Instituto de Quimica
Universidade Estadual de Campinas _ UNICAMP

Dissertacao de Mestrado

“EFICIENCIA FOTODINAMICA DAS
PROTOPORFIRINAS IX DE MAGNESIO E ZINCO”

Lilian Mussi

Orientador: Prof. Dr. Renato Atilio Jorge

Abril — 2003






BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Renato Atilio Jorge (Orientador)

Profa. Dra. Adelaide Faljoni Alario (IQ-USP-SP)

Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero (IQ-UNICAMP)

Este exemplar corresponde a redacdo final da
Dissertagdo de Mestrado defendida pela aluna LILIAN
MUSSI, aprovada pela Comissao Julgadora em 28 de
abril de 2003.

Prof. Dr. Renato Atilio Jorge

(Presidente da Banca)



"A garantia de nos tornarmos invenciveis esta em nossas proprias maos.

Tornar o inimigo vulneravel s6 depende dele préprio.”

Sun Tzu
A Arte da Guerra



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Renato Atilio Jorge, pela orientagdo, dedicagéo, paciéncia e amizade
durante todos esses anos de trabalho: Muito Obrigada!

Aos meus pais, Agenor e Elisabeta, a quem devo muito do que sou e muito do que
consegui: Ndo imagino minha vida sem vocés!

A Liliane, pela presencga contagiante: Ndo existe ninguém no mundo que acredite mais
em vocé do que eu!

Ao Jodo Marcos, pela presenga, paciéncia, carinho e amor: Vocé mora no meu
coracgéo...

Ao André Romero da Silva, que muito me ajudou nesse final de tese: Muitissimo
obrigado pela ajuda e amizade.

Aos Amigos que fiz durante os anos de trabalho no Laboratério B200-204: Agradego
por té-los conhecido.

A todos os Funcionarios do Instituto de Quimica que, de alguma maneira, colaboraram
com a realizacdo desse trabalho, em especial, a Claudia Martelli, pela paciéncia,
dedicacdo e amizade e ao Sr. Fontana pela alegria e pelos preciosos ensinamentos
de como ser um bom ser humano.

Ao Prof. Fernando Coelho pelo auxilio no inicio do trabalho.

A Dilmara Lopes Vicentim e Aline Cristina Prezedel do Hemocentro da UNICAMP,
pelas amostras de sangue doadas.

Ao Faep e CNPq, pelo auxilio financeiro no inicio do projeto.

A FAPESP, pelo auxilio financeiro na forma de reserva técnica e bolsa.



Lilian Mussi

SUMULA CURRICULAR

x  Formagdo Académica

Bacharel em Quimica e Bacharel em Quimica Tecnolégica
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP - Campinas — SP

Técnica em Quimica
Escola Técnica Estadual “Conselheiro Anténio Prado” — ETECAP -Campinas -SP

x  Prémios

2000 - Prémio Lavoisier
Concedido pelo Conselho Regional de Quimica IV Regidao ao melhor aluno do Instituto

de Quimica da Unicamp no periodo de 1997 a 2000.

% Projetos de Pesquisa

1997 — 1999 Iniciacao Cientifica
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP - Campinas — SP
Orientador: Prof. Dr. Renato Atilio Jorge - Instituto de Quimica - Depto Fisico-Quimica

Linha de Pesquisa: Interacdo de metais em plantas: estudo das causas e efeitos do
estresse de cations metalicos sobre graos.

o Estudo do papel da calmodulina como sitio primario da toxidez do aluminio em trigo.

e Estudo do efeito do AI**, Ga**, La**e de inibidores de canais de anions na indugao

de proteinas em um cultivar de trigo resistente ao aluminio.

e Estudo do papel de inibidores de canais de calcio no mecanismo de toxidez do

aluminio em milho.

Apoio: CNPq e FAPESP

vi



x  Participagées em Congressos

Mussi, L.; Jorge, R.A.; Photodynamic efficiency of Magnesium Protoporphyrin IX and Zinc
Protoporphyrin IX, Caxambu, MG, BRASIL, XXXI Reunido Anual da SBBq, Livro de
Resumos J2, v.1, 112, (2002).

Mussi, L.; Jorge, R.A.; Menossi, M., Aluminum and calcium channel blockers are not
altered in the organic acid exudation in maize, Caxambu, MG, BRASIL, XXIX Reunido
Anual da SBBq, Livro de Resumos E75, v.1, 75, (2000).

Mussi, L.; Menossi, M.; Ottoboni, L.M.M.; Arruda, P.; Jorge, R.A., Effect of trivalent
cations and anion channel antagonist in the protein profile of wheat roots, Caxambu, MG,
BRASIL, XVIII Reunido Anual da SBBq, Livro de Resumos E59, v.s/i, 59, (1999).

Mussi, L.; Jorge, R.A., Efeito de cations trivalentes e antagonista de canais de anions no
perfil de proteinas de raizes de trigo, Campinas, SP, BRASIL, VIl Congresso Interno de
Iniciacado Cientifica da Unicamp, Livro de Resumos, v.s/i, 65, (1999).

Mussi, L.; Menossi, M.; Ottoboni, L.M.M.; Arruda, P.; Jorge, R.A., Organic acids exudation
and the role of calmodulin in aluminum toxicity in wheat, Caxambu, MG, BRASIL, XXVII
Reunido Anual da SBBq, Livro de Resumos E-40, v.s/i, 36, (1998).

Mussi, L.; Jorge, R.A., Estudo do papel da calmodulina como sitio primario da toxidez do
aluminio em trigo, Campinas, SP, BRASIL, VI Congresso Interno de Iniciagdo Cientifica
da Unicamp, (1998).

Vi



RESUMO

Titulo: Eficiéncia fotodinamica das Protoporfirinas IX de Magnésio e Zinco

Autora: Lilian Mussi
Orientador: Prof. Dr. Renato Atilio Jorge

Palavras Chave: Terapia fotodinamica, protoporfirinas, cancer

A eficiéncia fotodinamica da protoporfirina IX (PplX) e de seus derivados de
magnésio (MgPplX) e zinco (ZnPplX) foram investigados através da comparacao da
velocidade de fotoxidacao de triptofano (Trp), albumina bovina (BSA) e hemacias.

As solugbes de biomoléculas foram irradiadas com uma lampada dde mercurio,
por um periodo maximo de 120 minutos, e a fotoxidacdo foi monitorada através de
medidas de fluorescéncia (Trp e BSA) ou absorbancia durante a formacao de
oxihemoglobina (hemacias).

A constante de velocidade de fotoxidagdo de Trp por PplX IX é 0.9 vezes menor
que a da ZnPplX e 3.4 vezes maior que a da MgPplX. A velocidade de fotoxidagao de
BSA pela PplIX é 0.8 vezes menor e 1.05 vezes maior (respectivamente, 6 minutos ou 48
minutos de irradiagdo) que a da ZnPpIX é 1.7 e 1.48 vezes maior (respectivamente, 6
minutos ou 48 minutos de irradiacdo) que a da MgPplX.

Solugdes de 0.5% (v/v) de hemacias foram irradiadas na presenga de 15 pmol. L™
de fotossensibilizador. Foi observado que as porcentagens de fotoxidagdo, apds 75
minutos de irradiacdo, das solugcdes de hemacias ndo submetidas a um periodo de pré-
incubagdo com sensibilizador foi 68%, 57% and 79% para PpIX, MgPplX e ZnPplX,
respectivamente. A porcentagem de hemolise das células vermelhas do sangue, apos 90
minutos de irradiacdo das solugcbes submetidas a um periodo de pré-incubagdo com
sensibilizador foi 97%, 84% e 100% para PplX, MgPplIX e ZnPplX, respectivamente.

Os resultados mostraram que a ZnPplX possui uma eficiéncia muito similar a da
PplX, tanto para a fotoxidagcdo de moléculas simples como o triptofano, quanto para
estruturas complexas como macromoléculas (BSA) e células (hemacias). A eficiéncia da
MgPpIX quando comparada a da PplX depende do tipo de substrato analisado. Os
resultados mostraram que, com o aumento da complexidade da estrutura do substrato
(triptofano, BSA e hemacias) ocorre uma diminuigdo da diferenga entre a eficiéncia
fotodinamica da MgPplIX e da PpIX.
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Além disso, verificou-se que o MgPplX €, dentre os trés fotossensibilizadores
estudados, o composto que mais esta susceptivel a fotodegradagao nas condicbes em
que foram realizados os estudos. Através da observagao do comportamento do MgPplIX
com relagdo a fotodegradagao verificou-se que existe a possibilidade de controlar a
velocidade de fotodegradagdo do sensibilizador de modo a manter a capacidade de
fotoxidagdo de biomoléculas enquanto for conveniente e depois degradar totalmente o
sensibilizador somente com o aumento da velocidade de fotobranqueamento.

Apesar da MgPplX apresentar uma menor eficiéncia no caso do aminoacido, deve-
se levar em consideragcdo que a aplicagao in vivo envolve estruturas complexas. Sendo
assim, tanto a ZnPplX quanto a MgPplX devem ser consideradas como agentes

potenciais para aplicagdo em PDT.



ABSTRACT

Title: Photodynamic Efficiency of Magnesium and Zinc Protoporphyrins IX
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The photodynamic efficiency of protoporphyrin IX (PplX) and its magnesium
(MgPpIX) and zinc (ZnPplX) derivatives were investigated by comparing the rate of
tryptophan (Trp), bovine albumin (BSA) and erythrocytes photoxidation.

The solutions of the biomolecules were irradiated with a mercury lamp, for a
maximum period of 120 minutes and their photoxidations were monitored in measuring the
fluorescence (Trp and BSA) or absorbance of oxyhemoglobin formation (erythrocytes).

The photoxidation rate constant of PplX is found to be 0.9 times lower than ZnPpIX
and 3.4 times greater than MgPplX. The BSA photoxidation rates of PpIX were found to be
0.8 times lower or 1.05 times greater than ZnPplX and 1.7 times or 1.48 times greater than
MgPplX after 6 or 48 minutes of irradiation, respectively.

Solutions of 0.5% (v/v) erythrocytes were irradiated in the presence of 15 pmol. L™
photosensitizers. It was observed that the percentages of erythrocytes photo-oxidation,
after 75 minutes of irradiation of the solution not submitted to a pre-incubation time with
the sensitiser, were 68%, 57% and 79% for PplX, MgPpIX and ZnPplX, respectively. The
percentages of red blood cell haemolysis, after 90 minutes of irradiation of the solution
submitted to a pre-incubation time were 97%, 84% and 100%, respectively.

These results show that ZnPplX has similar efficiency as PplX for the
photooxidation of simple molecules as Trp, as well as for complex structures of
macromolecules (BSA) and cells (red blood cells). The efficiency of MgPplX when
compared with PplX depends on the kind of substrate analyzed. The results show that the
increasing of the structure complexity decreases the difference between the MgPplX and
PpIX photodynamic efficiency.

In addition, it was verified that MgPplX is, among the three photosensitizers
studied, the most susceptible compound for photobleaching under the conditions studied.

Through MgPplX photobleaching behavior it was verified that it is possible to control the



velocity of sensitizer photobleaching and keep the photooxidation capacity of biomolecules
when it is convenient, and then, to degrade totally the photosensitizer by just increasing
the photobleaching rate.

Despite the fact that the MgPplX is less efficient for aminoacids, it must be
considered that in vivo application of photodynamic therapy involves complex structures.
Thus, ZnPplX and MgPplIX should be considered as potential agents for photodynamic
therapy.
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INTRODUCAO

1 INTRODUGAO

1.1 Historico

A luz tem sido utilizada no tratamento de doencas desde a antiguidade. No
entanto, somente na segunda metade do Século XX passou a ser aplicada de maneira
significativa na medicina. Uma dessas utilizagdes, Terapia Fotodinamica (PDT), € um
promissor tratamento para cancer uma vez que essa técnica consiste na administracao de
um composto fotossensivel seguida de sua ativagado pela luz, restringindo a agéo das
drogas a area afetada pela doenga. Em geral, os tratamentos contra o cancer tém como
alvo células que se multiplicam indiscriminadamente, formando um tumor, no entanto,
tratamentos convencionais como a radioterapia e a quimioterapia atingem também tecidos
sadios."?,

Os primeiros experimentos envolvendo morte celular através da utilizagdo de luz e
fotossensibilizadores foram relatados em 1900 por Oscar Raab. No mesmo ano foi
relatada a administracado parenteral de fotossensibilizadores em humanos para tratamento
de epilepsia, que acabou induzindo dermatites nas areas expostas ao sol. Essa
descoberta levou, em 1903, a primeira aplicacdo de fotossensibilizadores no tratamento
de cancer por Tappenier e Jesionek™>®.

No entanto, essa descoberta ficou praticamente “esquecida” até a década de 60,
quando Lipson e Baldes demonstraram que os fotossensibilizadores (mais precisamente,
os derivados de hematoporfirinas) poderiam ser utilizados na localizagao de tumores. Em
1975, Dougherty et al relataram o primeiro caso bem sucedido de cura de tumores em
animais utilizando-se PDT "0,

Em 1976, Kelly e Snell realizaram o primeiro estudo de aplicagcdo de PDT em
humanos e obtiveram resultados positivos ao tratarem cancer na bexiga com
hematoporfirina e luz branca. No mesmo ano, um grupo no Roswell Park Cancer Institute
iniciou os estudos clinicos de PDT em tumores cutdneos em estagios avangados cujos
resultados foram reportados em 1977 e 1978 "2,

Clinicamente, PDT tem sido utilizada no tratamento de cancer cervical, na bexiga,
pulmdes, estdbmago, boca, esdfago, érgaos reprodutivos e pele. Devido aos mecanismos

de agdo, que podem variar entre a morte direta das células do tumor e a oclusdo vascular,



INTRODUCAO

a previséo é de que a PDT podera ser bem efetiva, ndo somente na oncologia (tratamento
de cancer), mas também em oftalmologia (tratamento de degeneragcbes maculares), em
dermatologia (tratamento de psoriasis) € em imunologia (tratamento de doengas
autoimunes)"'*7°.

O processo de tratamento através da PDT inicia-se com a administracio sistémica
elou topica do fotossensibilizador, apés a qual sdo aguardas algumas horas (3 a 96
horas) para que o mesmo seja distribuido no corpo e que se obtenha a maxima
diferenciagao entre tecido normal e tecido afetado e irradia-se o tumor com luz visivel'’.

A regressdo de um tumor cutaneo tratado através de PDT envolve, geralmente, as
seguintes etapas: necrose massiva do tumor durante as 72 horas posteriores a exposi¢gao
a luz; formacdo de uma ferida na regido do tumor 3-4 dias apods a fototerapia,
desaparecimento da ferida e completa regresséo do tumor a um tumor nao palpavel em 7-
13 dias, seguida de cicatrizagdo da pele e crescimento dos pelos apds 3 semanas®.

Nao existem danos significantes relacionados com a terapia, principalmente depois
do desenvolvimento dos chamados fotossensibilizadores de segunda geragéo: os
resultados funcionais apés PDT frequentemente tém se mostrado superiores aos das

terapias convencionais'.

1.2 Mecanismos

A acgao fotodinamica pode ocorrer por dois possiveis mecanismos freqientemente
designados Tipo | e Tipo Il. O processo envolvido em ambos os mecanismos esta
resumido no diagrama de Jablonski (Figura 1)'""9%°,

O mecanismo da reagao depende do meio, do fotossensibilizador, do tempo de
meia vida do 'O, e da estabilidade dos radicais gerados. Em geral, baixas concentracdes
de oxigénio e estruturas moleculares facilmente oxidadas (fendis, aminas, etc.) ou
reduzidas (quinonas, etc.) facilitam reagbes do Tipo I. Além disso, os aminoacidos
cisteina, histidina, tirosina, triptofano e metionina também sao susceptiveis a fotoxidacao
via mecanismo | 2.

Acidos nucléicos, enzimas, membranas celulares, mitocondrias, lisossomos e
nucleos s&o os maiores alvos biolégicos dos radicais produzidos e do oxigénio singlete.
Eles sdo rapidamente atacados e provocam a liberagcdo de uma grande variedade de

produtos patologicamente reativos, como as prostaglandinas, os tromboxanos e os
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leucotrienos. A ativacado do sistema complementar e a infiltragcdo de células sanguineas
imunologicamente ativas na regido do tumor aumentam o efeito prejudicial desses

intermediarios iniciando a necrose do tumor?".
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Figura 1: Geragéo de estados excitados em fotossensibilizadores e espécies reativas de oxigénio.
A faixa de energia do estado singlete excitado do fotossensibilizador é referente a naftalocianina de
zinco tetrassulfonada (A=770 nm) e porfirina de zinco (A=470 nm), respectivamente. A faixa de
energia do estado triplete excitado do fotossensibilizador é referente a porfirina (Ar=798nm) e

ftalocianina de zinco (Ar=470 nm), respectivamente”‘zz.

