um croméforo (31).
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Caracterizacao da espectroscopia de fluorescéncia (EF)

Através da espectroscopia de fluorescéncia, € possivel caracterizar
alteracoes morfolégicas e funcionais intracelulares a partir das interpretacdes
espectrais obtidas, tais como frequéncia e intensidade. Os primeiros estudos da
espectroscopia de fluorescéncia (EF), em tecidos biolégicos, comegcaram em
1924, descritos por Policard et al. (32), que utilizaram radiacao na regiao do violeta
e do ultravioleta e conseguiram detectar a presenca de uma emissao luminosa no
tecido pesquisado, na faixa espectral do vermelho, em torno de 600 nm, que foi

reconhecida como sendo da Porfirina.

As técnicas espectroscopicas obtém informagbes dos sistemas
bioldégicos em faixas de radiacdo que vao das ondas de radio aos raios gama,
analisando basicamente a radiacdo que é transmitida, absorvida, espalhada e

emitida na amostra (fig.3) (24).

luz incidente

luz transmitida luz absorvida

Figura 3- Biopsia Optica por meio da luz de fluorescéncia no tecido e as varias
formas de leitura éptica sobre a radiagdo transmitida, espalhada e

absorvida na amostra. Fonte: Ramanujam, 2000.

Ja em 1978, Dougherty et al. (30) demonstrou em seu trabalho o
acumulo de Hematoporfirina (Hp) em alguns tipos de cancer e dessa forma
puderam determinar uma nova classificacao para as porfirinas. O primeiro trabalho
que realmente demonstrou a diferenciacao entre tecido neoplasico e tecido normal
foi relatado por Alfano e Yeo (33), num estudo ‘in vitro” de amostras de bidpsias

Revisao da Literatura
52



obtidas de tecido renal e prostatico de camundongos. Os autores utilizaram um
laser de Argbnio com emissdo em 488nm, onde ficaram caracterizadas as
diferengas espectrais por emissdes na faixa de 520 a 590 nm e 600 nm, sendo

atribuidas, respectivamente a fluorescéncia de riboflavinas e porfirinas endoégenas.

A caracterizagcdo de porfiinas foi novamente citada por
Heyerdahl et al. (34), em estudos com cerca de 50 pecas neoplasicas de varios
orgaos, nos quais os autores relatam que apds excitacdo com 365 nm, houve a
predominancia de um pico de emissdo dessas amostras, na faixa do vermelho
(630-690nm).

Este espectro de emisséo foi identificado (figura 4), mais uma vez, pela
presenca de porfirinas endégenas em cerca de 89% das pecas estudadas (35).

Reis et al. (36) em trabalhos experimentais com ratos Wistar,
estudaram a glandula harderiana, descrevendo morfologicamente sua localizagao,
funcédo e acdo. Quando essa estrutura foi iluminada com luz UV, constatou-se a
presenca de fluorescéncia vermelha, com dois picos de emissao luminosa
captados por espectroscopia, sendo de 632,8 nm e 705 nm e identificada como

protoporfirina IX (PplX). (figura 4)
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Figura 4- Gréfico caracteristico da Protoporfirina IX (PpIX) - Fonte: Reis, Nicola e
Nicola, 2005.
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No trabalho de Leunig et al. (37) determinou-se o melhor arranjo de
excitacao para deteccao de neoplasias orais, resultando em um elevado indice de
sensibilidade (100%) e especificidade (90%), com a utilizacdo dos comprimentos
de onda de excitacdo de 350, 380 e 400nm. Outros autores relatam a
aplicabilidade de espectroscopia de fluorescéncia como técnica de diagndstico
precoce em diversas areas e tipos de lesées, como: laringe (34; 38) eséfago de
Barret (39), mama (40), trato urinario (41). A maioria dos trabalhos evidenciados
demonstra que a Espectroscopia de Fluorescéncia apresenta um indiscutivel
potencial para o diagndstico precoce de diversas patologias em diferentes érgaos
e tecidos.

Uma extensdo da técnica diagnéstica de autofluorescéncia € a que
utiliza fluoréforos exdgenos que, por questdbes metabdlicas, se fixam em sitios
tumorais. O diagnostico de lesées malignas e a delimitacdo da margem de
ressesccao tumoral sao descritas por Alfano e Kats (42), por meio da
quantificacdo da fluorescéncia em funcao do tempo. Nas lesées de pele, foi
observada maxima intensidade de fluorescéncia entre 5 e 8 horas apos a
administracdo da droga fotossensivel sendo que, neste caso, utilizou-se o acido
d-aminolevulinico, ou seja o ALA, com pico de emissao na regidao de 635nm.
Estudos realizados em tumores de bexiga, descritos por Baugartner et al. (43),
relatam que o uso de fluoréforo exégeno leva a um indice de 100% de eficiéncia

na demarcagao de areas tumorais, confirmadas histologicamente.

Atualmente, a utilizagdo do Diagnéstico Fotodindmico, como método de
diagnéstico, esta estruturada, para situacbes em que se utiliza injecao de
substancias fluor6foras exdgenas, ou seja, derivados de Hematoporfirina (Hp); ou
quando esse diagnostico € assistido por ALA, ou outras drogas exoégenas,
gerando a formacao de fluor6foros endogenos (ALA — PplX) e, finalmente, na

exploracao dos fluoréforos de componentes naturais de tecidos normais.

Ja no trato gastrointestinal, utiliza-se o método de identificagcdo de
displasia e estagios iniciais de carcinomas de esbéfago, através da endoscopia e

evidéncias de autofluorescéncia, por iluminagédo com luz UV. Estudos compararam
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a intensidade da fluorescéncia enddgena de tecido normal, com a emitida por
tecidos patolégicos, mostrando uma especificidade nos acertos dos diagnésticos,
entre 86 a 95%, quando comparados aos resultados de bidpsias posteriores
(44; 45).

Durante a fase de excitacdo luminosa, a Porfirina e seus derivados
exibem uma caracteristica de fluorescéncia, na faixa de emissao da luz vermelha,

do espectro luminoso, com pico de emissdao em torno de 632,8nm (4).

Por outro lado, alguns tecidos ou oOrgaos bioldgicos apresentam
substancias enddgenas, as quais fluorescem e absorvem radiacbes Opticas,
mantendo uma semelhanca muito parecida com o processo fisico da PDD
(29; 46).

A emissdo luminosa de UV pela lampada de Wood representa uma
técnica classica para estudos e diagnosticos por fluorescéncia em dermatologia
(47).

O conhecimento e a utilizacao do fotodiagnéstico, por fluorescéncia na
pele e anexos, tem se mostrado um fator preponderante para o diagnéstico de
alteracdes tumorais malignas nesses tecidos. A aquisicdo e o0 mapeamento de
uma fluorescéncia enddgena caracteristica destes tecidos, possibilitou estabelecer
um padrao normal de fluorescéncia, servindo de referéncia para a comparacao e o

diagndstico das areas de tumores malignos (48).

Zeng et al. (49), apds iluminar lesées de pele com luz de Wood (UV),
sem a aplicacdo de um fotossensibilizador, observou a presenca de uma
fluorescéncia intensa na faixa de emissao do vermelho, semelhante a da PplX.

Bissonette et al. (50), ao avaliarem as propriedades de
autofluorescéncia de areas de pele normal e com lesdes, notaram que as areas
lesionadas podiam emitir uma fluorescéncia vermelha, quando a pele era
iluminada com luz azul préximo ao UV. Os mesmos autores com auxilio da

Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) procuraram isolar e identificar a
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substancia causadora da fluorescéncia nos sitios das lesoes, identificando-a como
a PplX, a qual apresenta pico de emissao luminosa em torno de 635 nm.

Uma condicao patolégica em que a sintese de porfirina esta envolvida
com seres humanos e alguns animais, a Porfiria, € relatada na literatura
(15;16;17; 18; 19).

Isso provavelmente a torna uma doenca instigante, de dificil
compreensao, pois € acarretada por uma unica sequéncia fisioldgica, na sintese
do grupo heme, e possui manifestacbes muito variaveis e diagnéstico dificil
(18; 51).

O grupo heme € um composto quimico que realiza o transporte do
oxigénio e confere a cor vermelha ao sangue. E um componente fundamental das
hemoproteinas (17). O acumulo dos precursores do grupo heme € extremamente

toxico ao organismo (18).

Figura 5- Molécula representativa do heme porfirinico. Fonte: Jorge, 2007.
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Oito enzimas diferentes participam das etapas da sintese do grupo
heme, onde a deficiéncia de uma dessas enzimas gera o acumulo dos precursores
quimicos, as porfirinas, que podem se depositar nos tecidos, especialmente na
medula 6ssea e no figado. As porfirinas em excesso aparecem entdo no sangue e

séo excretadas na urina ou nas fezes (17).
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Figura 6- Esquema da via Biossintética do grupo Heme, indicando as principais
vias de producgéo e de inibi¢cdo de Porfirina. Fonte: Onuki et al., 2002.