Oxidacbes bioldgicas causadas por sensibilizadores acontecem através de
mecanismos fotoquimicos. Um fotossensibilizador no estado fundamental (P°) absorve
fétons de luz, é excitado passando para o estado singlete excitado (P') (Eq.1), do qual
fluoresce retornando ao estado fundamental (Eq.2). O fotossensibilizador excitado (P’)
inverte seu spin espontaneamente ao passar do estado singlete excitado, para o estado
triplete excitado (P?), através de cruzamento intersistemas (Eq.3). Uma vez formado, o P°
reage através de:®
1) decaimento radioativo para o estado fundamental com emissdo de
fosforescéncia (Eq.4); 2

2) reacdo anaerdbica com sensibilizador no estado fundamental (Eq.5); %

3) reagao anaerobica do Tipo | com substratos organicos com formagido de
radicais anibnicos ou estados catibnicos do sensibilizador e do substrato
(Eq.6); &

4) reagao do Tipo Il, com oxigénio molecular para formar oxigénio molecular

singlete ('0,) através de transferéncia de energia (Eq.7) ou radical superdxido

O."- através de transferéncia de elétrons (Eq. 8). *°
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P’+hv = P’ (1)
P' = P°+ hv (fluorescéncia) (2)
pi s po (3)
P2 = p’+ hv, (fosforescéncia) (4)
P> +p° =P + P~ (5)

PP°+S = P* + 8- (P-+ S™) (6)
PP+ 0, = "0, ("Ag) + P° (7)
P3+0, = O, + P (8)

H,0, + O, Feou C“O2 + OH™ + "OH (9)
P°+NADP* = P +NADP* (10)
P*- + H,0, = P° + OH™ + *OH (1)
P-+0, = P*+0,- (12)

0 '0, e outras espécies reativas de oxigénio (ROS) podem oxidar macromoléculas
biolégicas como proteinas, acidos nucléicos, carboidratos e acidos graxos polinsaturados
e promover a peroxidagéo de lipideos. No entanto o papel do O,"- no efeito fotodinadmico
nao é claro. O radical superoxido e o seu produto de dismutagao, H,O,, podem participar
do ciclo de Haber-Weiss e produzir radicais hidroxila (Eq.9), os quais contribuem para o
estresse oxidativo. Porfirinas podem sofrer redugcdo por NADP® durante oxidagbes
enzimaticas catalisadas por NADPH e formar um &nion radical de porfirina (Eq.10), que
pode substituir o radical superéxido em reagdes de Fenton (Eq.11) ou produzir O,*-

através da reducao de oxigénio molecular (Eq. 12).°

1.3 Critérios basicos para a eficiéncia de um fotossensibilizador.

A eficiéncia de um fotossensibilizador como agente terapéutico esta relacionada a

determinadas caracteristicas do composto.

1.3.1 Pureza

Substancias puras simplificam a interpretacéo da relacdo dose-resposta’’.
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1.3.2 Toxicidade e estabilidade

A substancia deve ter pouca ou nenhuma toxidez na auséncia de luz. E desejavel
que a molécula seja cinética e termodindmicamente estavel e que a sintese seja rapida,

conveniente e de alto rendimento”’.

1.3.3 Parametros fotofisicos

Para aplicagbes terapéuticas, os parametros mais importantes do
fotossensibilizador sdo o rendimento quantico (®+), o tempo de meia vida (tr1) € a energia
(E1) do estado triplete. A energia do estado triplete deve ser maior ou igual a 94 kJ.mol™,
para que a transferéncia de energia para o estado fundamental do oxigénio seja eficiente.
O tempo de vida do estado singlete de um fotossensibilizador €, em geral, menor que 1us
e o principal papel desse estado no mecanismo de fotossensibilizagdo é agir como um
precursor do estado triplete metaestavel. Para as reagdes do oxigénio singlete o principal

parametro é o rendimento quantico do mesmo (d,)""*.

1.3.4 Absorgao de luz

A absorgao e o espalhamento de luz pelos tecidos aumenta conforme diminui o
comprimento de onda ().

Os fotossensibilizadores mais eficientes possuem forte banda de absorgédo, com
um alto valor do coeficiente de extingdo, chamada banda Q, na regiao final do vermelho
do espectro visivel (640 - 700nm). No entanto, os valores de A ndo podem ser muito altos
por dois motivos: 1) a energia do estado triplete do fotossensibilizador deve ser maior que
94 kJmol" (1270nm) para que a transferéncia de energia do estado triplete do
sensibilizador para o estado fundamental do oxigénio seja possivel (Figura 1); 2) podera
ocorrer uma reducdo do potencial de oxidacdo do sensibilizador, tornando-o menos
estavel cineticamente e deixando o composto sujeito ao fotobranqueamento''’

Atualmente, uma grande gama de fontes coerentes e nao-coerentes de iluminagao
podem ser utilizadas na irradiagdo de fotossensibilizadores, as mais comuns sido os
lasers: lasers pulsados de argbdnio, vapor de metal eNd:YAG. No entanto, existem
também outros tipos de fontes como o filamento de tungsténio, arco de xendnio,
lampadas fluorescéntes, além daquelas que ainda estao sobre estudo como os LEDs e os

lasers de femtosegundo®.
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1.3.5 Hidrofilicidade e hidrofobicidade

O carater hidrofilico/hidrofébico de um fotossensibilizador influi diretamente no
estado de agregacdo do mesmo e também no seu transporte e incorporagdo pelas
células.

Fotossensibilizadores sdo compostos sélidos, no entanto, € necessario um meio
liquido para propésitos de inje¢do ou uma emulsdo para aplicagdo tépica. Moléculas
anfifilicas e polares podem ser dissolvidas em solventes polares, enquanto
sensibilizadores hidrofilicos tém sido administrados em lipossomas fosfolipidicas, cujo
transporte é feito com a ajuda de lipoproteinas do plasma, ou em emuls&o de base 6leo".

Muitas vezes opta-se por introduzir substituintes polares nas moléculas do
fotossensibilizador a fim de conferir certo grau de anfifilicidade e seletividade. Compostos
sulfonados, carboxilados, hidroxilados ou substituidos com sal de aménio quaternario séo
os mais estudados e diferentes interacbes tém sido observadas em nivel molecular,
celular e com tecidos do tumor. Tem sido observado que quanto mais hidrofébico o
fotossensibilizador, maior a sua incorporacao pelas células do tumor e melhor o efeito da
PDT ".

1.3.6 Estado de agregacao do fotossensibilizador

Ao serem introduzidas em um meio incompativel com seu carater
hidrofilico/hidrofébico, moléculas de fotossensibilizador tendem a sofrer agregacgéo,
através da formacgao de ligagdes entre as proprias moléculas do sensibilizador de maneira
a “criar uma protecdo contra o meio em que estido dispersas”, perdendo assim, parte de
seu efeito fotodindmico. A agregacao modifica as propriedades fotofisicas dos
fotossensibilizadores, diminuindo o tempo de meia vida do estado triplete e o rendimento
quantico do oxigénio singlete através da dissipagcdo de energia por conversao interna.
Sendo assim, sensibilizadores que facilmente se agregam quando em meio biolégico sédo
considerados os menos eficientes no tratamento de cancer por PDT %%,

A agregacao pode ser evitada através da adicao de baixas concentragdes de
solventes organicos, detergentes, proteinas do sangue ou a incorporagdo do
fotossensibilizador em micelas’ 2.

Sabe-se, através de ensaios in vitro, que a formacéo de dimeros e polimeros € um
processo rapido e comum em fases aquosas. Entdo, para analisar-se a amplitude da
agregagdo costuma-se determinar a constante de dimerizagdo de um

sensibilizador '3,
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1.3.7 Transporte e incorporagao do fotossensibilizador pelas células.

In vivo, o transporte de sensibilizadores até os tecidos atingidos pelo tumor é feito
através de proteinas do sangue. A albumina é a principal proteina do sangue, encontrada
em uma concentracdo de aproximadamente 0,6 mmol.L™", em cujas fungées inclui-se o
transporte de varios metabdlitos (ex.: bilirrubina, tetrapirroles, acidos graxos, triptofano,
pequenos cations, etc.) e moléculas exdgenas (ex.: drogas, aditivos de alimentos, etc.) no
sistema circulatério'** °,

As lipoproteinas sdo as responsaveis pela internalizacdo do fotossensibilizador
nas células do tumor. Células cancerosas possuem uma elevada concentragdo de
receptores (lipoproteinas de baixa concentragdo) na membrana citoplasmatica. A
associagao de um fotossensibilizador com a albumina e com a lipoproteina depende do

carater hidrofilico/hidrofébico do composto™.

1.4 Como determinar a eficiéncia de um fotossensibilizador

A fotoxidagdo de aminoacidos é o método mais comum de determinacdo da
eficiéncia fotodinamica de um composto. E dentre esses métodos, a analise da supressao
da fluorescéncia do ftriptofano devido a fotoxidagdo causada pela excitagdo do
sensibilizador € o mais difundido. A eficacia do fotossensibilizador, (medida em geral
através da constante de velocidade de fotoxidagdo de triptofano), como ja foi citado
anteriormente (item 1.3) depende de fatores como tipo de mecanismo fotodindmico,
rendimento quantico do oxigénio singlete, coeficiente de extingdo do fotossensibilizador
utilizado, hidrofobicidade, carga, estado de agregagéo, meio utilizado para dissolugéo,
etc. 17,20,21_

Nao s6 o estudo da fotoxidagdo de aminoacidos livres como também estudos da
fotoxidacdo de proteinas e, portanto, dos aminoacidos componentes dessas
macromoléculas (principalmente o triptofano) servem como parametro para a analise da
eficiéncia de um fotossensibilizador. Uma das proteinas mais estudadas é a albumina, a
mais abundante proteina do sangue, cuja capacidade de se associar a diferentes
compostos justifica a sua fungao de transportadora de substancias.

A albumina, como carregador de mudltiplos ligantes, interage com substancias
naturais e artificiais através de diferentes sitios de ligacdo de maneira independente e

cooperativa ou competitiva € ndo competitiva. Essa capacidade de ligagdo da albumina
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esta relacionada com sua estrutura flexivel que permite a ligagdo de uma Unica ou de
varias drogas ao mesmo tempo®*%.

As albuminas do sangue contém dois sitios primarios de ligagao localizados nos
subdominios IIA e IlIA da proteina. Nesses subdominios existem cavidades compostas,
de um lado, por uma superficie hidrofébica e de outro, por uma superficie carregada
positivamente, o que esta diretamente relacionado a capacidade dessa proteina de
permitir a ligagdo indiscriminada de diversos tipos de compostos. Em geral, utiliza-se
albumina humana (HSA) ou albumina bovina (BSA) nos experimentos para avaliagdo da
eficiéncia, no entanto, existem algumas diferengas entre os residuos de aminoacidos do
sitio de ligagdo do subdominio IIA da HSA e da BSA, enquanto os aminoacidos e as
ligacbes quimicas do sitio de ligagdo do subdominio IlIA sdo praticamente as mesmas.
Além disso, a HSA contém somente um residuo de Trp situado na posicdo 214, no
subdominio IlA, enquanto a BSA, além do Trp-214, possui um outro residuo de Trp na
posicao 135 do subdominio 1B*+*’

Alguns estudos tém mostrado que o processo de ligagdo de sensibilizadores a
albumina é acompanhado por mudangas em seus parametros fotofisicos, tais como o
tempo de meia vida do estado triplete. Outros estudos indicam que a PDT pode gerar
espécies radicalares de tempo de meia vida curto ou espécies no estado excitado que
podem danificar a proteina carregadora do fotossensibilizador através de modificagcbées na
composicdo de aminoacidos, denaturagao, fragmentacao, ligagbes cruzadas e perda da
funcao original®.

Além do triptofano e da albumina, as células vermelhas do sangue tém sido muito
utilizadas como modelo para estudos fototéxicos in vitro e assim prever os efeitos in vivo
dos fotossensibilizadores. A falta de capacidade de predizer o comportamento
farmacocinético, o metabolismo e a variagdo de composi¢ao das diferentes células €, de
certa forma, compensada pela velocidade, facilidade e baixo custo dos ensaios com
hemacias, uma vez que célula nenhuma conseguiria reproduzir fielmente in vitro o que
acontece in vivo. As hemacias sdo, em geral, utilizadas na investigagao de mecanismos
de fototoxicidade incluindo estudos oxigénio-dependentes e investigagao do efeito de

“trapeadores” de radicais *.
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1.5 Os fotossensibilizadores

Os compostos mais usados em Terapia Fotodinamica sao as porfinas (Figura 2). A
porfina é o esqueleto basico para a construgcdo de uma ampla variedade de porfirinas,
clorinas, ftalocianinas, etc. A molécula de porfirina e seus derivados quimicos sao
largamente encontrados nos seres vivos: sdo as unidades centrais em moléculas como a
clorofila, hemoglobina e a vitamina B12. As porfirinas de origem animal sao
completamente substituidas nas posi¢des de 1-8 e diferem uma das outras pela natureza

de suas substituicdes (Figura 2)**4°.

2 a 3
1 4
5 B
8 5
7 Y 6

Figura 2: Estrutura da Porfina

O fotossensibilizador mais utilizado atualmente em PDT é o Photofrin® (nome
comercial do éter/éster de dihematoporfirina), uma mistura complexa de porfirinas
derivadas da hematoporfirina com maximo de absor¢do em A= 630nm™"">'.

Apesar de ser um fotossensibilizador efetivo no tratamento de vérios tipos de
cancer, o Photofrin® apresenta algumas desvantagens como a fotossensibilidade
prolongada da pele (4-6 semanas) e uma fraca absor¢cdo na regido do vermelho. Para
sanar esses inconvenientes, novos fotossensibilizadores estdo sendo desenvolvidos.
Esses novos produtos sdo quimicamente puros, a fotossensibilidade da pele é pequena e
absorvem luz em comprimentos de onda proximos a 650 nm ou maior e com
£>10° mol.L'em™ 171341,

Dentre esses novos fotossensibilizadores podemos citar os estudos feitos com
sensibilizadores de segunda geragcdo, como por exemplo, as clorinas: derivados de
benzoporfirina mono acido (BPD) de Aapsorcae= 690 nm de reduzido periodo de
fotossensibilidade da pele (3-5 dias), mono-l-aspartil clorina e6 (NPe6) de Aapsorgao= 654
nm, cuja utilizagdo em PDT tem sido bem efetiva tanto in vitro quanto in vivo. Esse
composto se liga a proteinas do sangue, principalmente albumina, e lipoproteinas de alta

densidade’"*?.
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Uma das mais promissoras clorinas € o m-tetrahidroxifenil clorina (mTHPC,
Foscan®), um composto puro com alta absorcdo em 652 nm, ¢ = 22000 mol.L™".cm™ e alta
seletividade por tumores, além de alta velocidade de fotobranqueamento o que reduz os
riscos de danos a pele """,

Outra clorina, cuja eficiéncia in vivo ja esta sendo estudada, é a 2,3-dihidro-5,15-
di(3,5-dihidroxifenil)porfirina, a SIM01. Essa difenilclorina, de forte absorgdo em 647 nm,
apresentou uma alta eficiéncia fotossensibilizante e uma rapida eliminacdo pelo tecido
quando incorparada em lipossomas de dimiristoil fosfatidilcolina e aplicadas em ratos
portadores de adenocarcinoma humano®.

Estudos recentes chamam a atengdo para benzoclorina iminio de cobre, um
fotossensibilizador catidnico muito seletivo, de Aapsorcso= 755 nm e cujo modo de agdo
permanece sem elucidagéo "".

Sensibilizadores de terceira geragao ja comegaram a ser estudado também, como
€ o caso das porfirinas dendrimer, que combinam efeito fotossensibilizante de alta
seletividade e reduzida toxicidade sistémica**.

Em tratamento de tumores com Terapia Fotodindmica a hematoporfirina,
considerada um fotossensibilizador externo, pode ser substituida por uma porfirina
endégena: a Protoporfirina IX (Figura 3). A protoporfirina IX é substituida por grupos
metila, vinila e -(CH;)2COOH. A nomenclatura oficial para a protoporfirina IX é acido

1,3,5,8-tetrametil-2,4-divinilporfina-6, 7-dipropiénico*>¢.

7 8 6
CH=—CH, CH;
4

6
CH,

8 8
9H2C|;H2 gHzcl:HZ
COOH gOOH
Figura 3: Protoporfirina IX.

A Protoporfirina IX (PplX) é induzida endogenamente por acido 8-aminolevulinico
(6-Ala ou simplesmente ALA) e pode ser usada para destruir fotodinamicamente células

tumorosas. A geracéo de PplX é observada na mitocdndria, seguida pela relocalizagdo no
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citoplasma e na membrana nuclear. A principio ALA induz a acumulagao de PpIX em
tecidos superficiais: epiderme e mucosas conjuntiva, oral, respiratéria, vaginal e retal*>*’.
O ALA ¢ o iniciador da biossintese do grupo heme do sangue. Essa biossintese &
controlada por um mecanismo de feedback baseado na regulagem da produgéo de acido
d-aminolevulinico pela concentragdo de grupo heme (Figura 4). No entanto, se o ALA é
artificialmente adicionado ao sistema, as enzimas responsaveis pelos sucessivos estagios
da sintese séo ativadas e durante a etapa de sintese do grupo heme a protoporfirina &

gerada'’.

ALA Sintase
NH2CH2CO2H + CoASCOCH2CH2CO2H———— NH2CH2COCH2CH2CO2H

(Acido d-Aminolevulinico)

Controle
de Feedback

Protohemina ALA Desidratase

T Ferroquelatase

R Ry
Protoporfirina /z_g

NH,CH, N
Protoporfirinogeno H
oxidase (Fosfobilinogeno)
/ Fosfobilinogeno Aminase
R4 R, R Ry R4 Ry Ry Ro
/\ )\ /\ /\
HOCH; N N N N
H H H H
Ry Ry
Coproporfirinogeno Cosintetase
oxidase
R
R2 R2 1
Ro R Ro
R1 R1
R> Ry Uroporfirinogeno R Ro

descarboxilase
(Uroporfirinogeno Il1)

(Coproporfirinogeno IIl)

+ Uroporfirinogeno | sobre

-6 H condi¢des extremas
-6 H
Coproporfirina Uroporfirina

Onde R1: 'CHZCOZH e R2: - CH20H2C02H

Figura 4: Biossintese do grupo Heme e formagéo da Protoporfirina I1X"".
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Atualmente a utilizagdo de ALA como pro-droga (substancia administrada no
paciente que, através de reagdes quimicas in vivo gera a droga (o metabdlito)
responsavel pelo efeito clinico*®) esta sendo bastante estudada devido as facilidades que
esse apresenta, principalmente para aplicagdes dermatoldgicas. Seu uso em queratoses
actinicas multiplas ja é autorizado pelo FDA nos Estados Unidos desde dezembro de
1999. Além disso, ja esta em fase de triagem (I e Il) em tratamentos de psoriase,
carcinoma de células basais e doenga de Bowen. O uso de ALA (e consequentemente, a
geragao de PplX) é considerado um valioso tratamento para cancer de pele nao
melanémico, bem como para cancer em condigbes hiperproliferativas e hipervasculares.
Existem inumeros estudos relatando a aplicagao de ALA no tratamento de verrugas virais,
acne e linfoma de células T cutaneas, além de aplicagdes em outras doencgas de pele
(eritoplasia de Queyrat, hisurtismo, escleroderma, doenca de Paget, etc.). O estudo da
aplicacdo de ALA também abrange PDT em gliomas humanos, sarcoma de Lewis,
cistoadenocarcinomas no ovario, tumores na bexiga, gastroentereologia (Esofago de
Barrett), neoplasia, intraepitelia cervical e sinovitis, fotorejuvelecimento, fotodiagnose, etc.
No entanto, devido ao curto periodo de estudo (cerca de 10 anos), ndo existe nenhum
resultado conclusivo sobre o efeito a longo prazo do excesso de ALA e dos derivados
gerados durante o processo de sintese do grupo heme. Entretanto sabe-se que os efeitos
colaterais em pacientes tratados com protoporfirina IX sdo reduzidos quando comparados
com o tratamento com sensibilizadores exdgenos devido a rapida degradagdo da
PplX em tecidos normais, levando a um curto periodo de sensibilizacao
da pele45' 4767
Em contraste com os inumeros dados clinicos existentes sobre ALA e PplX e da
preocupacgao crescente de analisar os efeitos dos derivados produzidos a partir do ALA
durante a biossintese do grupo heme, existe, até o0 momento, somente um estudo sobre a
aplicagado de protoporfirina 1X exégena em culturas de células tumorais, alguns estudos
sobre a aplicagado de derivados do ALA (ALA éster de hexila ou éster de metila) para
avaliagado de distribuicdo da pro-droga e produgéo de PplX, sintese e avaliagdo de PplIX
éster de metila, etc. No entanto, ndo hé relatos sobre a fototoxicidade da molécula se esta

estiver complexada a um metal(Figura 5)%%7°.
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CH=CH, CH3
HaG CH=CH:.
HsC CH3
[CH2]2 [CH2l2
CO.H CO,H

Figura 5: Metaloprotoporfirina IX. Nesse projeto M pode ser zinco ou magnésio.

Uma revisdo feita por Labbé et al’

apresenta um levantamento sobre a
protoporfirina IX de zinco, um metabdlito natural formado durante a biossintese do grupo
heme quando ha insuficiéncia de ions ferro. Nessa revisao a porfirina de zinco é citada
como sendo uma ferramenta de avaliagdo da nutricdo e metabolismo de ferro e um
indicativo das condigcdes da medula 6éssea com reagdo ao estoque de ferro. Além disso,
ha indicios de que a ZnPplX esta relacionada a regulagao do catabolismo do grupo heme,
a produgdo de mondxido de carbono e de éxido nitrico. E citado também que a ZnPplX
pode ter alguma aplicagdo terapéutica no controle da formagéo de bilirrubina em recém-
nascidos e servir como medida preventiva para hiperbilirrubinemia. Entretanto ndo ha
mencao da utilizacdo da metaloprotoporfirina em Terapia Fotodinamica’.

Um outro exemplo de uso da ZnPplX esta relatado em um estudo feito por Zhao

et al”®

que analisou a capacidade da ZnPplX, da protoporfirina e do zinco em reduzir
isquemia cerebral focal em ratos no qual chegaram a conclusdo de que todos esses
compostos contribuiam para a protecéo do cérebro contra a isquemia’™.

Também para a protoporfirina de magnésio ndo existem estudos relacionados a
PDT. A maioria dos estudos analisa as enzimas envolvidas com esse composto
(quelatases, transferases).

Karger et al "

estudaram as subunidades H da enzima protoporfirina de magnésio
quelatase de Synechocystis e Rhodobacter visando analisar a formagédo dos diferentes
anéis pirrolicos necessarios a esses organismos. A protoporfirina de magnésio quelatase
foi escolhida para estudo, pois catalisa o primeiro passo na sintese de (bacterio)clorofilas:
a insergdo de um ion magnésio em um anel de protoporfirina IX. Foram analisados
parametros relacionados a formacido de porfirina utilizando-se deuteroporfirina como

substrato para a enzima.”®
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Além de estar relacionada a sintese de anéis pirrélicos em bactérias, a enzima
protoporfirina de magnésio quelatase também ¢é parte integrante da sintese de clorofila

I7 7

em plantas e por isso € muito estudada. Enquanto Papenbrock et al’’ investigaram a

contribuicdo regulatéria da enzima no fluxo de metabdlitos em plantas de tabaco

transgénicas, Petersen et al 8"

analisaram a distribuicido de ATPase e a troca entre ATP
e ADP fosfatase nas subunidades da protoporfirina de magnésio quelatase de Chlorobium
vibrioforme e Synechocystis PCC6803 e a estrutura e organizagdo de uma regiao do
genoma da bactéria Chlorobium vibrioforme que continha os genes de codificacdo da
proteina’”’®.

Popperl et al’® analisaram precursores da clorofila em plantas de tabaco e cevada
que cresceram em regime de luz/escuridao e determinaram niveis flutuantes de MgPpIX e

seu monometil éster relacionando essa flutuagado a mudangas dependentes de luz®.
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2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

A constante procura por compostos que apresentem o6timo efeito terapéutico e
minimo efeito colateral além da possibilidade de utilizagdo da terapia fotodinamica nao sé
no tratamento de cancer, mas também em outras areas da medicina faz como que o
estudo de novos fotossensibilizadores seja de grande importancia.

Desse modo, o objetivo desse projeto é analisar a eficiéncia in vitro do derivados
metalicos da Protoporfirina IX: a Protoporfirina IX de Magnésio e a Protoporfirina 1X de
Zinco comparando-as a eficiéncia da propria PplX de modo a avaliar a possibilidade futura
da utilizacao desses derivados como fotossensibilizadores em PDT.

Primeiramente é necessario avaliar as caracteristicas do fotossensibilizador (estado
de agregacao e fotobranqueamento do sensibilizador) nas condigdes de analise.
Determinadas essas caracteristicas, o estudo da eficiéncia dos fotossensibilizadores é
feito in vitro através da analise da fotoxidagdo de biomoléculas (aminoacido triptofano e
proteina albumina bovina ) e hemdlise de células do sangue (modelo celular).

A andlise dos dados obtidos através dos ensaios propostos permitira avaliar a
capacidade fotodinamica da MgPplX e da ZnPplX frente a eficiéncia da PplX.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Equipamentos

A Protoporfirina IX (sal dissddico), a Protoporfirina IX de Magnésio (sal dissddico) e
a Protoporfirina 1X de Zinco foram obtidos da empresa Porphyrin Products, Inc.

Os surfactantes Triton X-100 e Tween —-20 juntamente com o aminoacido L-
Triptofano e o reagente Fosfato de Sédio Monobasico sdo da empresa Sigma. Os demais
reagentes utilizados foram de grau analitico. As solugbes foram preparadas com agua
deionizada.

O sangue utilizado para o ensaio de hemdlise foi gentiimente cedido pelo
Hemocentro do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Os equipamentos utilizados estéo listados a seguir:

e Balancga Analitica Mettler AE200
e Microbalanga Perkin EImer AD-6 Autobalance
e Espectrofluorimetro:
PTI® LS-100™ -Luminescence System LS-100™
SLM Aminco® SPF-500TM- Spectrofluorometer with Nozone
ISS Spectrophotometer
o Espectrofotdmetro
Hewlett Packard 8452A - Diode Array
Agilent 8453 - Diode Array
e Lampadas de Irradiagéo:
Lampada Tubular de Halogénio R75 500W da Sylvania
- La&mpada de Mercurio HPLN 80 W da Phillips
e Banho Termocontrolador B. Braun Melsungen 851253
e Ultrassom ULTRAsonik da Ney Tech
e Centrifugas:
NT-811 da Nova Técnica
Revan Centrifuga 14000D da Revan Instrumentos Cientificos
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A Figura 6 mostra a aparelhagem utilizada durante os ensaios que envolviam

irradiacédo de solugdes.

SRS et i\l

Figura 6: Sistema montado durante os ensaios que envolviam irradiagdo de solugdes.

3.2 DETERMINAGAO DAS CARACTERISTICAS FOTOFISICAS DAS
PROTOPORFIRINAS

3.2.1 Determinagdo dos comprimentos de onda de excitagdo de emissdo do
fotossensibilizador.

O comprimento de onda de excitacdo de uma solugdo 15 umol.L”" de cada
fotossensibilizador em Tampao Fosfato pH 7,2 contendo 1,0% (v/v) de Tween 20 foi
obtido através do espectro de absorg¢do na regido do UV-Visivel. Os comprimentos de
onda de emissdo dos fotossensibilizadores foram obtidos no Espectrofluorimetro PTI
através da excitacdo da molécula no comprimento de onda de maxima absorcao

previamente determinado através do espectro de absor¢cédo de cada fotossensibilizador.

3.2.2 Otimizagdo das condig¢ées de fotoxidagao.

Utilizou-se o fotossensibilizador MgPplX para a realizagdo dos testes de

otimizagdo do meio e da lampada. Para isso foram realizados os seguintes experimentos:
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3.2.21 Escolha do solvente e estudo do estado de agregagcao do

fotossensibilizador.

3.2.2.1.1 Influéncia de surfactantes no estado de agregacéao do fotossensibilizador.

Sabe-se que porfirinas podem existir nas formas monomérica ou agregada quando
em solucdo aquosa. Sabe-se também que a adigdo de surfactantes ao meio causa a
monomerizagdo da porfirina via incorporagdo dentro das micelas. Essa incorporacgao,
consequentemente, provoca um aumento da absortividade molar da banda de Soret,
desse modo, é possivel verificar a influéncia da concentragdo de surfactante no estado de
agregacgao da porfirina através do acompanhamento da variagdo da absorbancia ou da
intensidade de fluorescéncia do fotossensibilizador com a variacdo da porcentagem de
tensoativo presente. Nessa analise optou-se por acompanhar a variacdo da fluorescéncia
do composto®'.

Para otimizacdo da concentragdo de surfactante presente em tampao fosfato,
fixou-se a concentragdo de MgPplX em 15 pmol.L™" e variou-se a porcentagem de
Tween 20 em Tampéo Fosfato pH 7,2 (0,0 a 1,0%).

A excitacdo do MgPplX foi feita no comprimento de onda de 422 nm (banda de
Soret). A emissao foi verificada em uma faixa de comprimento de onda de 575 a 730 nm.
Utilizaram-se fendas de excitacdo e de emissdo de 4 nm. Para essa analise foi utilizada

uma cubeta de quartzo triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm.

3.2.2.1.2 Otimizacdo do meio: Tampao / Surfactante.

Durante a otimizagao das condi¢des para realizacdo da fotoxidagao de triptofano
verificou-se que o meio estava interferindo diretamente na analise. Desse modo, foi
necessario verificar se a emissdo dos solventes Tampao Fosfato pH 7,2 /
TX-100 1,0% (v/v) e Tampao Fosfato pH 7,2 / Tween 20 2,0% (v/v) estava ligada a essa
interferéncia. Foram obtidos espectros de absorgéo na regido de 190 a 820 nm de forma a
verificar o comprimento de onda de maior absorbancia do conjunto tampao/surfactante.

Como tanto o Triton X-100, quanto o Tween 20 apresentaram A exgitagso MUitO
proximo do A exitagao dO triptofano (Figura 7), foi necessario verificar se a emissdo de
ambos era significativa o suficiente para interferir na emisséo do triptofano. Desse modo,

os meios foram excitados nos comprimentos de onda pré-determinados pelos espectros
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de absorcgéo correspondentes e a fluorescéncia foi medida numa faixa de comprimento de
onda de 305 a 750 nm. Para essas analises foi utilizada uma cubeta de quartzo triangular

de lados iguais a 1,4x1x1 cm. As fendas de excitagdo e de emissdo foram mantidas em

25 25 2

2.0 AZQO nm 20{ 288nm 204 — Tween 20
© | Triton X-100
S | ‘ Triptofano el ©
e 159 ‘\ LC) 15 8 1.5
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Figura 7:Espectros de absorgéo na regidao do UV-Vis do (A) Triptofano em Tampéao Fosfato
pH 7,2/T20 1,0% (v/v) (B) Triton X-100 1,0% (v/v) em Tampéao Fosfato pH 7,2
e (C) Tween 20 1,0% (v/v) em Tampao Fosfato pH 7,2.

3.2.2.2 Otimizagao da lampada de irradiagao

Iniciaram-se os experimentos de irradiagédo utilizando uma Iampada de halogénio.
Essa escolha foi feita apds observar-se o espectro de emissédo da lampada (Figura 8), que
comprovou a emissdo da mesma na faixa de comprimento de onda de interesse para

excitacado do fotossensibilizador, isto €, de 400nm a 600 nm.
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Figura 8: Espectro de emisséo da lampada de halogénio.
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No entanto, durante a otimizagao da fotoxidagdo do triptofano, feita através da

irradiagdo de uma solugdo contendo até 300 pmol.L™" de triptofano e 15 pmol.L™" de
MgPpIX em Tampéao Fosfato pH 7,2 / Triton X-100 1,0% (v/v) ou Tween 20 1,0% (v/v),

também se observou que a vida util do fotossensibilizador era muito curta (cerca de 20

minutos) quando se utilizava uma lampada de halogénio de 500 W para irradiar o conjunto

solvente / MgPplIX / Triptofano.

Optou-se, entdo por substituir a lampada de halogénio por uma lampada de

mercurio de 80 W. A lampada de Hg emite somente em determinados comprimentos de

onda. Além disso, € possivel minimizar a quantidade de luz que chega até a amostra

através do uso de filtros.
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Figura 9: (A) Espectro de emissdo da lampada de mercurio e Espectro de emissao da lampada de

mercurio sobreposto ao espectro de absorg¢éo de solugdes contendo 15 umoI.L'1 de (B) PpIX
(C) MgPpIX e (D) ZnPplX em Tampé&o Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v).
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No caso de MgPplX, os comprimentos de onda de excitagao de interesse sido 422,
550 e 592 nm. Para a ZnPplX, 422, 548 e 588 nm e para PplX, 408, 505, 541, 577 e 631
nm. Desse modo, filtrou-se a emissao de luz na regido do Infravermelho da lampada com
agua contida em um aparato acoplado a prépria lampada. Os comprimentos de onda
abaixo de 370 e acima de 600 nm foram bloqueados utilizando-se um filtro de cor azul. A
cubeta de irradiacdo foi mantida a 5 cm da saida da luz. Um espectro de emissédo da
lampada contendo o filtro azul (Figura 9A) foi obtido no Espectrofluorimetro Aminco
através do acoplamento de uma fibra Optica a saida de luz da lampada. Utilizou-se fenda

de emissao de 0,25 nm e voltagem da fotomultiplicadora igual a 700 HVA.

3.2.3 Estudo do estado de agregagao do fotossensibilizador

3.2.3.1 Determinacao da Constante de Dimerizacao.

O calculo da constante de dimerizagao foi baseado nos trabalhos de Margalit et al.
Para o calculo da constante de dimerizagao algumas consideragdes devem ser feitas: 1) a
baixas concentragbes de fotossensibilizador, a dimerizagdo é o processo de agregacgao
dominante, podendo ser negligenciada a fracdo de agregados de ordem maior que
dimeros. 2) Somente os monémeros fluorescem®'*,
Dessa forma, podemos representar o processo >':

2M-L—dD; Ka = [D] / [M]? (13)

[T]=[M]+2][D] (14)
onde: [M] é a concentragdo do monémero
[D] é a concentragéo do dimero
[T] = concentracao analitica do fotossensibilizador
kq € a constante de equilibrio

Substituindo-se (14) em (13):

[T]/M=2Kq[M]+1 (15)
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Como a intensidade de fluorescéncia (Ir) € proporcional a concentracdo de
mondmeros em solugao [M], isto é:
lr=a[M] (16)
Podemos substituir [M] em (3):
[T1/lr=2ksa?lg+a”  (17)

Construindo um grafico de [ T ]/ I contra Iz tem-se um grafico linear e o valor de
Kqpode ser obtido da inclinagao e do intercepto da reta.

A dimerizacdo foi avaliada utilizando-se solugdes das Protoporfirinas em
Tampao Fosfato/ Tween 20 1,0% (v/v) numa faixa de concentraggo entre 5 a 100 pmol. L
de MgPplX, 0,5a 1,7 umol. L™ de PpIX e 2 a 3,7 umol. L™ de ZnPplX.

As porfirinas foram excitadas nos comprimentos de onda da banda de Soret:
422 nm para MgPplIX e ZnPplX e 408 nm para PplX. Esses comprimentos de onda foram
previamente determinados como sendo o comprimento de onda de maxima absorcao do
composto. A fluorescéncia no comprimento de onda de maxima emissao (650 nm para
MgPplIX, 645 nm para ZnPplX, e 636 nm para PplX) foi utilizada para a obtencdo da
constante.

Como correu um contratempo durante as analises (quebra do fluorimetro utilizado)
a determinacido da constante de dimerizagdo do MgPpIX n&o foi realizada no mesmo
equipamento que a determinagdo das constantes de dimerizagdo da PplX e da ZnPplX.