Os intermediarios do ciclo, de formagdo do heme, sdo mantidos dentro
das células, por isso sdo excretados em pequenas quantidades. O ALA, o
porfirinogénio e o uroporfirinogénio sdo sollveis em agua e excretados pela urina.
A coproporfirina é excretada pela urina, pelas fezes e pela bile e a protoporfirina é
pouco soluvel em agua, sendo excretada pela bile e pelas fezes (52).
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Classificacao das porfirias

As porfirias sao classificadas baseadas no 6rgdao que produz os
metabdlitos porfirinicos em excesso, em Eritropoiéticas e Hepaticas, na ocorréncia
ou ndo de ataques agudos e nas lesdes cutdneas e/ou neuroldgicas produzidas
(16; 51).

A tabela 2 mostra a classificacdo das porfirias eritropoiéticas sendo
composta por Porfiria Eritropoiética Congénita (CEP) e Porfiria Eritropoiética
(EPP); e o grupo das hepéticas por: Porfiria Aguda Intermitente (PAIl), Porfiria
Variegata (PV), Porfiria deficiente em ALA desidratase, Coproporfiria hereditaria
(HCP) e Profiria cutéanea tardia (PCT) (53).

Tabela 2- Classificacdo dos tipos e manifestacdes clinicas de Porfirias relatadas
na literatura. Fonte - Onuki et al., 2002.

Tipo de Porfiria Aguda Hepatica Cutanea
Porfiria deficiente em ALA desidrase X

Porfiria Aguda Intermitente (PAI) X X

Coproporfiria Hereditaria (HCP) X X X
Porfiria Variegata (PV) X X X
Porfiria Cutanea Tardia (PCT) X X
Porfiria Eritropoiética Congénita (CEP) X
Protoporfiria Eritropoiética (EPP) X

A fisiopatogénese das porfirias demonstra que as caracteristicas
bioquimicas sdo comuns a todas os tipos de manifestacdo da doenca, onde ha
uma maior atividade da enzima ALA-sintetase, consequentemente levando a uma

superproducéo de ALA e deficiéncia hepatica do heme (51).

Sao fatores que predispdem aos surtos da doenca o consumo de
alcool, fumo, jejum, stress, infeccoes e alteracbes nos niveis de hormdnios
esterdides (54; 55).
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O diagnéstico estda baseado em achados clinicos e em testes
laboratoriais em sangue, fezes ou urina, com provas quantitativas para deteccao
de alteracbes nos niveis de complexos porfirinicos, como Porforbilinogénio

(Uroporfibilinogénio e Coproporfibilinogénio) e Protoporfirinas (15;56).

Atée o presente momento ndo ha um tratamento eficaz. A conduta

resume-se ao tratamento de certos sintomas apresentados pela doenca.

Pigmentacao animal

A pesquisa e o0 entendimento da presenca de certos pigmentos em
animais roedores, especialmente os ratos tipo Wistar, € destacada na literatura,
uma vez que 0s mesmos sao aceitos como modelos apropriados para pesquisa
cientifica (4; 57; 58; 59; 60; 61; 62).

Estudos sobre a glandula harderiana relatam a producdo de uma
substancia, especialmente em alguns roedores, dentre eles os ratos Wistar, que
quando iluminada com luz UV, a mesma apresentava uma emissao fluorescente
na faixa do vermelho, com pico em torno de 635 nm, que foi caracterizada como
sendo da PplX (3;4).

Anteriormente a este estudo McElroy et al (60), apud Rimington (62), ja
relatavam a importancia dos estudos dos pigmentos caracteristicos de certos
animais, pois, ao estudarem ratos Wistar que foram mantidos sob dieta com
restricdo alimentar severa, de agua e alimentos, em que estava presente a
excrecao de uma substancia gelatinosa em torno dos olhos, bigodes e focinho.
Ao serem iluminados com luz UV, apresentavam fluorescéncia vermelha, que se

assemelhava a banda de emiss&o luminosa da Protoporfirina.

Estudos demonstram que a glandula harderiana, anatomicamente
localizada posteriormente aos globos oculares dos ratos Wistar, que sabidamente

produz em grandes concentragdes, porfirina (36), poderia drenar essa secrecao
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aos olhos. O animal na sua higiene passaria as patas sobre os olhos e as
esfregaria sobre o0 nariz e nos bigodes, gerando assim o aparecimento de
fluorescéncia vermelha nessas areas (57; 58; 59).

Ja Solomon e Figge (63), aproveitando esta explicagao, dissecaram o
trato naso-lacrimal de ratos Wistar, expondo a glandula harderiana e encontraram
uma ligacao desta glandula com o trato naso-lacrimal, onde parte da secrecéo
dessa glandula passaria a cavidade nasal e, depois, ao tubo digestivo, 0 que
poderia explicar a presenca de substancia fluorescente vermelha nas fezes
desses animais. Policard (32) demonstrou a existéncia de fluorescéncia em
tumores intestinais de ratos, atribuindo-a ao acumulo de porfirina endégena em

tais tumores, devido a uma infec¢ao secundaria por bactérias hemoliticas.

Em um estudo piloto no Laboratério de Laser do NMCE da
FCM / Unicamp, foi constatado que no trato gastrintestinal de ratos albinos Wistar
(12), surge fluorescéncia, observavel a olho nu, vermelho-alaranjada, quando este
6rgédo € iluminado com luz ultravioleta. Ao ser feita a dissecacdo do Iumen
intestinal, a massa fecal demonstrou a mesma caracteristica, bastante
fluorescente. Cabe ser esclarecida a origem desta fluorescéncia, que pode ser
decorrente de um ajuste metabdlico imposto, por exemplo, por condigdo de dieta
liguida, ou mesmo uma manifestacdo da Porfiria, uma patologia relacionada a
sintese e a degradacao das porfirinas, intensificada por eventual stress a que os
animais foram submetidos na ocasiao, ou ainda, devido ao acumulo de residuos

metabdlicos, resultantes do metabolismo das copro e uroporfirinas.

Certamente o conhecimento de aspectos quimicos e fisicos das
porfirinas é de enorme importancia para o entendimento de grande parte das
fluorescéncias de tecidos na regido do vermelho, por esta razdo no Apéndice | é
apresentado um resumo de tais propriedades.
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Amostragem

Para o desenvolvimento experimental da presente Tese, foram
utiizados 65 ratos albinos Wistar, adultos, machos, criacdo SPF
(Specific Pathogen Free), com massa corpérea entre 250 e 300g, cedidos pelo
Centro de Bioterismo (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos em
condigbes ambientais no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental
(NMCE) - UNICAMP, até o inicio do experimento.

Cabe ressaltar que os procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA — IB -
UNICAMP, com o Protocolo n® 587-1, em reunido de 05 de setembro de 2003
(Anexo 1).

O total de animais a serem utilizados foi dividido em dois grupos:

- Grupo |: contendo 35 animais, dos quais cinco foram utilizados como
grupo controle e os 30 animais restantes utilizados como grupo de
estudo propriamente dito.

- Grupo Il: composto por 30 animais, constituiu o grupo de estudos do
Experimento II.

Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados na parte experimental deste
trabalho estao relacionados como se segue

Equipamentos:
Espectrofotdmetro tipo “plug-in” (PC2000-S, da Ocean Optics Inc.®);

Fonte de luz Ultra Violeta proxima (UV), A 300nm, da marca
Phillips — (lampada UV TL 4W/08);
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Fibras opticas;
Centrifuga;

Software para interpretacao dos resultados (Ol BASE) e construcao dos
graficos (ORIGIN 7.0);

Céamera Nikon D50, objetiva AF-S Nikkor 18-55 mm, 1:3. 5,5.6 ED
(pertencente ao Apoio Didatico e Audiovisual da FCM-UNICAMP )

Materiais:

Gaiolas individuais, tipo metabdlica;

Racao Comercial marca Purina®;

Soro glicosado a 5%;

Algodao e Hastes flexiveis (tipo cotonetes);
Placa de Pétre;

Becker;

Tubos de ensaio e tubos tipo “eppendorffs”;
Anestésico Hypnol 3% (Pentabarbital Sodico);
Bastao fino de vidro para mexer a mistura;
Acido Acético Glacial;

Eter;

Acido Cloridrico diluido a 1,5N.
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Materiais para procedimentos cirurgicos:

Soro fisioldgico;

Prancha cirargica para a contensao dos animais;

Paramentos Cirargicos: luvas, campo, avental e mascara;

Seringas de 10 ml e 1,0 ml (tipo insulina) e agulhas;

Cabo n? 5 e lamina de bisturi;

Tesouras cirurgicas Mayo-Stille (ponta grossa) e Quinelato (ponta fina);
Pincas tipo Anatémicas - “dente de rato” e Dietrich;

Pincas hemostaticas — modelos Kelly e Crile;

Afastadores tipo “Farabeuff”;

Gaze;

Metodologia

O presente trabalho contou com uma metodologia geral, comum aos

dois experimentos e outra especifica a cada um dos experimentos.

Até o inicio de cada experimento especifico, todos o0s animais
selecionados para comporem o grupo de estudo, receberam alimentacdo normal,
com agua e ragao comercial, marca Purina®, “ad libitum’, alojados em gaiolas
comuns, contendo um numero de cinco animais em cada gaiola e mantidos no
biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (NMCE/FCM-UNICMP).
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No momento do inicio de cada sessao de trabalho experimental, um ou
mais lotes de cinco animais era transferido para o Laboratério Laser do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental (Lab. Laser/NMCE), alojados individualmente em

gaiolas do tipo metabdlicas e mantidos em ambiente escuro.

O procedimento anestésico, em todos os animais, foi realizado através
da injecao intraperitonial de Hypnol 3% (Pentobarbital Sédico), na dose de
0,3 ml/100g.

A deteccao e registro da fluorescéncia foram realizados através da
excitacao dos 6rgaos e tecidos com lampada Ultravioleta préxima (UV), A 400nm,
da marca Phillips, poténcia de 4,0 W (lampada UV TL 4W/08), in6cua ao tecido
bioldgico vivo. A lampada foi sempre posicionada a uma distédncia de 5 cm do
tecido observado, garantindo a constancia no valor da densidade luminosa no
local de observacgao.

Para o registro dos espectros de fluorescéncia, foi utilizado um
espectrometro tipo “plug-in” (PC2000-S, da Ocean Optics Inc.®), instalado em
computador tipo PC, e fibra Optica, conectada em um terminal de entrada do

espectrOmetro para a regiao de A= 300 a 850nm, com resolucao de + 1,7nm.

Apo6s ter sido efetuado o registro dos espectros de emissdo de
fluorescéncia, os sitios foram fotografados sob iluminacéao de luz UV e luz branca,
utilizando-se, para isso, uma maquina fotografica digital.

Metodologia especifica ao experimento |

Os 35 animais foram subdivididos em sete grupos de cinco animais
cada, rotulados como grupos 01, 02, 03, 04, 05, 06 e 07, sendo que o grupo 07 foi
mantido como controle e os demais constituiram o grupo de estudo propriamente
dito. Os animais do grupo controle receberam alimentacdo normal, com agua e

racdo comercial, marca Purina®, “ad libitum” e os animais do grupo de estudo
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foram submetidos somente a dieta liquida com soro glicosado a 5% “ad libitum’
por periodos que variaram de 48 até 120 horas. Em ambos os grupos, os animais
foram individualmente mantidos em gaiolas do tipo metabdlicas e acondicionados

em sala escura.

As pesquisas de fluorescéncias foram realizadas nos seguintes
intervalos de tempo: 48 horas para o grupo 01; 72 horas para o grupo 02; 96 horas
para o grupo 03 e 120 horas para o grupo 04. Nestes quatro grupos os animais
foram anestesiados via injegao intraperitonial, na dose de 0,3 ml/100g de Hypnol
3% (Pentobarbital Sédico). A seguir, tiveram toda a regido ventral tricotomizada e
foram submetidos a laparotomia ampla. Apés, as visceras foram adequadamente
expostas, iluminadas com luz UV, em sala totalmente escura e fotografadas com
camara digital, tanto sob luz UV como luz Branca. Nas areas em que ficou

evidenciada fluorescéncia vermelha, foram realizados, tanto o registro

espectrofotomeétrico, como o fotografico das mesmas.

Figura 7- Fotos referentes a animais tratados com dieta liquida por glicose. Em A,
animal iluminado com luz branca e em B com luz UV, evidenciando-se a

presenca de fluorescéncia vermelha.
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Os animais dos grupos 05 e 06, ap6s o periodo de dieta exclusiva de
glicose 5% pelo intervalo de 120 horas, voltaram a receber alimentacdo normal,
respectivamente por 24 horas (grupo 05) e 48 horas (grupo 06) quando foram,
entdo, submetidos ao mesmo procedimento de anestesia, laparotomia, registro
fotografico e espectrofotométrico das respectivas fluorescéncias, conforme
descrito para os grupos 01, 02, 03 e 04.

Empregou-se este procedimento para verificagdo das possiveis
alteracdes no padrao da fluorescéncia encontradas, quando os animais estiveram
sob dieta de glicose e compara-las ao padrao encontrado, quando 0os mesmos

retornaram a alimentagdo normal.

Na sequéncia do experimento, foi realizada a resseccado das alcas
intestinais que apresentavam areas de fluorescéncia em todos os grupos de
animais e coletado o material fecal de seu Ilumen para identificacdo
espectrofotométrica e bioquimica desse conteudo.

Figura 8- Fragmentos de intestino de rato tratado com dieta normal (A) e com
dieta de glicose (B), iluminados com luz UV.
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O material fecal apresentando fluorescéncia foi coletado e
acondicionado em cubetas do tipo “eppendorffs” para centrifugacdo em 3000 rpm,
por 01 minuto, com o objetivo da separacao do material sélido do sobrenadante. A
seguir, as amostras foram iluminadas com lampada UV e registrados seus

respectivos espectros.

No material sobrenadante, foi aplicado o teste de deteccdo de
porfirinas, modificado por Eales e colaboradores em 1966 (56), com o objetivo de
identificar a presenca de porfirinas e, assim, confirmar os dados encontrados nos

espectros de fluorescéncia medidos.

A acéo do éter, que é um solvente orgéanico, agiria na separagao da
mistura diluida (massa fecal e Acido acético glacial) em duas fases, denominadas
no experimento de fase liquida (sobrenadante) e fase do éter (decantado).

Na fase do éter, este estaria agregado ao material sélido fecal e na

presenca de compostos porfirinicos, teria o poder de precipita-los.

Em caso de resultado positivo para deteccao de porfirinas, ao
iluminarmos a substancia decantada no fundo do tubo de ensaio com luz UV, esse

precipitado emitiria uma fluorescéncia vermelha.

Prova da Deteccdo de porfirinas no material fecal fluorescente - teste
modificado por Eales et al (56).

Procedimentos:

1- Num tubo de centrifugacdo, misturou-se o material fecal, cerca de
4,09, a 1,0 ml de Acido acético glacial a mistura foi homogeneizada;

2- Acrescentou-se a mistura inicial cerca de 5,0 a 7,0 ml de éter e foi
realizada a centrifugacéo;
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3- Decantou-se o material sobrenadante, com pipeta em um tubo de
ensaio, e agregou-se 1,0 ml de acido cloridrico diluido a 1,5N
(Normal).

4- O composto foi agitado e aguardou-se a separacao da fase aquosa,
da do éter;

5- Com lampada UV, o material liquido foi iluminado e, sendo observada
a presenca de fluorescéncia de aspecto rosado, ou avermelhada,
isso seria indicativo de presenca de composto porfirinico, no material

pesquisado.

Ao final de cada sessao do experimento, os animais foram submetidos
a eutanasia através da injecdo de maior quantidade de anestésico via
intraperitoneal, com dose de 2,5 ml/100g.

Metodologia especifica ao experimento Il

Os 30 animais selecionados para o experimento foram subdivididos em
seis grupos de cinco animais cada, alojados em gaiolas comuns e mantidos no
Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da FCM-UNICAMP até o
momento de sua utilizacdo. A divisdo dos animais em seis grupos teve como
finalidade apenas a facilitacdo do manuseio, acompanhamento e execucao do
trabalho experimental de acordo com o seguinte protocolo:

- inicialmente os animais, ainda em condi¢gdes normais de alimentacao
“ad libitum”, foram transferidos para o Laboratério. Laser/NMCE,
anestesiados com injecdo via intraperitonial, de Hypnol 3%
(Pentabarbital Soédico) na dose de 0,3ml/100g e pesquisadas
possiveis areas de fluorescéncia nativas externamente em seu corpo,

utilizando-se Luz UV em ambiente totalmente escuro.
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- a seguir, foram acomodados em gaiolas metabdlicas individuais,
alimentados exclusivamente com soro glicosado 5% “ad libitum” e
mantidos em sala escurecida. Apds 48 horas do inicio desta dieta, os
animais foram novamente anestesiados e investigada a presenca de
areas de fluorescéncia cutanea. Foram assim, identificadas 04 areas
significativamente mais fluorescentes: focinho, patas, bolsa escrotal e
cauda, as quais passaram a ser acompanhadas em todo o
experimento em relacdo a variacdo de sua fluorescéncia. Neste
intervalo de tempo (48 horas), foi realizado o registro fotografico e
espectrografico das 04 areas selecionadas, em todos os animais.
Apo6s o procedimento, os animais foram devolvidos as suas gaiolas
individuais e retornaram a dieta de glicose 5%.