Sendo assim algumas condic¢des tiveram que ser otimizadas (Tabela 1):

Tabela 1: Condigbes de andlise para determinagdo da constante de dimerizagdo das

Protoporfirinas.
Espetrofluorimetro Utilizado Fendas (Emissao e Excitagao)
PplX e ZnPpIX ISS Spectrophotometer 8 nm
MgPpIX PTI® LS-100™ - 4 nm

A faixa de concentracdo de fotossensibilizador segura para trabalho, isto é, a
concentragdo onde nao esta ocorrendo dimerizacdo do composto também foi
determinada. Para isso, variou-se a concentracdo da protoporfirina e mediu-se a
intensidade de fluorescéncia do composto. A analise foi feita utilizando-se solugbes de
MgPplX, PpIX e ZnPplX em Tampéo Fosfato pH 7,2/ Tween 20 1,0% (v/v) numa faixa de

concentragdo que variou de 5 a 100 umol. L de fotossensibilizador. Foi utilizada de
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cubeta de quartzo triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm para a analise de todos os

sensibilizadores.

3.2.4 Constante de velocidade de fotodegradacgao.

A fotodegradagdo de cada protoporfirina foi analisada através da medida da
intensidade de fluorescéncia de solugdes irradiadas de fotossensibilizador 15 pmol.L”" em
Tampéao Fosfato pH 7,2/ Tween 20 1,0% (v/v). As excitagbes das porfirinas foram feitas no
comprimento de onda da banda de Soret: 422 nm para ZnPpIX e MgPplIX e 408 nm para
PpIX. A emissdo medida no comprimento de onda de maxima emissao (645 nm para
ZnPplX, 650 nm para MgPpIX e 636 nm para PplX) foi utilizada para a obtengdo da
constante. Utilizaram-se fendas de excitacdo e de emissao de 4 nm. Para essas analises
foi utilizada uma cubeta de quartzo triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm. A irradiagao
foi feita com lampada de mercurio por periodos de 6 minutos, durante 54 minutos. As

analises foram feitas em duplicata.

3.3 EFICIENCIA DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

3.3.1 Fotoxidagado de Biomoléculas.

Os ensaios de fotoxidagcao de biomoléculas foram baseados no trabalho de Ball et

al ™, com pequenas modificagdes, conforme explicitado abaixo.

3.3.1.1 Triptofano (Trp):

Amostras contendo 200 pmol.L™" de Trp e 15 umol.L™" de fotossensibilizador em
Tampéo Fosfato pH 7,2/ Tween 0,2; 0,4 e 1,0% (v/v), foram irradiadas com lampada de
Hg. A irradiacdo foi feita por periodos de 6 minutos durante 54 minutos.

Utilizou-se o Espectrofluorimetro PTI® para essa analise. A excitagdo do Trp foi
feita no comprimento de onda de 285 nm. A emissao em 350 nm foi verificada. Utilizaram-
se fendas de excitacdo e de emissao de 4 nm. Para essa analise foi utilizada uma cubeta
de quartzo triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm. As constantes de velocidade de

fotoxidacao do Trp foram obtidas para cada sensibilizador.
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3.3.1.2 Albumina Bovina (BSA):

Amostras contendo 90 pmol.L™" de BSA e 15 pumol.L™" de fotossensibilizador em
Tampao Fosfato pH 7,2 / Tween 1,0% (v/v), foram irradiadas com lampada de Hg. A
irradiacao foi feita por periodos de 6 minutos durante 54 minutos.

Utilizou-se o Espectrofluorimetro PTI® para essa analise. A excitagdo da BSA foi
feita no comprimento de onda de 295 nm. A emissao em 330 nm foi verificada. Utilizaram-
se fendas de excitagdo e de emissdo de 3 nm. Para essa analise foi utilizada uma cubeta

de quartzo triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm.

3.3.2 Hemodlise de células vermelhas do sangue.

O sangue utilizado foi coletado 48 horas antes da analise em frasco contendo
EDTA como anticoagulante e mantido sob refrigeragéo até a utilizagao.

Os ensaios de hemolise de células vermelhas do sangue foram baseados nos
estudos feitos por Ball et al e Girotti®.

Como o intuito era verificar a destruicdo das hemacias do sangue, foi necessario
fazer uma lavagem do mesmo para retirada do plasma, leucdcitos e metabdlitos.
Inicialmente o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2000g para retirada do soro e dos
leucdcitos. Adicionou-se as hemacias 3 vezes o seu volume de uma solugdo de NaCl
0,85% e em seguida efetuou-se nova centrifugacdo (10 minutos, 3000g). Esse
procedimento de lavagem com NaCl 0,85% foi realizado mais duas vezes.

Os tempos maximos de hemolise foram limitados pelo intervalo entre as medidas,
uma vez que, o volume de solugcdo de hemacias contido nos vials de analise e o volume
da aliquota coletada se mantiveram constantes.

Foram realizados dois tipos de hemdlise: hemdlise por irradiacdo continua
(solugdes eram irradiadas, a % de hemdlise era medida, continuava-se a irradiagao, a %
de hemodlise era medida novamente, etc.) e hemdlise no escuro (solugbes eram
irradiadas, a % de hemolise era medida, as solugdes eram mantidas no escuro, a % de

hemolise era medida novamente, etc.)

3.3.21 Lise das hemacias por MgPpIX, PpIX e ZnPplX.

Para esse ensaio de hemdlise por irradiagao continua as seguintes solugdes foram

preparadas:
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a) Controle de fotodegradagdo do fotossensibilizador: Solugdo de PBS pH 7,4

contendo 15 umol.L™" de fotossensibilizador e 0,045% (v/v) de Tween 20.

b) Branco: Solugdo de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias e 0,045% (v/v)

de Tween 20.

c) Amostra: Solugdo de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias, 0,045% (v/v)

de Tween 20 e 15 umol.L™" de fotossensibilizador (triplicata).

Os ensaios de lises foram realizados de duas maneiras: com ou sem um periodo

de pré-incubacéao das solugdes a, b e ¢ descritas acima:

Sem pré-incubagdo: Essas solugdes foram irradiadas com lampada de mercurio

durante um periodo de tempo de 2 horas. Durante esse periodo, aliquotas de
600 pL das solugdes eram retiradas a cada 30 minutos.

Com pré-incubacdo: Apés um periodo de pré-incubagéo de 30 minutos (no escuro

a temperatura ambiente) as solugbes acima foram irradiadas com lampada de
mercurio durante um periodo de tempo de 75 minutos. Durante esse periodo,
aliquotas de 600 uL das solugbes eram retiradas a cada 15 minutos.

Depois de retiradas as aliquotas eram centrifugadas por 5 minutos a 2000g e o

sobrenadante era coletado e analisado através da obtencdo de um espectro de

absorbancia na faixa de comprimento de onda de 180 a 820 nm.

3.3.2.2

Influéncia da concentracao de MgPpIX, PplX e ZnPpIX na hemodlise de

células vermelhas do sangue.

Para esse ensaio de hemdlise por irradiagdo continua as seguintes solugdes foram

preparadas:
d) Branco: Solugao de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias e 0,045% (v/v)

de Tween 20.

e) Amostra: Solugdo de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias, 0,045% (v/v)

de Tween 20 e as seguintes concentragdes de fotossensibilizador (triplicata):
e PpIX:2,5 10e 15 umol.L™;
e MgPplX:2,10e 15 pmol.L" e
e ZnPplX:2,5e 15 umol.L™".

Os ensaios de lises foram realizados sem um periodo de pré-incubacdo das

solugdes a e b descritas acima, pois esse experimento apresentou uma melhor eficacia

sobre o experimento utilizando pré-incubacéo. Assim, as solugdes foram irradiadas com
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ldmpada de mercurio durante um periodo de tempo de 2 horas. Durante esse periodo,
aliquotas de 600 uL das solugdes eram retiradas a cada 15 ou 30 minutos, centrifugadas
por 5 minutos a 2000g e o sobrenadante era coletado e analisado através da obtengao de

um espectro de absorbancia na faixa de comprimento de onda de 180 a 820 nm.

3.3.2.3 Hemdlise pés-irradiacao por MgPplX, PpIX e ZnPpIX.
Para esse ensaio de hemdlise no escuro as seguintes solugdes foram preparadas:
f) Branco: Solugdo de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias e 0,045% (v/v)
de Tween 20.
g) Amostra: Solugédo de PBS pH 7,4 contendo 0,5% (v/v) de hemacias, 0,045% (v/v)
de Tween 20 e as seguintes concentragdes de fotossensibilizador (triplicata):
e PplX:5pumol.L";
e MgPpIX: 15 umol.L" e
e  ZnPplIX: 15 umol.L™".

As solucdes foram irradiadas com lampada de mercurio durante um periodo de
tempo de 30 minutos. Apds a irradiagao as amostras eram mantidas no escuro enquanto
aliquotas de 600 uL das solugdes foram coletadas nos seguintes tempos:

e 0 (zero) minutos antes do inicio da irradiagao
e 0 (zero), 15, 30, 60, 120 e 240 minutos apods a irradiagcéo

As aliquotas eram centrifugadas por 5 minutos a 2000g e o sobrenadante era

coletado e analisado através da obtencdo de um espectro de absorbancia na faixa de

comprimento de onda de 180 a 820 nm.

3.3.2.4 O calculo da porcentagem de hemacias lisadas.
Para o calculo da porcentagem de hemacias lisadas foi necessaria a obtengao da
absorbancia inerente a hemolise através da seguinte equacgao:

AHeméIise (542nm) = AAmostra (542 nm) — AFotossensibiIizador (542nm) (1 8)

Onde: Anemsiise (542nm) = Absorbéancia da oxihemoglobina em 542 nm
Apmostra (s420m) = Absorbéncia da amostra menos absorbancia do branco em
542 nm

Arotossensibilizador (542nm) = Absorbéncia do fotossensibilizador em 542 nm
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A concentracado de hemacias lisadas (%) foi obtida, entdo, através da Lei de Beer:

Atiemeiise (5420m)= a.b.C (19)

Onde: a = Coeficiente de hemdlise [(cm.%)"]
b = Caminho 6ptico (0,5 cm)

¢ = Concentragdo em % (v/v)

O valor do coeficiente de hemdlise foi obtido através da Lei de Beer utilizando-se
as seguintes condi¢des:

Aviemiise (542nm) = Absorbéncia de uma solugéo totalmente hemolisada de 0,5% (v/v)
de hemacias em PBS.

¢ = 0,5 % (v/v) de hemacias

A porcentagem de hemacias lisadas foi obtida através da equacao:
% hemodlise= (c x 100)/ 0,5 (20)

Onde: ¢ = Concentragdo de hemacias lisadas em % (v/v)

0,5 = Concentragéo inicial de hemacias em % (v/v)

3.3.2.5 Controle do fotobranqueamento dos fotossensibilizadores.

Para melhor avaliagdo dos dados obtidos durante o processo de hemolise,
analisou-se o fotobranqueamento de uma solugdo de PBS pH 7,4 contendo
15 umol.L™" de fotossensibilizador e 0,045% (v/v) de Tween 20.

Essa solugao foi irradiada com lampada de mercurio por periodos de 15 minutos
durante 120 minutos. Apds, mediu-se a intensidade de fluorescéncia do composto. As
excitacdes de MgPplX, PplX e ZnPpIX foram feitas no comprimento de onda de 422, 408
e 422 nm, respectivamente. A emissao foi verificada no comprimento de onda de 650, 636
e 645 nm, respectivamente para MgPpIX, PpIX e ZnPplX. Utilizaram-se fendas de
excitacao e de emissdo de 4 nm. Para essa analise foi utilizada uma cubeta de quartzo
triangular de lados iguais a 1,4x1x1 cm.

A velocidade de fotobranqueamento de cada fotossensibilizador foi calculada

conforme descrito no item 3.3.3.
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3.3.3 Calculo das Constantes de Velocidade.

Durante os experimentos foi observado que a fotoxidacdo do Trp pelos
fotossensibilizadores e o fotobranqueamento das porfirinas seguem uma cinética de
primeira ordem em relagdo ao Trp. Em geral a fotoxidagdo de biomoléculas ocorre via
oxigénio singlete, ou seja, pelo mecanismo tipo Il que pode ser representado pelas

seguintes reacdes'’:

PO—hU—) P1 _cints_> P3
P*+0,—> P’ +'0, ki (21)
'0, +S - Produto ko (22)

onde: °P = Fotossensibilizador no estado singlete fundamental
'P = Fotossensibilizador no estado singlete excitado
*P = Fotossensibilizador no estado triplete excitado
'0, = Oxigénio Singlete e >0, = Oxigénio Triplete (Estado Fundamental)
S = Substrato

Se a ultima reagédo (Eq. 22) for a etapa mais lenta e determinante do mecanismo:
d[S]/dt=-k;['O] [S] (23)

A ['0,] é diretamente proporcional a [20,]. Pela Lei de Henry®, estimou-se que, em
meio aquoso, a [*0,] é igual a 2,6 mol.L™". Extrapolando esse valor para um meio micelar,
poderiamos considerar que a concentragdo de oxigénio € muito maior que a concentracao
do fotossensibilizador. Sendo assim, podemos considerar, também, que a concentragao
de ['0,] é aproxidamente constante. Portanto, pela equagéo anterior:

d[S]/ dt = - k[S] (24)

Cuja forma integrada é*:

In ([S]/[Sol) =-kt  (25)

Onde: [S] € a concentragao do substrato (porfirina ou Trp) num dado momento
[So] é a concentragao inicial (t = 0) do substrato (porfirina ou Trp)
t é o tempo

k é a constante de velocidade
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A equacdo 22 indica que a cinética global é de pseudo-primeira ordem. Para
cinéticas de 12 ordem, ao langarmos em um grafico In ([S] / [Se]) contra t teremos uma reta
cujo coeficiente angular é — k, e corresponde a constante de velocidade.

Como a concentragdo do substrato (S) € proporcional a intensidade de
fluorescéncia, Ir , podemos reescrever a equagao (25) como:

In(Ie/lgo) =-kt  (26)
O que significa que a fotodegradagdo de um substrato segue uma cinética de

pseudo-primeira ordem.

3.3.4 Calculo da média amostral e do desvio padrao.

Nas analises que fizeram uso da meédia amostral e do desvio padrao os calculos
foram realizados segundo as equacdes 27e 28%°:

Xx=—Y X, (27)

Onde: X; = i-ésima observagao

X = média amostral
N = numero total de observacbes

s = estimativa do desvio padrao

Em alguns casos (calculo da constante de fotoxidagao de triptofano) o desvio foi
determinado segundo a propagacdo de erros para a relagdo 29, como mostrado na
equacdo 30:%

Z=A/B (29)

AZ = z/(AAI AY+(ABIBY (30)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE TRABALHO

4.1.1 Influéncia da concentracdo de Tween 20 no estado de agregacao do MgPpiX.

Para determinar a quantidade limite de tensoativo onde n&do ha agregagéo foi feito
um estudo levando-se em consideragao a concentragao de surfactante no meio. Para isso
analisou-se a variacdo da intensidade (I) de fluorescéncia de MgPplX 25 umol.L™" em

fungao da porcentagem de Tween 20 em solugéo (Figura 10).

1000 ] n -
° [ ] [ ]
< o ® ° °
3 8004
]
2 600
«@
(5]
3
5 4004
3
w
2001 - B 595 nm
. ° ® 650 nm

OI,O 0',2 0',4 0|,6 0',8 110
% Tween 20
Figura 10: Efeito da concentragéo de Tween 20 na intensidade de fluorescéncia de
MgPpIX 25 umoI.L'1 em Tampao Fosfato pH 7,2 /Tween 20 (A excitagao = 422 nm e
A emissao = 995 € 650 nm).

E possivel verificar pela Figura 10 que, acima de uma concentragéo de
0,2% (v/v) de surfactante, a razdo monémero/agregado em 25 umol.L™' de MgPpIX é
praticamente a mesma pois a intensidade de fluorescéncia nao varia consideravelmente.
Esses dados sao corroborados pelas constantes de fotoxidagdo do triptofano obtidas no
item 4.3.2.1, no qual se verifica que a velocidade de fotoxidacdo do aminoacido nao varia
significantemente quando a concentracao de surfactante no meio é maior que 0,2% (v/v).
O mesmo foi verificado com as constantes de fotoxidagdo de Trp por ZnPpIX e PplX,
eliminando a necessidade de realizagdo de um ensaio de agregacdo para esses

fotossensibilizadores.

30



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados citados acima sdo indicios de que, a partir de uma concentracéo de
0,2% (v/v) de Tween 20 ja existem moléculas suficientes de surfactante em solugéo para
que ocorra a formacdo de micelas e, consequentemente, para a incorporacdo das
moléculas de porfiririna por essas micelas, o que acarretaria na monomerizagao do
fotossensibilizador, explicando o porqué da fluorescéncia do mesmo se manter constante.
Essa observagao com relagao a concentracao do surfactante em solugao esta de acordo
com o valor da concentragdo micelar critica (cmc — concentragédo limite de surfactante
além da qual micelas sao formadas) encontrada na literatura para o Tween 20. O valor de
cmc do Tween 20 (em uma faixa de temperatura variando entre 20°C e 25°C e
concentracdo de ions sédio em solucdo entre 0 e 0,05 mol.L™") é 0,059 mmol.L™". Nesse
projeto foi utilizada a seguinte faixa de concentragdo de Tween 20: 0,4 a 8,9 mmol.L"
(respectivamente 0,045 a 1,0 % de T20) nas mesmas condi¢des de temperatura e
concentragdo de ions sédio ¥'.

Baseados nos resultados obtidos nesse ensaio de agregacao e no de fotoxidagao
de triptofano optou-se por realizar as demais analises desse projeto em solugbes de
Tampéo Fosfato pH 7,2 contendo Tween 20 1,0% (v/v) e, no caso da hemdlise de células
vermelhas do sangue, PBS pH 7,4/ T20 0,045% (v/v).

4.1.1.1 Influéncia de surfactantes e da lampada de irradiagao na fotoxidacao de

L-triptofano.