- este procedimento foi repetido em 72, 96, e 120 horas apds o inicio da
dieta. Em 120 horas, foi finalizado o periodo da dieta com glicose e os
animais voltaram a receber dieta normal de ragéo purina® e agua “ad
libitum”. Apds, com 24 e 48 horas do retorno a dieta normal, foram
registradas novas medidas espectrométricas, visando verificar as
possiveis alteragbes nos padrdes de fluorescéncia encontradas,
quando da utilizacdo da dieta de glicose e compara-los ao padréao
encontrado, quando da retomada da dieta normal.
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Figura 9- Animal anestesiado e iluminado com luz UV, para a captacao de areas

com fluorescéncia externa.

Em todos os animais e para cada intervalo de tempo, foram registrados
05 espectros de cada uma das areas identificadas com maior fluorescéncia, o que
significou 20 espectros registrados em cada animal por sesséo, ou seja, em cada
grupo, 25 espectros de cada area estudada.

Ao final do experimento, foi colhido um total de 125 espectros de cada

area, os quais foram avaliados quanto a suas caracteristicas e similaridade.

Todos os 30 animais que compuseram este grupo retornaram as suas
atividades fisiolégicas normais, sendo, portanto mantidos vivos.
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RESULTADOS
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Experimento 01
1- Laparotomia abdominal mediana - observacao com luz branca.

A figura 10 mostra resultado de laparotomia abdominal mediana de rato
tratado com dieta normal de ragdo e agua “ad libitum” (al¢as intestinais, figado,
estbmago, bexiga e rins), observada macroscopicamente com iluminagao por luz

branca. Notam-se as alcas intestinais repletas de material fecal sélido.

Figura 10- Aspecto macroscopico de laparotomia mediana realizada no abdome
de rato tratado previamente com dieta normal de racdo e &gua

“ad libitum”, demonstrando o trato gastrointestinal e urinario.
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A figura 11 mostra o resultado de laparotomia abdominal mediana de
rato tratado com dieta dieta de glicose a 5%. O trato intestinal apresenta algcas
intestinais colabadas, auséncia de material fecal sélido e presengca de muco,
quando seu lumen foi exposto. O esvaziamento das algas intestinais € completo,
sem a presenca de material fecal, o que garante também que a presenca de

bactérias é minima.

Figura 11- Laparotomia mediana em abdome de animal com 120h de dieta de
liquida de glicose a 5%. Observa-se a deple¢ao do conteudo intestinal,
devido a dieta, apresentando sinais de esvaziamento completo.
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2- Laparotomia abdominal mediana - observacao com luz ultravioleta (UV)

Na sequéncia dos experimentos, procurou-se aplicar a mesma
metodologia para o grupo de animais com dieta normal, onde os mesmos tiveram
seus tratos gastrointestinais iluminados com luz UV. (Figura 12)

Figura 12- Animal tratado com dieta normal, em que o trato gastrointestinal

apresenta-se com auséncia total de fluorescéncia.
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A figura 13 mostra o registro fotografico do trato intestinal de animal
submetido a dieta de glicose 5% em 48h. A area de alcas intestinais esta

destacada por um unico ponto de fluorescéncia vermelha.

Figura 13- Animal tratado com 48h de dieta liquida de glicose a 5%, em que se
observa que o trato intestinal apresenta-se com presenca de
fluorescéncia vermelha em um Unico ponto em alga intestinal e

auséncia nas demais areas e 6rgaos.
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A figura 14 mostra o registro fotografico do trato intestinal de animal
submetido a dieta de glicose 5% em 72h. Areas de alcas intestinais estdo
destacadas pela presenca de alguma fluorescéncia vermelha.

Figura 14- Animal tratado com 72h de dieta liquida de glicose a 5%, em que se
observa que o trato intestinal apresenta-se com fluorescéncia
vermelha em alguns pontos, destacando-se algumas algas intestinais

e auséncia nas demais areas e 6rgaos.
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A figura 15 mostra o registro fotografico do trato intestinal de animal
submetido & dieta de glicose 5% em 96h. Areas das algas intestinais estdo
destacadas por diversos pontos de fluorescéncia vermelha.

Figura 15- Animal tratado com 96h de dieta liquida de glicose a 5%, onde se
observa que o trato intestinal apresenta-se com presenca de
fluorescéncia vermelha em diversos pontos (alcas do ileo e do jejuno)

e auséncia nas demais areas e 6rgaos.
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A figura 16 mostra o registro fotografico do trato intestinal de animal
submetido & dieta de glicose 5% em 120h. Areas de alcas intestinais estdo

destacadas por intensa fluorescéncia vermelha.

Figura 16- Animal tratado com 120h de dieta liquida de glicose a 5%, em que se
observa no trato intestinal a presenca de intensa fluorescéncia
vermelha generalizada em todas as algas intestinais e auséncia nas
demais areas e o6Orgaos. Nota-se o extravasamento de parte do

material intestinal fluorescente para a gaze.
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3- Espectrometrias do material fluorescente

O espectro mostrado na figura 17, obtido com o uso do Espectrémetro
tipo “plug-in” (PC2000-S, da Ocean Optics Inc.®), com resolugdo melhor do que 2
nm, se refere a emissdo fluorescente das regibes vermelhas observadas
macroscopicamente no trato intestinal, mostradas nas figuras 13 - 16. O pico de

maior intensidade se encontra em 636 nm +/- 2nm.
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Figura 17- Espectro tipico, de materiais identificados nas situagdes das figuras
13 — 16, de emissao fluorescente da regido vermelha, mostrando pico
bem definido (maximo em 636nm +/- 2nm) e, banda no infravermelho
proximo, sugerindo a presenca de, pelo menos, dois maximos em
695 e 708 nm.
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3.1- Espectrometrias do material fluorescente encontrado no trato intestinal
de animais mantidos sob dieta de glicose

A figura 18 mostra fragmentos de alga intestinal fotografados com luz
branca, sendo (A) proveniente de animal mantido com dieta normal e (B)
proveniente de animal mantido por 120 horas, até o sacrificio, com dieta de glicose
a 5%. Na figura 19, € mostrado o resultado fotografico das mesmas pecas, agora
iluminadas com luz UV.

Figura 18- Fragmentos de alcas intestinais expostos a luz normal, onde, em (A)
animal com dieta normal e, em (B), animal com dieta de glicose a 5%
por 120 horas.

Resultados
83



Figura 19- Fragmentos de alga intestinal iluminados com luz UV, onde (A) € de
animal mantido com dieta normal. O fragmento (B) pertence ao
animal mantido com dieta de glicose a 5% por 120 horas.
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Na figura 20, € mostrado o lumen de alga intestinal aberto fotografado
com iluminacdo luz UV e o registro do espectro correspondente obtido por

intermédio do uso do espectrdbmetro tipo “plug-in” (PC2000-S, da Ocean

Optics Inc.®).
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Figura 20- Lumen intestinal contendo material fecal em ratos com dieta de glicose
a 5% por 120 horas sob luz UV, apresentando intensa fluorescéncia
vermelha. Abaixo o respectivo espectro de fluorescéncia com banda

centrada em 636nm.

Resultados
85



4- Resultados relativos ao material coletado do trato intestinal de animais

mantidos sob dieta normal e de glicose 5%

A substancia colhida do trato intestinal, com consisténcia de muco, foi
preparada e analisada conforme descrito em materiais e métodos. Na figura 21, é
mostrada fotografia do material fecal de ratos com dieta normal preparado em tubo

eppendorfs e o espectro correspondente com iluminagao por luz UV.
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Figura 21- Material fecal de ratos com dieta normal, coletado e diluido em 10 mi
de soro fisiologico, distribuidos em tubos do tipo “eppendorfs” sob
iluminacado por luz UV. O espectro coletado mostra auséncia de

fluorescéncia.
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Na figura 22 € mostrada fotografia do material fecal de ratos mantidos
previamente com dieta liquida de 5% por 120 horas, preparado em tubo
eppendorfs e 0 espectro correspondente com iluminagao por luz UV.
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Figura 22- Material fecal fluorescente de ratos com dieta de glicose por 120 horas,
contidos em “eppendorfs”. Observa-se a presenca de fluorescéncia
vermelha, vista sob acdo de luz UV. A espectrometria mostra curva
com pico de 636 nm.

Resultados
87



5- Teste de deteccao de porfirinas modificado por EALES e cols.

Resultado do Teste de Deteccao de Porfirinas, modificado por Eales
(Eales et al, 1966).(56)

Figura 23- Tubo de ensaio (A) com material fecal colhido de animal com dieta
normal e (B) animal submetido a dieta de glicose por 120 horas,
fotografado com luz branca, preparado segundo a técnica de Eales.
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Figura 24- Tubos de ensaio com material fecal preparado segundo a técnica
modificada por Eales. Em (A) material colhido de animal com dieta
normal e em (B), de animal submetido a dieta de glicose por 120
horas, fotografados com UV. Os espectra correspondentes
demonstram a auséncia de fluorescéncia em (A) e presenca de
intensa fluorescéncia em (B), com pico em torno de 636 nm.
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Experimento 2

As figuras abaixo sao representativas da metodologia experimental para
a pesquisa de fluorescéncia em areas externas dos ratos tratados com dieta de

glicose a 5%.