Estudos indicam que o 'O, produzido em solugdes aquosas através da excitacdo
de fotossensibilizador pode penetrar no interior de micelas e oxidar os substratos
dissolvidos na mesma ou pode ser gerado no interior da micela e difundir através do meio
aquoso para uma micela diferente®%°,

A fim de analisar a eficiéncia de fotoxidagdo do triptofano em meio micelar foi
realizado um estudo para otimizagdo do meio. Uma solugdo contendo 300 pumol.L™" de
triptofano e 15 umol.L™" de MgPpIX em Tampao Fosfato pH 7,2/ Triton X-100 1,0% (v/v)

utilizada para essa analise, a irradiagao foi feita com lampada de halogénio (Figura 11A).
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Figura 11: A) Perfil de fotoxidagao de 300 umol.L™" de triptofano e 15 umol.L™ de MgPpIX em
Tampéo Fosfato pH 7,2 /TX-100 1,0% (V/V) (A excitaggo = 285 nm) B) Perfil de emissdo dos
solventes: Tampé&o Fosfato pH 7,2 /TX-100 1,0% (A excitacao = 288 nm) e
Tampéo Fosfato pH 7,2 / Tween 20 2,0% (A excitagso = 272 Nm).

Como pode ser observado no grafico A da Figura 11, apesar de estar ocorrendo a
fotoxidacdo, a banda de emissdo do triptofano perdeu sua caracteristica de emissao
maxima na regidao de 350 nm. Obtendo-se um branco da emissdo do meio quando este é
excitado em um comprimento de onda de 288 nm, verificou-se que o0 meio também emitia
na mesma faixa de comprimento de onda do triptofano. Testando-se diferentes tampdes,
diferentes pH e surfactantes (dados nao apresentados) verificaram-se que essa emissao
era caracteristica do Triton X-100 (Grafico B).

Ainda analisando a Figura 11, Grafico B, nota-se que o Tween 20 apresenta uma
emissdo muito baixa na regidao de 350 nm, desse modo, optou-se por utilizar solugdes de
tampéao PBS contendo Tween 20, o que afetaria muito pouco a emisséo do triptofano.

Para avaliar a fotoxidagéo de Trp por 15 umol.L™" de MgPpIX em Tamp&o Fosfato
pH7,2/T20 1,0% (v/v), irradiado com lampada de halogénio, utilizou-se uma concentracéo

inicial de triptofano de 200 pmol. L™ (Figura 12):
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Figura 12: Fotoxidacdo de 200 umo
pH 7,2 /Tween 20 1,0%: variagéo da intensidade de fluorescéncia em fun¢ao do tempo de

irradiagéo com lampada de halogénio (A excitagao = 285 NM € A emissao = 350 nm).

Verifica-se pela Figura 12 que a fotoxidagdo do triptofano (caracterizada pela
diminuigdo da intensidade da fluorescéncia) ocorre durante um determinado periodo de
tempo até que a emissao se estabiliza. O estudos do fotobranqueamento do MgPplX, na
auséncia de Trp, irradiado com l[ampada de Hg (Figura 13A) e com l[Aampada de halogénio
(Figura 13B) feitos em seguida mostraram que houve uma fotodegradagdo maior do
MgPplX causada pela alta intensidade da ldampada de halogénio. Portanto a estabilizagcéo
observada na Figura 13 ¢ indicativo da fotodegradagao do MgPplX.

E possivel verificar pela Figura 13 que a velocidade de fotodegradagao do MgPplX
€ muito maior quando irradiada com lampada halégena do que com lampada de Hg. Isso
diminui a eficiéncia da fotoxidacdo do Trp uma vez que o fotossensibilizador esta sendo
consumido. O calculo da constante de velocidade de fotodegradacdo do MgPplX em
Tampéao Fosfato pH 7,2/T20 1,0% (v/v) (Tabela 2) feito através do grafico logaritimico dos
dados de fotodegradagao do Trp irradiado com lampada de halogénio e com lampada de

mercurio conforme descrito no item 3.2.4 e 3.3.3.
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Figura 13:Fotobranqueamento de uma solugéo contendo 25 umol. L' de MgPpIX em tampéao
Fosfato pH 7,2/ T20 1,0% (v/v), na auséncia de Trp, durante irradiagdo com

A) lampada de Hg e B) lampada de halogénio (A excitagao = 422 NM € X emissao = 650 Nm).

Verifica-se pela Tabela 2 que a diferenca entre o valor de constante obtido para
irradiagcbes com lampada de halogénio s&o aproximadamente 18 vezes maior que o valor
obtido para lampada de Hg, o que comprova a degradagdo muito mais rapida do
fotossensibilizador quando irradiado com lampada halégena. Esse valor n&o foi obtido em
triplicata, pois fazia parte do estudo de otimizagdo do solvente, ele consta na Tabela 2

apenas para comparagado com o valor da constante para a lampada de Hg.

Tabela 2: Constante de velocidade de fotodegradagdo de MgPplX 25 umol. L em Tampéo
Fosfato pH 7,2/T20 1,0%. Os dados sdao a média + s (n=3).

Constante de Velocidade
Método de obtencdo Lampada Utilizada

de Fotodegradagao (s™)

Fluorescéncia Halogénio 8,27.10

Fluorescéncia Mercurio (4,46 +0,02).10°

A fluorescéncia emitida pelo Trp diminui com o tempo devido a sua fotoxidacéo
pelo oxigénio singlete gerado com a excitagdo do MgPplIX. Na Tabela 3 & possivel
verificar as constantes de velocidade de fotoxidacdo do Trp irradiado com lampada de

halogénio e com ldmpada de mercurio (Tabela 3):
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Tabela 3: Constantes de velocidade de fotoxidagdo de 200 pmol.”"

Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v). Os dados s&o a média + s (n=3).

de Triptofano em Tampéo

Lampada Utilizada Constante de Velocidade de Fotoxidagdo (s™)
Halogénio 3,60.10°
Mercurio (1,29 + 0,05) .10

Verifica-se pela Tabela 3 que a diferenca entre os valores de constantes obtidos
para irradiagdes com ldmpada de halogénio sédo praticamente trés vezes maiores que os
valores obtidos para lampada de Hg. Esses valores nao foram obtidos em friplicata, pois
também faziam parte dos estudos de otimizacdo das condigbes de trabalho. Eles constam
na Tabela 3 apenas para comprovar que a fotoxidagao com esse tipo de lampada ocorre
mais rapidamente.

Essa diminuicdo da fluorescéncia do triptofano durante a irradiacdo do sistema
triptofano/fotossensibilizador é um indicio do consumo desse do aminoacido, o que
significa que as protoporfirinas estudadas possuem eficiéncia fotodindmica. Através da
comparagao entre as constantes de velocidade de fotoxidagdo contidas na Tabela 3
podemos afirmar que a eficiéncia do sensibilizador esta relacionada a quantidade de
moléculas excitadas e a excitagdo do fotossensibilizador esta relacionada a quantidade de
fétons emitidos pela lampada usada para a irradiacdo. Como a poténcia da lampada de
halogénio é maior que a poténcia da lampada de Hg consequentemente, a quantidade de
fétons emitida pela ldampada halégena sera maior e, portanto, mais moléculas de
sensibilizador serao excitadas resultando num maior destruicdo do triptofano.

A partir dos dados obtidos nessa fase do experimento optou-se por utilizar a
lampada de mercurio para que houvesse tempo habil para estudo do efeito dos
fotossensibilizadores, pois além de uma menor velocidade de fotodegradagdo do
fotossensibilizador (Tabela 2) verificou-se também, para a lampada de mercurio, um

menor consumo do Trp (Tabela 3).

4.2 ESPECTROS DE EMISSAO E EXCITAGAO DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

O comprimento de onda de excitagdo dos fotossensibilizadores foi obtido através

do espectro de absorgéo na regido do UV-Visivel e os comprimentos de onda de emissao,
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através da excitacdo da molécula no comprimento de onda previamente determinado

através do espectro de absorgao.
Na Figura 14A, 15B e 15C ¢é possivel observar os perfis de absorgao e de emissao

de solugdes contendo 15 umol.L™" de, respectivamente, PpIX, MgPplX e ZnPplX em
Tampéo Fosfato pH 7,2/T20 1,0% (v/v). Para a obtengao do perfil de emissao, a excitagao
das porfirinas foi feita no comprimento de onda de 408 nm para PplX e 422 nm para

ZnPplX e MgPpIX .
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Figura 14:Espectros de absor¢do e de emissdo de uma solugdo 15 umol.L™" de (A) PpIX
(B) MgPplX e (C) ZnPpIX em Tampao Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v). Para a obtenc¢éo do
perfil de emiss&0, A excitacao = 408 Nnm para PplX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX .

O espectro de absorcao de porfirinas e de seus derivados € sua caracteristica mais
comum e importante. O espectro esta correlacionado com muitas propriedades fisico-
quimicas. Fatores que aumentam a densidade de elétrons n na periferia do nucleo
porfirinico causam deslocamentos das bandas de absor¢cdo e de fluorescéncia para
comprimentos de onda maiores. Além disso, a existéncia de um metal conjugado no
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nucleo do anel porfirinico gera uma diferenga no perfil de porfirinas neutras e
metaloporfirinas na regido do visivel. Essas diferencas podem ser observadas na Figura
14. Os perfis de absorgdo da MgPplX e da ZnPplIX sao praticamente idénticos e ambos
diferem do perfil de absorcdo da PplX. Verifica-se que todas as protoporfirinas
apresentam uma banda de maior absorcdo na regido de 400 nm. Para as
metaloprotoporfirinas estudadas esse maximo encontra-se no comprimento de onda de
422 nm e para a PplX, em 408 nm, sendo essa banda mais larga que as das
metoloporfirinas. Essa banda € conhecida como banda B ou Banda de Soret, e chega a
ser de 10 a 20 vezes mais intensa que a mais forte das bandas na regiao do visivel. A
banda de Soret é encontrada em todos os tetrapirroles cujos nucleos sido fortemente
conjugados®.
Além da banda de Soret, as porfirinas neutras exibem mais 4 bandas na regido de
450 a 700, numeradas de | & IV e conhecidas como bandas Q. A PplX (e as demais
porfirinas do tipo etio) possui a seguinte distribuicdo de bandas Q: IV> 1l > |l > [;
respectivamente 505, 541, 577 e 631 nm (Figura 15A) 4%
A ZnPplX e a MgPpIX apresentam somente duas bandas Q de absorcao (sendo
que uma dessas bandas esta proxima a 550 nm e a outra proximo a 590 nm) devido a
simplificagédo ocorrida na regiao do visivel do espectro causada pela mudanga na simetria
do anel conjugado quando a estrutura neutra (PplX) se aproxima da simetria quadrada
através da retirada de dois hidrogénios dos nitrogénios pirroles e inclusdo de um metal a
molécula (Figura 15B). Essas duas bandas da regiao visivel sdo geralmente chamadas de
bandas a e . A banda o das metaloporfirinas esta relacionada com as bandas | e lll da
porfirina neutra e a banda 3, as bandas Il e IV. Essa conexao, no entanto, ndo é tao clara
quando as mudancas de intensidades sdo consideradas. Quelatos estaveis como Ni(ll) e
Co(ll) ttm ordem de intensidade de o > B3, enquanto em quelatos menos estaveis como

Mg(ll) e Zn(ll) essa razdo é inversa. %
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Figura 15: Espectro de absorbancia na regido de 450 a 700 nm de solugdes contendo
15 umol. L™ de (A) Protoporfirina IX ou (B) Protoporfirina IX de Zinco e
Tampé&o Fosfato pH 7.2 / Tween 20 1,0% (v/v).

Nota-se, também, pela Figura 14 que o perfil de emissdo das porfirinas sao
parecidos, isto é, todas as porfirinas apresentam duas bandas de emissao, no entanto, os
picos de emissdo da PplX estdo deslocados para comprimentos de onda de menor
energia daqueles apresentados pelos seus derivados. Verifica-se, também, pela Figura 14
que o espectro de emissao (regidao de 600-640 nm) sobrepde-se a banda de absorgéo |
na regiao de 590-640nm. Nessa regido ocorre um fenémeno denominado auto-absorgao,
isto €, luz emitida pelas moléculas excitadas do fotossensibilizador ao retornar ao estado
fundamental é absorvida pelas moléculas do fotossensibilizador que se encontram no
estado fundamental. Esse fenbmeno causa a supressao da fluorescéncia do composto.
Para evitar que esse feito interferisse diretamente sobre a eficiéncia do fotossensibilizador

durante as medidas foi utilizada uma cubeta triangular de lado 1,4 x 1,0 x 1,0 cm.

4.3 ESTUDO DO ESTADO DE AGREGAGAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

A protoporfirina IX € um composto de propriedades anfifilicas, pois possui um anel
hidrofilico (o nucleo porfinico) substituido com cadeias laterais propridnicas hidrofificas.
Esse tipo de estrutura molecular pode, em casos de agregacdo, levar a formagao de
vesiculas ou bicamadas moleculares. Estudos mostram que, em solugbes aquosas, a
PpIX se encontra na forma de mondémeros em pH 0-3, dimeros em pH maiores que 8 e

grandes agregados em pH 3-7. Em solugbes aquosas alcalinas sdo formados dimeros
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“face-a-face” estaveis com uma disposi¢cdo “cabega-cauda” dos grupos carboxilatos
carregados. Em pH neutro, estruturas supramoleculares extendidas podem ser formadas
devido as pontes de hidrogénio formadas entre as cadeias laterais parcialmente

neutralizadas de acido carboxilico °'.

4.3.1 Determinacao da Constante de Dimerizacdao de MgPplIX, PpIX e ZnPpIX.

Na Figura 16 esta representada a relagao entre intensidade (I) de fluorescéncia
relativa e concentragao total de fotossensibilizador em meio de Tampao Fosfato pH 7,2 /
Tween 20 1,0% (v/v).

-
0,8 m e “
L s’
© E A
% 0,6 1 ,. A
«% ) ] A
2 04 g A
5 g At m PplX
— 024 s A ® ZnPpIX
A A MgPplIX
0,0 —
0 20 40 60 80 100

[Fotossensibilizador] / pmol.L™

Figura 16: Relagao entre intensidade de fluorescéncia relativa (fluorescéncia/ fluorescéncia inicial)
e concentragéo total de PplX, ZnPpIX e MgPpIX em PBS pH 7.2/Tween 20 1,0% (v/v).
[ excitagao = 408 nm para PplIX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX e A ¢missso = 636 nm para PplX,
645 nm para ZnPplX e 650 nm para MgPplX].

Verifica-se pela Figura 16 que ocorre um desvio na linearidade inicialmente
apresentada proximo a concentracdo de 25 umol.L™". Esse desvio ¢ um indicio de que
esta ocorrendo uma supressido da fluorescéncia do sensibilizador, sendo que, um dos
provaveis motivos dessa diminui¢gdo de intensidade de fluorescéncia € a agregagéo das

protoporfirinas estudadas.
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Figura 17: 1) Relagao entre intensidade de fluorescéncia e concentragao total de porfirina em
Tampéo fosfato pH 7,2/T20 1,0% (v/v): (A) MgPplIX, (B) PpIX e (C) ZnPplX. [A excitagao = 408 nm
para PplX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX € A emissao = 636 nm para PplX, 645 nm para ZnPplX e
650 nm para MgPplX] Il) Determinagao da constante de equilibrio de dimerizagdo através do
grafico [ T J/F x F de (D) MgPplIX (obtido a partir de (A)) (E) PplX (obtido a partir de (B)) e
(F) ZnPplX (obtido a partir de (C)).
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Ao considerarmos que, 1) na regiao linear dos graficos apresentados na Figura 16
(isto é concentragdes baixas: nanomolar a micromolar) a dimerizagdo é o processo de
agregagao dominante, podendo ignorar-se as fragdes de agregados de ordem maior que
dimeros e que 2) somente os mondmeros fluorescem, foi possivel analisar a agregacao
através da determinacdo da constante de dimerizacdo de cada fotossensibilizador,
calculadas pela inclinagao e pela intercessdo dos graficos da Figura 17 (D, E, F) e

relacionadas na Tabela 4 323,

Tabela 4 : Constante de equilibrio de dimerizagdo (Ky) das protoporfirinas estudadas e faixa de

concentragao para determinacgdo da constante. Os valores representam a média + s (n=3).

Protoporfirina Ky (mol'.L) Faixa de concentragao
MgPpIX (1,2+0,1).10* 5a 100 pmol.L™
PpIX (4,07 £ 0,04).10° 0,5a 1,7 pmol.L”
ZnPpIX (1,00 + 0,02).10° 2a3,7 umol.L™"

Verifica-se, pela Tabela 4, que a ordem de grandeza das constantes de dimerizagao
da PplX e da ZnPplIX sdo 100 vezes maior que a ordem de grandeza da constante de
dimerizagdo da MgPplIX. Uma analise mais absoluta dos valores obtidos nos mostra que
que a PplX possui uma constante de dimerizacdo cerca de 340 vezes maior que a da
MgPpIX e que a ZnPplX possui uma constante de dimerizagdo 85 vezes maior que a da
MgPpIX. Comparando a PplX com a ZnPpIX verifica-se que a PplX & cerca de 4 vezes
mais susceptivel a agregagdo que o seu derivado metalico: ZnPplIX. Além disso, as
concentracgdes utilizadas para a obtencéo da Ky da PplX e da ZnPplX s&do menores que as
utilizadas para a Ky da MgPplX, indicando que, em solu¢gdes de Tampao Fosfato
pH 7,2/T20 1,0% (v/v) a PpIX e a ZnPplIX sdo mais susceptiveis a dimerizagdo do que a
MgPplX.

E fato conhecido na literatura que a adigéo de detergentes emulsionantes (como o
Tween 20 e o Triton X-100), polietileno glicol, emulsées lipidicas ou solventes organicos
ajudam a evitar a agregagdo e até aumentam a solubilidade de alguns compostos
facilitando a sua administracdo. Essa diminuigdo na tendéncia de agregacdo quando
Tween 20 ¢é adicionado a solugcéo de tampéao fosfato foi observada a partir da comparagao
do valor da constante de dimerizagao (Ky) da PplX encontrado nesse estudo com o valor

131,32,33

encontrado por Margalit et a em seus estudos para determinar a constante de

equilibrio de dimerizacao de porfirinas em Tampao Fosfato pH 7,2 (Tabela 5). A adigdo do
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surfactante causou uma diminuicdo de 5 vezes no valor da constante de dimerizagdo da
PplX, além de extender a faixa de concentragcao de PplX utilizada para um valor maximo

de concentracdo 1,7 vezes maior, 31339294,

Tabela 5:Constantes de dimerizagdo de porfirinas em meio neutro de Tampao Fosfato Salino pH
7,2 e temperatura de 25°C e meio neutro de Tampao Fosfato pH 7,2 contendo 1,0% (v/v) de

Tween 20 (nesse caso os dados sdo a média * s; n=3).

Ky (mol'.L) Faixa de concentragao
PBS pH 7,2 (1,9 +0,4)107 0,01 a 1,00 pmol.L
Tampao Fosfato pH 7,2 /T20 1,0% (v/v) (4,07 +0,04)10° 0,5a 1,7 umol.L”

4.4 EFICIENCIA DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

4.4.1 Fotoxidagcdo de Biomoléculas por MgPpIX, PpIX e ZnPpiX.

4411 Triptofano.

Em nosso trabalho também foi avaliada a influéncia da concentracido de
surfactante no meio. Como foi verificado na Figura 10, ndo houve uma variacao
significativa da intensidade de fluorescéncia da MgPplX em meios que continham
concentragbes de Tween 20 acima de 0,2% (v/v). Agora, essa avaliagdo € feita em
relacao a velocidade do fotossensibilizador em fotoxidar o amino&cido triptofano.

Na Figura 18 é possivel observar, através da inclinagdo da reta, a variagdo da
constante de velocidade de fotoxidagdo do Trp em meios contendo diferentes

concentragcdes de Tween 20 para cada um dos fotossensibilizadores analisados.

42



RESULTADOS E DISCUSSAO

001 & i A 004 & ¥ 004 & o Tween
05 ; 051 ! L £ =z 0,59 X = 10%
: : PpIX ' ' ’ i 5 o 04%
1,04 ] S 104 S 1.0 A 02%
i £ L :
[ [
1,54 =~ -154 ~-1,54 ]
% Tween L] ; £ B % Tween £ C L3 g
200 W 10% % 20 . 1,0% 201 : %
o 04% o 04% g
25 A 02% 25/ MgPpIX A 02% 25{ ZnPpIX
6 1‘0 Zb 3‘0 4b Sb

T T T T T
10 20 30 40 50

Tempo (minutos)

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 18: Analise da influéncia da % de Tween 20 na fotoxidagdo de 200 umol.L™" Trp:
constante de velocidade de fotoxidagao (inclinagdo da reta) em um meio contendo
uma concentragao de 5 umoI.L'1 de (A) PpIX ou(B) MgPpIX ou (C) ZnPpIX em
Tampéo Fosfato pH 7,2/Tween 20 0,2%; 0,4% e 1,0% (v/v). [Triptofano:\ exgitacso = 285 Nm e

A emissao = 350 nm]. Os dados sao a média + s (n=3).

As constantes de velocidade de fotodegradagdo (ki) de 200 umol.L™" de Trp e
15 umol.L" de fotossensibilizador em Tampdo Fosfato pH 7,2/ Tween 20 1,0; 0,4

e 0,2 % (v/v) obtidas através da Figura 18 estao relacionadas na Tabela 6.

Tabela 6: Constantes de velocidade de fotodegradagéo (k) do triptofano por Protoporfirina IX,
Protoporfirina IX de Magnésio e Protoporfirina IX de Zinco em Tampao Fosfato pH 7,2 contendo

diferentes concentragdes de Tween 20. Os dados sdo a média + s (n=3).

% Tween ke (PpIX) [s] ke (MgPpIX) [s'] ke (ZnPpIX) [s]

(4,16 £ 0,05).102
(4,47 £ 0,08).102
(4,0 £ 0,2).107

(9,6 +0,7).10°
(9,5+0,6).10°
(1,29 + 0,05).10

(3,8 £ 0,2).107
(3,82 £ 0,05).10
(3,7+0,1).1072

0,2 % (viv)
0,4 % (viv)
1,0 % (viv)

Tanto pela Figura 18, quanto pela Tabela 6 € possivel verificar que a constante de
velocidade de fotoxidagao de triptofano é independente da porcentagem de surfactante no
meio. A analise dos dados de cada sensibilizador através do Teste F* confirmou que néo
ha uma diferenga estatistica significativa entre os resultados obtidos nas trés
concentracbes de Tween 20. Desse modo, a comparagdo da eficiéncia dos
fotossensibilizadores foi feita a partir da obtengao, para cada sensibilizador, de uma Unica

constante de velocidade (Tabela 7).
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Tabela 7: Anadlise da eficiéncia do fotossensibilizador através da razdo entre
ke (PpIX) e ke (metaloPplX). Os dados sdo a média + s (n=9, para MgPpIX e PpIX e n=10 para
ZnPplX).

ke (PpIX) / kr (ZnPpIX) 0.90+0,08
ke (PpIX) / ke (MgPpIX) 3,4+0,6
ke (ZnPplX) / ks (MgPpIX) 3,8+0,7

Verifica-se pela Tabela 7 que, nas condicbes estudadas, a eficiéncia de
degradacgao do Trp segue a seguinte série PplX ~ ZnPplIX > MgPplX. Pelas constantes de
fotoxidacado obtidas verifica-se que, na faixa concentracdo de Tween 20 utilizada, nao
houve variagao significativa na constante, o que significa que a partir da concentracéo de
0,2% (v/v) de Tween 20 ja existem micelas suficientes para manter uma boa quantidade
de fotossensibilizador monomerizado e, portanto, apto a ser excitado resultando na
degradacdo do triptofano. Esse resultado ja era, de certa forma, esperado, pois a
contentracdo de Tween 20 em solugdo esta acima da concentragdo micelar critica
(0,059 mmol.L™).

4.41.2 Albumina Bovina (BSA).

Nao s6 o estudo da fotoxidagdo de aminoacidos livres como também estudos da
fotoxidacdo de proteinas e, portanto, dos aminoacidos componentes dessas
macromoléculas (principalmente o triptofano) servem como parametro para a andlise da
eficiéncia de um fotossensibilizador"’.

Nesse projeto, a fotoxidacéo in vitro da proteina albumina pela MgPpIX e pela
ZnPplX foi comparada com a fotoxidacdo da BSA pela PpIX. Essa comparacao foi
utilizada como medida da eficiéncia das MetaloPplX analisadas. Nesse caso, a
fotoxidacdo de BSA foi observada através da variagao da fluorescéncia do triptofano,
apesar da cisteina, da metionina, da tirosina e da histidina serem plausiveis de sofrerem
degradacao. Para efeito de otimizagdo, ao utilizarmos os termos fotoxidacdo da BSA e
BSA consumida, estaremos, na verdade, nos referirndo a fotoxidagdo e/ou consumo dos
aminoacidos triptofano existentes na BSA.

Da mesma maneira que os ensaios utilizando triptofano, os experimentos com

BSA foram conduzidos em condigbes de saturagéo de oxigénio e, portanto, uma cinética
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de pseudo-primeira ordem para a fotoxidacdo do substrato. No entanto, somente a
fotoxidagdo causada pela MgPplX pareceu seguir uma cinética de primeira ordem
enquanto a da PplX corresponde a um modelo matematico de segunda ordem e a
ZnPplX, a um modelo de quarta ordem (Figura 19). Uma cinética de quarta ordem nao
tem significado fisico, porque implicaria no encontro de quatro moléculas para que ocorra
a reacgdo. Portanto varios fatores devem estar interferindo na cinética de reagao, tais
como alteragbes conformacionais que acontecem na proteina devido a ligagdo do
fotossensibilizador ou a destruigdo de outros aminoacidos suceptiveis a fotoxidagao.
Essas alteragbes de conformacgao tanto poderiam estar impedindo a exposi¢cdo de
aminoacidos, protegendo-os da fotoxidagdo, quanto poderiam estar expondo ao ataque

I°® nos fornece indicios do

residuos outrora protegidos. Um estudo feito por Silvester et a
que poderia estar ocorrendo durante o processo de fotoxidagao da BSA. Nesse estudo os
pequisadores verificaram que a fotoxidagdo de BSA por hematoporfirina (Hp) e porfirina
de tetrametilenepiridinio (TMPP) ocorre em dois diferentes sitios especificos da proteina:
nos residuos Trp-135 e/ou Trp-214 e no residuo Cis-34 (cisteina). A fotoxidagao da Cis-34
gera radicais RS’. Acredita-se que, no caso da Hp, a formacdo dos radicais RS® ocorra
por “transferéncia de dano” através da proteina iniciando-se no sitio de ligacdo do
fotossensibilizador e propagando-se através de transferéncia de elétrons até o residuo
Cis-34. No caso da TMPP, a formacdo parece ocorrer através de ataque direto de
espécies reativas em solugdo. Além dos radicais RS®, foi observada a formagao de
radicais em carbonos terciarios no ftriptofano que coincide com a diminuicdo da
fluorescéncia da BSA. A formacido desses radicais a partir do triptofano poderia estar
ocorrendo via transferéncia de elétrons no caso da HP e por oxidagao direta no caso da
TMPP. Observou-se também que esses radicais ndo causam uma agregagao ou
fragmentacao significante da proteina, mas aumenta a susceptibilidade da mesma ao
ataque por proteases. Além disso, verificou-se que os radicais formados a partir dos
residuos de aminoacidos da BSA podem provocar o fotobranqueamento dos

sensibilizadores, diminuindo sua eficiéncia®.
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Figura 19: Fotoxidagdo de BSA por solugbes contendo 15 pmoI.L'1 de (A) MgPplX ou
(B) PplX ou (C) ZnPplX em Tampéao Fosfato pH 7,2 / Tween 20 1,0% (v/v) [BSA: A excitagso = 295 nm

el emissdo — 330 nm]-

Como as cinéticas de fotoxidagdo da BSA encontradas para as protoporfirinas
estudadas ndao sao de mesma ordem, nao foi possivel fazer uma comparacgao direta entre
as constantes de fotoxidagdo da BSA pelos fotossensibilizadores, sendo assim, optou-se
por determinar o consumo de aminodcidos triptofano da BSA em tempos especificos '"’.

A Figura 20 apresenta a porcentagem de aminoacidos triptofano da BSA
consumidos em solugdes contendo 15 umol.L™" de PpIX ou MgPplX ou ZnPpIX em

PB/ Tween 20 1,0% (v/v).
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Figura 20: Consumo de aminodcidos triptofano da BSA em solugdes contendo 15 pmol.L™
de PplX ou MgPpIX ou ZnPpIX em Tamp&o Fosfato pH 7,2 / Tween 20 1,0% (v/v) irradiagdo com

lampada de Hg [BSA:L excitaggo = 295 NM € A emisszo = 330 nm]. Os dados s&o a média * s (n=3).

A Figura 20 mostra que a curva de consumo de BSA pela ZnPplX é igual a curva
da PpIX. O consumo de BSA pela MgPpIX mostrou-se menor que o da PplIX. Analisando
pontualmente os consumos em 6 e 48 minutos, por exemplo, temos a seguinte situagao

(Tabela 8):

Tabela 8: Porcentagem de BSA consumida em solugdes contendo 15 umoI.L'1 de PplX ou MgPpIX
ou ZnPpIX em Tampéo Fosfato pH7,2 / Tween 20 1,0% (v/v) ap6s 6 e 48 minutos de irradiagao
com lampada de Hg. e relagdo % de BSA consumida pela PpIX / % de BSA consumida pela

metaloprotoporfirina. Os dados sao a média + s (n=3).

% BSA consumida PpIX / MetaloPpIX
6 minutos 48 minutos 6 minutos 48 minutos
PpIX 24 + 2 68+ 3
MgPpIX 14 +1 46 + 1 1,7+0,2 1,48 £ 0,07
ZnPpIX 31+4 65+3 0,8+0,1 1,05+ 0,05

A analise da Figura 20 e da Tabela 8 mostra que a eficiéncia de fotoxidagédo da
BSA segue a mesma série do Trp, isto é, PplX ~ ZnPplX > MgPpIX , sendo, a relagao
%BSA consumida pela PplX / %BSA consumida pela MetaloPplX em 6 minutos &
praticamente a mesma que em 48 minutos. Além disso, que a ZnPplX e a PplIX fotoxidam
cerca de 1,5 vezes mais BSA que a MgPplX, independente do tempo.

Através desse experimento foi possivel verificar que as MetaloPpIX estudadas sao

eficientes na fotoxicdo da BSA. A escolha da albumina bovina e ndo da albumina humana

47



RESULTADOS E DISCUSSAO

para essa analise foi somente uma questao de custo e facilidade de obtengado, e nao
interfere drasticamente na analise dos fotossensibilizadores, visto que, o que estava
sendo avaliado era a capacidade de cada composto analisado em fotoxidar uma proteina
qualquer, tendo em vista que o organismo € composto de inumeras proteinas, cada uma

com funcdes e importancia especificas.

4.4.2 Hemodlise de células vermelhas do sangue.

4.4.21 Lise das hemacias por MgPplIX, PplX e ZnPplIX.

Para avaliacido da eficiéncia fotodindmica também foi analisada a capacidade dos
sensibilizadores em destruir células.

Até o presente momento o0s ensaios para avaliagdo da eficiéncia do
fotossensibilisador estavam sendo realizados em um meio contendo 1,0 % (v/v) de
Tween 20 em solugdo. No entanto, verificou-se que essa concentragcdo promovia uma
hemdlise significativa das células vermelhas do sangue, sem que houvesse a
necessidade de irradia-las na presenca de fotossensibilizador. Essa propriedade
hemolitica de surfactantes nao iénicos ja € bem conhecida e avaliada, desse modo, sabe-
se que, se utilizado em concentragbes corretas, ao invés de provocar a hemolise da célula
através da solubilizacado de lipideos e proteinas, o surfactante pode funcionar como um
agente protetor contra a lise das células vermelhas do sangue. Sendo assim, um teste
nos mostrou que a hemolise causada por cada uma das porfirinas poderia ser analisada
em solugdes de 0,5% (v/v) hemacias em PBS/ Tween 20 0,045% (v/v), sem que houvesse
a interferéncia do surfactante®.

Os dados obtidos para comparagdo entre a porcentagem de hemdlise por
irradiagdo continua de solugdes que passaram ou n&o por um periodo de 30 minutos de

pré-incubagao esta representada na Figura 21.
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Figura 21: Eficiéncia da hemdlise por irradiagédo continua causada por 15 umoI.L'1 de PplX,
MgPpIX ou ZnPplX em solugdes de 0,5% (v/v) de hemacias em PBS pH 7,4 / Tween 20 0,045%
(v/v) (A) n&o submetidas a pré-incubacéo e (B) submetidas a pré-incubagao. Os dados sao a

média + s (n=3).

Verifica-se pela Figura 21 que, para o MgPplIX e para a PplX, o perfil de hemdlise
€ o mesmo independente se houve pré-incubagao ou nao da solugao de eritrécitos. Para
0 ZnPplX ocorre um adiantamento no tempo de inicio da lise significativa quando as
hemacias sao incubadas por 30 minutos com o fotossensibilizador. Nota-se, também que,
independente do fotossensibilizador utilizado, a porcentagem de hemacias lisadas é maior
nos ensaios realizados sem pré-incubacao. Além disso, verificou-se que, em relagdo aos
resultados encontrados nos ensaios com Trp e a BSA, a % de hemdlise causada pelo
MgPplIX é préxima da hemdlise causada pelos outros fotossensibilisadores (Figura 21 A),
no entanto, a eficiéncia continua sendo representada pela série: PplX ~ ZnPpIX >
MgPplX. A analise da porcentagem de hemdlise para solugdes ndo submetidas a pré-
incubacdo, no tempo de 90 minutos (tempo no qual a lise € maxima para todos os
sensibilizadores) mostra que as relagbes de lise PpIX/MgPplX e PplX/ZnPplIX sao
proximas a 1 (Tabela 9). A diferenga notada entre os fotossensibilizadores esta no tempo
de inicio de uma hemodlise significativa, pois essa varia com sensibilizador, sendo mais
rapido para a PplX: apdés 30 minutos de irradiacdo a porcentagem de hemdlise
apresentada pela PplX é igual a porcentagem apresentada pela ZnPpIX em 60 minutos e

proxima da apresentada pela MgPplX em 90 minutos.
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Tabela 9: Porcentagem de hemdlise por irradiagdo continua em solu¢des contendo 15 umoI.L'1 de
PpIX ou MgPpIX ou ZnPplX em PBS pH 7,4/ Tween 0.045% (v/v) ap6s 90 minutos de irradiagéo
(ensaio sem pré-incubagao), e apds 75 minutos (ensaio com pré-incubagéo) de irradiacdo com
ldampada de Hg e relagdo % de hemdlise PplX / % hemdlise metaloprotoporfirina . Os dados séo a

média £ s (n=3).