Figura 25- Animal submetido a dieta liquida de glicose — 5%, por 120 horas,

iluminado com luz branca.

Figura 26- Animal da figura 25, fotografado com luz UV, evidenciando a presenca
de fluorescéncia vermelha disseminada em varias areas, como

focinho, patas, cauda e bolsa escrotal.
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1- Avaliacdo com Lampada de Ultra Violeta - (UV) (Areas Fluorescentes x

Espectrometria).

Os varios espectros obtidos de cada uma das areas externas estudadas
apresentam entre si, grande similaridade. Para a presente apresentacdo de
resultados foram selecionados, portanto, espectros mais significativos de cada
situagao ja que nao tinhamos os resultados em forma digital, o que ndo permitiu o

tratamento mais exato.

Segue abaixo a sequéncia de fotos e registros espectrograficos das

areas analisadas de cada animal.
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Figura 27- Foto de animal iluminado com luz UV, onde se observa a presenca de
fluorescéncia nas patas traseiras, bem como a evolucao dos
respectivos registros de espectros de fluorescéncia nas seguintes
condicdes: (A) dieta normal, (B) dieta de glicose a 5% com 48h, (C)
dieta glicose 96h, (D) dieta glicose 120h. Em (E) e (F), representam os
registros 24h e 48h, ap6s a retomada da dieta normal,
respectivamente. Foram feitos 05 registros espectrométricos de cada

area por animal.
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Figura 28- Foto de animal iluminado com luz UV, onde se observa a presenca de
fluorescéncia na cauda, bem como a evolucdo dos respectivos
registros de espectros de fluorescéncia nas seguintes condicdes: (A)
dieta normal, (B) dieta de glicose a 5% com 48h, (C) dieta glicose 96h,
(D) dieta glicose 120h. Em (E) e (F) representam os registros 24h e
48h, apds a retomada da dieta normal, respectivamente. Foram feitos

05 registros espectrométricos de cada area por animal.
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Figura 29-

Unidades arbitrarias (ua)

Foto de animal iluminado com luz UV, onde se observa a presenga de
fluorescéncia no focinho, bem como a evolucdo dos respectivos
registros de espectros de fluorescéncia nas seguintes condi¢oes (A)
dieta normal, (B) dieta de glicose a 5% com 48h, (C) dieta glicose 96h,

(D)

48h, apds a retomada da dieta normal, respectivamente. Foram feitos
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dieta glicose 120h. Em (E) e (F), representam os registros 24h e

05 registros espectrométricos de cada area por animal.
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Figura 30- Foto de animal iluminado com luz UV, onde se observa a presenca de
fluorescéncia na bolsa escrotal, bem como a evolucao dos respectivos
registros de espectros de fluorescéncia nas seguintes condi¢des: (A)
dieta normal, (B) dieta de glicose a 5% com 48h, (C) dieta glicose 96h,
(D) dieta glicose 120h. Em (E) e (F), representam os registros 24h e
48h, ap6s a retomada da dieta normal, respectivamente. Foram feitos
05 registros espectrométricos de cada area por animal.
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Na fase inicial deste trabalho, em estudo piloto experimental com ratos
Wistar, observou-se a presenca de fluorescéncia nativa por excitacdo UV em
regides externas e internas nos animais submetidos a restricdo alimentar sélida
(21). Esta observacado trouxe indagacbes e, consequentemente, novo
direcionamento para um estudo experimental cujos resultados estdo apresentados
no capitulo correspondente.

O Experimento 01, dedicado a estudo de 6rgdos internos dos animais,
traz como evidéncia inicial, quando se comparam as figuras 10 e 12
(representativas do grupo tratado com dieta normal de racao e agua “ad libitum”) e
11 e 13 (representativas do grupo tratado com dieta liquida, glicose 5%), o
surgimento de fluorescéncia vermelha, observada a olho nu, pelo menos em um
Unico ponto em alga intestinal, sugerindo relacdo com a condicao de dieta liquida

imposta arbitrariamente.

A sistematizacdo do estudo, mostrado pela sequéncia de fotos 13, 14,
15 e 16, para animais mantidos sob dieta liquida, glicose 5%, por,
respectivamente, 48, 72, 96 e 120 horas antes do sacrificio, evidencia, mesmo a
olho nu, que a regidao que fluoresce no trato gastrintestinal se expande com o
aumento do periodo de dieta liquida. O limite de 120 horas foi imposto por
questdes de resisténcia do animal. Isto foi determinante para a definicdo
metodoldgica do presente trabalho.

Certamente observagdes a olho nu, como as apresentadas e aqui
discutidas, ndo permitem a identificagdo do fluoréforo uma vez que o0 nosso
processo de visdo nao é capaz de separar as componentes espectrais de um sinal
luminoso qualquer. Para registrar o espectro que compde a luz vemelha
observada a olho nu, um espectrometro com resolucdo da ordem de 2nm foi
suficiente para o presente trabalho.

A figura 17 é representativa de varios registros de espectros de
fluorescéncia, das situacdes mostradas pelas figuras 13 a 16, com tal resolugéo. A

emissao fluorescente assim registrada, abrangendo o vermelho e infravermelho
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proximo, com pico bem definido (maximo em 636nm +/- 2nm) e, banda no
infravermelho préximo, que se estende de 660 a 720nm, é praticamente idéntica a
emissao da Protoporfirina IX (PplX), cujo espectro de emissao fluorescente é
conhecido (46;49;50).

A figura 19 mostra fragmento de alga intestinal, proveniente de animal
mantido por 120 horas, até o sacrificio, com dieta de glicose a 5%, fotografado
com luz UV, permitindo a exposicdo do material interno e seu registro espectral
como mostrado na figura 20. A substancia colhida do trato gastrointestinal, com
consisténcia de muco, foi preparada e analisada conforme descrito em materiais e
métodos. Na figura 21, € mostrado o material fecal de ratos com dieta normal
preparado em tubo eppendorfs (diluicdo em soro fisiolégico) e o espectro
correspondente com iluminacao por luz UV, evidenciando a inexisténcia de picos
ou bandas fluorescentes. J& no material proveniente de ratos, previamente
mantidos em dieta liquida com 5% de glicose por 120 horas, figura 22, o espectro
registrado confirma a existéncia de pico em 636 nm. Nestes casos, 0 espectro se
apresenta menos definido, provavelmente pela estrutura dos tubos utilizados que

foram de plastico, os quais apresentam absorcao do UV relativamente grande.

E sabido que fluorescéncia endégena, por iluminagdo UV, ocorre em
certos tecidos humanos, animais e de plantas. Isso € descrito na literatura desde
1924 — Policard (32) e outros autores (13; 33; 57; 58; 60 62; 63; 64; 65), entretanto
nao foram encontrados na literatura referéncias a inducado de fluorescéncia no
trato gastrointestinal em fungdo de imposicao de stresse causado por dieta nao
convencional. Dessa forma, tratando-se de situacédo que difere da normalidade, a
identificacao do fluoréforo demanda uma atencao especial.

Como as porfirinas animais sao elementos centrais no processo de
transporte do oxigénio (31), o seu estudo é bastante completo, existindo para sua
identificacdo um teste, relativamente simples, denominado Teste de Deteccéo de
compostos Porfirinicos, descrito e modificado por Eales et al. (56) como descrito

em Materiais e Métodos.
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O material preparado pelo Método de Eales, conforme figura 23, mostra
que nao ha precipitado no tubo “A”, isto €, do material obtido de animal mantido
em dieta normal, enquanto que, no tubo “B”, que contém material obtido de animal
mantido sob regime de dieta liquida, ha uma quantidade razoavel de precipitado.
Como mostrado na figura 24, o precipitado (tubo “B”) fluoresce intensamente sob
acao do UV e, ainda, o espectro registrado assemelha-se ao espectro da
Protoporfirina IX, como esperado.

Experimento 02

Em relagdo aos achados de fluorescéncia externa nos animais, durante
o periodo de dieta liquida com glicose (figura 26), as maiores evidéncias
concentraram-se nas patas (figura 27), na cauda (figura 28), no focinho (figura 29)
e na bolsa escrotal (figura 30). Os locais selecionados para o estudo da
fluorescéncia basearam-se também no fato de que a fluorescéncia, nestes sitios,
poderia ser facilmente registrada pelo equipamento. Nos olhos dos animais
também foi observada a presenca de fluorescéncia, entretanto com baixa
intensidade.