% Hemolise PpIX / MetaloPpIX
75 minutos 90 minutos 75 minutos 90 minutos
PpIX 67,8 +0,5 97 +2
MgPpIX 57+4 84 +1 1,19+ 0,08 1,2+0,1
ZnPpIX 79 £13 101+ 4 0,9+0,1 0,96 + 0,05

Analisando-se a Figura 21B verifica-se que a pré-incubagao aumenta a distingao
entre os fotossensibilizadores, principalmente em relagdo a MgPpIX. Mesmo assim, a
eficiéncia de hemdlise ainda é representada pela série: PplX ~ ZnPplX > MgPpIX. Além
disso, o tempo de inicio da hemdlise causada pela ZnPplX diminuiu de 60 minutos sem a
incubagdo para 30 minutos com a incubagdo. Como esse ensaio foi realizado com
medidas a cada 15 minutos verificou-se que os tempos de inicio de hemodlise para PplX e
MgPpIX sao, respectivamente, 15 e 45 minutos. A analise da porcentagem de hemolise
para solugdes submetidas a pré-incubacido, no tempo de 75 minutos mostra que as
relagdes de lise PpIX/MgPpIX e PpIX/ZnPplX sdo préoximas a 1 (Tabela 9). Nota-se pela
Tabela 9 que, apesar da diferenga existente entre as eficiéncias das amostras tratadas
com e sem pré-incubagdo, a razdo PplX/MetaloPplX €& praticamente a mesma
independente do tratamento inicial recebido pela hemacia.

Estudos afirmam que a protoporfirina IX causa a hemolise de células vermelhas
através de um mecanismo que envolve a geracdo de oxigénio singlete®:

3[PpIX] + O, — PpIX + '0, (31)
'0, + -CH=CH-CH,- — -CH(OOH) -CH=CH- (32)

O estado triplete da PplX é suprimido pelo oxigénio para gerar oxigénio singlete
(Eq.31), que por sua vez, reage com lipideos insaturados (membranas) originando os
hidroperéxidos correspondentes (Eq.32)%.

Estudos mostram que a irradiagdo de uma suspensao de hemacias na presenca
de fotossensibilizadores resulta na danificacdo de eritrocitos através da acumulagao de

produtos de peroxidagdo das membranas, oxidacdo da forma reduzida da glutationa
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cellular e hemolise. Girotti® relacionou o efeito de lise das hemacias pela PplX & uma
possivel danificagdo da membrana celular, o que provocaria um rapido efluxo de K* e
influxo de Na®, seguido pela intumescéncia da célula ao seu volume hemolitico. Além
disso, Dubbelman et al'® e Girotti'® verificaram que a fotoxidacdo causada pela
protoporfirina IX em proteinas existentes nas membranas das hemacias causavam a
agregagao dessas proteinas. Segundo Dubbelman, cadeias laterais de acidos graxos
insaturados, colesterol e residuos de agucar e acido neuraminico ndo sao susceptiveis a
fotoxidacado por protoporfirinas. Girotti sugere que a agregacdo da proteina deve-se a
formacao de ligagdes cruzadas entre os residuos dos aminoacidos degradados durante o

processo (histidina, cisteina, tirosina e triptofano) 82190102,

4.4.2.2 Influéncia da concentragio de MgPpIX, PpIX e ZnPpIX na hemdlise de

células vermelhas do sangue.

Optou-se por realizar o estudo da eficiéncia de hemdlise versus concentragdo de
sensibilizador em ensaios sem periodo de pré-incubagao, pois o ensaio de hemdlise por
irradiacao continua acima discutido mostrou que a eficiéncia dos fotossensibilizadores é
maior quando estes ndo sdo submetidos a um periodo de pré-incubagao.

A Figura 22 permite a comparagao da eficiéncia das trés protoporfirinas em causar
a lise das hemacias.

E possivel observar pela Figura 22 que, a medida que se aumenta a concentracéo
de fotossensibilizador, aumenta-se a eficiéncia da resposta (hemdlise) e diminui-se o
tempo de inicio da hemdlise significativa.

Uma analise de cada um dos fotossensibilizadores nos mostra que:

e Figura 22A: Protoporfirina IX

As hemacias submetidas as concentragdes de 2,5 e 10 umol.L”" sé comegam a
sofrer hemdlise significativa apds 15 minutos de irradiagao, sendo que, em 30 minutos &
possivel observar nitidamente que a percentagem de hemodlise é dependente da
concentracdo de fotossensibilizador. Para as concentragdes de 5 e 10 pumol.L”, a
hemdlise total (100%) é alcancada em 45 minutos, também alcancada em 45 minutos. No
caso da concentragdo de 2 pmol.L”" nota-se que a eficiéncia maxima esta em torno de
60%. A concentragdo de 15 umol.L™ é uma excegéo, pois o inicio da hemdlise significativa

e o alcance de 100% de hemodlise séo praticamente imediatos.
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Apos 30 minutos de irradiagdo nao € possivel distinguir os efeitos das
concentragdes de 5, 10 e 15 umol.L”, pois se atinge 100% de hemdlise, no entanto
verifica-se que, quanto menor a concentragdo, mais suave € o perfil hemolitico até o

alcance do patamar em 100%.

o Figura 22B: Protoporfirina IX de Magnésio

A eficiéncia em causar hemdlise é mais nitida no caso da MgPplX. E possivel
verificar claramente que a porcentagem de hemdlise e o tempo de inicio de hemdlise
significativa sdo dependentes da concentracdo de fotossensibilizador. Enquanto ao
utilizar-se uma concentragdo de 15 umol.L" de fotossensibilizador é possivel, em 60
minutos, alcangar um patamar de aproximadamente 85% de hemdlise, ao utilizar-se uma
concentracdo de 10 pumol.L™" a hemodlise significativa sé inicia-se apds 30 minutos de
irradiacao, atingindo 80% somente em 120 minutos. Nos ensaios contendo hemacias e
5 umol.L”" de MgPplX verificou-se que a hemdlise significativa comeca apés 90 minutos

de irradiacao, sendo que, em 120 minutos essa hemolise é cerca de 50 %.

e Figura 22C: Protoporfirina IX de Zinco

Verificou-se que o tempo de inicio de hemdlise significativa para as concentragdes
de 5 e 15 pmol.L™" é o mesmo (apds 30 minutos de irradiagdo), enquanto que, para
concentragdo de 2 umol.L”" a hemdlise somente se inicia apés 60 minutos de irradiagao.
Observa-se que somente 15 pmol.L™" possui uma eficiéncia de 100% de hemodlise. Para
as demais concentragbes o maximo de eficiéncia é de aproximadamente 70%, sendo
que, o tempo para atingir essa porcentagem de hemdolise varia conforme a concentragao
de fotossensibilizador presente em solugdo (45 minutos para a concentragéo de 5 pmol.L”

e 120 minutos para a concentragdo de 2 pmol.L™).
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Figura 22: Eficiéncia da hemdlise por irradiagdo continua causada por (A) PplX, (B) MgPpIX ou
(C) ZnPplX em solugdes de 0,5% (v/v) de hemacias em PBS pH 7,4/ Tween 20 0,045% (v/v) ndo

submetidas a pré-incubagdo. Os dados sdo a média + s (n=3).

Na Tabela 10 é feita uma analise pontual da porcentagem de hemdlise em 30
minutos apos o inicio do processo de irradiagdo e 90 minutos (fase final do processo).
Uma analise dos dados nos mostra que, dentre os trés fotossensibilizadores estudados, a
PpIX apresenta a resposta mais imediata a irradiagao, isto &, a percentagem de hemolise
em 30 minutos ja é significativa, enquanto nos casos da MgPpIX e da ZnPplX, essa
percentagem é muito baixa. Observa-se, também, pela Tabela 10 que, é necessaria uma
solugdo de concentragdo 15 pmol.L”' de MgPpIX e de 5 umol.L™ de ZnPpIX para
apresentar em 90 minutos uma eficiéncia de hemodlise similar a apresentada em 30

minutos por uma solugdo de concentragdo 10 pmol.L™" de PpIX.
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Tabela 10: Porcentagem de hemdlise por irradiagdo continua em solugbes contendo PplX ou
MgPpIX ou ZnPplX em PBS pH 7,4/ Tween 0.045% (v/v), apos 30 e 90 minutos de com lampada

de Hg. Os dados sdo a média = s (n=3).

Fotossensibilizador % Hemdlise
Concentragdo (umol.L™) 30 minutos 90 minutos

PpIX 2 17+2 51+6
5 30+1 93+3

10 66 +7 87+6

15 92+2 97 +2

MgPplIX 5 0 8+2
10 0 42+ 3
15 5,69 + 0,03 84 +7
ZnPplIX 2 0,0 £0,3 36 +4
5 79+0,5 73+3
15 3,0+0,3 101+ 5

Podemos retirar da Figura 22 outro conjunto interessante de dados sobre a
variagdo de concentracdo dos fotossensibilizadores: o tempo para atingir 50% de
eficiéncia de hemdlise (Tabela 11).

Observa-se pela Tabela 11 que, que quanto maior a concentragdo de
fotossensibilizador utilizada, mais rapido é alcangcado 50% de hemdlise. Observa-se
também, que o tempo que uma solugdo de concentracdo 15 umol.L™" de MgPpIX e de 5
ou 15 umol.L”" de ZnPplX demora em atingir 50% de hemdlise é similar ao apresentado
por uma solugdo de concentragdo 2 umol.L™" de PplX. Esses dados comprovam a
necessidade de determinacdo da concentragcdo ideal de aplicacdo in vivo do
fotossensibilizador, para que o maximo efeito seja alcangado com o minimo de tempo de

irradiagdo e a minima toxicidade devido a concentragao do fotossensibilizador.
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Tabela 11: Tempo de irradiagdo necessario para que solugbes contendo PplX, MgPpIX ou ZnPpIX
em PBS pH 7,4/ Tween 0.045% (v/v) atinjam 50% de hemodlise. Os dados sdo a média + s (n=3).

Fotossensibilizador Tempo
Concentragdo (umol.L™) (minutos)

PpIX 2 ~45
5 ~35

10 ~35

15 ~15

MgPpIX 5 ~120
10 ~90

15 ~45

ZnPpIX 2 ~105
5 ~40

15 ~40

O estudo in vitro do efeito da variacdo da concentracdo de fotossensibilizador &
parametro muitas vezes relacionado a farmacocinética de acumulagdo do mesmo no
organismo. E comum a aplicagdo in vivo de diferentes concentracdes de
fotossensibilizadores e o acompanhamento do efeito gerado pelo mesmo durante o
tratamento. Como exemplos podemos citar os estudos realizados por Bissonnette et al’®
e de Blois et al'”. Bissonnette avaliou o efeito de diferentes doses de ALA aplicadas por
via oral em pacientes com psoriase, através da fluorescéncia na pele e hemacias e
verificou que a localizacdo do fotossensibilizador dependia da quantidade administrada e
que, quanto maior essa quantidade, maior a tendéncia de encontra-lo em tecidos sadios e
maiores os danos causados pela PDT. de Blois chegou a mesma concluséo ao aplicar
diferentes concentragdes de ALA no tratamento de carcinomas em células basais. Além
disso, de Blois verificou, através da comparacédo de dois métodos de aplicagdo de ALA
(tépica e injegOes intracutaneas), que a quantidade a ser aplicada e o efeito final

dependia do meio de administragéo do fotossensibilizador'® "%,

4.4.2.3 Hemolise pos-irradiagao por MgPplX, PpIX e ZnPplIX.
As concentracbes de fotossensibilizadores utilizadas nesse ensaio

(PplX: 5 pmol.L™" ;MgPplIX: 15 umol.L™ e ZnPpIX: 15 umol.L™") foram escolhidas pois todas
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apresentam hemodlise significativa apds 30 minutos de irradiagdo, dessa forma seria
possivel a comparagdo uma vez que, todos os sensibilizadores estariam sendo irradiados
por um mesmo tempo minimo de irradiagdo para o inicio da hemdlise. Nesse experimento
as solugdes de células vermelhas do sangue foram irradiadas por 30 minutos e mantidas
no escuro por um periodo de 2 horas apos o fim da irradiagdo, analises da % hemodlise
foram feitas em intervalos regulares de tempo através da retirada e tratamento de
aliquotas das solugdes.

A Figura 23 permite a comparacgéo da eficiéncia das trés protoporfirinas em causar

a lise pés-irradiagdo das hemacias.
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Figura 23: Eficiéncia da hemolise pds-irradiacdo causada por PplX 5 pmol.L™", MgPpIX 15 pmol.L™
ou ZnPpIX 15 umoI.L'1; solucgdes de 0,5% (v/v) de hemacias em PBS/Tween 20 0,045% (v/v). Os
dados sdo a média + s (n=2). O tempo anterior ao tempo 0 (zero) minutos corresponde a condig¢ao
da amostra antes do inicio da irradiagéo e o tempo 0 (zero) minutos corresponde a condigao da

amostra imediatamente apds a irradiagao.

E possivel observar pela Figura 23 que o tempo de inicio de hemdlise significativa
ainda é diferente para cada fotossensibilizador, mesmo escolhendo-se concentra¢des nas
quais, em um processo de irradiacdo continua, apds 30 minutos de irradiacéo ja se
iniciava a hemdlise. Através dessa analise verificou-se que o tempo minimo para inicio de
hemodlise significativa ainda mantém o mesmo padrdo encontrado para as analises com

irradiacdo continua durante 2 horas: PplX < ZnPpIX < MgPplIX. Apesar do inicio da
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hemodlise ser ligeiramente mais lento, ZnPplX e MgPplX apresenta praticamente a mesma
eficiéncia que a PplX ao final do processo.
Através da Figura 23 podemos obter o tempo para atingir 50% de eficiéncia de

hemolise pés-irradiagao (Tabela 12).

Tabela 12: Tempo necessario (pos-irradiagdo) para que solugdes contendo PpIX 5 pmoI.L'1,
MgPpIX 15 umol.L™" ou ZnPpIX 15 pumol.L™ em PBS pH 7,4/ Tween 0.045% (v/v) atinjam

50% de hemolise.

Fotossensibilizador  Tempo (minutos)

PpIX 5 umol.L™ ~15
ZnPpIX 15 umol.L™ ~ 45
MgPpIX 15 umol.L™ ~ 100

Pela Tabela 12 podemos observar que, dentre os trés fotossensibilizadores
estudados, a PpIX é o que apresenta a resposta mais imediata apds a irradiacio, isto &,
em 15 minutos ja é atingida uma hemdlise de 50% das células em solugéo, enquanto nos
casos da MgPplX e da ZnPplX, é necessario um tempo, respectivamente 3,0 e 6,7 vezes
maior que o da PplIX para que seja alcangada a mesma percentagem de hemolise. Vale
ressaltar que as concentragdes de MgPpIX e ZnPplX sdo 3 vezes maiores que a
concentragdo de PplX.

A diferenga na resposta encontrada nesse experimento (eficiéncia: PplX = ZnPpIX
= MgPplIX) em relacdo aos demais experimentos desse projeto pode estar relacionado
com 0s mecanismos envolvidos no processo, uma vez que esse & o Unico ensaio
realizado com dados de pds-irradiagcdo. Nesse caso o que estaria sendo avaliado é a
propagacao do efeito de uma irradiagcio inicial, e ndo o efeito de iniumeras irradiagées
seguidas. A diferenca na porcentagem final de hemodlise entre os experimentos
envolvendo irradiagdo continua e pés-irradiacdo pode estar relacionados, por exemplo,
danos progressivos (danos causados durante o periodo de irradiagdo que se propaga no
periodo em que a célula € mantida no escuro) causados a membrana da hemacia nos
casos de pré-irradiagdo e danos progressivos e cumulativos (novos pontos da célula sao
danificados a cada periodo de irradiagdo) nos casos de irradiagdo continua. Estudos tem
mostrado o dano causado pelo fotossensibilizador nas hemacias através das chamadas

“light haemolysis” (hemdlise por irradiagdo continua) e “dark haemolysis” (hemdlise pos-
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irradiacao). Esse dano esta relacionado ao aumento significante na fluidez da membrana
(provavelmente devido a formacao de defeitos nas membranas) e ao aumento da area
superficial da membrana, o que afetaria a estabilidade osmética da membrana. A
hemolise nao ocorreria devido ao desenvolvimento progressivo de peroxidagdo de
lipideos, nem a oxidagdo de glutationa, nem a disturbios na permeabilidade passiva de
ions. A hemdlise seria, em parte, resultado da denaturagdo e agregagao da membrana,
além disso, seria potencial-dependente, isto €, uma diminuicdo do potencial da membrana

inibiria ambos os tipos de hemdlise. ' 1%

4.4.3 Consideragoées finais sobre a fotoxidagao de biomoléculas e hemacias.

Os resultados obtidos, tanto para a fotoxidacdo do triptofano, quanto para a
fotoxidacdo da BSA e para a hemolise para cada protoporfirina, parecem discordantes se
levarmos em consideracdo que se trata de uma mesma estrutura base, no entanto,
devemos lembrar que a eficiéncia de um fotossensibilizador esta relacionada com o
rendimento quéntico do estado triplete, que por sua vez, depende do atomo central do
anel tetrapirrolico. Tomando por base os rendimentos quéanticos apresentados no Quadro
1 para mesoporfirinas IX (MESO), para tetrafenilporfinas (TPP) e para etioporfirinas |

(ETIO) podemos fazer algumas consideragdes no caso das protoporfirinas estudadas™®.

Quadro 1:Rendimento quéntico de fluorescéncia (¢r) e rendimento quantico do estado triplete (¢r)

para derivados de mesoporfirinas IX (MESO), tetrafenilporfinas (TPP) e etioporfirinas | (ETIO)3°.

MESO TPP ETIO
H, Mg Zn H, Mg Zn H, Mg Zn
o 0,12 0,20 0,05 0,13 0,15 0,04 0,17 0,25 0,04
or 0,8 0,62 0,86 0,82 -- 0,88 - - -

Sabe-se que, quanto menor o rendimento quéantico da fluorescéncia, maior o
rendimento quantico do estado triplete®. Isto pode ser notado através dos dados
apresentados no Quadro 1 para a MESO e para TPP. Pelo Quadro 1 também podemos
notar que os valores do rendimento quantico tanto da fluorescéncia, quanto do estado
triplete, dependem basicamente do atomo central, e ndo do anel. Desse modo,
poderiamos, entao, supor que para as protoporfirinas IX estudadas o rendimento quantico

do estado triplete do atomo central também seguiria a série: H ~ Zn > Mg, o que explicaria
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a série de eficiéncia encontrada na fotoxidagao do Trp, da BSA e das hemacias irradiadas

continuamente.

4.5 FOTOBRANQUEAMENTO DE MgPplX, PpIX E ZnPplX.

4.5.1 Controle de fotobranqueamento dos fotossensibilizadores em Tampao
Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v).
Os perfis de fotobranqueamento das protoporfirinas estudadas podem ser

avaliados através da Figura 24.
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Figura 24: Perfil de fotobranqueamento de solu¢des contendo 15 umoI.L'1 de (A) MgPpIX
(B) PpIX e (C) ZnPplX em Tampé&o Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v) submetidas a irradiagéo
com lampada de Hg. [A excitagao = 408 nm para PplX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX e
A emissao = 636 nm para PplX, 645 nm para ZnPplX e 650 nm para MgPplX].

59



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 24 estdo representados os espectros de fluorescéncia das
protoporfirinas antes do inicio da irradiagado, apds o primeiro intervalo de irradiagdo e apoés
o ultimo intervalo de irradiagdo. Pela Figura 24A é possivel verificar o fotobranqueamento
da MgPplIX através da diminuicdo da intensidade de fluorescéncia apdés 54 minutos de
irradiacdo. Apos 6 minutos de irradiagdo a fotodegradagdo do composto ndo é
significativa. Na Figura 24B esta representado o perfil de fluorescéncia da PplX, onde
verifica-se que ocorre um ligeiro aumento da fluorescéncia apdés 7 minutos, a qual varia
muito pouco apos 56 minutos de irradiacdo. Nota-se também o surgimento de uma nova
banda na regiao de 670 nm, provavelmente um fotoproduto da degradacdo da
protoporfirina IX. Ja a ZnPplX (Figura 24C) apresenta um perfil muito semelhante ao da
PpIX. Verifica-se que apés 6 minutos de irradiagdo ocorre um aumento significativo da
fluorescéncia do composto, que se mantem constante durante os 54 minutos de
irradiagao.

A Figura 25, na qual esta correlacionada a variagdo da fluorescéncia dos
fotossensibilizadores em comprimentos de onda especificos com o tempo de irradiagao,
nos possibilita fazer uma melhor avaliacdo do que esta ocorrendo na Figura 24.

Pela Figura 25 é possivel observar nitidamente o decaimento da fluorescéncia
inerente ao fotobranqueamento da MgPplX, sendo a constante de velocidade de
fotobranqueamento, calculada através de um grafico de In (I¢/lgo) contra tempo (minutos),
igual a (4,5 + 0,2).10° s™". Em termos praticos essa constante equivale, apés 48 minutos
de irradiagdo, a um consumo de 24% da concentragao inicial de fotossensibilizador em
solucéo.

O fotobranqueamento da PplX e da ZnPplX (Figura 25) n&o é tao nitido como o da
MgPplIX. Aparentemente ocorre um aumento da intensidade de fluorescéncia do
fotossensibilizador, seguido de uma discreta queda dessa intensidade. Uma hipétese para
esse comportamento estaria baseada no estado de agregagdo dos compostos. Como ja
foi visto no item 4.3.1, a PpIX e a ZnPplX sdo mais propensas a agregacao que a MgPplX
(essa afirmagao é confirmada, tanto pelo valor da constante de dimeragao, quanto pela
faixa de concentragao utilizada para calculo dessa constante), dessa maneira, 0 aumento
da intensidade de fluorescéncia da PplX e da ZnPplX poderia ser explicado se
considerarmos que monOmeros e agregados desses compostos estdo em equilibrio na
solugdo. Ao se irradiar a solugdo, ocorreria a degradagdo dos agregados e/ou
mondmeros, 0 que por sua vez ocasionaria a monomerizagdo dos agregados para que o

equilibrio na solugao fosse mantido, afetando diretamente a intensidade de fluorescéncia
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(monémeros sao mais fluorescentes que agregados) justificando o aumento da
fluorescéncia. A partir do momento em que nao existisse mais um numero significativo de
agregados em solugéo (para a produgcdo de mondmeros), seria possivel verificar o “grau”
de fotobranqueamento, pois a intensidade de fluorescéncia diminuiria proporcionalmente
a degradacao do fotossensibilizador pela luz. O que é, nesse trabalho, uma hipoétese para
protoporfirinas, € um fato comprovado para hematoporfirina e hematoporfirina diacetato
no estudo desenvolvido por Rotomskiene et al'®. Em solugdo aquosa de tampao fosfato
pH 7,4 esses sensibilizadores encontram-se altamente agregados. Com a incidéncia de
luz ocorreu a formacdo de um fotoproduto que absorve na regido de 640 nm. Tal
fotoproduto € originario da fotodegradacédo tanto de mondmeros livres, quanto de

mondmeros provenientes da desagregacdo dos agregados'®.
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Figura 25: Analise de fotodegradagao de solugdes contendo 15 umoI.L'1 de MgPplX, PpIX ou
ZnPplX em Tampéo Fosfato pH 7,2/Tween 20 1,0% (v/v) submetidas a irradiagdo com lampada de
Hg. Os dados sdo a média + s (n=2 para PplX e MgPpIX e n=3 para ZnPplX). [A excitacao = 408 nm
para PplX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX € A emissaso = 636 nm para PplX, 645 nm para ZnPplX e
650 nm para MgPplX].

4.5.2 Controle de fotobranqueamento dos fotossensibilizadores em

PBS pH 7,4 /Tween 20 0,045% (v/v).

Para verificar se o patamar de hemolise observado nos ensaios com a MgPplX
nao era devido ao fotobranqueamento do sensibilizador foi obtida a constante de
velocidade de fotobranqueamento de uma solugdo de MgPpIX 15 pmolL" em
PBS pH 7,4/T20 0,045% (v/v) irradiada por periodos de 15 minutos, durante 120 minutos.

Devido aos resultados obtidos (Tabela 13), foram também foram obtidas as constantes
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para os demais fotossensibilizadores. Essas constantes foram comparadas as obtidas em
solugcdes de Tampado Fosfato pH 7,2/T20 1,0 % (v/v), apesar das diferencas na
composicdo dos meios (meio salino e pH), pois essas diferengas ndo se mostraram,
durante o projeto, um interferente direto na realizagdo dos ensaios e analise dos dados.
Verifica-se pela Tabela 13 que ao se diminuir consideravelmente a concentragdo de
surfactante (cerca de 20 vezes) ocorre um fotobranqueamento mais significativo da PplIX
e da ZnPplX e também ha um aumento de aproximadamente 3 vezes na velocidade de
degradacao do MgPplX. Verifica-se também que, a velocidade de fotodegradacdo da
PpIX quando o meio contém 0,045% (v/v) de Tween 20 é cerca de 1,4 vezes maior que a
degradacdo do MgPplX em em meio com Tween 20 1,0% (v/v) e a da ZnPplX em
Tween 20 0,045% (v/v) é igual a da MgPpIX em em meio com Tween 20 1,0% (v/v).

Tabela 13: Constante de velocidade de fotodegradagado de solugbes contendo 15 umoI.L'1 de
protoporfirina em Tampao Fosfato pH 7,2 ou PBS pH 7,4 contendo Tween 20. Os dados sédo a
média = s (n=2 para PplX e MgPplIX e n=3 para ZnPplX). Entre parénteses estao relacionadas as
porcentagens de fotossensibilizador consumido (em relagdo a concentragao inicial em solugéo)

apos 48 minutos de irradiagdo com lampada de Hg.

% T20 em Constante de Velocidade de Fotobranqueamento (s™)
solugéo MgPpIX PpIX ZnPplIX
0,045 % (v/v) (1,31 +0,05).10 [65%] (6,3+0,5).10° [35%] (4,5+0,3) .10° [27%]

1, (4

Através da Figura 26 é possivel observar o perfil de fotobranqueamento dos
sensibilizadores bem como os respectivos espectros de absorcdo apds 2 horas de

irradiagdo com lampada de mercurio.
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Figura 26: Perfil de fotodegradacdo de soluces contendo 15 umol.L™ de (A) PpIX

(B) MgPpIX e (C) ZnPpIX em PBS/Tween 20 0,045% submetidas a irradiagdo com 1dampada de Hg
[A excitagao = 408 nm para PpIX e 422 nm para ZnPplX e MgPpIX e A ¢missso = 636 nm para PplX,

645 nm para ZnPplX e 650 nm para MgPplX]. Espectros de Absorgcao de (A) PpIX (B) MgPpIX e

(C) ZnPplX em PBS/Tween 20 0,045% apds 2 horas de irradiacao.

Através de uma comparacao entre a Figura 14 e a Figura 26 podemos verificar

que todas as porfirinas sofreram uma diminuicdo na intensidade de absorbancia quando a

63



RESULTADOS E DISCUSSAO

concentragdo de Tween 20 no meio foi diminuida. Essa diminuigcdo da concentragdo de
surfactante acelerou a fotodegradacdo dos sensibilizadores (verificada através dos
espectros de fluorescéncia dos compostos), levando-nos a conclusao que a quantidade
de Tween 20 em solucdo estaria diretamente relacionada a susceptibilidade dos
fotossensibilizadores a fotodegradagédo. Aparentemente, quanto maior a quantidade de
surfactante em solugao, menor o fotobranqueamento sofrido, sugerindo que as micelas de
Tween 20 atuariam como uma camada protetora para os sensibilizadores.

Correlacionando a Figura 26A com a Figura 24B verifica-se que na presenca de
Tween 20 0,045 % (v/v) ocorre uma diminuigdo na intensidade da fluorescéncia da PplX
com o aumento do tempo de irradiagdo, sendo o comportamento inverso observado
quando a andlise é realizada em Tampéao Fosfato pH 7,2 / Tween 20 1,0% (v/v) (Figura
24B). Além disso nota-se, na Figura 26A, a diminuicdo da intensidade fluorescéncia nos
comprimento de onda de 636 nm e 705 nm e o aparecimento de uma banda de absorcao
na regiao de 670-680 nm inexistente na Figura 14A. Esse comportamento da PplX ja foi
reportado em literatura por Konig et al'® que analisaram a fluorescéncia de PplX in vivo
utilizando um sensor de fibra 6ptica para acompanhar a formacgéo dos fotoprodutos da
irradiacdo da protoporfirina. Esses fotoprodutos foram descritos por Inhoffen et al "° como
dois tipos de clorinas formadas pela reducdo da dupla ligagdo dos substituintes vinil.
Ericson et al'® comprovaram que os fotoprodutos sdo resultados de fotoxidacdo, pois em
amostras desoxigenadas, ndo sao gerados fotoprodutos. Estudos realizados por
Brancaleon e Moseley'"® mostraram que o Ppp compete com a PplX por sitios de ligacdo
de proteinas metabolicamente importantes como a albumina e imunoglobulina podendo
ter alguma influéncia durante a PDT '%""°,

Os trabalhos de Kénig et al'” e Inhoffen et al ' foram completados por Ma et al’"’
através da investigacéo do efeito fotodindmico do fotoproduto de degradacao da PpIX em
células WiDr, uma linhagem de células de adenocarcinoma humano. As células foram
incubadas com ALA e irradiadas em 635 nm durante 1, 3 ou 5 minutos para a formagao
de diferentes quantidades do fotoproduto clorina fotoprotoporfirina (Ppp). A Ppp foi entao
irradiada (670 nm) e observou-se que esta também sofria fotobranqueamento, mas esse
fotobranqueamento nio resultava na formacao de PplX, indicando que o processo de
fotobranqueamento da protoporfirina IX nao é reversivel. Independente do tempo, a
exposigado das células tratadas com ALA a luz em 635 nm seguida da exposi¢cao em 670

nm apresentou pequeno aumento na inativagdo das membranas celulares, indicando que
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a utilizagcdo conjunta da PplX e do seu fotoproduto Ppp ndo implicava num ganho
significativo na eficiéncia do tratamento'"".

Através da comparagao entre a Figura 26B e a Figura 24A e entre a Figura 26C e
a Figura 24C notamos a variagdo da susceptibilidade da MgPpIX e da ZnPplX ao
fotobranqueamento. No <caso da MgPplX, na solugdo contendo Tampéo
Fosfato pH 7,2 /T20 1,0% (v/v) (Figura 24A ) verificamos que a diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia durante a irradiacio é menor do que na solugdo contendo
PBS pH 7,4 /T20 0,045% (v/v) (Figura 26B). Para a ZnPplX a diferenga é ainda maior: Em
em solugéo contendo Tampao Fosfato pH 7,2 /T20 1,0% (v/v)( Figura 24C) foi observado
um aumento da fluorescéncia da ZnPplX em 645 nm nos primeiros minutos de
fluorescéncia que se mostrou constante com o passar do tempo enquanto em solugéo
contendo PBS pH 7,4/T20 0,045% (v/v) (Figura 26C). Além disso, independente da
concentracado de surfactante no meio e diferente do que aconteceu com a PplX, nao foi
observado nenhuma alteragéo nos perfis de emissao da ZnPplX e da MgPplX no decorrer
da irradiagao, indicando que durante a irradiagdo de MgPpIX e ZnPpIX n&o é formado
nenhum fotoproduto fluorescente.

Apesar do fotobranqueamento do fotossensibilizadores ndo houve prejuizo na
analise uma vez que a hemdlise foi observada. No caso da MgPplIX, o aumento da
velocidade de fotobranqueamento pode estar relacionado a porcentagem maxima de
hemdlise alcangada ao fim do experimento. E possivel que ndo esteja ocorrendo uma

maior lise das células vermelhas devido a destruicdo do fotossensibilizador.

65



CONCLUSAO

5 CONCLUSAO

A PDT tem sido empregada com sucesso no tratamento de varios tipos de cancer
(cancer de pele, da cavidade oral, bronquial e esofageal, de bexiga, cabeca e pescogo)
além de doengas nao malignas, tendo mostrado bons resultados, tanto no tratamento
efetivo de canceres em estagio inicial, quanto no tratamento paliativo de canceres em
estagio avangado.

Existe uma preocupagao constante em encontrar o sensibilizador que ofereca o
melhor custo/beneficio, isto &, maior seletividade por células tumorais, minima toxicidade
no escuro, melhor eficiéncia em causar a morte celular, maior pureza, menor custo de
producdo, etc. Muitos sdo os ramos envolvidos nessa procura quase utdpica pelo
sensibilizador ideal: Quimica, Biologia, Medicina, Fisica, Engenharia, todos trabalhamos
juntos para que novos sensibilizadores sejam descobertos, sintetizados e estudados,
novas fontes de irradiacdo (cada vez menores e mais precisas) sejam testadas e
fabricadas, novos metddos e meios de aplicacdo de fotossensibilizadores sejam
avaliados, novas utilizagbes para PDT no tratamento de doengas sejam analisadas.

No entanto, apesar de todo esse esfor¢o em conjunto e de um grande numero de
sensibilizadores estarem sob estudos, somente poucos sdo, atualmente, aprovados para
uso (Photofrin®, Levulan® e Visudyne®). As pesquisas de novos medicamentos costumam
ser morosas e dispendiosas, no entanto, isso se faz necessario quando vidas humanas
estdo sendo envolvidas no processo. A aprovacdo de um medicamento para uso deve
passar pelos seguintes estagios: avaliagcdo in vitro da eficiéncia do medicamento,
avaliagao in vivo (animais) e avaliagao in vivo (voluntarios humanos).

O que foi apresentado nesse projeto € somente uma parte do caminho para a
aprovacao de um medicamento: a avaliagao in vitro inicial da eficiéncia da ZnPplIX e da
MgPpIX. A partir da comparagao da eficiéncia fotodinamica da Protoporfirina IX e de seus
derivados de Magnésio e de Zinco foi possivel chegar as seguintes conclusoes:

x  Durante as analises da eficiéncia dos fotossensibilizadores verificou-se que esta
seguia, na maioria dos casos, a seguinte série: PpIX ~ ZnPpIX > MgPplX, resultado
que se mostra condizente com os valores de rendimento quantico (dados da literatura)

de cada protoporfirina.
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x A razdo entre a eficiéncia da PplX e MgPplX depende do substrato analisado.
Verificou-se que, a medida que se aumenta a complexidade do substrato (aminoacido
livre, proteina e célula) diminui-se a relagao PplX/MgPplX. A relagao PplX/ZnPplX
mantem-se constante.

x  Os ensaios de hemodlise por irradiacdo continua e por poés-irradiagdo mostraram que
em concentragbes iguais de fotossensibilizador PplX e ZnPplX sdo mais eficientes
que MgPplX, no entanto a concentragdo de MgPplIX pode ser aumentada para que se
alcance a mesma eficiéncia que os outros dois sensibilisadores.

x A MgPplX foi o unico dentre os trés fotossensibilizadores estudados a sofrer um
fotobranqueamento significativo durante a irradiagdo. Sendo assim, seria possivel
controlar a velocidade de fotodegradagcdo do sensibilizador de modo a manter a
capacidade de fotoxidacdo de biomoléculas enquanto for conveniente e depois
degradar totalmente o sensibilizador somente com o aumento da velocidade de
fotobranqueamento. Essa caracteristica € muito importante do ponto de vista clinico

pois diminui a fotossensibilidade pds-tratamento, tipica em PDT.

Apesar da MgPplX nao ter apresentado uma boa eficacia no caso do aminoacido,
deve-se levar em consideracdo que a aplicacdo in vivo de um sensibilizador envolve
inumeros parametros, tais como: estruturas complexas, meios de aplicagdo, distribuicdo
tépica ou sistémica do fotossensibilizador, efeitos pos-irradiagao, efeitos colaterais, etc.,
que devem ser cuidadosamente avaliados e podem ser modificados até a obtencdo do
melhor resultado. Sendo assim, ndo s6 a ZnPplX (pelas caracteristicas que apresentou
durante esse estudo), mas também a MgPpIX podem ser consideradas como possiveis

alvos de estudo visando a aplicacao clinica em PDT.
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