As sequéncias de espectros de fluorescéncia, registrados para
quaisquer destas regides externas, mostrou sempre o mesmo padrdo. A
intensidade do pico em 636 nm, caracteristico da PplX, inexiste na condi¢cdo de
dieta normal, € minima para a situacao de 48 horas de dieta liquida com 5% de
glicose, aumentando com o acréscimo do periodo até 120 horas, que foi o periodo
maximo suportado pelo animal. A reintrodugdo da dieta normal acarretou o
desaparecimento gradativo da fluorescéncia em tais regides, desaparecendo
totalmente em 48 horas (graficos associados as figuras 26 a 30).

A literatura relata a evidéncia de uma condicao patoldgica, em que a
sintese de porfirina pode estar alterada tanto em seres humanos quanto em
alguns animais, denominada Porfiria (16; 17; 18). A Porfiria € uma patologia de
origem genética ou adquirida, caracterizada por um aumento na excrecao de

coproporfirina e uroporfirina, precursores das porfirinas, observados tanto nas
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fezes, como na urina, quando em concentracées elevadas no sangue. Essa
elevacao associa-se a uma diminuicao da atividade catalasica do figado, embora a
perturbacao metabdlica produzida ainda seja pouco conhecida (14; 15). O quadro
clinico é representado por graves crises, com a presenca de manifestacoes
cuténeas, vermelhiddes, aumento a fotossensibilidade por UV e alteragdes na
coloracdo das excretas, que se apresentam avermelhadas, através do suor, da
lagrima, da urina e das fezes (17; 18).

De acordo com Anderson et al. (66), estados de jejum ou mesmo de
dieta hipocalérica prolongada pode acarretar o aparecimento de Porfiria.
Considerando que ratos tém metabolismo muito acelerado, necessitando de
ingestao diaria de grande quantidade de racédo, a manutencdo dos mesmos, com
dieta liquida a 5% de glicose, pode ser considerada como indutora de uma
situacao de Porfiria. Isto, por si sé, poderia explicar a presenca da fluorescéncia
vermelha observada em areas externas dos animais do presente trabalho em

condigéo de dieta glicosada.

Por outro lado, roedores como no caso dos ratos Wistar do presente
trabalho, possuem uma glandula, denominada de Glandula Harderiana, situada
posteriormente ao globo ocular e que apresenta fluorescéncia intensa atribuida a
producéo de PplIX ( 4; 26; 57; 58; 59).

Figge e Salomon (61) dissecaram o trato naso-lacrimal de ratos Wistar,
expondo a Glandula Harderiana e encontraram uma ligagéo dessa glandula com o
trato naso-lacrimal, onde parte da secrecédo da glandula passaria para a cavidade
nasal e, depois ao tubo digestivo. Esse achado justificaria a presenca de
substancia fluorescente vermelha no trato gastrintestinal e nos residuos fecais dos

animais do presente estudo, conforme evidenciado no Experimento 01.

Observa-se, ainda, pelos resultados do presente trabalho, que o volume
do material fluorescente aumenta significativamente ao longo das 120 horas de
dieta. A auséncia de material fecal sélido, nesta situacao, facilitaria a concentracao

do material fluorescente.
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Ainda, como é referido por Harkness e Ridgway (67),
Coto-Montes et al.(68), condicbes de stress, doencas ou caréncia alimentar
causam, em roedores, 0 aumento na producao de PplX pela Glandula Harderiana,
levando a maior acumulo desse fluoréforo no trato intestinal, bem como absorcao
do mesmo pela corrente circulatéria com a consequente distribuicdo sistémica.
Segundo Persengiev et al. (69) e Mason et al. (70), as condicbes adversas citadas
levam a significativas alteragcdes funcionais e metabdlicas, onde a glandula
Harderiana € particularmente sensivel a essas alteragdes, respondendo com
variagcdes nos niveis de secrecdao de Melatonina e grande aumento na producao
de PplX (4; 68; 70).

A condicao de stress, por si sO, & capaz de determinar aumento nos
niveis de produgdo de PplX, decorrente de alteracdes nos niveis séricos de
melatonina circulante, o que corrobora com os resultados encontrados nesse
estudo (4; 67; 69; 70).

Os animais deste estudo foram submetidos a dieta restritiva e mantidos
no escuro durante um periodo considerado longo em relacdo ao seu metabolismo
e a resposta a esta situacdo atipica, foi um aumento na producdo de PplIX
encontrados em seu trato intestinal. A dieta liquida, uma vez que consegue
esvaziar o lumen intestinal, certamente contribuiu para a deteccdo da
fluorescéncia e os respectivos espectros da substancia vermelha, conforme

ilustrado em resultados.

Parte da elevacao dos niveis de PplX detectado no lumen intestinal foi,
certamente, absorvida pelo sistema circulatério e assim, atingindo diferentes areas
do corpo, 0 que seria capaz de induzir o animal a uma condi¢cdo de Protoporfiria
Eritropoiética (51; 55), o que é evidenciado pela fluorescéncia vermelha

encontrada em areas externas do corpo do rato.

Os achados experimentais registrados nas figuras 26 a 30 sugerem,
portanto, que a dieta liquida glicosada em ratos Wistar, pode induzir a uma
condicao similar a Porfiria, com caracteristica reversivel, quando do retorno dos

animais a dieta sélida convencional.
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Os dois experimentos aqui desenvolvidos mostram, de forma clara, o
surgimento de fluorescéncia vermelha (A= 636 nm) apenas nos grupos de animais

submetidos a dieta liquida.

- Em relacdo ao tempo e ao aparecimento da fluorescéncia, foi
observado que as areas investigadas apresentaram um efeito diretamente
proporcional entre o tempo de administragcado da dieta glicosada e a evidéncia da
fluorescéncia. Quanto maior o tempo de duragdo da dieta glicosada, mais intenso

foi o aparecimento de picos de fluorescéncia.

- A quantidade de material fluorescente nas algas intestinais aumentou
de intensidade em relagdo ao tempo de duragao da dieta, constituindo-se em fator

determinante para coleta de material para determinados testes.
- Em relacédo aos objetivos especificos:

1- A espectroscopia de fluorescéncia realizada nas diversas etapas dos
experimentos 01 e 02, evidenciaram, sempre, o registro de
espectros compativeis com a presenga de protoporfirina IX, (PplX),
no material e/ou nas areas fluorescentes dos animais submetidos a

dieta de glicose 5%.

2- O teste de Eales comprovou a presenga de material porfirinico no
conteudo fluorescente das algas intestinais no grupo de estudo do
experimento 01. Este resultado, quando comparado com a

espectroscopia, ratificou a presencga de Protoporfirina IX.

3- A documentacao fotografica e, em especial, o registro sequencial dos
espectros de emissédo no experimento 02 evidenciaram o surgimento
e a evolugcdo da fluorescéncia vermelha nas areas tegumentares

selecionadas (bolsa escrotal, focinho, patas e cauda).
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4- O espectro de emissdo da PplX, nas areas externas estudadas,
mostrou nitida intensificacdo dos picos caracteristicos, em relagao
ao tempo de dieta liquida de glicose e a quantidade de material
porfirinico no lumen intestinal, conforme evidenciado no experimento
01. Comprovagao que condiz perfeitamente com uma situacdo de
porfiria reversivel ou transitoria, ja que os animais retornaram a

condi¢cdo de normalidade com a retomada da dieta habitual.

Os resultados obtidos, bem como os dados encontrados na literatura,
incentivam o aprofundamento da presente pesquisa no sentindo de se buscar um
maior conhecimento sobre os efeitos de dietas restritivas, sobre as possiveis

alteragdes fisiopatoldgicas impostas ao metabolismo alimentar.

Com base nos resultados deste estudo experimental, concluimos que
os grandes aumentos na producdo PplX pela glandula da Harderiana de ratos
Wistar, causada pelo stress imposto nas condigcbes do experimento, em
associacdo com uma quantidade relativamente baixa de ferroquelatase
encontrada na cadeia de producdo do Heme, podem determinar uma situagao de
Protoporfiria Eritropoiética (PPE) nos animais. Esta foi observada e acompanhada,
através do registro da intensidade e posi¢ao dos picos de fluorescéncia vermelha.
A deteccdao de fluorescéncia pode ser um método confiavel para o
acompanhamento de concentracdo de porfirinas em diferentes tecidos, para fim

diagndstico.
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APENDICE | - PROPRIEDADES DAS PORFIRINAS

| - ESTRUTURA, BIOSSINTESE, Absorgao e Fluorescéncia.

As cores dos organismos vivos suscitaram desde sempre, o interesse d
e varias linhas de pesquisas, dentre elas a da biologia. Dentre as variadas
coloragdes e suas fungdes, no ateremos aquelas que contribuem a formacéo das

células sanguineas, a hemoglobina, e seus derivados.

Sabemos que a coloragdo propria da hemoglobina e da clorofila é
atribuivel ao nucleo tetrapirrélico que as constitui. Mas, longe de serem exclusivas
destes pigmentos, os principais da matéria viva, as porfirinas encontram-se
largamente distribuidas pelos reinos animal e vegetal, onde sao formadas a partir

de substancias relativamente simples (1).

Os trabalhos fundamentais realizados na primeira metade deste século,
por alguns autores (R. Willstatter e H. Fischer, em particular) (2;3), fundamentaram
as bases da quimica organica das porfirinas que permitiram, apos 1945, o

esclarecimento da sua biossintese (4).

As porfirinas encontram-se na Natureza, sobretudo, na forma

combinada; ocorrem em pequenas quantidades sob a forma livre (2).

A ferroprotoporfirina IX constitui o grupo prostético de varias enzimas
importantes (catalase, peroxidase e citocromo-B) e das cromoproteinas animais
(hemoglobina, mioglobina). A clorocruorina, citocromo-C e a citocromo-oxidase

contém hemes diferentes dos precedentes, nas respectivas estruturas (3).

Os anéis macrociclicos das clorofilas a e b derivam do mesmo nucleo
basico, a porfina, e afiguram ter uma sintese idéntica a das porfirinas animais
(1;3).
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Assim, o transporte e armazenagem de oxigénio, a fotossintese, a
oxidacdo intracelular, o transporte de elétrons e outras fung¢des relacionadas,
dependem destes pigmentos celulares. Agruparemos neste trabalho os principais
dados, conhecidos no momento, sobre a estrutura, biossintese e mecanismos
reguladores das porfirinas, cujas perturbagdes, genéticas ou adquiridas, se

revestem de varias facetas clinicas.
1. QUIMICA DAS PORFIRINAS

Realizados numa época em que nao existiam espectrofotbmetros nem
técnicas cromatograficas, os trabalhos legados por Willstatter e Hans Fischer (2;3)

sao considerados os pioneiros no estudo e na identificacdo das porfirinas.

A sintese laboratorial de varias porfirinas existentes na natureza e o
conhecimento preciso das respectivas estruturas formaram, com efeito, o suporte
das ulteriores contribuicdes de LEMBERG e LEGGE (5); MAC DONALD e
STEDMAN (6); MACDONALD e JACKSON (7); FALK (8); FALK (9); GRANICK e
MAUZERALL (10); PHILLIPS (11) e BURNHAM (12), entre outros, que deram a

quimica organica das porfirinas a solidez que hoje a caracteriza.
1.1- ESTRUTURA

Podemos considerar a porfina como o nucleo-mae de todas as
porfirinas onde estas ndo sao mais que tetrapirrois ciclicos conjugados com metais
(12).

Compdem-se de 4 anéis heterociclicos (A, B, C, D) ligados entre si por

grupos de meteno (-CH=), arbitrariamente denominados a, B, y, & (13).

A disposicao alternada das ligagdes simples e duplas atribui ao todo a
estabilidade propria das estruturas de ressonancia (FALK, 1964). Apesar desta
molécula (com didmetro aproximado a 8,5 A e espessura de 4,7 A) se dispor no
mesmo nivel, tem a flexibilidade suficiente para que os pirréis, que a compdem,

sofram desvios relativos entre si (14; 15).
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Na Natureza existem trés grandes classes de compostos tetrapirrélicos:
hemes, clorofilas e cobalaminas. Os tetrapirrois derivam da porfina através de trés
possibilidades: substituicdo de alguns ou de todos os atomos de hidrogénio
situados nas posigdes beta (hnumerados de 1 a 8) dos anéis pirrdlicos, por cadeias
laterais de varios tipos; formacao de complexos com atomos metalicos diversos,
no centro do anel macrociclico (modificaveis por alteragdo da valéncia, pela
constituicdo de compostos e pela combinagdo com proteinas especificas);

substituicdo das pontes meténicas de carbono (12).

Os porfirinogénios, resultantes desta redugdo com 6 atomos de H,
deixam de apresentar os espectros de absor¢ao préprios das porfirinas, perdem a
estrutura plana e tornam-se instaveis ao contacto com o ar ou sob acédo de

solugdes aquosas iodadas (1; 16).
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1.2- ISOMERIA

A substituicdo, por grupos carboxilicos, do hidrogénio das posigdes beta
dos tetrapirréis, acompanha-se de efeitos, correlacionados entre si, nas
propriedades espectrais, nas de oxireducdo dos derivados metalicos e na

ionizagao dos azotos do anel (12).

Fischer (3) apud de RIMINGTON e KENNEDY (13), ao constatar que
grupos semelhantes n&o substituem os atomos de hidrogénio no mesmo pirrol,
assentou que, em presenca de duas cadeias laterais diferentes, qualquer porfirina
possuia 4 isdmeros possiveis; sintetizou os 4 isbmeros da etiporfirina, a partir da
porfina, ao adicionar 4 grupos metil (CH3) e 4 etilo (C2H5) as posi¢des beta
(Fig. 1.2). Em consequéncia, propés que todas as porfirinas fossem referidas

aquela, na designagao do tipo isomérico.

Assim, quer as uroporfirinas (UP) com 4 cadeias laterais acéticas
(-CH2-COOH) e proténicas (-CH2CH2COOH), quer as coproporfirinas (CP) com 4
funcdes metil e 4 propibnicas, tém 4 isébmeros possiveis (I, Il, lll, 1V), dos quais,

apenas os | e lll, ocorrem naturalmente (17).
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Fig. 1.2 - Esquema representativo dos 4 isémeros (I, 11, 11, IV)

da etioporfirina (adaptado de Bénard ¢ Gajdos, 26).

E=el1l {C2Hs); M=meul (CHas).

Estas porfirinas tetracarboxilicas chegaram a ser sintetizadas por
Fischer e por MacDonald, que também elaboraram no laboratério todos os
isémeros da uroporfirina (3; 6). Quando ha trés grupos substituintes diferentes séo
possiveis 15 isdbmeros. A protoporfirina (PP) pertence a esta série, com 4 cadeias
laterais metila, 2 vinila (-CH=CH2) e 2 propiénicas . O isdbmero IX & o unico com

interesse biologico (1).

Todas as porfirinas e metaloporfirinas de que se conhecem funcgdes
bioldgicas pertencem ao tipo isomérico lll, no qual temos representada, a PplX. As
porfirinas do tipo |, ndo obstante serem isoladas de matérias naturais, nao
possuem quaisquer atividades fisioldgicas (1;17). Ocorrem em excesso em
determinadas condi¢des patoldgicas e formam-se in vitro. Ndo se conhecem, na
Natureza, hemes ou complexos metalicos relacionados que sejam provenientes

daquela forma isomérica (13).
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As porfirinas naturais mais importantes, ndo complexadas com metais,
sdo a PplX e os isdbmeros | e lll das uroporfirina (UP) e coproporfirina (CP); ha
quantidades minimas no sangue (UP, CP e PP), urina (CP) e fezes (UP, CP e PP),

qgue se elevam em certas situagdes patoldgicas (17).

As protoporfirinas (PP) e deuteroporfirinas encontram-se habitualmente
nas fezes de carnivoros, sobretudo apds a ingestdo de sangue ou hemorragias
intestinais, devido a agédo fermentadora das bactérias intestinais; de igual modo, a
filoeritrina surge nas matérias fecais dos herbivoros, apés a degradacado da

clorofila (8).

Os hemes (complexos de ferro e porfirinas) ndo sao detectaveis no
estado livre, em tecidos normais. Constituem os grupos prostéticos de muitas

hemoproteinas biologicamente ativas (8).
1.3- COMBINACAO COM METAIS

As porfirinas tem a propriedade de se combinarem prontamente com
metais, formando quelatos ou complexos muito estaveis, as metaloporfirinas (1). E
sob esta forma que os pigmentos pirrélicos exercem as suas fungbes mais
importantes nos organismos vivos (11). Praticamente todos os metais tém
possibilidade de se combinarem, in vitro, com os atomos de azoto centrais das
porfirinas. (18; 19).

Alguns complexos metalicos bivalentes, por exemplo, Fe (1), Co (II), Mn
(I1), ao oxidarem-se em trivalentes, ocasionam a libertacdo de um excesso de
carga positiva prontamente neutralizada por anions (11). Quando os metais sao
monovalentes (Na+, K+, L+, Ag+), temos diminuida a estabilidade termodinamica
prépria das metaloporfirinas (8); enquanto que um dos cations fica levemente

acima do plano do nucleo, o outro se situa um pouco abaixo (9).

As metaloporfirinas biologicamente importantes utilizam o ferro
(hemoproteinas), magnésio (clorofilas) e cobalto (Vit. B12) 12). Encontram-se na
Natureza outros complexos de porfirinas e metais, como, de vanadio, cobre, zinco

e magnésio (19).
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Os complexos de ferro sdo conhecidos coletivamente, por hemes. A
mudancga do estado de valéncia, do ferroso para o férrico e vice-versa, estabelece
um sistema de transporte de elétrons que pde em contato as desidrogenases

intracelulares com o oxigénio exterior (13).

A coordenagao do heme com proteinas, como sucede nas mioglobinas
e hemoglobinas, que funcionam depdsitos de oxigénio, dispensa esta mudanca de
valéncia (13).

O heme parece ser formado, naturalmente, apenas com a Protoporfirina
e porfirinas descarboxilicas relacionadas. Apesar disso, obteve-se a unido do ferro
a coproporfirina, in vitro, com ou sem preparagdes teciduais. Detectam-se

complexos de PP e CP com cobre, zinco e magnésio, nos tecidos e excretas (20).

Identificou-se nas penas de certas aves da Africa Central uma
substancia de cor vermelha, a turacina, composta por cobre e uroporfirina Il
(21; 22).

A incorporagdo de um atomo de metal, no centro do nucleo porfirinico,
altera as propriedades de ambos, o que €& demonstravel, em particular, no
espectro de absorcgéo, fluorescéncia e solubilidade das porfirinas e respectivos

complexos metalicos (19).
1.4- ESPECTRO DE ABSORCAO

Sabemos que os pigmentos tetrapirrélicos, em meio neutro, possuem
um espectro de 4 bandas na regido visivel (4500-7000 A) e um maximo de

absorcdo da ultravioleta (~ 400 A), a banda de Soret (11).

Podemos caracterizar as porfirinas de acordo com a intensidade relativa
das suas 4 principais bandas visiveis, situadas perto de 620, 580, 540 e 500 nm e
numeradas, respectivamente, de | a IV; entre a | e Il ocorre a la, de baixa

intensidade, em algumas porfirinas (8; 17).
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A intensidade da banda de Soret é cerca de vinte vezes superior a da
banda visivel mais forte de muitas porfirinas, o que permite a determinagdo em
recipientes de 1 cm de trajeto Optico nas regides visivel e ultravioleta, em
concentracdes de 10° e 10°, respectivamente (11). E prépria dos tetrapirrdis
conjugados, desaparecendo com a ruptura da conjugagdo, como nos pigmentos
biliares (8).

As porfirinas se caracterizam de acordo com a intensidade relativa das
suas 4 bandas visiveis principais; apesar das cadeias laterais ligadas aos pirrois
nao influenciarem o padrdo ou intensidade relativa das bandas, afetam as suas
posicoes e intensidade absoluta, sendo um bom guia de identificacdo daqueles
pigmentos (11). Ha 24 combinagdes possiveis, ainda que sejam observados 4
tipos apenas, na pratica; a mais freqlente, conhecida por «etio», caracteriza-se
pela diminuigdo progressiva da intensidade das bandas, desde a | a |V; existe nas

porfirinas naturais, proto-, copro-, uro- e deuteroporfirina (DP), entre outras (8).

As metaloporfirinas apresentam 2 maximos de absor¢cdo (a e B) na
regiao visivel do espectro e 1 na banda de Soret (y). A intensidade relativa de a e
B depende do metal em causa; o seu padrao assemelha-se ao das porfirinas

dissolvidas em meio acido (1).

O espectro de absorgédo na regido infravermelha conduziu a resultados
interessantes sobre a estrutura molecular das porfirinas, em particular na distingdo

dos isdmeros do mesmo tipo (23; 24).
1.5 FLUORESCENCIA

As solugbes de porfirinas e seus sais, quando irradiados com luz
ultravioleta (~ 400 mp), evidenciam lindas fluorescéncias, vermelha ou alaranjada,
detectaveis pelo olho até concentragdes de 10 M e, fotoeletricamente, abaixo de
107'° M (11;12). Esta caracteristica, ja assinalada em 1867 por Tudichum, permite
a extracao, purificacdo e quantificagdo das porfirinas existentes nos meios em
estudo, quer estejam em solugao, sob a forma de cristais, ou absorvidos a colunas

de cromatografia ou papel de filtro, ou até no interior das células (17).
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Em virtude de a fluorescéncia poder ser mascarada por alguns
solventes organicos e varios compostos biolégicos, ha que se manter as

condigdes de observagao quantitativa sob controle (8).

A fluorescéncia ¢é influenciada pela natureza do metal das
metaloporfirinas enquanto que os complexos metalicos de Cd, Pb, Zn, Mg
fluorescem quando dissolvidos em alguns solventes, os de Co, Ni, Fe e Cu s&o
desprovidos dessa caracteristica. Explica-se assim que a hemoglobina, a
mioglobina e os seus derivados, ndo possuam a fluorescéncia que surge logo

apos a libertagado do Fe do grupo prostético (17).

A intensidade da fluorescéncia para determinadas porfirinas depende
de varios fatores: natureza do solvente, temperatura, pH do meio, concentragao
dos eletrdlitos. Todas as porfirinas em solugcdo aquosa apresentam menor

intensidade de fluorescéncia a pH préximo do ponto isoelétrico (11).

A excitagao de fluorescéncia das porfirinas e seus sais correspondem,
no respectivo comprimento de onda, a situacdo das bandas de absorg¢do, nas
regides visivel e ultravioleta, dos pigmentos tetrapirrélicos. Enquanto que o anel
porfirinico fechado apresenta um espectro de fluorescéncia de varias bandas, a

cadeia aberta fluoresce ou de um modo difuso ou com uma unica banda (17).
1.6- BIOSSINTESE DA PROTOPORFIRINA

A conversao do Coproporfirinogénio Il (CPG Ill) em protoporfirina IX
(PpIX) é uma operacédo complexa que exige a descarboxilagdo e oxidagao dos
grupos propibnicos, das posi¢coes 2 e 4, em grupos vinilicos, e a remogéo de 6
atomos de hidrogénio do protoporfirinogénio (PPG), para a produgcdo de
protoporfirina (25; 26).

A formacdo de PP, a partir do ALA a PBG, em preparagdes de
eritrocitos e hemolisados, requer a presenga de mitocdndrias, sem as quais pouca
ou nenhuma quantidade se obtém (27; 28). Este fato chamou a atengao para o
sistema enzimatico, tendo-se confirmado, posteriormente, a sua localizagdo nas
mitocdndrias (29; 30).
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Ndo esta bem estabelecido, contudo, quantas enzimas sao
responsaveis pela totalidade desta reagcdo (31), que necessitaria da presenca
exclusiva de oxigénio como facilitador dos ions hidrogénio, em todos os sistemas
em que tem sido estudada, com a exceg¢ao dos microbianos, que funcionam em

anerobiose (32).

Aparentemente, é responsavel uma unica enzima pelo mal esclarecido
mecanismo da descarboxilagado oxidativa dos grupos propiénicos (31), no decorrer
da qual podem aparecer um tetrapirrol tricarboxilico intermediario, com 1 grupo

vinilico e 3 propidnicos, que cedo evolui para PPG (25).

O catalisador desta reacao, a oxidase ou descarboxilase oxidativa do
CPG, é uma enzima mitocondrial especifica para o CPG Ill, sem qualquer
atividade sobre o tipo | (33). A sua agdo é mais elevada nos tecidos que renovam
com maior velocidade o heme, tais como o figado e a medula 6ssea (19). As

duvidas incidem sobre a oxidacao sequente do PPG em PP.

Esta reacdo pode ser esponténea, pode ser catalisada pela mesma
enzima da descarboxilagdo oxidativa ou ser mediada por uma segunda enzima. A
aceleracao daquela conversao em presenga de preparados mitocondriais sugere
que, na célula, a reagcao € regulada enzimaticamente (26). As observacoes
realizadas em microrganismos fazem pensar numa acgéo catalitica do ferro em
todo o processo reativo, o que ndo se confirmou nas plantas (1). Em culturas
celulares de Tetrahymena vorax demonstrou-se o envolvimento da Co-A nesta

reacao (34).
1.7- FORMACAO DO HEME

E conhecida a incorporacdo do ferro nas porfirinas, sem que haja
qualquer influéncia enzimatica, ndo obstante a rapidez e as quantidades de

quelatos produzidos estarem longe dos valores fisioldgicos (20).

Nos sistemas biolégicos, o ferro ndo se une aos porfirinogénios nao

obstante incorporar-se nas porfirinas parcialmente reduzidas, in vitro (35).
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A formacado do heme, a partir da protoporfirina e do ferro bivalente, é
catalisada, in vivo, por uma enzima, a sintetase ou quelatase do heme, situada
nas mitocondrias e demonstrada em multiplos tecidos e organismos (36). O
chumbo inibe a sua agéo, ao nivel dos grupos sulfidricos, o que explica em parte,
a acumulacdo da PP no saturnismo, enquanto a inosina e adenina tem a
capacidade de ativa-la. Ficou demonstrada que a auséncia de oxigénio favoreceria
a sua acdo (35). A protoporfirina ligada a uma proteina € incorporada mais
rapidamente no heme do que em sua forma livre (37). Por sua vez, a globina ativa

a reacao (38).

De qualquer modo, desconhece-se se o ferro é inserido num estagio

intermediario da reagao ou, o que parece mais evidente, no final.
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